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1. UvoD

Predpokladem us@ného peZziti fady organismd je schopnost odpovidajicim tmbem
reagovat na ztmy okolniho prosedi. Takovato reakce sgiwa vregulaci exprese
proteinovych kaskad.

Regul&ni funkce je tradin¢ prisuzovana proteiitm, je vSak mozné, Ze apodnimi
katalyzatory byly samotné ribonukleové kyseliny.illj@rt. 1986; Joyce. 2002) Jednou
Zz moznosti regulaceateZitych geri uZz na Urovni exprese jsou riboswitche. Rrto RNA
kontrolni elementy nevyzaduji asistenci proteinJsou schopny reagovat nacitou
koncentraci liganduifimo, bez proteinovych prasdniki. (Stormo & Ji. 2001)

Riboswitch je 5'netranslatovany usek (UTR) molekmRNA, ktery je schopen reagovat na
piitomnost ukité malé molekuly zrnou své konformace a ovlivnit tak aktivitu genu.
(Mandal & Breaker. 2004b) Funkci riboswitche je Zwureagovat na zémy koncentrace
metabolitu tim, Ze zemi drovei exprese odpovidajiciho genu a tudiz hladinu prateiebo
castji skupiny proteiri v buice.

Riboswitch ma d¥ c¢asti: aptamer, ktery ifmo vaze ligand a expresni domeénu (tzv.
expression platform) coz jeéast molekuly, kterd na navazani ligandu odpovid&nom
prostorové konformace aigobi tak zablokovani nebo spirfitexprese.

Zmeéna konformace musi vgdit z funkce vazebné misto pro ribozom (rbs — stimoal
binding site) a tim zamezit translacifeftasré ukortit transkripci vytvdgenim vnitni
terminani vlasenky, pofipact urychlit degradaci molekuly mRNA.

Aptamer je tatast molekuly riboswitche, ktera je zodgdna za vazbu ligandu. Aptamer sam
o solg neni schopen jakkoliv ovlivnit expresi, jedine spojeni s expresni doménouzeme
pozorovat efekt ,zapnuti/vypnuti“ na expresi sleale®ho genu.

Byly vytvoreny syntetické struktury (nazvany téz aptameryhaagickymi schopnostmi,
jako ma pirodni riboswitch. (Mairal & Ozalp. 2007) Aptamefirpzers se vyskytujicich
riboswitchi je nékolikanasobn vétSi oproti aptamém syntetickym a to i vifjpad, Ze
reaguji na stejny nizkomolekularni ligand a majhéknu srovnateléd vysokou afinitu.
(Schwalbe et al. 2007) Vice informaci o syntetarojch aptamerech a jejich dalSim vyuZiti

podavame v kapitole 3.11.
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2. OBECNA CHARAKTERISTIKA LIGAND -VAZAJICi MOLEKULY RNA

Bakterie vyuZivaji riboswitche citlivé na nizkomiolgarni ligand pro kvantifikaci
metabolického stavu lily. Burka je tak schopna zjistit koncentrace jednotlivimétabolifi

a reagovat Upravou exprese souvisejicicliigen

Regul&ni prvky gitomné v 5° UTR transkrift reaguji na vnitrobuitné metabolické signaly
zmeénou konformace. Tyto strukturni 2my pak zgtné kontroluji expresi gein

Kazdy znamy riboswitch ma dwasti — aptamerovou domeénu, ktera je vysoce konzané
na urovni sekvence i struktury u Sirokého Skappznych organisin Samotné konforngai
zmeény vedouci ke zené exprese se &l v expresni doménsituované bezprastdre za
aptamerem, tedy tzv. downstream. Za vazbu samotigdredu odpovida vyhradraptamer,
nezavisle na ifitomnosti expresni domény nebo pomocného protdialka aptamerové
domeény je v rozgti 70 — 200 nukleotii expresni doména je pak mnohem rozndgiit
v sekvenci, struktte i velikosti.

Riboswitche jsou svou strukturou a mechanismem denkozmanité. WSinou jsou to
negativni regulatory genové exprese, coz znamemgyitomnost ligandu ma na expresi
tlumivy az inhibéni inek, tzv. ,OFF* (zamezi expresi genu).

Mechanismy @inku jsou v zasaddvoji v zavislosti na poloze aptameru vzhledemstat
kodonu. Prvni reguluje transkripci tim, Ze po narizigandu zformuje vnihi termin&ni
vlasenku. Terminai vlasenka je rozfna ,stonek-smika“ struktura po niz nasleduje Seést

vice uracii. Tato smyka ukorti prediasré transkripci tim, Ze uvolni RNA polymerazu

Regulace iranskripre Regulace translace
UUUUU
Transkripce Translace
| Anti- ON ON
i termindtor
Ly 5
- _( EXPRESNi .-~~~
Metabolit ¢ '\ DOMENA )/ + Matabaolit
— T
__(APTAMEROVA'|

e\ vomena |
1 1
i Termingtor i
! i
1 I
\ 1
SR e RN .
i N — 5

Transkripce Translace
OFF OFF

Obr.1: Schematické znazeém mechanisii regulace exprese downstream genu pomoci ribosviRBS
— ribosomal binding site.iBvzato z Tucker & Breaker. 2005
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z templatovéhdetzce je& pred dokokenim smysluplného transkriptu, ktery by mohl byt
bezprostedre translatovan fitomnymi ribozomy. (viz Obr.1)

DalSi mechanismus regulace funguje na urovni ioeimanslace. Navazani liganduigpbi
piestavbu celé expresni domény tak, Zze zam#stup ribozomu k rbs — mistnavazani
ribozomu a zahajeni translace proteinu.

Speciélnim gipadem je pak riboswitch s katalytickou funkci m§l (vazajici glukosamin-6-
fosfat). Funguje mechanismem degradace mRNAitempnosti ligandu (tedy spiSe jako
ribozym).

DalSi detaily k mechanismu funkce budou uvedengnkkétniho riboswitche.

V piirodk je zndmo vice nez deset liganpro reZ existuje riboswitch. Déle existuje skupina
oligonukleotidi, ktera je od prozere se vyskytujicich riboswitdhpiimo odvozena a to jsou
syntetické aptamery — tetracyklinovy, theophylligav mnoho dalSich. Tyto oligonukleotidy
jsou ziskadvany pomoci technologie SELEX (Systenmatiglution of Ligands by Exponential
enrichment) (Mairal & Ozalp. 2007)

Schopnost aptameru vazat ligand je kvantifikovamaqci disociani konstanty- Kp, udava
se v jednotkach koncentrace ligandu, na kteroupganaer jiz schopen reagovatp Kro
interakci RNA-ligand se pohybuje mezi 1 nM —@4, byly vSak jiz uvedeny i nizSi hodnoty,
pohybujici se ¥adech stovek pikomal

Riboswitche nizeme rozdlit do dvou tid podle typu prostorového ugdani v pitomnosti
ligandu. (Schwalbe et al. 2007)

Typl

Riboswitche tohoto typu se vyzhgi piitomnosti tzv. 3-way

. . c G
junction c
(schematicky  na N A

obr. 2) ve své

l

strukture, gikladem

Kon_sens(tlls muze byt purinovy Obr.2: Schematické
purinoveho aptameru 7 g . . ZnéZOI’I&nI' Struktur 3-wa
A riboswitch (obr. 3). junction Y Y
Obr.3: Purinovy aptamer séetelrg patrnou Vyskytuje se u § jak standardni C-G (Watson-

formaci 3-way junction¢erverg jsou ) i o i o o
vyznaseny vysoce konzervované baze, zluta ~ Crick parovani) tak takeé nekanonicke parovani

krouzek ozn&uje mistog. 74, které je obsazeno
) ; A-AaA-U.

bud’ uracilem (vaze adenin) nebo cytosinem
(vaZe guanin). f#¢vzato z Winkler & Breaker. Podobné usgadani nizeme pozorovat u TPP

200¢
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(thiamin pyrofosfat) riboswitche, kde je trojcestogntraini motiv tvéen d¥ma a-helixy a
jednou tzv. stopkou. Navazani TPP je jednou zakidr ktera propoji helixova ramena a
umozni molekule zaujmout aktivni konformaci. (Sex@a& Yuan. 2004)

Do této tidy spada také struktura glmS (systém vazajici

glukosamin-6-fosfat) ribozymu. V tomtdipact vSak neni 3-
way usp@addani rozhodujicim furtkim prvkem terciarni

struktury.

