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Abstrakt

Interakce vybranych bilkovin s RNA polymerazou z Bacillus subtilis

Bakterie jsou schopny se pfizptsobit ménicim se vnéjsim podminkdm diky regulaci genové
exprese. Nejvyznamnéjsi drovni regulace genové exprese je faze transkripce, kterou realizuje
vicepodjednotkovy enzym — RNA polymeraza (RNAP). Klicovym momentem transkripce je
iniciace transkripce, kdy se rozhoduje o budoucnosti buiiky. Tuto fazi vyrazné ovlivauje pod-
jednotka § RNAP vyskytujici se u gram-pozitivnich bakterii. Fyziologicka role tohoto proteinu
neni doposud dostateéné objasnéna. Strukturné se podjednotka ¢ rozélenuje na strukturova-
nou, vysoce konzervovanou N-koncovou doménu a flexibilni, zadporné nabitou C-koncovou
doménu.

Tato prace se zabyva charakterizaci podjednotky § RNAP z Bacillus subtilis.

U Streptococcus pneumoniae byla nalezena interakce podjednotky 6 RNAP s proteinem
SP 2234 pomoci kvasinkového dvouhybridniho systému. Identifikovali jsme homologni pro-
teiny u B. subtilis — YxbF a YwcC jako mozné interakéni partnery §. Geny yzbF' a ywcC byly
zaklonovany, exprimovany v E. coli a izolovany pomoci afinitni chromatografie. Protein YxbF
se podafilo pfipravit v rozpustné formé a dostateéné koncentraci. Protein YwcC se pFipravit
nepodatilo; dalgi experimenty byly provedeny s YxbF. Radioaktivné naznacend podjednotka
6 byla pouZita pfi studiu interakce mezi § a YxbF pomoci nativni polyakrylamidové elektro-
forézy. Bylo zjisténo, Ze se YxbF nevaze na podjednotku § RNAP. Zaroveit YxbF nepoméha
podjednotce & pfi vazb& na RNAP. Déle byl studovan vliv proteinu YxbF na transkripci a
transkripén{ experimenty in vitro ukézaly absenci tohoto vlivu. Na rozdil od nalezené inter-
akce podjednotky 6 RNAP s proteinem SP22 34 ve S. pneumoniae, nebyla tedy prokizéna
interakce mezi podjednotkou 6 RNAP a proteinem YxbF u B. subtilis. Nicméné interakce
proteinu SP22 34 s § ve S. pneumoniae miZe mit fyziologicky vyznam.

Pro objasnéni funkce jednotlivych domén podjednotky § RNAP byly zaklonovany zkracené
varianty genu pro 0 a byly vytvofeny expresni kmeny F. coli. Fragmenty proteinu § byly
pripraveny metodou afinitni chromatografie k dalsim experimenttm.

Poslednim studovanym aspektem byla bioinformaticks analyza aminokyselinové sekvence
proteinu §. U fady eukaryotickych proteind, jako napt. transkripénich faktori, byly nalezeny
rozsahlé zaporné nabité oblasti podobné C-koncové doméné proteinu §. Tato doména u §
napodobuje nukleové kyseliny a zvysuje specifitu RNAP vi¢i promotorové DNA. Tyto nega-
tivné nabité oblasti by mohly hrat podobnou roli i v eukaryotickych proteinech. Jednalo by

se 0 novy, obecné se vyskytujici typ proteinové domény.

kli¢ova slova: genova exprese, transkripce, regulace iniciace transkripce, RNA polyme-
raza, podjednotka delta, protein YxbF a YwcC, B. subtilis, doména napodobujici nukleovou

kyselinu



Abstrakt

Interaction of selected proteins with RNA polymerase from Bacillus subtilis

Bacteria are able to adapt to changing enviromental conditions through the regulation of gene
expression. Transcription is the most important level of regulation of gene expression, which
carries out the multisubunit enzyme RNA polymerase (RNAP). Transcription initiation is
a key step of transcription when decisions are made about the future of the cell. This phase
is affected by the § subunit of RNAP in gram-positive bacteria. The physiological role of this
protein is not well understood yet. The § subunit consists of a structured highly conserved
N-terminal domain and a flexible and negatively charged C-terminal domain.

This work focuses on the characterization of the § subunit of RNAP from Bacillus subitilis.

In Streptococcus pneumoniae, an interaction between § and protein SP_ 2234 was found
using yeast two-hybrid system. We identified homologs of SP22 34 in B. subtilis — YxbF
and YwcC as interaction partners of §. The genes ywcC and yxbF were cloned and expressed
in E. coli. The proteins were purified via affinity chromatography. Protein YxbF was purified
in a soluble form. We have not succeeded in preparation of YwcC; further experiments were
performed with YxbF. Radioactively labeled protein § was used to study interactions between
0 and YxbF using polyacrylamide electrophoresis. It was found, that YxbF did not bind to
the ¢ subunit of RNAP. YxbF also did not help ¢ interact with RNAP. Further we studied
effects of YxbF on transcription and no effects were detected. Contrary to the interaction of
SP22-34 with 0 in S. pneumonige no interactions between YxbF and § of B. subtilis were
detected. However, the interaction between § subunit of RNAP and the protein SP22 34
in S. pneumoniae may be physiologicaly significant.

To clarify the function of each domain of the § subunit of RNAP, truncated versions of the
gene were cloned and expressed in F. coli. Protein fragments of § were prepared by affinity
chromatography for further experiments.

Finally, we performed a bioinformatical analysis of the amino acid sequence of §. In a num-
ber of eukaryotic proteins, such as transcriptions factors, we found extended negatively charged
regions reminiscent of the C-terminal domain of delta. This domain mimics nucleic acids and
increases the specificity of RNAP for promoter DNA. These negatively charged regions could
play a similar role in eukaryotic proteins. It would represent a novel general type of a protein

domain.

keywords: gene expression, transcription, regulation of transcription initiation, RNA

polymerase, delta subunit, protein YxbF and YwcC, B. subtilis, nucleic acid mimic domain
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Uvod

Bakterie jsou schopny prezit v nejriznéjsich podminkach. Dokézaly se za dobu své existence
rozsifit do nejrozmanitéjSich prostiedi. Obyvaji vulkanické kratery, ledova mote, vnitiky i
povrchy jinych bunék a jsou schopny pfezit i ve vesmiru. Zivotaschopnost bakteridlnich bunék
souvisi se schopnost{ rychle reagovat na zmény vnéjsiho prostiedi, cilen& regulovat molekularn{

mechanismy genové exprese a prizpiisobit se tak aktualnim podminkam.

Genova exprese je proces, pii kterém je genetickd informace obsazend ve formé DNA reali-
zovana do konkrétnich bunéénych struktur. Prvni faze genové exprese — transkripce, je zajisto-
vana DNA dependentni RNA polymerazou, ktera prepisuje DNA do vldkna RNA. Druha faze
genové exprese — translace, je proces, kdy je vyuzita genetickd informace obsazena v mRNA
k syntéze proteini a je zajistovana translacnim aparitem buiiky. Genova exprese je regulovina

tak, aby dochazelo k efektivni odpovédi na aktudlni situaci.

Klicovym momentem pro regulaci genové exprese je bezesporu faze iniciace transkripce,
kdy se rozhoduje o budoucnosti buiiky. Iniciaci transkripce vyrazné ovliviiuje i podjednotka
0 RNA polymerazy, kterd se vyskytuje u gram-pozitivnich bakterii. Podjednotka § ovliviiuje
virulenci nékterych patogennich bakterii, ale jeji pfesna fyziologickd funkce a molekularni

mechanismy pozorovanych efektd nejsou doposud dostateéné objasnény.

Tato diplomova prace se zabyva charakterizaci podjednotky § RNA polymerézy u mode-
lového organismu gram-pozitivnich bakteri{ Bacillus subtilis. Cilem bylo ozfejmit, se kterymi
proteiny v bufice podjednotka § interaguje a jak spole¢né ovliviuji transkripci. Déle bylo cilem
pFispét k poznani, jaka je funkce jednotlivych domén podjednotky 4 a jestli jsou tyto domény

unikatni pro podjednotku § nebo se podobaji proteinim z jinych organismii.
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Literarni prehled

1 Adaptace bakterie

Kazd4a bakteridlni buiika se neustale musi prizptsobovat vnéjsim podminkam prostredi. Zi-
votaschopnost bakteridlni buiiky tizce souvisi se schopnosti rychle a cilené reagovat na tyto
zmény. 7 téchto divodd si bakterie vyvinuly Sirokou skalu mechanizmt, které jim zprostied-

kovavaji informace z okoli a zarucuji adekvatni odpovéd.

1.1 Bakterie Bacillus subtilis

B. subtilis je ptdni, nepatogenni bakterie ty¢inkovitého tvaru schopna sporulace. B. subtilis
nélezi do skupiny gram-pozitivnich bakterif a reprezentuje tuto skupinu bakterif jako modelovy
organismus. Je intenzivné studovanym zastupcem skupiny mikroorganismi s nizkym obsahem
pari G + C. Systematicky je zafazen do kmene Firmicutes. Genom B. subtilis tvoii jediny
chromozom nesouc{ pfiblizné 4 100 genti. Postupnou systematickou inaktivaci bylo zjisténo,
7e genom B. subtilis obsahuje 271 esencialnich genii (Kobayashi et al., 2003).

Vyhodou tohoto modelového organismu je jeho schopnost piejit do fyziologického stavu
oznacovaného jako kompetence. Je to stav, do kterého prechazi bakterie pfi nedostatku Zivin
na zacatku stacionarni faze riistu. V tomto stavu je také bakterie schopna pfijmout vysokomo-
lekulérni cizorodou DNA. Nasledné& se tato DNA miize integrovat do chromozomu (Dubnau
and Losick, 2006).

Rozmnozovani B. subtilis probiha klasickym dé&lenim. Za nep¥iznivych podminek je scho-
pen sporulace, tedy alternativniho vyvojového stadia. Pti sporulaci se tvoi endospory, které
jsou odolné vidi vysoké teploté, pusobeni soli a kyselin. Pravé diky sporulaci jsou tyto bakte-
rie schopny prezit jak nepfiznivé podminky, tak i nedostatek zivin. V minulosti byla sporulace
u B. subtilis intenzivné studovana (Piggot and Hilbert, 2004).

B. subtilis je Casto v primyslu vyuzivan k extraceluldrni produkci proteintd, enzymi a
antibiotik (Ara et al., 2007).
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2 Genova exprese

Genové exprese je proces, pii kterém je genetickd informace obsazend ve formé DNA realizo-
vana do konkrétnich buné&énych struktur. Produkty exprese geni jsou RNA a proteiny. Tyto
produkty slouzi pro regulaci a udrzeni zivotnich funkci bunky. Proces genové exprese probiha

ve dvou hlavnich krocich (zobrazenych na obr. 1):

1. Transkripce — piepis DNA do RNA — zajistuje DNA dependentni RNA polymeraza
(RNAP)

2. Translace — pfeklad RNA do proteinu — zajistuje transla¢ni aparat bunky

Reverzni Transkripce
transkripce ‘

Translace v
v

Protein

Obrazek 1: Obecné schéma genové exprese. Pievzato z http://www.sekk.cz/
Prodej/encyklopedie/SJATJ. htm.