Typll
Typickym predstavitelem této fidy je SAM (S-

adenosylmethionin) riboswitch jehoZz struktura ma #=way

uspdadani (viz Obr. 4). Kolem tohotottyicestného C _ S S
riboswitche — typicka struktura

centralniho elementu pozorujeme dalSi struktukgného four way junction. Fevzato

s s L. ; z Mandal et al. 2004
typu. Toto usptadani drzi d¥ ¢asti molekuly v ahlu 70°

¢imz tvai vazebnou kapsu pro ligand. (Winkler et I. 2003b)

2.1.  WSKYT Tab.1: Vyskyt jednotlivych systéinregulace naii
systémem bakterii, ve skupinach Archaea a Eukargota
v mikrobialnich sekvencich ziskanych z predt.

Riboswitchem nazyvémefipozené se Pievzato z Barrick & Breaker. 2007

Fa P oo F e b
vyskytujici systém ligand - 5’UTR ne «qutpfeﬂﬁd%ﬁ‘%gf

[ ' L
2 S [ [ i actaria ....-D..D Firmizutes
vlakneé mRNA. Riboswitche se jakc Bact e

Fuscbacteria
prirozené soddsti mMRNA vyskytuji EEEmE - Actincbacteria
—— Bl =] Cyanchacteria
prevazré u prokaryotickych organisin — 0 @m0 Ackbactaria
. ) HEmm @ @ o dle-Protecbacteria
(viz. Tab 1), kde byly také objeveny EleE - [ a-Proteskactsria
. , .. [ 0 [0 b-Protecbactsria
charakterizovany. U eukaryot byl EEEE =0 =0 o gPosobace
A | . Spircchetas
nalezeny sekvence podobné TF - Chlamydia
riboswitchi, ale s mira odlisnym Hl- T Chicrcbi
] ] | [ Bactemidetes
mechanismem regulace. (Sudarsan HEE @ = DeinocsccusTherm
HEE = (] Chloraflexi
et al. 2003a) Riboswitche vzdy le: HENE O Thermotogae
. . . "y ., EE o o« [] sargasso 8=a
v blizkosti nebo fimo iléhaji ke el pmmgm s ~ Mfinneeora S
gemim zodpo¥dnym za syntézu neb(  Ssuencee HEBEE o = O Whale Fal
[ | [ #ckd Mine Drainage
ieii i Archaca
transport jejich ligandu. = ——

NejrozstergjSi skupinou riboswitclh  Eukaryota . L
ungi
je AdoCbl, dalimi velmi roz&nymi —LI . Plants

B o® w107 wi0? w107 Frequency (ibcewitsheaint)
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skupinami jsou pak TPP, FMN a SAM I. Glycinovy ailyovy systém vykazuje roztrouseny
vyskyt. Ostatni skupiny riboswitéh (preQ1, GIcN6P (gimS), puriny a SAM Il) jsou
identifikovany jen u Bkterych bakterialnich kmén (Barrick & Breaker. 2007) iiblizny
odhad zastoupeni jednotlivych systém bakterialnich kmenech zobrazuje tab.iehted

jednotlivych tid pak podava tab. 2.
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Tab.2: Rehled jednotlivychifd riboswitchi, jejich ligandi, mechanisrih regulace a zakladnich referenci. Dale je ke kabdgystému uvedena orietitd hodnota I.

Typ switche [Ligand Organismus Mechanismus regulaz  |ON/OFF |Reference Kb
. aktivace translace ON
adenin - . ] .
] B. subtilis antiterminace transkripce |ON Mandal et al. 2003 5nM
uanin
Typ | ¥ terminace transkripce OFF
TPP Rhizobium etli zablokovani translace OFF Swataet al. 2003 50 nM
Glycin B. subtilis aktivace transkripce ON Mandabé 2004 1M
) o terminace transkripce OFF .
Coenzym B12 | E. coli, S. typhimurium o Nahvi et al. 2004 300M
) ) zablokovani translace OFF
Riboswitch
FMN 20 drulti G+ i G- bakterii | terminace transkripce OFF Vittesslc et al. 2002 5nM
. - terminasce transkripce  |OFF
Lysin B. subtilis o Sudarsan et al. 2003 b uM
Typ Il zablokovani translace OFF
SAM | N _ ) Winkler et al. 2003 (SAM I)
B. subtilis terminace transkripce OFF ) 4 nM
SAM I Corbino et al. 2005 (SAM 1)
- terminace transkripce
PreQ1 B. subtilis OFF Roth et al. 2007 770 pM
zablokovani translace
Ribozym Typ | GlcN6P B. subtilis degradace mRNA OFF Barrick eR8i04 50uM (pH=9)
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3. STRUKTURA A MECHANISMUS REGULACE

3.1 PURINOVE RIBOSWITCHE

0
Jako ligandy v tomto systému fungu NH;
NH
v organismu fitomné puriny — adenin N| | > R NH
a guanin (viz. Obr. 5), vzaérxanthin /J\ / |
H,N N N k - /
H N N

a hypoxanthin (Mandal et al. 200:
Neju2tsi abjem experimentalnich de Obr.5: Schéma molekul purinovych ligandjuaninu a

se tyka pra¥ purinovych riboswitch.  adeninu.

Pati mezi nejmensi riboswitche. Navzdory vysoké podaiinsvych ligand vykazuji
vysokou afinitu k tomu svému a také silodmitaji analogy.

Vyzkum na purin citivych mRNA se zpéatku zandtil na ti systémy. Byli toxpt-pbuX
operon aydhL (pbuE) u B. subtilis, a add gen pro adenindeaminazu@i perfringens a
V.wulnificus. Serganov et al. 2004

Add A-riboswitch funguje jako ,ON“ regulator tramsleadd mMRNA coZ znamena, Zefip
vysSi koncentraci adeninu indukuje zformovani dvakmového (seku, ktery uvolni

zablokovanou SD (Shine-Dalgarnovu) sekvenci a gtadon ¢imz zvySi translaciadd
operonu. V nefitomnosti adeninu je SD blokovana parovou interakéast&énou GAA

A
; 2 ) h . uu
ydhL A-riboswitch Antiterminace transkripce vog
U—-A
G-C
U=A
uou
u u
Bi-A=U
i . A=U
Terminator -,
a7, G uc, sz NSt
37 u o
! c -
G 42 c 57 52 ar, g Y U 52
yee ! a ! CE 37 u A A=L
UUUGAGG CAGGAA , ik
A R TS, O T T o u yée e G c By
u,urrucce AUCCcuUA 2 A UUUGAGG ¢ 55y
AL A A\ a 72 67"~ 3 [ A 2. 14:1.4.F 1 A 7201
2 i i 410 “AA”“AUCCCA . e
od A=-U £ 7 G -
YA 2 A A -
Uof  Ardiarmminatey 100 =0 A I—A-110
'-4 | y : B
15, ¢ A8 u u 1] [ A
geuch AvuuuGuuuaugacau' u u K (W
u 15, C 62 U U
u s—ych Uyy—g
-3
e

Obr.6: Regulace genové exprese pomoci zruSeninammiiviasenky vazbou adeninu u riboswitcfolbL.
Prevzato z Serganov & Yuan YR. 2004

sekvenci v aptameru. (Serganov et al. 2004)
Ackoliv aptamery obou molekul vykazuji vysokou podosi jejich expresni domény se
velmi liSi jak ve stavbtak ve své funkci. Add A-riboswitch\z wvulnificus aktivuje translaci

kdezto pbuE (ydhL) A-riboswitch B. subtilis reguluje uz transkripci. (viz. Obr. 6)
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V negitomnosti adeninu zaujme vilakno tzv. ,OFF" stavy lsg zformuje vnini termin&ni
vlasenkaa dojde k terminaci transkripce. Yifpmnosti adeninu se vytiioantiterminator
ktery umozni dokoteni transkripce.

Biochemické studie 5° UTR oblasti operorpt-pbuX — guaninovy riboswitch (Mandal et al.
2003) a genpbuE (ydhL) — adeninovy riboswitch (Mandal & Breaker. 2004Busubtilis

. . U Uu CU . . U GU CU
N Scacecaa A 2 €yuucace Ao
[ [ 1 1 e 1
U gGUGCGCU (; GFG upaUAacuce A ch
A G A G
A AC, G A AUg G
Ua-uC “ul.% . ua-yV ¢ Pac
aptamer xpt u-a G,y ¢ ydhL aptamer u-A = c
A-U G-C
C-G Angf u-A AAf
usG u-A
i N
c-G
:'\'../ \-3'

Obr.7: xpt guaninovy aptamer gbukE (ydhL) adeninovy aptamer, Sipka ozmge bazic. 74 které
rozhoduje o specifické afigitk ligandu. Mandal & Breaker. 2004

ukazaly, Ze se liSi vadch pozicich smiky aptameru. D¥ z nich jsou variabilni a zje¥n
nemaji vliv na afinitu k ligandu, avSak pozice/4 je u xpt obsazena C kdezto u pbukE (ydhL)
je zde U. (viz. Obr.7) Dochazi zde ke standardnWraison-Crick parovani baze v poloze 74
a ligandu: C74 - guanin a U74 - adenin. Experimlantg/ména jedné baze za druhou ma pak
vysoce piikazny vliv na afinitu k jednotlivym liganan. (Mandal & Breaker. 2004)

K dokonaléin vitro formaci komplex je zapotebi fyziologick4 koncentrace iantMg**
(2mM). (Serganov & Yuan. 2004)

xpt G-riboswitch Terminace transkripce

ar, y Y Gy 52

J2-3 37 u A "
o i . GG a2 G c 57 cc.
a7, yYcCy 52 Terminator U™ cacGeaa cegGca ©
37 u A & A 111110} L11aill u
w86 b G c o gyt UAW u,gluccecy GCCUGY . »
CACGCAA CGGGCA u u-140 : A A2 67
A L1 11el 111011 u u wu Sz A c
u ~GUGCGCU GCCUG A c-a Mo
AG A Y - 22 140
: P2 A2 pa 67 A u-A '
32 J12 A c C—=G A-U yUUAUUUG,
S c=-C & e e
2 J3-1 VoG
u=a 3 u ol [
A=U ;_g e ey &
c-G 15-A  81-UoG
mi B A g
C=G T SAAUAUAAUAGGAR =t A
15=-A =181 A=U 3 - A
C—C c= Antiterminator €-6s u
5 AAUAUAAUAGGAA 120 G—g S S *-—“’-CuAUA G
3 A=U 5
UUUGUGAUAUCA—U j—n A () u
AUG u S u
VUUGGC wite uuu u
Lraat u AUgG U
GAACCG G u UUGGC u U
c u-160 ] U-160
u GAACCG Gy
Ny L

3

Obr.8: Schematicky nakres regulace transkripce pbrmbd G-riboswitche, vysoce konzervované baze
aptameru jsou vyzienycerverg. Prevzato z Serganov & Yuan YR. 2004

Xpt G-riboswitch ovliviuje expresi genu regulaci terminace transkripcen@dbet al. 2003)

V nepitomnosti guaninu formuje expresni doména antiteabni viasenku, ktera umaije
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dokortit transkripci (,ON" stav). Guanin stabilizuje apter a zgsobi formaci vnini
termin&ni vlasenky (,OFF" stav). (viz Obr. 8) (Serganow&an. 2004)

3.2 THIAMIN PYROFOSFATOVY RIBOSWITCH (TPP)

Obr.10: Model molekuly thiamin pyrofosfatu

Ligandem této RNA je thiamin pyrofosfat —
aktivni forma thiaminu (vitamin B. (viz Obr. 10)

Je to velmi podstatna latka pro spravnou funkci
organismu. Tvi koenzym (neproteinovodast)
pyruvat dehydrogenazy, pyruvat dekarboxylazy a
dalSich  stZejnich

nékolika enzymatickych

komplex.

Tento druh riboswitche je nejroz8igjSi mezi

metabolity-rozeznavajicimi  RNA  strukturami.

(Serganov et al. 2006) Jeho geneticky motiv tzivbtx, byl nalezen jak ve&Siné zndmych

eubakterialnich genaim tak u Archeot, konkréthrodu Thermoplasma. RNA sekvence

vysoce analogické tomuto motivu byly navic nalezaenmgstlin @Arabidopsis thaliana, Oriza

sativa, Poa secunda) a hub Neurospora crassa, Fusarium oxysporum) (Sudarsan et al. 2003).

(viz Obr. 11) Thiamin-pyrofosfatovy riboswitch jerfkéné aktivni na Urovni translace.

V negitomnosti TPP

A TPP aptamer B Arabidopsis [ Neurospora
konsensus TPP aptamer TPF aptamer je jednovlaknova SD
u B nis u* Ay o™y ]
A=G G A A sekvence blokovana
88 & i
5-6 &8 £s vzdalenou interakci
A & A G A G ) ) )
%2 gx Y i anti-SD a anti-anti-
-G C-g U-A
a€-S at-8 A& p
A LT A S SD sekvenci.
029, U ceve a ‘Woac
g % I8 Uy A CCACGAAAACGUACAGUUAA, G-chAUEGS S navazanim ligandu
: C-G u g G
C-G ] . . ,
X 5 ¢ s K8y dojde  k uvolgni
i oO0 .n.G G’EUUG“A?C"EGFLUI:.;EI:EGEG*A .: uc e —. ) i i
" s % GGACCAGGGEC UAUCGGGE Gga™ Ay veemes—  anti-SD vlakna, ktere
c AG

Gagl Sagl

Obr.11: Eukaryotni TPP riboswitche. A) KonsensufoZzeny na bakterialr
RNA, krouzky reprezentuji vysoce variabilni oblasti. BPP aptamer

Arabidopsis thaliana, oranzo¥ jsou vyznéeny rozdily uOriza sativa a zeleg
pak u Poa secunda. C) TPP aptamer v intronu houllyeurospora crassa.
Prevzato z Sudarsan et al. 2003
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se pak paruje s SD
sekvenci a ta je
zablokovana.  (viz
Obr. 12)
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Jak prokaryoticky tak eukaroyticky TPP riboswitciik&zuje podobnou afinitu k ligandu.
Disociani konstanty (k) se v obou fipadech pohybuji kolem hodnoty 50 nM.

Konkrétreé u bakterii se TPP riboswitch podili na regulaaiigkiosyntézy TPP a udrzuje tak
jeho  fyziologickou

hladinu v organismu. ~ ON
Sekvence

Metabolit
homolognich domén o

nalezené u eukaryo

-
-
-
-
-
-

—_—

byly porovnany 5 =
S gram negativni
g : 5
bakteriiE. coli a gram L. _ _ o _
Obr.12: Schematické znazéni funkce TPP riboswitche, kteryp#itomnosti
pozitivni C. ligandu zablokuje iniciaci translacejzné ¢asti aptameru jsou bareviiSeda

oranzova,éervena a zelend), expresni doménacgert. Zelend hvzdicka
ozna&uje SD sekvenci ffipravenou kiniciaci translace,éervena hvzdicka
znai konformani zablokovani SD sekvencaelzato : Serganov et al. 20!

acetobutylicum.

Analyza ukazala, Ze

jde o homologa genthiC a thiM (E.coli) a thiC (C. acetobutylicum), které se podili na
biosyntéze thiamin fosfatu. (Begley. 1996)

3.3FLAVIN M ONONUKLEOTIDOVY RIBOSWITCH (FMN)

5 Tento riboswitch se zda byt struktdrnnejslozitjsi
Ho—P—o z riboswitchi. Je Siroce roziény mezi tznymi kmeny

? bakterii, u eukaryot nebyl nalezen. (Winkler. 2002a

o oH Ligandem je biologicky aktivni flavinmononukleotid

(riboflavin-5'-fosfat), ktery je sotésti elektronovych

pienaséd FAD/FADH,, FMN/FMNH, a hraje tak

WG:—
e B 1 .0
‘ N , | i | |
| P . vyznamnou roli v energetickém metabolismuikoy (viz obr.
H31: 4]
]

13).

Obr.13:Molekula
flavinmononukleotidu (FMN).