2.1 Transkripce

Transkripce u bakterii je zajifovana jedinou RNA polymerazou. Ta je zodpovédna za tvorbu
stabilnich RNA (tRNA a rRNA), protein kédujicich RNA (mRNA) i malych nekodujicich
RNA. Tato vSestrannost bakteridlni RNAP je zajisténa interakcemi s riiznymi kofaktory a
s kodujici sekvenci templatové DNA (Lewis et al., 2008).

Transkripce je proces, pii kterém RNAP nasedd na dvousroubovici DNA (dsDNA), roz-
plete obé& vldkna od sebe a zah4ji prepis DNA vlakna podle principu komplementarity do

vlakna RNA. Proces transkripce lze rozdélit do tiech stupiii:

1. Iniciace (zahajeni) je faze transkripce, kdy se RNAP véaze na specifickou sekvenci DNA

zvanou promotor. Tim je vytvofen tzv. uzavieny komplex (RP¢). V tomto komplexu
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je DNA kompletné dvouvlaknova. Poté uzavieny komplex piechazi pies konformacni
mezistupné do otevieného komplexu (RPg), kde jsou vlakna DNA oddélena od sebe
(v oblasti -11 az +3, v +1 pozici za¢iné transkripce) a je vytvofena transkrip¢ni bublina.
V otevieném komplexu je pozice +1 templatového vldkna ptipravena k piifazen{ inici-
a¢niho nukleosidtrifosfatu (iNTP) a naslednému zahajeni syntézy RNA vldkna (Haugen
et al., 2008a; Chen et al., 2010).

2. Elongace je faze transkripce, kdy RNAP opousti promotor (promotor escape) a posu-
nuje se podél fetézce DNA (promotor clearance). Podle templatového fetézce postupné
syntetizuje novou RNA. Pfipojuje komplementarni nukleotidy na volnou 3~ OH skupinu
ribosy. Vznikajici RNA se postupné uvoliiuje z elongaéniho komplexu a dvousroubovice

DNA samovolné obnovuje svou pitvodni konformaci (Vassylyev, 2009).

3. Terminace je proces ukonceni syntézy a aplné uvolnéni nové syntetizované RNA. Termi-
nace je koédovana specialnimi sekvencemi DNA ve struktufe (terminatory). U bakterii
jsou znamy dva hlavni modely terminace: Rho-nezavisla vyuzivajici mRNA elementy
(cis-acting) a Rho-zavisla vyzadujici terminaéni proteinovy faktor Rho a mRNA ele-

menty (trans-acting) (Ciampi, 2006).

2.2 Posttranskripéni modifikace

Vétsina molekul RNA je syntetizovana ve formé prekurzort (zejména stabilni RNA molekuly
rRNA a tRNA). Aby mohly vykonavat funkci ke které jsou uréeny, musi byt upraveny do své
finalni podoby. Uprava RNA prekurzort se nazyvd RNA maturace.

Obecné lze Fici, ze jednotlivé RNA jsou vystfiZzeny ze svych prekurzori pomoci endonu-
kleaz, nasledné jsou upraveny jejich 3~ a 5” konce. Maturovand RNA je chranéna pied rychlou
degradaci a je schopna plnit svou funkci. Naopak vyznamné posttranskripéni modifikace —
polyadenylace 3~ konce urychluje degradaci mRNA u bakterii (Condon, 2003; Deutscher,
2006).

Pravdépodobné nejznaméjsim piipadem posttranskripéni modifikace je modifikace tRNA.
Stupen modifikace tRNA miZe reagovat v nékterych piipadech na zmény v okolnim prostiedi.
Také v riiznych fazich bakterialniho ristu se modifikace tRNA ligi. Napf. u mutantnich bunék
defektnich v tRNA modifikaci byla mnohokrat nalezena zménéna patogenicita nebo metabo-
licka aktivita (Emilsson et al., 1992; Durand et al., 1997).

2.3 Translace

Translace je proces, kdy je vyuZzita genetickd informace obsazend v mRNA k syntéze proteind.
L,Nabité“ tRNA, nesouci kazda uréitou aminokyselinu, jsou pfenaSeny na ribosom pomoci
elonga¢niho faktoru Tu. Zde jsou parovany s odpovidajicim tripletem kédovanym mRNA
(oznacovanych jako kodon). Aminokyseliny jsou pfipojovany ke vznikajicimu polypeptidu a
posun mRNA je zajistén elongac¢nim faktorem G. Tento proces je provadén tak dlouho, dokud

se neobjevi stop kodon a translace je ukon¢ena (Shoji et al., 2009).
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Regulace translace probihéa zejména v téchto krocich: konformace mRNA a tRNA, spravna
funkce aminoacyl-tRNA synthetazy (pfipojeni spravné aminokyseliny k tRNA), spravné pa-
rovani mRNA kodonu s nabitou tRNA (Ibba and S6ll, 1999).

2.4 Posttranslaéni modifikace

Po dokonéeni translace mohou byt proteiny modifikovany, aby ziskaly svou kone¢nou podobu
a mohly plnit poZzadovanou funkci. Modifikace proteini zalezi zejména na chemickych skupi-
nach na jejich povrchu. Nejcéastéji se jedna o acetylaci, fosforylaci, methylaci atd. (Yang and
Gregoire, 2007).

Prikladem vyznamnych posttransla¢nich modifikaci je skupina antibiotik produkované
B. subtilis - lantibiotika. Lantibiotika vznikaji posttransla¢ni modifikaci prekurzorového pep-
tidu, kterd zahrnuje dehydrataci serint a threonini. Nasledné vznika lanthionin pfipojenim
sousedniho cysteinu pfes thiolovou skupinu. Antibakterialni u¢inek téchto latek je zalozen na

tvorbé pora do cytoplasmatické membrany u gram-pozitivnich bakterii (Stein, 2005).
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3 Transkripce

3.1

Obecné usporadani promotoru

Promotorova oblast DNA je zasadni pro spravny start transkripce. Cte se ve sméru od 5~ konce

k 3~ konci kodujiciho (netemplatoveho) vlakna. Pozice +1 znadi misto, ke kterému je piifazen

prvni nukleotid, od kterého zacina transkripce. Sekvence, ktera je za inicia¢nim nukleotidem

po sméru transkripce, mé kladné znaménko. Sekvence protisméru transkripce je oznacovana

zapornym znaminkem (nukleotid v pozici 0 neexistuje). Oblast promotoru rozdélujeme na

tyto tseky (pro nazornost jsou zobrazeny na obr. 2):

DNA =

UP element — AT bohata oblast mezi -60 a -40, na kterou se vaze u nékterych promo-
tortt C-koncova oblast podjednotky « (Ross et al., 2001; Haugen et al., 2008a).

hexamer -35 — jeho konsensus sekvence je ur¢ena 5 -TTGACA-3" (u E. coli a B. sub-
tilis). Tato oblast se s hexamerem -10 udava jako nejdilezit&jsi oblast pro rozeznéani
promotoru podjednotkou ¢ RNAP. Hexamer -35 interaguje s oblasti 4.2 podjednotky o
(deHaseth et al., 1998).

mezernik — oblast oddélujici hexamery -35 a -10 o optiméalni délce 17 bazi (u E. coli)
(Murakami et al., 2002). Interaguje s N-koncovou doménou podjednotky 3~ (oblast,
ktera svou vazbou ovliviiuje stabilitu navazaného komplexu RNAP se nazyva 8 zipper)
(Yuzenkova et al., 2011).

roz$irena oblast -10 — rozeznava ji oblast 3.0 podjednotky o. Nachazi se jednu bazi
proti sméru transkripce od hexameru -10 a je urcena konsensus sekvenci 5°-TG-3°
(v pozici -14/-15) (Mitchell et al., 2003).

hexamer -10 — téZ nazyvan jako TATA box nebo Pribnowav box. Jeho konsensus
sekvence je 5°-TATAAT-3" a interaguje s oblasti 2.3 a 2.4 podjednotky o (Haugen
et al., 2008a; deHaseth et al., 1998).

oblast mezi -10 a +1 — oblast promotoru mezi inicia¢nim nukleotidem a 3~ okrajem
hexameru -10, kterd m4 vliv na iniciaci transkripce. Pokud je GC bohaté, je nazyvina
jako diskriminator (nap¥. u E. coli). Tato oblast promotoru interaguje s oblasti 1.2
podjednotky o a sekvence této oblasti je dilezitd pro stabilitu otevieného komplexu
(Pemberton et al., 2000; Haugen et al., 2008a).

o region

S R’ R O region | [ © region | o regg'|
& 42, .

UP element

Obrazek 2: Obecné usporadani sekvence promotoru a domén podjednotek RNAP vazajici
se na promotor (Haugen et al., 2008a).
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3.2 Bakterialni RNAP

Transkripci u bakterii provadi enzym RNA polymeréza (DNA dependentni RNA polymeraza,
RNAP). Protoze na rozdil od eukaryot je to jediny enzym katalyzujici transkripci v buiice,
zodpovidé tak za veSkerou syntézu RNA. Katalytické jadro (E) s molekulovou hmotnosti
priblizné 400 kDa je tvofeno péti podjednotkami — dimerem podjednotek o (), déle z pod-
jednotek 3, 87 a w (Sweetser et al., 1987; Zhang et al., 1999). Homodimer podjednotek « tvoii
strukturni leSeni pro podjednotky 5 a 8°, které maji katalytickou funkci. Podjednotka w neni
esencialni pro buiiku, ale pomahé pii vazbé ﬁ " na ostatni podjednotky Véechny tyto podjed—
et al., 2008).

Skladéani podjednotek RNAP probihéa v tomto potadi (viz obr. 3) (Mathew and Chatterji,
2006):

oz—l—a—)on—f—ﬁ—)agﬁ—i—ﬁ/—)agﬁﬁ'

Jadro RNAP samo o sobé& neni schopno rozeznat sekvenci promotoru. Tuto funkei, ktera
je zasadni pro iniciaci transkripce, zastava pravé podjednotka o. SloZzenim vSech zminénych
podjednotek vznika komplex zvany RNAP holoenzym (Eo), ktery dokdze rozpoznat sekvenci

promotoru, navazat se na néj a iniciovat transkripci (Campbell et al., 2002).

+,L

opp’w (core enzyme)

(holoenzyme)

\4 l—b— Transcription iNitiation -
Promaoter DNA

Obrazek 3: Skladani podjednotek RNAP. Dvé « podjednotky interaguji a vytvaFi dimer
(aaqr). Nasledné se pFipoji 8 podjednotka a vytvari araqS komplex. Jadro RNAP je vytvo-
feno piipojenim zmifiovaného komplexu a ' s navazanou w. Navazdnim podjednotky o je
vytvofen holoenzym, ktery je schopen rozpoznat promotor a iniciovat transkripci (Mathew
and Chatterji, 2006).
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3.3 Podjednotky bakterialni RNAP (E. coli)

alfa Podjednotka « je tvofena cca 330 AK a jeji molekulova hmotnost je 36 kDa. Koduje
ji gen rpoA. Je rozdélena na dvé domény. Vétsi N-koncova doména (aNTD) se podili na
dimerizaci « podjednotek a zodpovida za vazbu 8 a . Krat$i C-koncova doména (aCTD)
se vaze na DNA a zvySuje stabilitu vazby RNAP na promotor (interaguje s UP elementem
promotoru) (Gourse et al., 2000; Ross et al., 2001).

Podjednotka « tvoif homodimer dvou sekvenéné identickych podjednotek « (ag). Kazda
z podjednotek a dimeru se vaze na jinou ¢ast RNAP. Podjednotka ap vaze podjednotku 5 a
aqr vaze podjednotku 8/ (Minakhin et al., 2001).

Zajimavosti je bakterie Franciscella, kterd mé dva odliné geny kédujici podjednotky a.
Tyto podjednotky tvofi heterodimer v RNAP. Efektivni slozeni vSech podjednotek RNAP
pozaduje obé podjednotky: ar i agr (Mukhamedyarov et al., 2011).

beta Podjednotka 3 je tvofena cca 1340 AK a jeji molekulova hmotnost je pfiblizné 150 kDa
(Browning and Busby, 2004). Je kodovéna genem rpoB. Dohromady s podjednotkou 5’ zaujima
charakteristicky tvar krabiho klepeta a tvoii katalytické centrum RNAP, jak je zobrazeno
na obrazku 4. Na tuto podjednotku se vazi néktera antibiotika inhibujici transkripci (napf.
rifampicin, sorangicin a streptolydigin) (Gentry and Burgess, 1993; Yang and Price, 1995;
Campbell et al., 2005).

Gen rpoB je vysoce konzervovany a diky tomu miize byt vyuzivan pii fylogenetickych
analyzach a objevovani novych bakterialnich druht podobné jako 16S rRNA (Adekambi et al.,
2009).

beta® Podjednotka ' je tvofena piiblizné 1400 AK s molekulovou hmotnosti cca 155 kDa.
Je kddovana genem rpoC. Uplatiuje se zejména pii vazbé na DNA do oblasti mezerniku na
promotoru. Jeji N-koncovad doména se vize na pozici -22 templatového a -27 netemplatového
vldkna. Dale se uplatiiuje i p¥i terminaci transkripce (Murakami et al., 2002; Gentry and
Burgess, 1993).

omega Podjednotka w je nejmensi podjednotkou RNAP. Tvoi{ ji 91 AK a jeji molekulova
hmotnost je 10 kDa (Burgess, 1969). Je kodovana genem rpoZ. Tento gen se nachézi ve
stejném operonu jako spoT (ktery koduje enzym syntetizujici a degradujici (p)ppGpp) a bylo
prokédzéno, ze w hraje roli v regulaci stringentni odpovédi. Déle ovliviiuje iniciaci transkripce
a piispiva k preziti stacionarni faze (Mathew and Chatterji, 2006; Vrentas et al., 2005).

Podjednotka w neni esencidlni pro funkci RNAP. Deleci genu rpoZ bylo zjisténo, Ze je pro
buiiku postradatelné a transkripce mtize probihat i bez jeji pfitomnosti (Gentry and Burgess,
1989). Podjednotka w vaze podjednotku 8’ a podili na uspofadani RNAP (asociace 8’ s azf3)
(Minakhin et al., 2001).
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Obrazek 4: Krystalova struktura holoenzymu RNAP s DNA u T. thermophilus. Obrazek
znézorhuje navazani RNAP na promotorovou oblast a tvorbu uzavieného komplexu. Zelené
je zobrazena dsDNA, modie hexamer -35, oranzové hexamer -10 (Vassylyev et al., 2002).

sigma Podjednotka o (nazyvana také jako faktor o) je nepostradatelnd pro spravné zahéjeni
transkripce. Béhen iniciace transkripce rozpoznava sekvenci promotoru a vaZze na néj RNAP.
Pouze RNAP holoenzym (Fo) je schopen rozpoznat promotor. Podjednotka o se vyznamné
podili na oddéleni DNA vlaken a tvorbé transkrip¢ni bubliny i pfi procesu promotor escape a
clearance. Experimenty s nenavazanou podjednotkou o ukézaly, Ze je auto-inhibovana a nevéaz{
se na ni promotorové elementy ani znamé transkripéni aktivatory (Borukhov and Severinov,
2002; Campbell et al., 2002; Vassylyev et al., 2002). Pravdépodobnou hlavni roli v auto-
inhibici hraje N-koncova ¢ast podjednotky o (oblast 1.1), kterd udrzuje kompaktnost celého
proteinu a brani vazbé o na promotor (Schwartz et al., 2008). Nicméné nedavné vysledky
naznacuji moznost vazby samotné o na promotorovou DNA do oblasti -10 (Yeh et al., 2011,
Sevim et al., 2011).

Bakterialni podjednotky sigma se fadi do dvou nepiibuznych rodin : 0™ a ¢®* (Gruber
and Gross, 2003).

e Do rodiny o7° pat#i ty, které tvori promotorovy komplex za nep¥itomnosti dalsich
faktoru ¢i energie (Borukhov and Severinov, 2002; Gruber and Gross, 2003). Pod-
jednotka o z této rodiny byla rozdélena do strukturnich domén a jednotlivych ob-
lasti. Tyto oblasti byly o&islovany podle vzdélenosti od N” konce (viz obr. 5). Pod-
jednotka o je rozdélena do jiz zminénych ¢tyt zakladnich domén: N-koncovi doména 1,
N-koncova doména 2, spojovaci doména a C-koncovd doména. Nejvyznamnéjsi je oblast
4.2 (v C-koncové domeéné), kterd interaguje s hexamerem -35 promotoru a oblast 2.4
(v N-koncové doméné 2), ktera rozeznava a vaze oblast -10 promotoru (viz kapitola 3.1
na strané 15) (Vassylyev et al., 2002).
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Genomy bakterii obsahujici faktor o z rodiny ¢’® mohou mit tento faktor v zastoupeni od
jednoho (nap¥. Mycoplasma sp.) az po vice nez 60 faktort (u Streptomyces coelicolor). E. coli
obsahuje 6 faktort o z rodiny ¢’°, zatimco B. subtilis obsahuje 18 faktorii z rodiny o'°.
U gram pozitivnich bakterii se vyskytuje vyssi pocet o faktoru, coz je vysvétlovano potiebou

mnoha faktori k regulaci sporulace (Gruber and Gross, 2003).

e Druh4, minoritni rodina sigma faktori se nazyva rodina ¢®*. Do rodiny o®# patii ty
faktory, které tvori promotorovy komplex na promotoru za p¥itomnosti dalsich proteino-
vych faktori. Na svou &innost spotiebovavaji energii ziskanou hydrolyzou ATP ¢ GTP
(Borukhov and Severinov, 2002). Rodina ¢ tedy vyuziva odlinou cestu pii formaci
otevieného komplexu nez o™, Na rozdil od ¢°, ktera interaguje N-koncovou doménou
s DNA, % ji potiebuje pro svou aktivaci (Wigneshweraraj et al., 2000). Holoenzym
tvofeny 0> s RNAP se na rozdil od 0™ rozeznava konsensus sekvenci -24 a -12, kde
jsou velmi bohaté oblasti na GC (Burrows et al., 2003). E. coli obsahuje pouze jeden
faktor o z této rodiny a tato rodina faktort o je obecné minoritni (Wigneshweraraj
et al., 2000). U B. subtilis byl nalezen pouze jeden ekvivalentni faktor o k 0°* kddovany
genem sigl, (Debarbouille et al., 1991).

e 7Zvlastnim pFipadem je 2-podjednotkovy faktor o B. subtilis slozeny z proteint Yvrl
a YvrHa. Yvrl obsahuje doménu podobnou oblasti 4 podjednotky o0, ktery se vaze na
podjednotku B. YvrHa obsahuje doménu podobnou oblasti 2 podjednotky ¢™ a vaze
se na podjednotku S’. Protein YvrHa hraje esencidlni roli p¥i stabilizaci otevieného
komplexu RNAP a interaguje s N-koncovou doménou proteinu Yvrl. Protein YvrHa se
nejspisSe vaze na hexamer -10 na promotoru, zatimco Yvrl interaguje s hexamerem -35
(shodné s funkcemi homolognich o regionii). Po spojeni téchto dvou podjednotek faktoru

o je umoznéna efektivni iniciace transkripce (MacLellan et al., 2009).

o O

r Y = e -
c—exen{ |z ol BRaRE——= = |~
DNA —{ UP Element { -35 | (Ext H -10 foisf+1}—

Obrazek 5: Schématické zobrazeni interakci RNAP holoenzymu s promotorem. Cary nazna-
¢uji interakce mezi podjednotkami a s RNAP s jednotlivymi oblastmi promotoru (Haugen
et al., 2008Db).
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3.3.1 Srovnani RNAP B. subtilis a E. colr

Celkovy tvar RNAP je konzervovan nap#i¢ bakterialni #§. Pfesto mizeme mezi RNAP z jed-
notlivych organismi najit zdsadni rozdily ve struktufe i mechanismech regulace transkripce.
Klicove ¢asti RNAP, zajistujici hlavni mechanismy transkripce, jsou kédovany v evoluéné
konzervovanych regionech, zatimco na povrchu enzymu jsou variabilni proteiny zprostiedko-
vavajici interakei s regula¢nimi proteiny. Zatim nejsou znamy kompletni informace (struktura,
biochemie, genetika) ani o jedné bakterialni RNAP (Zhang et al., 1999; Artsimovitch et al.,
2000).