11



STRUKTURA A MECHANISMUS REGULACE

FMN riboswitch se nachazi na mRNA dgepro transportni nebo biosyntetické proteiny
riboflavinu a flavinmononukleotidu. B. subtilis je tento elementifftomen v 5' UTR genu

ribDEATH (ribD) a jeho funkci je viitomnosti flavinmononukleotidu sniZovat expresi gen

0 T
AGY FE.'-.‘ HyY. iR
oo G
[ | L L =}
OHLIIJG‘r G b ?
< % T ’
i i B & ) = ;
A o n o Sra -3 FMN & -
[ I“ép- ] |_|'I & -G = -8
D,_J\ra(]u = -._T’\“"UGL H-B ﬁ G {u.‘:-
g £ pg sA &€ % G-
E—: RGLI ?:ﬂ g 3 H
Re-gaR B - 3-
U - - l—upuu | 3
T 5 3 &l
.F:E -.—--""III = L

: : a
Anti-terminace Terminace

Obr.14: c) Strukturni model RFN elementu z FMN sbiiche odvozeny fylogenetické analyzy prokaryotni

mRNA sekvenci. Schéma mechanismu regulace tramgkupzbou anti-SD a anti-arf8P sekvenci. Revzato z
Mandal & Breaker. 2004b

Schéma mechanismu terminace transkripceiiteqpnosti ligandu. Oranzeév je vyzn&ena sekence
komplementarni k terminatorové sekvend¢ewrato z Winkler. 2002a

ribD a regulovat tak biosyntézu ligandu.

Komplexnost aptameru zaifie 100 krat silgjSi vazbu FMN neZ jinych analégnag
riboflavinu, ktery se od FMN [iSi pouze riemnosti jedné fosfatové skupiny. DalSim genem
ktery vyuZziva tento typ regulace je ggmeA pro transportni protein riboflavinu B subtilis.
Porovnanim RFN elemantv téchto mRNA byl nalezen sekveém konsensus a byly
ustanoveny konzervované oblasti. Struktura RFN efgm tvdi Sest smyek, jejichz
zakladny jsou nejvice konzervovansasti molekuly spolu s nukleotidy, které tvstedni
¢ast. (viz Obr. 14c)

Mechanismus regulace je zaloZen na zablokovaniekiesce v fitomnosti ligandu. RFN
element je nasledovan anti-SD a anti-anti-SD setemm které v fitomnosti ligandu ferusi
vazby a uvolni terminétor, kterygqrusi transkripci. (viz Obr.14 vpravo)

12
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3.4KOENZYM B12RIBOSWITCH (ADOCBL)

Adenosyl-kobalaminovy riboswitch se nachazi u $roEkaly bakterialnich kmén

v abundanci 1 — 13 lokiisya genom. Tento element je prim&piitomen u geii pro proteiny
¢inné @i syntéze kobalaminu, aletde regulovat i geny pro porfyrin a transportni pnoy
kobaltu. Jeho aptamer je suver&nmejwtsi strukturou (202 bp) mezi dosud znamymi
piirodnimi riboswitchy. Vaze vysokomolekularni latadenosyl-kobalamin (Mw = 1579,58)
neboli vitamin B, (viz Obr. 15), coz je koenzym mnoha zasadnich eiizy@mhraje
vyznamnou roli v metabolismu. Jeho nedostateftevmize vést k mnohaiznym porucham,
negastji vsak k poruse krvetvorby a

Cobalamin (vitamin B12)

funkce nervového systému.

Patateini ideu, Ze mRNA je samz
Porfyrinovy skelet

schopna vazat ligand potvrdils HaN
objeveni pray tohoto riboswitche 0=
H
v 5" UTR genubtuB u E. coli, jez ? “
. . . , . . N—C— _
ovliviiuje translaci v zavislosti né¢ H2<|;/H et
hlading vitaminu B, v cytoplazng. Hac/ﬁ”

Fragment izolovany E. coli byl

~ /7
schopen vazat ligand s afinitou (K
rovnou giblizné 300 nM (Nahvi et

HOCH, )
al. 2004) Srovnatelné vysledky byl 56 dimetiybenziidazolbordeotid

c:|-|2 —c —NH,

Obr.15: Adenosyl kobalamin je tken  porfyrinovym

ziskany analyzou homologickycl skeletem s kobaltem jako centralnim atomem.

sekvenci 8. typhimurium. (Nahvi et
al. 2002) PozgsSi vysledky naznaiji, Ze jsou tyto molekuly modularniho charakteru.

Skladaji se z uitych funkénich domeén, které se viiiehu evoluce skladaji a znova réhdgi.

13
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o y //) Zakladni jednotkou je tzv.

5. P4 _€O-Op P6 R PT M Birbox  (Ravhum &
o599 " Enk o
o_| 66000, Goc, 00 Anderson. 2001) ktery je

)\ G 0 N G-C oo &
= 32 B o N pritomen u vSech
=Taks) - | | (el LB Y
( :I - Q ;DP o J.:?ﬁ B2 G IS'_-Uu:., P11 ) )
OolWa  DeE—, u f\b riboswitchi tohoto druhu.
- :
Pz Fylogenetické analyzy

prokazaly, ze B-box
Obr.16: Model sekundarni strukturyBoxu, konsensus sekvence . D
s&ervers vyznaenymi z 90% konzervovanymi bazemi. P1-12¢emé obsahuje  nejmeén 10
vlasenkovych struktur.iBvzato z Mandal & Breaker. 2004b parujicich se oblasti a

Expresni e
srtitermninaéni vidzenka doména Terminacni ulszenks
¥ :
oo 3
Pel-L, e P - A\
pr i =]
i - P Sptarner -
L P12 b
(= - P11 - o <
pz - =
Mizki koncertrace koenzymu B12: "ON" Wiysokd koncentrace koenzymu B12: " OFF"
b
Pp— Expresni - Arti RES strukbura
Arti-arti RES struktura darming §=
L=
AN ¥ H T ]
N [ e I_
i i i i i i i
Pptarmer
! |
- g B 5
Hizk3 koncertrace koenzymu B12: "ON" Vysokd koncentrace koenzymu EAZ: "OFF"

Obr.17: Struktura a mechanismus regulace Ado®@blsivitche. B, riboswitch reguluje expresi genudina
mechanismy v zavislosti na stavbxpresni domény (expression platform).

a) kontrola transkripce pomoci formace terngimiaviasenky s uracilovym koncergrvené ramgky
znazotuji komplementarni sekvence, (() pravé/levé rameno terminatorové vlasenky. gskoncentrac
ligandu zpisobi vytvdeni vniini termin&ni viasenky a Zazeni UUU —nekolika uracii potebnych
k ukorteni transkripce u bakterii skupiBacillus/Clostridium.

b) kontrola translace pomoci anti-RBS sekvence HKkementarni lsekvenci RBS a jejim
bezprostednimu okoli. V pitomnosti ligandu probiha translace a &S se vaze se svou komplement;
sekvenci anti-anti-RBS. V n&pmnosti ligandu zablokuje anti-RBS misto pro rmard ribozenu. Revzato
z Mandal & Breaker. 2004b
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priblizné 57 nukleotid, jejichz pozice je z 90% konzervovana (viz Obr.1dechanismus
regulace se liSi uiznych studovanych organismu rékterych dochazi viftomnosti B2

k vytvoreni terminani vliasenky a ukareni transkripce, jiné funguji na principu terminace
translace zablokovani rbs (viz Obr.17).

Struktura B, elementu byla pomoch silico metod objevena v 67 bakterialnich genomech,
coz umoznilo konstrukci fylogenetického stromu,riktedruzil Prokaryota podleffpomnosti
raiznych B, domén a mechanismu regulace do skupin a ukazapitbkzny smeér vyvoje

tohoto regulaniho systému.

3.5 S-ADENOSYLMETHIONINOVY RIBOSWITCH (SAM)

Tento systém vyuziva jako ligand S-adenosylmethiorfviz Obr. 18), obsahuje

konzervovanou sekvenci, tzv. S box, ktery se

nachazi pevazé v5 UTR gram-pozitivnich " 5

bakteriich. (viz Obr. 19) (Winkler et al. 2003: NL/ | N\> H, §Ms HD“‘%”’

SAM riboswitch byl objeven u organismB. SNTTN o C_S_Ez_ Ez_cr\'l;H

subtilis jako reguléni prvek pro regulon skladajic 2
OH OH

se z 11 transkrimich jednotek. Tato mMRNA kdduije
26 geri zodpowdnych za metabolismus siry ©OPr.18: S-adenosylmethionin se sklada

z adeninu, rib6zy a methioninu
biosyntézu a transportikkzitych meziprodukt pro

syntézu cysteinu, methioninu a S-

adenosylmethioninu.
B S box 3 3 ) i o
-] kensensus Aptamerova doména izolovanaBzubtilis

ma Kp priblizné 4 nM pgrestoze celd molekula
vykazuje Ko kolem 200nM. Jeji schopnost
rozeznat a odmitnoutfipuzné metabolity je
u S- adenosylhomocysteinu asi stonasobna,
u S-adenosylcysteinu az 10 000 néasobna.