Hlavni rozdily v RNAP a transkripci mezi B. subtilis a E. coli (Achberger and
Whiteley, 1980; Artsimovitch et al., 2000):

e RNAP z B. subtilis je mensf oproti RNAP z F. coli.

e RNAP z B. subtilis se sklada navic z dalsich dvou podjednotek: podjednotky § (viz
kapitola 5.3) a w; (nové byl navrzen nazev e, kodovana genem ykzG). U E. coli se

vyskytuje pouze jedind w (homolog wy u B. subtilis) (Doherty et al., 2010).

e RNAP z B. subtilis tvoii holoenzym s podjednotku o? (43 kDa). E. coli interaguje

s podjednotku o ze stejné rodiny (07°), jejiz molekulova hmotnost je piiblizné 70 kDa.

e E. coli tvofi u vétSiny promotort stabilni otevieny komplex p#i iniciaci transkripce,

zatimco B. subtilis tvori nestabilni otevieny komplex.

e 75 % gent u B. subtilis je transkribovano ve sméru vedouciho vlakna, kdezto u E. coli

je stejnomérné prepisovino kédujici i nekédujici vidkno.
e B. subtilis a E. coli se li§i v rozpoznani termina¢nich signéalt a v mechanismu terminace
transkripce.
3.3.2 Mechanismus iniciace transkripce
Po nasednuti RNAP (R) na promotorovou DNA (P), zaujiméa zminény komplex nékolik stavii:
e uzavieny komplex (RPc)
e prechodny komplex (I)
e otevieny komplex (RPo)
e clonga¢ni komplex (RP,)

Tyto konformacéni zmény nejsou pohdnény hydrolyzou ATP, ale vazbou volné energie a tvorbou
intermediata (Haugen et al., 2008a). Priibéh iniciace transkripce probiha podle nasledujiciho
schématu (Murakami et al., 2002):

R+P RPc I RPo RPaBorT ¢— RPe

Pribéh iniciace transkripce popisuje obr. 6 na strané 22. Nejprve dochézi ke kontaktu

holoenzymu RNAP s oblastmi promotoru -35 a -10. Hexamer -35 je rozpoznéan oblasti 4.2
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podjednotky o a hexamer -10 je rozeznan oblasti 2.4 podjednotky . Dalsi vyznamnou oblasti
je rozgffena oblast -10 na promotoru, na kterou se vadZze doména 3 podjednotky o a s UP
elementem interaguje C-koncova doména podjednotky «. Na zakladé téchto kontaktia RNAP
s promotorem se vytvori uzavieny komplex (RP¢). V tomto komplexu RNAP obklopuje DNA
od -55 do +1 a DNA je stile dvouvldknova. Nésleduje postupné oddélovani vlidken DNA
v oblasti hexameru -10, tzv. tani promotoru. Nésleduje proces isomerizace (I), pfi kterém
dochazi ke konforma¢nim zménam jak RNAP, tak i DNA a tvoii se otevieny komplex (RPg).
V RPg jsou vldkna DNA rozpletena v rozmezi -11 az +3 a je vytvofena tzv. transkripéni
bublina. (Haugen et al., 2008a).

Transkripce je iniciovana pfipojenim inicia¢niho nukleosid trifosfatu (iNTP) na +1 pozici
templatového vldkna. Déale jsou syntetizovany kratké oligomery o délce 2-9 nukleotidi. Tyto
kratké useky RNA paruji s komplementarni sekvenci DNA a tvori tak DNA:RNA hybrid.
V pocatku polymerace po napojeni nékolika NTP se mtize syntéza RNA zastavit a RNAP mutze
sklouznout zpét do pozice RPg. Syntéza téchto kratkych nukleotidi je nazyvana abortivni
iniciace (RPaBort). Tyto abortivni transkripty byly pozorovany in witro (Hsu et al., 1995) a
nasledné in vivo u E. coli (Goldman et al., 2009). Transkripce in vivo muze byt zahéjena bud
de novo pomoci iINTP nebo na zakladé nanoRNA (2-5 nukleotidi dlouhé oligoribonukleotidy).
Zptisobem iniciace transkripce muze byt ovlivnéna genovi exprese vznikem vétstho mnozstvi
transkriptl, vznikem rtiznych 5° konci transkriptii nebo zménou fosforylace na 5 konci
transkriptu. Pfesné role nanoRNA je nadéle studovana (Nickels and Dove, 2011).

V nasledujicim kroku RNAP vytvaii elongacni komplex (RP,) a prechézi z faze iniciace do
faze elongace transkripce. RNAP opousti promotor (promotor escape) a nové syntetizované
vlakno RNA opousti RNAP RNA-exit kandlem. C-koncovd doména podjednotky o blokuje
RNA-exit kanal a setkani téchto dvou struktur usnadiiuje posun RNAP z oblasti -35 na
promotoru. Zaroven je podjednotka o disociovana a RNAP pokracuje v elongaci (Hsu et al.,
1995; Vassylyev et al., 2002).

Byl navrzen i alternativni mechanismus, pfi kterém podjednotka o zlistava navazana na
jadro RNAP i v pribéhu elongace. Diky konforma¢ni zméné RNAP podjednotka o ziejmé
neblokuje RNA-exit kanal. Nejvétsi mnozstvi takto navazanych podjednotek o bylo nalezeno

v pribéhu stacionarni faze (Bar-Nahum and Nudler, 2001).
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Obrazek 6: Kroky iniciace transkripce: Tmavé zelenou barvou je zobrazeno templatové
vlakno, svétle zelené netemplatové tedy kodujici vlakno, ¢ervenou je zobrazen RNA tran-
skript. Katalyza¢ni ionty Mg??t jsou v aktivnim misté zobrazeny Zlutymi kruhy, ¢ervené jsou
zobrazeny kyselé aminokyselinové zbytky regionu 1.1 a 3.2 podjednotky ¢”®. a — RNAP se
vaze na promotor (R+P), pFechazi pies uzavieny komplex (RP¢), piechodovy komplex (I)
do otevieného komplexu (RPg). Iniciace transkripce je naznacena jako p¥ipojeni NTP a po-
kracuje elongace transkripce (TEC). k, znaci asocia¢ni konstantu tvorby RPo a kg znadi
disocia¢ni konstantu. b — V RP¢ je DNA dvouvldknova a presouva se do hlavniho kanalu.
¢ — V piechodovém komplexu (I) se region 1.1 o podjednotky posouva smérem od aktivniho
mista a tim se DNA dostava do hlavniho kanélu a tvofi se transkripéni bublina. d — V RPg
se vlakna DNA oddéluji a templatové vlakno se posouvé na idealni pozici pro zaclenéni iNTP.
e — Syntéza jiz zacala, RNAP t&sné pfed uvolnénim z promotoru. f — Elonga¢ni komplex
RNAP opustila o podjednotka a syntéza transkriptu pokracuje (Haugen et al., 2008a).
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3.3.3 Molekularni mechanismus syntézy RNA

Proces polymerace RNA probih4 mechanismem, ktery je zaloZen na piftomnosti dvou Mg?*
iontd v aktivnim misté enzymu (RNAP). Tyto dva ionty jsou v blizkosti 3°OH vznikaji-
ciho fetézce RNA a a-fosfatu NTP. Polymerace RNA vlakna probiha mezi 3~ OH koncem a
a-fosfatem NTP. Mg?t ¢. 1 zvysuje kyselost 3~ OH skupiny, tvoif se 3 O~ a vznika kovalentni
vazba s a-fosfatem NTP. Mg?* &. 2 usnadiiuje odpojeni pyrofosfatu, jak je zobrazeno na obr. 7
(Steitz et al., 1994).

Obrazek 7: Mechanismus syntézy RNA. Mg?*t ¢. 1 koordinuje vazbu mezi 3° OH skupinou
a a-fosfatem NTP (Steitz et al., 1994).
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4 Regulace transkripce

Odhaduje se, ze v bakterialni buice je pies 4 000 genil, které musi RNAP piepsat (u E. coli)
(Ishihama, 2000), aby byly zajistény vSechny zasadni pochody v buiice. Aktivita RNAP ne-
zélezi pouze na vlastnostech promotori, ale také na koncentraci RNAP v buiice. Pro buiiku
je nezbytné obsahovat vysokou koncentraci RNAP, protoze se vyskytuje v nékolika forméch:
prepisuje mRNA a rRNA, nespecificky se vize na DNA ale existuje i nenavizana nebo ne-
aktivni RNAP (Klumpp and Hwa, 2008). Tedy koncentrace RNAP je limitujici, stejné tak je
limitujici i mnozstvi a druh podjednotky o, ktery je nutny pro efektivni iniciaci transkripce
(Maeda et al., 2000).

Kli¢ovym krokem pro regulaci transkripce je iniciace transkripce (podrobnéji v kapitole 5).
Obecne je aktivita RNAP regulovana transkripénimi faktory, které pisobi na DNA, RNA nebo
na RNAP v pribéhu celé transkripce. Tyto faktory mohou byt proteiny, malé peptidy nebo
nekodujici RNA. Napf. u E. coli (i u ostatnich bakterii) byla nalezena 6S RNA| ktera se vaze
pres 0’0 na RNAP a reguluje tak transkripci mnoha genti. Dalimi faktory jsou polyfosfaty,
aminokyseliny a vitaminy (Borukhov et al., 2005; Wassarman, 2007). U E. coli je znamo
okolo 300 transkrip¢nich faktort (DNA-vazebnych proteint), z ¢ehoZ vétina reguluje iniciaci
transkripce snizenim nebo zvygenim afinity vazby RNAP na promotor (Borukhov et al., 2005).

Stejné tak jako iniciace, tak i elongace a terminace slouzi jako velmi dilezité cile regulace
v pritbéhu transkripce. Elonga¢ni faktory pfedchéazeji predé¢asnému ukondcen{ transkripce, jsou
zodpovédné za pozastaveni i zastaveni transkripéniho komplexu a reguluji rychlost transkripce
(Yang et al., 2009).

U E. coli jsou nejvyznamnégjsi p¥i regulaci Nus faktory (NusA, NusB, NusC, NusG a
NusE), RfaH, ribosomalni S4 protein, Gre faktory (GreA, GreB), Mfd, RapA (HepA) a Rho
(Borukhov et al., 2005).

Transkripéni faktory jsou reguloviny pomoci kontroly jejich aktivity ¢ kontroly jejich
exprese. Jejich exprese a proteosyntéza je ovlivnéna koncentraci pfislusného transkripéniho
faktoru. Také pomoci ligandd miZe byt regulovana afinita DNA-vazebné domény k pfislus-
nému genu nebo pomoci posttranslaéni modifikace (napf. fosforylace) (Browning and Busby,
2004).

Nus faktory Obecné se Nus faktory ucastni regulace elongace a terminace transkripce
zévislé na Rho proteinu (Artsimovitch et al., 2000).

U E. coli i u B. subtilis se vyskytuje vysoce konzervovany elonga¢ni faktor NusA. Hraje
vyznamnou roli v anti-terminaci, pozastaveni RNAP a terminaci. U E. coli je navic dilezity
pro potlaceni toxické aktivity cizich gent (Yang et al., 2009). Diky strukturalni podobnosti
N-koncové domény NusA a regionu 2 podjednotky o miiZzeme predpokladat, Ze oba proteiny se
vazi do stejného mista RNAP (Borukhov et al., 2005). Nicméné, soucasné vysledky napovédély,
ze o a NusA se mohou vazat soucasné (Yang and Lewis, 2010).

NusA u E. coli obsahuje dvé pFidavné C-terminalni domény, které interaguji s C-koncovou
doménou podjednotky o« RNAP. Tyto domény nebyly nalezeny u NusA z B. subtilis ani
u jinych bakterii. Proto nebyla nalezena ani interakce mezi NusA a podjednotkou o RNAP
u B. subtilis (Yang et al., 2009).
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NusA je esencialni pro F. coli a je zavisly na proteinu Rho. U B. subtilis je NusA také
nepostradatelny, ale je potfebny i v dé&jich nezavislych na proteinu Rho. NusA také plisobi
jako elongacni faktor a na rozdil od NusG zvy$uje pausing RNAP na nékterych pozastavuji-
cich mistech a tim zpomaluje elongaci transkripce. Terminaci transkripce poméhd snizovanim
rychlosti elongace vedouci k aplnému zastaveni RNAP a néasledné terminaci (Ciampi, 2006).

NusG je esencidlni a hojny u E. coli, kdezto u B. subtilis neni esencidlni. NusG zvysuje
rychlost uvolnéni RNA z transkripéniho elongaéniho komplexu a pravdépodobné zprostied-
kovava aktivitu Rho na RNAP vedouci k ukonéeni transkripce (Ciampi, 2006).

NusE a NusB jsou znamé jako ribosomalni proteiny S10 a jejich hlavni role je regulace

anti-terminace (Lewis et al., 2008).

RfaH RfaH je elongacni faktor, ktery zvySuje procesivitu transkripce ur¢itych gent, které
ve své sekvenci obsahuji nepiekladané 12ti nukleotidové oblasti elementii ops (operon polarity
suppressor, element potlacujici polaritu operonu). Element ops zptisobuje pozastaveni elon-
gatniho komplexu RNAP a po navazani RfaH pokracuje v elongaci. RfaH tedy ptsobi jako
anti-terminacéni faktor (Svetlov et al., 2007; Belogurov et al., 2009).

ribosomalni protein S4 U ribosomélniho proteinu S4 byla objevena regulacni funkce po-
dobné elonga¢nimu faktoru NusA. Pisobi anti-termina¢né na rRNA i neribosomélni operony
(Torres et al., 2001).

Gre faktory GreA a GreB jsou sloZeny ze 160 AK a jejich struktura je rozdélena na dvé
domény. N-koncovd doména doména je sloZend z antiparalelnich a-helixi a C-koncova do-
ména je globularni. C-koncova doména je DNA-vazebné, zatimco N-koncova je RNA-vazebna
a mé nukleolytickou aktivitu. Tato doména stimuluje pozastavenou RNAP k pokratovani
v transkripci. Oba tyto faktory se vazi do sekundarniho kanalu RNAP (Stebbins et al., 1995;
Borukhov et al., 2005).

Mfd Je evoluéné konzervovany protein o velikosti 130 kDa, ktery je strukturné podobny
DNA helikaze (ale nema helikdazovou aktivitu). Mfd se vaze k primarnimu kanalu (DNA va-
zebnému) RNAP. Uastni se oprav pi¥i probihajici transkripci a jeho hlavni funkce spoéiva

v reaktivaci zastavené RNAP, tedy obnové elongac¢ni faze (Borukhov et al., 2005).

RapA (HepA) RapA je bakteridlni protein patfici do rodiny proteini SWI/SNF, které
maji konzervovanych Sest domén podobné helikizam. Je veliky 110 kDa a vaze se na RNAP
(i na holoenzym RNAP). VazZe se na povrch podjednotek a a 3. Vykazuje ATPazovou aktivitu,
ktera se projevuje jen ve vazbé na RNAP (Sukhodolets and Jin, 2000; Cabrera and Jin, 2001).
RapA podporuje aktivitu RNAP za vysoké koncentrace soli, kdy je dvousroubovice DNA
pevné sbalena (RNAP bez RapA neni schopna transkripce) a aktivuje transkripci pomoci
recyklace RNAP molekul (Sukhodolets et al., 2001).
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Rho Protein Rho tvofi homohexamery s RNA-dependentni ATPazovou a helikdzovou akti-
vitou, které se vazou na C bohaté oblasti mRNA bez ribosomt. ATPazova aktivita je akti-
vovana interakei proteinu Rho a mRNA, poskytuje energii pro translokaci Rho podél mRNA,
dokud nenarazi na RNAP. Poté nastane terminace transkripce a transkript je uvolnén he-
likdzovou aktivitou Rho faktoru. P#i opousténi ukoncéeného transkriptu hraji dilezitou roli
Rho-dependentni termina¢ni faktory, jako nap¥. NusG, NusA a NusB, se kterymi Rho protein
interaguje (Ciampi, 2006).

Zhruba polovina dosud zndmych terminatort u F. colt je Rho-zavislych. Tyto terminétory
lezi na pfirozeném konci genu a v kontrolni oblasti pfedchazejici kodujici oblasti geni, kde
hraji velmi diilezitou roli pii kontrole genové exprese (Ciampi, 2006). U B. subtilis neni protein

Rho esencialni a prevladd Rho-nezavisla terminace transkripce (de Hoon et al., 2005).
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5 Regulace iniciace transkripce

Hlavni tlohou porozuméni regulaci genové exprese je objasnit, které specifické geny jsou
zapnuty nebo vypnuty v prubéhu ristu a diferenciace buiiky nebo pii odpovédi na zménu
vnéjSich podminek. Ackoliv v8echny faze genové exprese mohou byt regulovany, iniciace tran-
skripce je pravdépodobné regulovina nejéastéji. Faktory rozhodujici o genové aktivité zahrnuji
cis-regulatory (promotory, operatory, enhancery) a interaguji s transkripénimi faktory (akti-

vatory, represory, atd.) in trans (Elias-Arnanz et al., 2010).

Promotorova sekvence V bakteridlni bufice jsou sekvence jednotlivych promotord velmi
odligné, coz ovliviiuje iniciaci transkripce a genovou expresi. Je zndmo, Ze ¢im vice se sek-
vence hlavnich ¢asti promotoru (hexamery -35 a -10, rozsifend oblast -10 a UP element)
priblizuji konsensus sekvenci, tim tyto promotory funguji efektivnéji. Naopak odlisné sek-
vence promotord jsou diilezité pro modulaci transkripce, aby buiika optimdalné reagovala na
dané podminky.

UP element je DNA sekvence, na kterou se vaze C-koncova doména podjednotky «. Vazba
podjednotky « na UP element ribosoméalniho promotoru rrnB P1 stimuluje aktivitu tohoto
promotoru priblizné 30krat (Ross et al., 1993). Zasadni pro vazbu UP elementu byly oznageny
¢tyfi aminokyseliny v C-koncové doméné podjednotky «, které se vazi do malého zlabku
sekvence DNA UP elementu. Tyto aminokyseliny jsou vysoce konzervovany u vétginy bakterii
(Ross et al., 2001).

Podjednotky sigma E. coli pouziva o'° jako hlavni faktor a¢astnici se transkripce. Genom
této bakterie koduje dalgich 5 faktord o z této rodiny, které alternativné vyuziva pfi odpovédi
na stresové podminky. VSechny tyto faktory soutézi mezi sebou o vazbu na RNAP, tedy
o pfepis raznych gent (vice o sigma faktorech v kapitole 3.3 na strané 18) (Gruber and Gross,
2003). V mnoha p¥ipadech je transkripce regulovana pomoci anti-sigma faktori, které se navazi
na faktory ¢ a zabranuji navazéni na RNAP, inhibuji schopnost holoenzymu RNAP nalézt
specifickou sekvenci promotoru, nebo zméni konformaci holoenzymu RNAP, aby nemohla
iniciovat transkripci. Anti-sigma faktory takto reguluji odpovéd na signaly z vnéjsiho prostredi
(Brown and Hughes, 1995).

Transkripéni faktory Transkripén{ faktory pfedurcené k vazbé na promotor a nasledné
regulace transkripce koduje vice nez 300 genti u £. coli. Tyto faktory mohou stimulovat nebo
naopak inhibovat transkripci. Pfiblizné u poloviny téchto proteind byla jejich funkce objevena
experimentalné. Velka ¢ast z nich jsou DNA-vazebné proteiny, které se vazi na specificky pro-
motor. Nékteré proteiny kontroluji celou skupinu gent, jiné naopak jsou specifické pro jediny
gen (asi 60 transkripcnich faktortu ¥idi pouze jediny promotor). Zaroven je odhadovano, ze
sedm transkrip¢nich faktora (CRP, FNR, IHF, Fis, ArcA, NarL a Lrp) ¥idi piiblizné polo-
vinu regulovanych gent (Browning and Busby, 2004). Podrobnéjsi informace o transkripénich

faktorech jsou uvedeny v kapitole 4 na strané 24.
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5.1 Regulace pomoci malych molekul

Tento zpisob regulace umoziuje bakteriim rychle reagovat na zmeény prostiedi. Piikladem je
produkce a vylucovani antibiotik a jinych enzymt do svého okoli, ¢ tvorba spér pii nedostatku
zivin (Ochi, 2007).

Inicia¢ni NTP (iNTP) a ppGpp jsou malé efektorové molekuly, jejichz koncentrace se méni
v zavislosti na ristové fazi, ve které se bakterie zrovna vyskytuji (Rutherford et al., 2007).
V zévislosti na mnozstvi zivin se v bakterialn{ buiice dramaticky méni pocet ribosomi, protoze
rychlost syntézy novych proteini na ribosomu je stéle konstantni bez ohledu na mnozstvi zivin
v prostiedi. PHi dostatku Zivin, tedy béhem exponencialni faze ristu, se buniky déli a pot¥ebuji
velmi mnoho novych proteint, tedy i velké mnozstvi ribosomu (Condon et al., 1995). Z tohoto
divodu je aktivita rRNA promotori béhem exponencialni faze velmi vysoka. Naopak ve fazi
staciondrni se buiikkdm nedostava tolik Zivin a zacinaji Setfit energii. Proto se i vyrazné omezuje
aktivita TRNA promotori. Tyto zmény jsou regulovany pomoci ppGpp a iNTP (Murray et al.,
2003).

E. coli a B. subtilis pouzivaji odlisné strategie regulace genové exprese pomoci malych

molekul pfi nedostatku zivin (Krasny et al., 2008).

(p)ppGpp Pokud bakteriim zatnou dochazet ziviny v jejich okoli, musi vyrazné omezit
biosyntézu ribosomi a zacit regulovat transkripci vSech ribosomélnich komponent, aby buiika
Setfila energii. Zacnou inhibovat transkripci stabilnich RNA (rRNA, tRNA), zatimco indukuji
expresi enzymi pro biosyntézu aminokyselin a jejich transport. Tato regula¢ni odpovéd je ak-
tivovana vstupem ,nenabité tRNA do A mista ribosomu, tim je aktivovan protein RelA aso-
ciovany na ribosomu, ktery syntetizuje ,alarmon® ppGpp (guanosin-5’-difosfat-3 “-difosfét).
Tento mechanismus je nazyvéan jako stringentni odpovéd (Paul et al., 2005; Stallings et al.,
2009).

U E. coli za produkci (p)ppGpp v buiice zodpovidaji dva enzymy, RelA a SpoT. Protein
RelA (odpovéd na nedostatek aminokyselin) syntetizuje (p)ppGpp z GTP/GDP s vyuzitim
ATP. Pii syntéze (p)ppGpp se zvySuje koncentrace proteinu RelA v buifice, ktery disocioval
z ribosomu a je schopen se navazat na jiny ribosom, kde syntetizuje dalsi molekuly (p)ppGpp.
Druhy enzym, ktery je k syntéze (p)ppGpp potieba, je SpoT. Tento enzym je aktivovan za
nedostatku mastnych kyselin a pii nepfiznivych fyzikalnich podminkéch, nap¥. pfi nedostatku
zeleza. SpoT je bifunkéni enzym, ktery miize syntetizovat (p)ppGpp a zaroven ho muze hy-
drolyzovat na GTP/GDP a pyrofosfat (zalezi na okamzité rovnovaze reakce) (Srivatsan and
Wang, 2008).