Vazba riboswitch — SAM (1:1) je zavisla na

s - 2+
Obr.19: S-box, sekvence a model sekundarni ptitomnosti ioné Mg~

struktury SAM | riboswitche. fevazto z Mandal &
Breaker. 2004
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Obr.20: Sekvetni a strukturni model riboswitcheetl ve dvou konforménich stavech. Zelén
zvyrazréné baze tvid ,stonek” struktury, iizové pak anti-termir@i vidsenku, oranZzové baze tvo
termina&ni strukturu. Pevzato z Winkler et al. 2003b

Vzhledem Kk poloze této sekvence bezpexbt pred terminéni viasenkou je iejmé, Ze
aktivuje terminaci transkripce podabjako uz zmigné TPP a FMN riboswitche iiPnizké

koncentraci SAM je zformovana antitermén& struktura, ktera umdije produkci

kompletnich transkrigt (viz Obr. 20)

Na S-adenosylmethionin jsou v bakterialnich gendmatiivé dw struktury SAM | a SAM

Il. SAM | je rozStergjSi a dive objevenouitdou toho riboswitche. Gbtiidy se vyskytuji
hojr¢ v bakteriich, nikoliv vSak oba systémy v jednorgasrismu. (Barrick & Breaker. 2007)

3.6 LYSINOVY RIBOSWITCH

Obsahuje specificky ,L box" nebaliYS element (viz Obr. 21) (Rodionov et al. 2003), kter
selektivreé vaze L-lysin. Tento motiv se nachazi v 5' UTR géysC u B. subtilis. GenlysC
koduje enzym aspartokinazu Il, ktera katalyzujenpkrok biosyntézy L-lysinu. Lysinovy
riboswitch se nachazi takéaucoli, kde vykonava analogickou funkci jakdusubtilis.

(Patte et al. 1998)

Afinita (Kp) métena pro minimalni lysin-vazajici aptamer (179 bp)jjiblizné 1 uM, pro
celou molekulu pak 500M, coZ odpovida vysoké spec#it(Sudarsan et al. 2003) Aptamer
je schopen diky své strukauvelmi efektivé rozeznat chiralni konformace (D-lysin) a blizké

16



STRUKTURA A MECHANISMUS REGULACE
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Obr.21: Konsensus LYS elementu/bbx motivu, peruSovan&ara symbolizuje libovolné nukleotid

jsou zvyrazgny pouze baze konzervované. Byl ziskan analyzparavnanim sekvenci 71 Lys eleme

v 37 prokaryotickych organismech. P1-7zaaeni vlasenkovych strukturi®zato z Rodionov et ¢

2003.

+Lysine

St

< UUUUUUUU 3 i uuuuuy
terminator - 3
RBS
v <3|~|are TG
5 L 3 3

LYS element RBS-sequestor

Obr.22: Pravépodobné mechanismy funkce. A) Mechanismus reguaosci atenuace transkripce,

v negitomnosti lysinu probih& transkripce, v jehidt@mnosti se zformuje termitiai viasenka a dojde

k atenuaci. Vyskytuje se u gram-pozitivnich bakt&) Mechanismus regulacégs terminaci translace pomoci
zablokovani RBS - ribozome binding siteiitgmnosti lysinu, plati pro gram-negativni bakteRgevzato z
Rodionov et al. 2003.

analogy lysinu jako jsou ornithin, homolysin nebehyilroxylysin, nereaguje z¥nou
konformace ani na dipeptidy Lys-Lys, Lys-Ala, Algd.a Ala-Ala. Tyto dipeptidy Afsobuji
alespa urcitou strukturni modulaci a to za zvlastnich podrkiie@ M HCI, 115°C, 23 h)
Sekverni analyzou bylo zji§ho, Ze aptamer t¥d nejprav@dpodobrji péticetnou
vlasenkovou strukturu kde jsou sparované doményietyo sekvenci 56 vysoce
konzervovanych nukleotid (Sudarsan et al. 2003)

L-box vlysC se nachazi fiimo pred terminani vlasenkou a sklada se asi z 200 bp.

Mechanismy regulace se liSiiznych skupin organisin

17
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Obecrg pro grampozitivni bakterie plati schéma terminatanskripce kdezto pro
gramnegativni schéma zablokovani translae&mytim RBS. (viz Obr. 22) Je také znamo, Ze
tato pomdrné rozSfena skupina riboswitéh reaguje na

0
sloweninu AEC (viz Obr.23), ktera je analogem lysinjea il H I
- - . . : - 3N ds®™ NOT
vazana s afinitou asi 3M. Je to vlastd antimetabolit toxicky '!‘
pro mnohé bakterie nesouci lysinovy riboswitchsdbi jako K 5{ 10
D
ligand pro riboswitch misto lysinu a tim deregulu |-30.Mm -

3
metabolickou drahu biosyntézy lysinu. AEE
AEC-rezistentni kmenyB. subtilis nesou mutaci, ktera rus

. . Obr.23: AEC -
funkci riboswitche. aminoethylkarbazol, latk

pouzivana ve vyzkumu jal
chromofor; vykazuje vysoka

mikrobialnich onemoai a upozafuje na L-box jako na &finitu vici LYS/L-boxu.
Prevzato z Sudarsan et

cilovou strukturu pro vyvoj novych antibiotik. 2003.

Toto je ipad, ktery nize pomoci v Iébé nekterych

3.7GLUKOSAMIN -6-FOSFATOVY RIBOSWITCH (GLM S)

GImS riboswitch se nachazi v 5 netranslatované@sibgenu

pro glukosamin-6-fosfat syntetazu (glmsS), kteraakauje oy, ?HZ on
Stpeni glutaminu a fruktosa-6-fosfatu na glukosagtin

fosfat (GICN6P viz obr. 24). (Cochrane et al. 200&}to H:;’O :'
RNA struktura, obsahujici primafnityii ,stonek-smyka“ 3\

T
O—P—0OH

|

oblasti, je pitomna ped genem u mnoha Gram-pozitivnic
bakterii. Jejim ligandem je pr&VGIcN6P, jehoZz navazan ’

zpasobi aktivaci katalytického centra ribozymu a ddgm  Obr.24: Molekula glukosamin-
molekuly mRNA. Jako ostatni riboswitche, vykonae#to -fosfatu (GIeNGP)

negativni regulaci produkce enzymu v zavislosti kancentraci produktu &peni.
Mechanismus funkce je vSak odliSny od ostatniclosmbtchi a tim, Ze navazani ligandu
zahaji $tpeni samotné molekuly mRNA se podobaé riboagn(viz Obr. 25). Stpeni probiha
stejreé jako u ostatnich katalytickych molekul RNA (FedrWilliamson.2005) Navazani
ligandu na aptamer nema zadné prokazatetimkyl na terciarni strukturu expresni domény,
jako je tomu u jinych skupin riboswitéhZda se, Ze vazebna kapsa je zformovanaedem,
bez nutnosti interakce s ligandentegto je pitomnost ligandu zakladnimigdpokladem

funkce systému. (Hampel & Tinsley. 2006; Winklerakt 2004) Struktura ribozymu byla

18
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objasgna u dvou organislp a to u B.
anthracis (Cochrane et al. 2006) (viz Obr. 26)
a T. tencongenis (Klein & Ferre-D’Amare.