U B. subtilis byly nalezeny dva geny, které koduji homologni molekuly k RelA a SpoT.
Produkty gent yjbM a ywaC jsou relativné malé a jejich sekvence odpovida (p)ppGpp syn-
thetdzové doméné RelA-SpoT. Produkty téchto genii byly oznaceny jako alarmon synthetases
(SASs) a jsou schopny syntetizovat (p)ppGpp. Jejich role v buiice neni zcela jasna (Nanamiya
et al., 2008).

Alarmon ppGpp ptisobi na regulaci promotorii pozitivné nebo negativné (Mallik et al.,

2006), jak je blize popséno v nasledujicich odstavcich.
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Pozitivni regulace transkripce pomoci ppGpp ppGpp funguje jako pfimy aktivator
aminokyselinovych promotorti, kdy za p¥itomnosti molekuly DksA zvy8uje rychlost isomeri-
zace RNAP pii tvorbé RPg in witro. Promotory pro syntézu aminokyselin maji v diskriminé-
toru AT bohaté oblasti a tyto promotory vytvaii stabilni komplexy s RNAP (RPg), které jsou
podporovany ppGpp. MnozZstvi ppGpp v buiice slouZi jako regulator odpovédi na vnitini sig-
naly, zatimco DksA pisobi jako koregulator (vyskytuje se ho relativné stdlé mnozstvi v buiice)
(Srivatsan and Wang, 2008).

ppGpp snizuje afinitu podjednotky ¢”® k RNAP holoenzymu a tim zvysuje schopnost
kompetice alternativnich o faktort o vazbu na RNAP, &mZ jsou urcovany globalni zmény

genové exprese (Srivatsan and Wang, 2008).

Negativni regulace transkripce pomoci ppGpp Negativné reguluje ppGpp syntézu
rRNA, tRNA a nékterych mRNA v E. coli (Mallik et al., 2006). Specificky inhibuje iniciaci
transkripce stabilnich RNA promotord in witro i in vive. Promotory rRNA maji CG bohaté
oblasti v diskriminatoru na které se vaze region 1.2 podjednotky ¢ RNAP. Tyto promotory
tvofi extrémné nestabilni oteviené komplexy s RNAP v pribéhu iniciace transkripce. ppGpp
ve spolupraci s DksA snizuji stabilitu RPg a tim inhibuji iniciaci transkripce (Srivatsan and
Wang, 2008).

Transkripéni faktor DksA  Transkripéni faktor DksA je velky pFiblizné 17,5 kDa (Ruther-
ford et al., 2007) a je slozen ze 2 domén: globularni domény a ,coiled-coil“ domény s dvéma
kyselymi aminokyselinami (Asp). DksA vykazuje strukturni podobnost s elonga¢nimi faktory
GreA a GreB, zatimco sekven¢ni homologie nebyla nalezena (viz obr. 8). VSechny zminéné
transkrip¢ni faktory se vazi do sekundarniho kandlu RNAP (Rutherford et al., 2007; Perede-
rina et al., 2004). DksA je klicovy pii pozitivni i negativni kontrole transkripce rRNA in vivo.
Delece genu dksA se projevuje v genové expresi, funkci chaperoni, bunééném déleni, poza-
davcich na aminokyseliny, vnimani hustoty okolnich bakterii a virulenci. P¥imy efekt delece se

projevil pouze u exprese rRNA, u v8ech ostatnich fenotypii se projevil neptimo (Paul et al.,
2005).

DksA zesiluje ti¢inek malych efektorovych molekul, tedy ppGpp 1 iNTP. Nebyla pozorovana
kompetice mezi ppGpp a iNTP o rRNA promotorovy komplex FE. coli v pribéhu iniciace
transkripce (Vrentas et al., 2008). Je zajimaveé, ze v genomu B. subtilis se nevyskytuje gen
pro protein DksA (Kobayashi et al., 2003).

Inicia¢ni NTP (iNTP) Inicia¢ni NTP (iNTP) je mala efektorova molekula, ktera reguluje
aktivitu RNAP a tim efektivitu iniciace transkripce. Obecné lze Fici, Ze na promotorech, které
tvofi relativné nestabilni otevieny komplex s RNAP, miize byt stabilita komplexu regulovéna
intracelularni koncentraci iNTP. A to tak, Ze zvySujici se koncentrace iNTP v bufice stabilizuje
otevieny komplex navazanim iNTP a tim zvySuje promotorovou aktivitu. Zatimco snizujici se
koncentrace iNTP v buiice piisobi opacnym efektem (Gaal et al., 1997; Revyakin et al., 2004).
Tyto promotory se oznacuji jako iNTP-senzitivni. Naopak promotory, které nejsou regulovany
koncentraci iNTP v bufice a k jejich plné aktivité je dostatec¢nd mala koncentrace iNTP jsou

oznaCovany jako iNTP-nesenzitivni (Krasny et al., 2008).
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Obrazek 8: Porovnani struktury DksA (A) a GreA (B). Charakteristické kyselé AK jsou
oznaeny ¢ervené jako ball-and-stick model (Perederina et al., 2004).

Identita iINTP mitize mit v bunice rozhodujici roli pfi regulaci transkripce. U B. subtilis
se v pribéhu stringentni odpovédi v bufice méni koncentrace ATP a GTP recipro¢né. To je
zprostiedkovano pomoci alarmonu (p)ppGpp, ktery inhibuje inosin monofosfat (IMP) dehy-
drogenazu (prvni enzym v cesté biosyntézy GTP). Inhibice biosyntézy GTP zpitisobi akumulaci
IMP. IMP dehydrogenaza je posledni spole¢ny intermediat syntézy ATP a GTP (viz obr. 9).
Proto se pfi hladovéni v bufice sniz{ koncentrace GTP a zaroven zvysi se koncentrace ATP.
Tento stav iniciuje sporulaci u B. subtilis (Lopez et al., 1981).

Majoritni ¢ast veskeré RNA v bufice je rRNA, proto jsou rRNA promotory vyznamné mo-
dely pro studium regulace transkripce. Iniciace transkripce z rRNA promotori je u B. subtilis
stejné tak jako u F. coli zavisla na koncentraci iNTP. U B. subtilis je na pozici +1 pfipojovano
GTP, zatimco u E. coli GTP, CTP a ATP (Krasny and Gourse, 2004). Citlivost promotoru
k iNTP je dilezita pro efektivitu transkripce, kterd je itmérna fyziologické koncentraci iNTP
v buiice. Pii studiu mutace v promotorové oblasti +1 in vitro se ukizalo, Ze pro maximalné
efektivni iniciaci transkripce je potieba pravé vysokda koncentrace aktualniho iNTP (napf.
pro +1A je potieba vysokd koncentrace iATP). P¥i stringentni odpovédi je koncentrace GTP
v bufice limitovana a proto jsou inhibovany rRNA promotory poZzadujici na pozici +1 pFifazeni
GTP. Naopak promotory pozadujici na pozici 41 pfifazeni ATP jsou dilezité pro zvysujici se
aktivitu promotoru pfi stringentni odpovédi. Obecné iNTP urcuji, jestli stringentné hlidany

operon bude pfi stringentni odpovédi aktivovan & reprimovan (Krasny et al., 2008).

Rozdily v regulaci iniciace transkripce rRNA promotort u E. coli a B. subtilis
Regulace iniciace transkripce z rfRNA promotori probiha u B. subtilis odlisné nez u E. coli.
U B. subtilis se ppGpp pfimo nevaze na RNAP. Buiika pouZiva na syntézu ppGpp GTP,
¢imz se jeho koncentrace v buiice snizuje a tim jsou regulovana aktivita téchto promotord.
Efekt ppGpp je tedy nepiimy a nezavisly na DksA (gen kodujici DksA se v genomu B. subtilis
nevyskytuje). Koncentrace ppGpp nema tedy na aktivitu rRNA promotort pfimy vliv in vitro

ani in vivo (viz obr. 10) (Krasny and Gourse, 2004).



5 REGULACE INICIACE TRANSKRIPCE 31

Amino acid starvation ppGpp-mediated Effects on
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Obrazek 9: Regulace iniciace transkripce pomoci iNTP v priabéhu stringentni odpovédi
u B. subtilis. Nedostatek AK umozni vstup ,nenabitych® tRNA do A mista ribosomu, coz
aktivuje stringentni faktor (SF) RelA. SF produkuje pppGpp, ktery se rychle méni na
ppGpp. Vysoka koncentrace ppGpp inhibuje IMP dehydrogenazu. Tato inhibice zptisobi sni-
zeni koncentrace GTP a zvySeni koncentrace ATP v bunice. Vysoka koncentrace ATP stimuluje
iniciaci transkripce stringentné regulovanych promotort obsahujicich +1A. Naopak snizeni
koncentrace GTP v buiice inhibuje iniciaci transkripce stringentné regulovanych promotori
obsahujicich +1G (Turnbough, 2008).

E. coli B. subtilis
OO OO

——

Nyt
~300x ~3X%
NTP ppGpp NTP I_
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Obrazek 10: Rozdily v regulaci iniciace transkripce rRNA promotori u E. coli a B. subtilis.
U B. subtilis je role UP elementi minoritni, hlavni roli v regulaci iniciace transkripce maji
inicia¢ni nukleotidy (zde NTP) (Krasny and Gourse, 2004).
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5.2 CarD (YdeB)

CarD (homologni k YdeB z B. subtilis) je esencialni protein ziskany z Mycobacterium tubercu-
losts. Deplece tohoto genu vede ke zvysen{ citlivosti a az k smrti bunék v disledku pisobeni
oxida¢niho stresu, poni¢enim DNA a hladovénim. Zaroven deplece tohoto genu vede k vyraz-
nému snizeni transkripce rRNA. CarD dokaze funkéné nahradit protein DksA pfi stringentni
odpovédi piesto, ze se kazdy vaZze na jinou ¢ast RNAP. CarD na rozdil od DksA je pro buiitku
esencialni (Stallings et al., 2009). Tyto efekty nasvédcuji tomu, ze CarD je velmi dulezity
pri odpovédi na stresové podminky. Na rozdil od Mycobacterium tuberculosis, u B. subtilis
homolog tohoto proteinu neni esencidlni (Connolly and Cox, 2009).

CarD je strukturné rozdélen na dvé domény: C-koncovou DNA-vazebnou doménu podoba-
jici se eukaryotickée HMGA (high-mobility group A) a N-koncovou doménu, které je sekvencné
unikatni pro bakterie (Cayuela et al., 2003). HMGA je skupina malych, relativné hojny pro-
teinti nehistonové povahy, které jsou souc¢asti chromatinu v eukaryotnich buiikach. U¢astni
se remodelace chromatinu a tvorby nukleoproteinovych komplexti. Typickym znakem téchto
proteinti jsou AT bohaté DNA-vazebné oblasti a oblast s kysele nabitymi aminokyselinami.
CarD a jeho ortolog u Stigmatella aurantiaca jsou jedinymi dvéma zastupci u prokaryot, které
maji HMGA podobnou doménu (Cayuela et al., 2003; Elias-Arnanz et al., 2010).