2006) Katalytickacinnost tohoto ribozymu je
FrueP -+ ] . ot ]
podpdena pitomnosti ioni Mg®", které se
v8ak nedastni pimo katalyzy. lonty M§',

hydratované molekulami vody,

zprostedkovavaji vazbu ligandu podabjako
je tomu u thiaminpyrofosfatového riboswitche.
(Serganov et al. 2006)

= X Mechanismus regulace vSak principialn

s—  [E|ED\ ‘ f s s o : T

. i 3 g9imS 3 odpovida jakémukoliv jinému riboswitchi,
épeni m

SniZen exprese ktery po navazani ligandu zastavi nebo

Obr.25: Schéma drahy syntézy GIcN6P pomoci zablokuje dalsi zpracovani molekuly mRNA,

enzymu GIcN6P-syntetazy, ktera sefippct jejiz je sowasti.
navazani ligandu na riboswitchgstava

syntetizovat. Zluta hizdicka v dolni¢asti

obrazku ozné&uje misto Stpeni mRNA. Pevzato

z Knudsen & Ellington. 2004

UiA) O A

Ao-g
C-G s
A-U C “w PR s
C-G ‘ :
G-C <
u=A f | = PN
we=G k) L2
a-u w
a-u
P41
+ oA P4.1
~U=Ay A -

~"p3.1

Obr.26: Sekundarni (A) a terciarni struktura (BinSl
ribozymu z organisma. anthracis. Barevné oblasti si
navzajem odpovidaji, ligand je na obrazku B vyema
Sedd@ervert. P1-4.1 zn&eni vlasenkovych struktur.
Prevzato z Cochrane et al. 2006
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3.8 GLYCINOVY RIBOSWITCH

Jde o molekulu mRNA z organisni&l subtilis reagujici

na @itomnost glycinu (viz Obr. 27) konforrai zménou. O

Je posledni ¥ady riboswitcli odpovidajicich na H2N/Y
aminokyseliny (lysin, SAM). OH

Struktura gevT glycinového aptameru je oproti jiny opr.27: vzorec glycinu
riboswitchim vyznana dvojitou vlasenkou. (viz Obr. 28) Bvelmi podobné RNA struktury
spojené kratkou spojujici oblasti (short liker oegi jsou konzervované v 5‘UTR oblasti
operonu (gevT-gevPA-gevPB)  kodujiciho glycinovou katabolickou a transportniatol.
(Mandal et al. 2004)

Konstrukty zB. subtilis a V. cholerae prokazaly, Ze na @bpodjednotky aptameru se vzdy

vaze hned &kolik molekul glycinu. To

vyswtluje kooperace obou
”T‘\ podjednotek, ktera vede
Q k nékolikanasobs  vy3si  afinig
'ﬂ;:;‘ m k ligandu nez je tomu u jednoduchych
aptameii. Pozoruhodé presré aptamer
YE 1,1- odmitd vazbu sanalogy glycinu -
5 “  uEER alaninem, serinem a glycyl-glycinem.

J
o ORE Koncentrace ligandu piabna

Obr.28: Sekvence fpozeného riboswitche gcvT zB. o . _
subtilis, ¢erné baze jsou &% konzervovanygervené Kk polovicnimu nasyceni reakce (Kje
z95%, cerna cara zastupuje nekonzervované sekve ) )
ORF — open reading frame; Linker spojovaci Gseb Pro glycin 10 uM, pro glycin-
Prevzato zMandal et al. 200 metylester uz 100uM a pro dalSi
analogy se pohybuje nad 1 mM. (Mandal et al. 200énhdemova architektura glycinového
riboswitche se vyzriaje jak vysokou selektivitou a afinitou k jednomgahndu, tak vysSi
rychlosti a pesnosti odpadi.

Mechanismus regulace se podobna mechanismu adéhmaiboswitche v tom smyslu, Ze
jde o ,ON“ switch, ktery az viftomnosti ligandu spousti blokovanou transkripci.
V negitomnosti glycinu je expresni doména zformovana tdoninani vlasenky ktera

prediasré ukorntuje transkripci.
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3.9  7-AMINOETHYL 7-DEZAGUANINOVY RIBOSWITCH (PREQ;)

Poslednim systémem je pre@zajici riboswitchsoutast
5 UTR operonuykvJKLM u B. subtilis. (Reader et al.

H
2005) Jako ligand zde funguje produkt biosynté C(N o
quenosinu, 7-aminomethyl 7-dezaguanin neboli pre - | i
. . OH N N/)\NH
(Roth et al. 2007) Quenosin (Q viz Obr. 29) o 2

modifikovany nukleotid (7-deazaguanosinjitpmny u 4 7 %

druhi tRNA na pozicich pro volné (tzv. wobble) parova o on
; . . . ) ) Queuosine
bazi. U bakterii je quenosin syntetizovan z GTRa(@sin

_ i Obr.29: Struktura molekuly
trifosfatu). queuosinu

Navzdory relativd malé velikosti ve

R — R srovnani s ostatnimi  riboswitchi  je
| | Icf_%;,' ligand-vazajici doména (tedy aptamer)
% ”g:g 106 queC ég citiva na preQ uz v koncentractadow

= gg %ngu nanomolarni. (Roth et al. 2007) Prej@

vazan tzvqueC motivem vB. subtilis. Je

g
§

AAAAGUGAAGACGGPY

to 106 nukleotid (minimalre vSak 34

Obr.30: Konsensus sekvence a sekundarni struki6 nukleotidi) dlouhy motiv. v5" UTR
nt queC mitovu zB. subtilis queC 5° UTR . Mezi operonu ykvJKLM, ktery funguje jako

nukleotidem:.106 (U) a startédonem (AUG) je dalSic
106 nt. Revzato z Roth et al. 2007 aptamerova doména preQiboswitche.
(viz obr. 30) Tento motiv obsahuje

konzervované sekvence pro vazbu pre® pro tvorbu vnini terming&ni vladsenky.
Vazebnymi misty ligandu jsou praygbdobré aminomethylova skupina a zéma uhliku za
dusik v pozici 7 v guaninu, préypomoci échto dvou mist je aptamer schopen rozeznat sv
ligand od jeho analdg (Roth et al. 2007)
Ukolem preQ riboswitche je snizovat expresi nasledujicichigea navazani ligandu — tedy
tzv. funkce OFF na expresi genu/§emetabolické drahy. Mechanismus se liSi podle typu,
umisgni a operonu, ktery reguluje. Uplaiji se zde oba zakladni mechanismyiedasna

terminace transkripce a zablokovani iniciace tiaces|
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| preQ riboswitch, steja jako SAM, ma dva konsensy aptameru. Rré@ popsan vyse.

Aptamer druhého typu jegtsi a vyskytuje

,995 AA’ ®e~uG” se vzach a pouze u &kolika druhi bakterii
: .U Ig A zrodi Lactococcus a Streptococcus (viz
ﬁ R c-G Obr. 31). (Meyer et al. 2008) U bacterie
Uu u-A
: U u-A rodu Streptococcus se tento regutani prvek
C u-A
: R-@ Y nachazi v5' UTR hypotetického
o |- o-0 90C9
U @-@ R-Y @@G® membranoveho genu S ozeaim
R - G-C On
R U-R u-a Y COG4708 nebo DUF988. Pasid byl
®-A U-»2 , N
A _G-Cc_cC _G u prokazan i u skupinfirmicutes v 5 UTR
A® c Ca 3 AU

oblasti homolognich géna kon€né také u
Obr.31: Konsensus struktury PreQ1 Il aptameru
vazajiciho jako ligand preQ1lid¥zato z Meyeretal. rodu S pneumoniae opst v homologni

2008. _
oblasti. (Meyer et al. 2008)

3.9 TANDEMOVE RIBOSWITCHE

VétSina riboswitchh reaguje na jeden typ ligandu a v zavislosti nao j&bncentraci pak
ovliviiuje expresi nésledujicich gerznamym komplexnim riboswitchem je glycin vézajici
systém slozeny ze dvou podobnych aptadnzersebou, které kooperatdmazi swj ligand se
stechiometrii n = 1,64, tento systém vSak nedzjeae jako tanden{Mandal et al. 2004)
NejrozStensjSi tandemovy systém obsahujici dva shodné ribobeitoyl rozpoznan .
Subtilis kde za sebou funguji dva TPP riboswitche. (Winkdeal. 2002bWelz & Breaker.