N-koncova doména CarD je slozena ze 179 AK (CarDNter). Je esencialni pro specifickou
vazbu s CarG. Tento komplex je schopen interagovat s podjednotkou 5 RNAP a do stejného
vazebného mista jako TRCF (transcription coupling factor) (Stallings et al., 2009; Garcia-
Moreno et al., 2010).

TCRF je 130 kDa velky, evolu¢né konzervovany elongacni faktor, ktery opravuje chyby
v DNA v pribéhu transkripce. Pokud se v pribéhu transkripce vyskytne pogkozené misto
na DNA, RNAP se zastavi a zapo¢ne oprava chyb p¥i transkripci (proces nazvany TCR,
transcription-coupled repair). Zastavend RNAP zabrafuje odstranéni poskozeni, proto se na
ni navaze faktor TRCF. Ten RNAP odstrani z poskozeného mista diky své translokizové
aktivité zavislé na ATP a nasledné nastartuje opravu DNA navazanim komplexu endonukleaz
Uvr(A)BC (Westblade et al., 2010).

CdnL je homologni ke CarD v Myzococcus zanthus. CdnL ale neobsahuje DNA-vazebnou
doménu, pouze N-koncovou (CarD N-terminal like). CdnL, nenahrazuje funkci N-koncové do-
mény CarD, protoZe se nevaze na protein CarG a v buiice nemiize byt komplementovana delece
cdnL N-koncovou doménou CarD. Tento protein se ukazal byt nezbytny pro zivot Myzococcus
zanthus. V tomto organismu je protein DksA téZ esencidlni a jeho funkce neni nahraditelna
CdnL (Garcia-Moreno et al., 2010).

V genomu B. subtilis neni gen pro protein DksA a zaroven gen pro CarD se ukazal jako
postradatelny (Kobayashi et al., 2003).

Ptehledné zobrazeni proteint homolognich ke CarD je zobrazené v tabulce 1.
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Tabulka 1: P¥ehledné zobrazeni proteini homolognich ke CarD a jejich vazebnych partneri.

homologni proteiny velikost (kDa)

interakén{ partner

velikost (kDa)

CarD
YdeB
TCRF
CdnL

17,9
17,6
130
18,7

CarG

19,1
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5.3 Podjednotka § RNAP

Jak jiz bylo zminéno, RNAP gram-pozitivnich bakterii se sklada navic z dalgich dvou pod-
jednotek (w a d). V této kapitole se budu vénovat podjednotce §, protoze je to vyznamny
transkripéni faktor a vztahuji se k ni i vysledky mé experimentalni ¢innosti.

Prvni zminka o § se objevila v roce 1975, jako o faktoru kédovanym hostitelem, ktery je
soucasti virove RNAP. Ukazalo se, Ze podporuje transkripci stfednich a pozdnich fagovych
genii (Pero et al., 1975). Diky zjisténi, ze se § vaze na RNAP, zacala byt povazovana za jeji
regulacni soucast a néasledné zacala byt oznacovana jako podjednotka 6 RNAP (Tjian et al.,
1977). Nejprve byla § objevena u nékolika druht rodu Bacillus (Achberger et al., 1982b) a
posléze se ukazala jako unikatni pro kmen Firmicutes gram-pozitivnich bakterii (Rabatinova
et al., rukopis v pripravé). Podjednotku é obsahuje i minimalni genom Mycoplasma genitalium
(Doherty et al., 2010).

Podjednotka 4 je kodovana genem rpoF a je slozena z 173 AK u B. subtilis. Jeji molekulova
hmotnost je priblizné 21,4 kDa (Lampe et al., 1988). Déli se na dvé domény, které jsou spojeny
7 -9 AK sekvenci lysint. V&tsi strukturovana N-koncova doména (NTD) o velikosti 95 AK je
slozena z ¢tyt a-helixi a jednoho antiparalelniho S-listu (viz obr. 11). Vysoce nestrukturované
C-koncova doména (CTD) je slozena z 69 AK a je vyrazné zaporné nabita diky vysokému

obsahu aspartatu a glutaméatu (de Saro et al., 1995; Motackova et al., 2010).

Obrazek 11: Struktura N-koncové domény podjednotky d RNAP u B. subtilis. Cty¥i o-helixy
jsou oznaceny I az IV a antiparalelni $-list je vyznacen modie. Koncové domény jsou oznaeny
N a C (Motackova et al., 2010).

5.3.1 Efekty podjednotky § pozorované in vitro

Tvorba transkripéni bubliny a procesivita transkripce Podjednotka § ovliviiuje sta-
bilitu transkripéni bubliny tim, Ze ovliviiuje rovnovahu mezi tvorbou uzavieného a otevieného
komplexu RNAP. Podjednotka ¢ ma inhibi¢ni efekt na tvorbu transkripéni bubliny (Juang and
Helmann, 1994b) a snizuje stabilitu otevieného komplexu RNAP (Rabatinova et al., rukopis

v piipravé).
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Recyklace jadra RNAP  N-koncova doména se vize na RNAP a tim zaroven orientuje
C-koncovou doménu k vazbé na povrch RNAP. CTD § obsahuje polyanionicky region, ktery
umoziiuje navazat se do mista RNAP pro templat & produkt. CTD je podobné svou strukturou
NK a tedy s ni kompetuje pii vazbé do aktivniho mista RNAP. Jako vysvétleni bylo navrzeno,
ze podjednotka § stimuluje mnozstvi RNA transkriptu v reakcich o nékolika cyklech a celkové
stimuluje syntézu RNA.

C-koncova doména 6 odstraiiuje RNA transkript z binarniho komplexu (RNAP + RNA),
coz umoziuje recyklaci jadra RNAP (mechanismus, kdy RNAP ukon¢i aktualni transkripci a
je okamzité p¥ipravena nasednout na jiny promotor a transkribovat piislugny gen) (Spiegelman
et al., 1978; Juang and Helmann, 1994a; de Saro et al., 1995).

Zvyseni specifity transkripce Pilisobeni podjednotky d zaleZi na typu templitu a pod-
minkach transkripce. Ovliviiuje miru syntézy RNA a zvysuje promotorovou selektivitu (Tjian
et al., 1977; Juang and Helmann, 1994a). Podjednotka 6 omezuje interakce RNAP holoen-
zymu s nepromotorovymi oblastmi DNA a snizuje stabilitu komplexu RNAP s nepromoto-
rovou DNA a7z 1000krat. Tim je zvySena selektivita vazby RNAP na promotorové oblasti
(Achberger et al., 1982a; Hilton and Whiteley, 1985; Juang and Helmann, 1994a; Spiegelman
et al., 1978). Za nepiitomnosti § se RNAP véaze s mensi specifitou (Achberger and Whiteley,
1981).

Zmeéna citlivosti RNAP ke koncentraci iNTP  Mnoho promotori B. subtilis je
iNTP-senzitivni (regulace pomoci iNTP je podrobné popsana na strané 29). Typickymi za-
stupci této skupiny jsou TRNA promotory. K pozorovani efektu proteinu ¢ na transkripci
i vitro z TRNA promotord byly vybrany dva reprezentativni promotory: rrnB P1 jako
zastupce iNTP-senzitivnich rRNA promotorit a Pveg jako predstavitel iNTP-nesenzitivnich
rRNA promotori. Promotor rrnB P1 potfebuje relativné vysokou koncentraci iNTP pro ma-
ximalni aktivitu, zatimco promotor Pveg tvofi relativné stabilni komplexy s RNAP, které jsou
saturovany jiz p¥i nizké koncentraci iINTP (Krasny and Gourse, 2004; Sojka et al., 2011). Za
danych experimentalnich podminek (kdy se zvySuje molérni koncentrace § a zistava stala
molarni koncentrace RNAP), § inhibuje transkripci z promotoru rrnB P1 a zéroven stimuluje
transkripci z promotoru Pveg (Rabatinova et al., rukopis v pfipravé). Pozorovany efekt na
promotor rrnB P1 by mohl byt vysvétlen tim, Ze ¢ snizuje stabilitu otevieného komplexu
RNAP (Dobinson and Spiegelman, 1987; Juang and Helmann, 1994a). Aktivitu promotoru
Pweg nelimituje stabilita otevieného komplexu RNAP a zvySeni této aktivity by mohlo byt
zpusobeno recyklaci jadra RNAP (Rabatinova et al., rukopis v piipravé).

70

Mo#zna funkéni homologie podjednotek § a o Podjednotka ¢™ je hlavnim o fak-

70

torem u gram-negativnich bakterii. ¢’ snizuje afinitu RNAP k nepromotorové DNA az

10 000krat a ucastni se selektivni vazby na promotor. Teoreticky je mozné, ze podjednotka

o™ (43 kDa) ve spojeni s podjednotkou § (21,4 kDa) u B. subtilis by mohly byt funkéné ho-

70

mologni s 67 (70 kDa) u E. coli. Porovnanim AK sekvence podjednotek o a 0™ se ukazalo,

0

7e jsou z velké ¢asti homologni. Pouze 245 AK mezi regiony 1 a 2 u ¢7° nevykazovalo zadnou

homologii. V téchto 245 AK bylo nalezeno 80 AK zaporné nabitych, které se vyrazné podobaji
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zapornému naboji CTD podjednotky ¢ (de Saro et al., 1999). Zda téchto 245 AK hraje roli
u proteinu ¢’° podobnou jako CTD podjednotky ¢ neni dosud znamo.

5.3.2 Efekty podjednotky § pozorované in vivo

Delece v genu rpoE vede ke zménam v lag fazi a morfologické odlisnosti Mutanty
s C¢astefnou deleci genu rpoE u B. subtilis se nelisi v Zivotaschopnosti ani v rychlosti ristu
za standardnich podminek. U mutant byla pozorovana prodlouzena lag faze (viz obr. 12) a
odlisna morfologie (prodlouzené buiiky oproti divokému kmeni, které se shlukuji na zac¢atku

exponencialni faze) (de Saro et al., 1999).

0D 600

Ad
0.1

003
1 1.5 2 25 3 35 4 45
Time (hours)

Obrazek 12: Srovnéani divokého kmene s mutantem v genu rpoE. Mutant v genu rpoF vy-
kazuje prodlouzenou lag fazi (Ad) oproti divokému kmeni (J) (de Saro et al., 1999).

Podjednotka § ovliviiuje genovou expresi iNTP-senzitivnich promotori in wivo, coZ je
dilezité zejména pfi stringentni odpovédi, kdy se rychle snizuje intracelularni koncentrace
GTP v bunce a klesa aktivita rRNA promotori. Mutanty v genu rpoE u B. subtilis nejsou

schopny reagovat pfi stringentn{ odpovédi stejné rychle jako divoky kmen B. subtilis.