& AAa
[l] ﬁ Ili terminator
u=-a G=C cls
A-U pulifs &
ﬁ-ﬁ W-A A £
- GC-G
U-Ag AN < I'u,-l.'II
) . | ® it
c-g® . IJ“ £ U=
=2 4 Ve EGE = LAdoChH FITES e
= v (i ; 7
i Etcca, _, vecg aSC5c g
alde, E:E:’,E@@ﬂl k. G-t Y me-c u=a
A [ A [ terminator G-t A=U u=a
Sotce  devie Ay u©e P
6 c-a %
®EEE, GCGAAG m 6 g‘n% = & uﬁ H
i) e A-U A A u
A
E-G A-U 6-C u
\ =) u-a -G u-a G
cARGGpS L Ju*': G=U G-C 'il
A - u=a C=04 -
c u o A OB u-a —an)
A U o G u-a
u -6 ] -3 Au
u UG A-u e ®
u c- C-G = e
Veaunaamach G A ““ A
ATTEAGIET ¢ 6 u 6 ARRREA c®
| ] L 11 ] 1 |
SAM aptamer Termindtor 1 AdeChl aptamer Termindtor 2

Obr.32: Konsensus sekvence a model struktury taodého reguléniho systému genmetE z B.
clausii. Prevzato z Sudarsan et al. 2006
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2007 U organismuB. Clausii byl pred genemmetE (gen syntetické drahy methioninu)
objeven regukni prvek sloZeny ze dvouiznych riboswitch — AdoCbl(B,) a SAM | (viz
Obr. 32).(Sudarsan et al. 200@rchitektura tademového riboswitche naznhge, Zze kazda
z ¢asti vaze kazdy sy ligand nezavisle, vykonava tak mnohem kompigsina citlivejSi
regulaci nez riboswitche jednoduché. Nezavisla ¢enlyla potvrzena stanovenim dis@aia
konstanty () pro jeden ligand vijtomnosti a nefitomnosti ligandu druhého. Bylo zj&to,

Ze Kp odpovida stechiometrii reakce kde jeden aptamige y@dnu molekulu ligandu, tedy
jedna ku jedné a nikoliv vice, jak bylo pozorovanglycinového riboswitche. (Sudarsan et al.
2006)

V prabéhu praci na systému AdoCbl/SAM byly objeverkteré struktury reagujici jako
riboswitch, ovSem na neznamy ligand. Zda se tedytahdemové struktury jsou v genomu

nekterych bakterii rozg&nym regulénim systémem.

3.11 SNTETICKE APTAMERY

Syntetické riboswitche — aptamery jsou Useky R'
vybrané technologii SELEX (Wilson & Szotak. 199
pro jejich schopnost vazat s vysokou afinitoweury
ligand. Obec# se vyzndauji nizS§im pétem nukleotid,

nizSi komplexitou terciarni struktury a toleran

k analogim svého ligandu. Z pozorovani také vyplyv
ze synteticky fipravené aptamery vazou své ligant obr.33: Tetracyklin — kuskovy
s niZsi afinitou nezirozere se vyskytujici riboswitche model molekuly.
(Breaker et al. 2006)

Technologie SELEX§ystematic Evolution of Ligands
by EXponential enrichment) jien vitro technologie na
piipravu senzitivni molekuly RNA/DNA nezavisle n
zvirecim imunitnim systému a stgi specificitou uci

ligandu.

Vtéto kapitole se budeme zabyvat dJaeitji

pouzivanymi  syntetickymi  aptamery vazajicir Obr.34: Theophyllin — kuskovy
) . model molekuly.

tetracyklin (obr. 33) a theophyllin (obr. 34)
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Tetracyklinovy aptamer byl vyuZzit skupinou B. Sumss k modifikaci expresniho systému
kvasinky S. cerevisiae, kdy byl do 5° UTR oblasti genu pro GFP (také&mnvioZzeného)
vloZen tetracyklinovy aptamer (obr. 35). VloZenitaaperu do 5° UTR z@sobilo dva az
stonasobné snizeni fluorescence wtiemnosti tetracyklinu. #dani tetracyklinu vedlo
k dalSimu, az trojnasobnému, snizeni fluoresceftgess et al. 2003; Weigand & Suess.
2007)

Tetracyklinovy aptamer je zatim nejefeki#§gim ligand vazajicim systémem. Jeho distrdia
konstanta I§ je 770 pM, coZ je zatim nejvySSi afinita pozoravan riboswitcli vibec.
(Mller et al. 2006)

DalSim hojg vyuzivanym systémem kontroly exprese se stal tmdbipovy aptamer.
Theophyllin neboli dimethylxantin jed&o pouzivané k léb¢ respirgnich onemoceni jako

je astma nebo chronicky zapal plic. Strukturrsvym (Einkem je velmi podobny kofeinu.

@ ligapd
o N 0@
l > ~ aptamer = ] X = aptamer
By — q P 40 > @
m'Ge Lm m'Ge 'L_aue  ORF
ON OFF

Obr.35: Schéma mechanismu regulace tetracyklinoviéboswitche. Pevzato z Suess. 2005.
Zpusobuje uvolani svali pradusnice, zrychluje srdai tep, zvySuje krevni tlak a stimuluje
centralni nervovou soustavu v dychacich centrableirfberger. 1986)
Theophyllinovy riboswitch byl vyuZit jako seéast kontrolniho systému represorového
proteinu XyIR uB. subtilis (viz Obr. 36). Inserce aptameru do DNA byla korkmliana

kratkou vzdalenosti (13 nukleotid mezi

(9]

3 vazebnym mistem pro ribozom (rbs) a start
i kodonem. Auté pokusu tento problém
A-U (Aptamer o s . . . .
. vyiesSili vytvorenim riboswitche, ktery je
fxg.uc schopen rénit své umisini. (Suess. 2005)
CG
AC'CG¢ Skute&nost, Ze je theophyllinovy systém
u A
Ry, 95 piitomen v blizkosti  se8hovych  mist
a0 v intronech ®kterych rostlin a hub, otéela
G+C
57 UAUAAAAGAG RBS diskusi o @inku riboswitche na alternativni
A . ,
CAAC Start sestih nékterych gea.
gy
- o : IV
Obr.36: Konsensus sekvence a model sekundarni Byla publikovana studie —dokazujici, ze
struktury theophyllinového riboswitche theophyllinovy aptamer je skut®& schopen
s navazanym ligandemid¥zato zZLynch et al.

2007
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ovlivnit sestih, ozn&ovany odbornym terminem - splicing. (Nilsen. 20B8icher & Brow.
2005)

Do 3' sestihového mista modelové pre-mRNA (tedy molekuly mRdl#sahujici introny) byl
vnesen theophyllin-vazajici aptamer. Cela strukbyta pojmenovana AdML-Theo29AG. Po
pridani theophyllinu bylo pozorovano snizeni hladsegtihu. (Kim et al. 2005)

Ackoliv systém pro ziskavani ligand-vazajici RNA jebik propracovany a fughi
(SELEX), postupy pro zavedeni riboswiticio bakterie nejsou jeStlokie zvladnuté. Studie
skupiny Dr. Lyche zroku 2007 nabizi postup, jaks&mout optimalizace theophyllin-
vazajiciho systému v bakterii a tak vyznanmispiva k poznani na tomto poli. Lynch et al.
2007

. £ (2 uCu nonu
Theophyllin off & v
U-A
OV)'/m g:g Aptamer
G-CC
systémem RBS Start A-
d ccc‘?99‘? ¢ A ac Mo MNomemeei A u o 1» ASI
(VIZ Obr. 37) CA*CCGUAGUUCUGCUAC “__~ g
A
, uA AG Gl
se zabyvalo Aptamer Gugg_) U
.y v . 5’ G-C
jes€ nekolik 5.7 CCGCUGCAAG RBS
Y
pracovnich Ny et
Gaug

skupin @ to s opr.37: Schéma mechanismu regulace translace zaldiokn vazebného mista pro
rizZNvm ribozom v nefitomnosti ligandu, a naopak jeho uvériih v gripact zvySeni koncentrace
y ligandu. Revzato z Lynch et al. 2007.

cilem:

regulace exprese eukaryotického genu v bakteritf@&aWilson. 2001; Harvey et al. 2002;
Suess et al. 2003), ligand-dependetni transkripggasinek (Buskirk et al. 2004), ligand-
dependentni RNA sdtt in vitro, (Kim et al. 2005) atd.

3.12 JINE SYSTEMY RNA OLIGONUKLEOTID U SREGULA CNIi FUNKCI
Existuje nepeberné mnozstvi driatregul&nich¢i jinak aktivne ¢innych oligonukleotidovych
sekvenci RNA, které si zaslouzit$i pozornost. V této praci se vSak omezime jenchalik

zajimavych pipadi, kdy molekula RNA vykonava i jinou, nez konvea uznavanou roli
jako tRNA, mRNACI rRNA.
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3.12.1 RAKCE NA METABOLITY SKRZE TRNA-MRNA INTERAKCI

Unikatni variaci na toto téma j¢ - Effector + Effector
piipad tzv. T-boxu, ktery slouz
k regulaci exprese aminoacy!
tRNA syntetazy (viz Obr. 38). 1pgox
(Grundy & Henkin. 2003)

Stejre jako WtSina  typi

(SD)

T (A-SD)

AT (SD)
riboswitchi, se nachézi v5

UTR molekuly mRNA a Obr.38: Schéma mechanismu regulace na Urovni trigesk
reaguje napritomnost nenabité Nenabitd tRNA interaguje se strukturou T boxu zambvani

antitermin&ni vlidsenky. Revzato z Grundy & Henkin. 2003
specifické tRNA. Fkladem

muze byt gipad, kdy pokles vnitrobuiné hladiny tyrosinu snizi roga pomér nabité-ku-

nenabité tRNA" co? vede k zvySeni exprese fiespuvisejicich s metabolismem tyrosinu
v diisledku interakce nenabité tRNAs mRNA aminoacyl-tRNA syntetazy. (Grundy et al.
1997) Tyto a dalSi poznatky ukazuji, Ze RNA-RNAenakce nevyZzadujeripomnost zadnych
proteini jako katalytickyckei jinych pomocnych jednotek.

3.12.2 RNATEPLOMER

Organismy musi byt také schopny reagovat n&ngnvrejSich podminek. Tyto reakce je

potteba regulovat a zaroke co

nejvice ZjEandU§it a urychlit |. Iniciace trimslncelcisl
(_;f < .
(Narberhaus. 2005) ol %}. L f.l%ﬁf L
RNA je schopna tv@t metastabilni = /,;ﬁ ) "%“}'ﬁx
(e D

struktury v zavislosti na tepkota

Il. Antisense vazba {trans)

proto je také vhodnym ¢idlem*

vngjdich podminek. (viz Obr. 39 E Gpummr T

Nej ki dpL ( - 5 i S

apiklad L. monocytogenes, savi R L (¢~
& - O

patogenni organismus, zvysuje SV

Obr.39: Schéma regulace translace v zavislosgpliat.

30S a 50S - podjednotky ribosomu, SD — Shine-Datpar

teploty 37°C. Vtomto konkrétnin sekvence, AUG - start kodonigvzato z Narberhaus et al.
2005

piipack vede zvySeni teploty ke

virulenci pokud jeji okoli dosahne

zmeéné v expresi genuPrfA, ktery slouzi jako transkrmi faktor pro geny virulence.

(Johansson et al. 2002) Podobné teglatenzitivni riboswitche byly nalezeny u faga
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(Altuvia et al. 1989) &. coli u niZ je timto systémem regulovana exprese leatkss

faktoru, proteinu RpoH agkolika dalSich. (Naberhaus. 2002)

3.10 HLEDANI DALSICH SEKVENCI POMOCI IN SILICO PRISTUPU

V zasad jsou mozné dva ifstupy v hledani novych riboswiteéh Prohledavani databazi
vyZaduje RNA alignmenty — tedy srovnavani jedngtiv fetézci z hlediska pdobnosti
sekvence. Kvalita alignmentu je &diva pro nalezeni nového riboswitche.

Hledani moZnych dalSich sekvencifigtupem pouzitim algoritmu pro vyhledavani
sekverinich podobnosti v nekodujicich oblastech a porcdnéwvprediktivni funknosti
produkti odvozenych od down-stream g@gefsou dalSi volbou. Timto ffstupem byly
potvrzeny zndméidy riboswitchi a bylo nalezeno 8 novych kandidat

Jsou znamy dalSi apoby pro¥rovani a hledani novych oligonukleatid(Avihoo et al.
2007) Skupina informatikz Izraele ve spolupraci s univerzitou v San DiddBA, vytvdila
program schopny relatiénrychle srovnat dva bakterialni genomy a najit chnugité
nekédujici sekvence typické rdgad pro riboswitche. (Zhang et al. 2006) Testdvan
programu odhalilo &olik riboswitchi zndmého typu, ale nového ungst(viz Tab.3).

Tab.3: Shrnuti nalezenych riboswitchii testovani
programu na genomech Bakterii a Archei. #known-
znamé riboswitche, #TP-pet predikovanych
riboswitchi, #new-no¢ predikované zasahy
v genomech, #new*-@@t novych riboswitch

v genomech (podle Rfam)i€/zato z Zhang et al.

2006

Family #know #TP #new #new*
FMN 103 92 34 2
TPP 305 23589 6
YybP-ykoY | 109 74 65 25
SAM 204 18280 3
Purin 82 72 31 10
Lysin 82 61 23 5
Kobalamin | 189 14170 15
GImS 24 23 8 1
YdaO-yuaA | 68 62 17 57
ykoK 44 39 7 2
YkkC-yxkD |14 14 11 1
gevT 148 98 28 1
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4. PERSPEKTIVY

V této reSersni praci jsem se omezila gkohk nejvyznamijSich skupin riboswitclh A to
na systémy reagujici na aminokyseliny (glycin, dyaiS-adenosylmethionin), puriny (adenin
a guanin), FMN, TPP, B, PreQ a GIcN6P. Tyto metabolit-vazajici molekuly RNA yso
v genomu bakterii Siroce ro#8iy a stale se objevuji nové skupiny.

Existence RNA-switche neboli riboswitche byla patma a #kolikrat owiena teprve
v nedavné dab (Tuerk & Gold.199Q Ellington & Szostak1990)

V nékterych ohledech mohou jakiipdni riboswitche tak syntetické aptamery poskytno
(Liu et al. 2006) Vyuziti grodnich riboswitch jakoin vivo kontrolniho systému v sémese
komplikaci. Je to firozena schopnost riboswitche reagovat na velnkénkoncentrace latek
normalreé piitomnych v biice a &Zko regulovatelnych zveénh Vtomto gipad jsou
vhodrgjSim kandidatem syntetické oligonukleotidy — aptaméteré mohou byt vytieny
tak, aby reagovaly na latky, které se w@inormalg nevyskytuji.

Dale mohou riboswitche slouzit jako cil pro analdigandu. Z faktu, Ze se vyskytuji v mnoha
bakterialnich kmenech Ize usoudit, Ze riboswitalzenbyt jednim z vhodnych éipro novou
generaci léiv. (Burgstaller et al. 2002)

DalSi vyuZziti aptamércestouin vitro umoziuje jejich specificita a relativni stabilita. Mohou
v Siroké Skale aplikaci nahradit monoklonalni pébkly (viz tab. 4)¢i byt vyuzity jako
biosenzory (Hesselberth et al. 2003; Seetharamah @001), aptamery maji Siroké vyuziti
také na poli afinitni chromatografie (Ravelet et 2006), afinitni PCR (Fredriksson et al.

2002), kapilarni elektroforézy (Ruta et al. 200@)etod klinické diagnostiky.
Tab.4: Pehled vyhod aptaméiproti bilkovinnym protilatkam. fevzato z Mairal et al. 2007

Variace v fiznych davkéch téZe protilatky Maléa velikost, beraci

Znaeni mize zmisobit ztratu afinity k antigenu  Zteni bez nebezpeztraty afinity
Pouziti zvfat pi produkci Produkce in vitro

Manipulace pouze ve fyziologickych Manipulovatelné podminky (pH, pufr,
podminkéach teplota)

Pouze proti imunogeim Schopnost vazat id&a a toxické latky
Citlivé na zngny teploty a vihkosti Skladovani a transport v gokeé teplot
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Nekolik praktickych aplikaci jiz bylo publikovano. Ng&klad vyuziti elektrochemickych
aptamei jako ,majaku” k detekci thrombinu v krevnim séXu(et al. 2006) nebo kokainu ve
slinach a krevnim séru (Radi et al. 2006).

Nejvétsi dosavadni ugph byl zaznamenan na polceni zrakovych poruch tzv: AMD (age-
related macular degeneration).¢® pod kometnim nazvem Macugen je PEGynylovany
anti-VEGF aptamer tedy oligonukleotid s afinitoufaktoru VEGF (vascular endothelial
growth factor) a modifikovany polyethylenglykole@@SI Pharmaceuticals. 2007)

Aptamery se zatim nepouZzivaji v takovénstitku jako nap. bilkovinné protilatky. Jejich
potencial a moznosti jejich syntézy technologii &KL (Wilson & Szostak. 1999 je
piedukuji k pInéni mnohem SirSi Skaly funkci.

Vhodnost a moznosti zavedeni aptameru jaka&siu standardnich metod a aplikaci jsou

stale gedmetem diskuse.
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