Zasadni vyznam § pifi kompetici mezi bunkami Na zakladé experimentédlnich dat
i vitro 1 in vivo bylo zkoumano, jestli podjednotka § hraje roli pfi kompetici mezi bunikami.
Usp&snéjsi bunky pii kompetici s jinymi buitkami musi byt schopny rychleji se pfizptisobit
ménicim se podminkadm. Mutant v genu rpoE s divokym kmenem B. subtilis byly zaockovany
do spole¢ného média v exponencialni fazi ristu a narostla kultura byla pfeotkovana kazdych
24 hodin do ¢erstvého média. V pribéhu byly vzdy odebirany vzorky bunék a byly vysety na
selektivni agarové misky (kmeny byly odligeny rezistenci). Rist mutanta v genu rpoFE byl brzy
potlaen divokym kmenem (viz obr. 13 A). Pro ovéfeni zivotaschopnosti jednotlivych kment
byl kazdy kmen péstovin samostatné. Za téchto podminek nebyl mezi poctem bunék v obou

kulturach zadny méfitelny rozdil (viz obr. 13 C) (Rabatinova et al., rukopis v pfipravé).
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Obrazek 13: J je nezbytnéa pro kompetitivni zdatnost. A — Stejné mnozstvi bunék (CFU,
colony forming units) bylo smichdno v LB médiu v exponenciélni fazi ristu. Kazdych 24 hodin
byla kultura pfeockovana do Cerstvého média. Po 48 hodinach byl kmen mutantni v genu rpoF
eliminovan divokym kmenem. B — Paralelni rtist divokého kmene a mutanta v genu rpoE v LB
médiu. Oba kmeny nemély problém s prezitim (Rabatinova et al., rukopis v p¥ipravé).

Efekt podjednotky d na sporulaci Proces sporulace je nastartovan nedostatkem Zzivin
v okolnim prostiedi bakterie, aby bakterie byla schopna tyto podminky piezit. Jedn4 se tedy o
konec exponencialni faze a zacatek staciondrni faze. Zaroven v této fazi zivotniho cyklu bakterif
je protein § produkovin nejvice. P¥i mutaci v genu rpoE se projevila rozdilnd transkripce
urc¢itych genti v ¢asné II1. fazi sporulace (kdy dochéazi k vytvoreni prespory). Podjednotka §
hraje pravdépodobné pfimou ¢ nepiimou roli v transkripci téchto geni (Gao and Aronson,
2004; de Saro et al., 1999).

Ovlivnéni virulence patogennich bakterii podjednotkou § Mutanty genu rpoE byly
studovany pouze u nékolika vybranych patogennich bakterii. Pfesto vypovidaji o roli podjed-
notky 0 v bakterialni bunce, kterd pusobi jako globalni modulator genové exprese potiebny
k optimalnimu ristu bakterii a schopnosti rychle se ptizptisobit vnéj$im podminkam. Rozdilna
role tohoto proteinu v rznych bakteriich je pfekvapiva.

Mutanty s deleci genu rpoE snizily svou virulenci az o dva fady oproti divokému kmeni
Streptococcus agalactiae. Tato bakterie miize zpisobit velmi zdvazna onemocnéni, ale u zdra-
vych jedinct se vyskytuje bézné jako komenzalni organismus (Jones et al., 2003; Seepersaud
et al., 2006).

Mutant v homolognim genu k rpoFE se projevil jako méné Zivotaschopny za podminek
s omezenym piisunem aminokyselin oproti divokému kmeni Staphylococcus aureus. Staphylo-
coccus aureus zpusobuje Sirokou §kalu nemoci — od lehkych infekei az po sepsi (Watson et al.,
1998).

Streptococccus mutans je hlavni pfic¢inou vzniku zubniho kazu. Jeho mechanismus pato-
genicity je zavisly zejména na vazbé mezibunétné hmoty (fibronektinu), schopnosti pfezit
v hostiteli a vytvoreni biofilmu odoldvajicimu vnéjsim stresovym faktortim. Mutanty s deleci
genu rpoE zkoumané in wvitro maji efekt na nékteré vlastnosti souvisejici s virulenci. Tyto
mutanty vykazuji zvySenou agregaci bunék a agregaci s ostatnimi bakteriemi (také s Candida
albicans). Vytvaii jinou strukturu biofilmu, jsou schopny vyuzivat §ir§i spektrum latek jako

zdroj uhliku a jsou odolnéjsi vici nékterym antibiotikiim a inhibitorim. Tyto mutanty se sil-
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néji vazi na mezibunétnou hmotu lidskych bunék oproti divokému kmeni (obr. 14). V8echny
tyto poznatky ziskané in vitro naznacuji, ze by kmeny s deleci genu rpoE mély vykazovat vyss{
virulenci tohoto organismu (Xue et al., 2011). Nicméné pokud by byla vyhodné pro Str. mu-
tans delece genu rpoE in vivo, jisté by v pribéhu evoluce tato mutace byla konzervovana.
Delece genu rpoE také zptsobuje velké zmény v transkriptomu u Streptococccus mutans,
které mohou vést ke sniZené virulenci tohoto organismu. Tyto mutanty vykazuji: sniZenou
schopnost rastu, snizenou schopnost odolavat stresovym faktortm, sniZenou schopnost odo-
lavat ptisobeni kanamycinu a tetracyklinu a tvofi nehomogenni biofilm (Xue et al., 2010).
Analyza proteomu mutantniho kmenu v rpoF podpofila svymi vysledky vieobecnou roli § pii

odpovédi na stresové podminky (Xue et al., 2012).

Obrazek 14: Skenovaci elektronova mikroskopie 16 hodin starého biofilmu Streptococcus
mutans. Divoky kmen je na obrazku A a C, mutant v rpoE na B a D. Mutant v rpoE vykazuje
odlisnou strukturu biofilmu oproti divokému kmeni. Cervend Sipka poukazuje na strukturu
podobné dendritickému vyb&zku u mutantniho kmene. Obrazky A, B zobrazuji 5 pym a C, D
2 pm biofilmu (Xue et al., 2011).
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5.3.3 Pozice 6 na RNAP

Pomoci detekovanych vazeb (cross-link) mezi RNAP z B. subtilis a podjednotkou § bylo
identifikovano nékolik vazebnych mist. Zadna vazba nebyla detekovana mezi podjednotkami
0 a «, ani u flexibiln{ CTD §. NTD ¢ interagovala se tfemi misty na RNAP, jak zobrazuje
obrazek 15 A. Oblasti A a B jsou relativné velmi vzdaleny od dvouSroubovice DNA.

Oblast A (zobrazena modie) byla lokalizovana na povrchu podjednotky [, kde by &
mohla pomahat RNAP pii vazbé na promotorové oblasti -35 a -10. Coz se neshoduje s dfive
publikovanymi daty pojednavajici o plisobeni § na DNA po sméru transkripce od pozice +1
(Juang and Helmann, 1994a; Rabatinova et al., rukopis v piipravé).

Oblast B (zobrazena fialové) byla umisténa zejména na podjednotku - a ¢astetné za-
sahovala do 8 tam, kde se vaze podjednotka w na C-koncovou doménu . Tato pozice opét
neodpovida fyziologicky pravdépodobné vazby d na RNAP.

Oblast C (zobrazena Cervené na obrazku 15 A) je nejpravdépodobnéjsi realnou pozici
vazby d na RNAP, vhledem k dosud ziskanym poznatkam in witro a in vivo. V této pozici
by ¢ mohla odstrafiovat DNA z povrchu RNAP (nespecifické vazby na DNA; pomoci zdporné
nabité CTD fungujici jako analog nukleové kyseliny) a zaroveii by mohla ovliviiovat stabilitu
otevieného komplexu RNAP v pfipadé navazani na promotor. Na obrazku 15 B je zobrazen
navrzeny model NTD § (zelené) na zakladé ziskanych vysledkti (Rabatinova et al., rukopis v

pripravé).

Obrazek 15: Model interakce podjednotky 6 s RNAP. Podjednotky RNAP jsou zobrazeny:
f svétle modie, B §edé, o® oranzové, w erné, templatové vlakno DNA zluté a netemplatove
vlakno DNA tyrkysové. A RNAP je zobrazena v komplexu s DNA a s tfemi misty vazby o
detekovanymi studii. Oblast A je zobrazena modie, B fialové a C Cervené. B Model interakce
0 s RNAP na zakladé detekovanych vazeb. NTD ¢ je zobrazena zelené, pozice CTD zatim
nebyla objasnéna (Rabatinova et al., rukopis v piipraveé).
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5.4 Proteiny YxbF a YwcC

Tyto proteiny byly identifikovany jakoZto mozni interak¢ni partnefi podjednotky § bakterialni
RNAP.

YxbF a YwcC patii mezi transkripéni represory rodiny Tet®. Rodina Tet® proteint je
pojmenovand podle proteinu Tet®, ktery ovlada transkripci z tet gentl, jejichz produkty zpt-
sobuji rezistenci na tetracyklin. Tato rodina represort je velmi rozsifena mezi bakteriemi a je
pro ni charakteristicky helix-turn-helix (HTH) DNA-vazebny motiv v C-koncové doméné. Pro-
teiny patiici do této rodiny hraji vyznamnou roli v biosyntéze antibiotik, regulaci osmotického
stresu a pusobi na efluxni pumpy (Aramaki et al., 1995; Ramos et al., 2005).

Proteiny z Tet® rodiny vykazuji vysokou sekvenéni podobnost v DNA-vazebné doméné.
Tyto proteiny pusobi jako represory, tedy za jejich pfitomnosti na operdtoru je transkripce
reprimovana. Pokud je navazan induktor, konformaé¢ni zména uvolni DNA-vazebnou doménu

z operatoru a muze zacit transkripce z ptislusného promotoru (Ramos et al., 2005).

5.4.1 YxbF

Jedind zminka o genu yzbF u B. subtilis v dostupné literatufe je spojena s katabolickou
represi.

Katabolicka represe je regulac¢ni mechanismus, p¥i kterém je exprese nékterych kataboli-
zujicich genti potlacena za pfitomnosti 1épe vyuzitelnych zdroji uhliku a energie. B. subtilis
vyuziva jiny mechanismus katabolické represe nez E. coli (kterd vyuziva cAMP-zavisly mecha-
nismus katabolické represe). Katabolicka represe nastéava pouze tehdy, pokud je cukr (ktery je
schopen potlacit katabolismus jinych cukrii, napi. glukéza) schopen byt pfeménén v glykoly-
ticky meziprodukt FBP (fruktéza-1,6-bisfosfat). U B. subtilis FBP aktivuje HPr(ser) kinazu.
Tato kinéza fosforyluje 46. serin na proteinu HPr (P-Ser-HPr), ktery se diky své fosfory-
laci vaze na transkripéni faktor CepA (catabolite control protein A) a spolu s FBP vytvoii
komplex. Tento komplex se navaZze na cre sekvenci (catabolite responsive element) cilovych
operontl a tim podporuji katabolickou represi (blokuji transkripci gent alternativnich cukri)
(Saier et al., 1996). Viz obr. 16.

Transkriptomova a proteomova analyza mutanti v genu ccpA u B. subtilis odhalila mnoho
gent, jejichz transkripce je zévisla na proteinu CepA a naopak i nékolik genti, jejichZ regulace
je CepA-nezavisla (Fujita, 2009). Pomoci DNA ¢ipu (DNA Microarray) bylo odhaleno 66
gentl, které jsou reprimované glukézou. Z toho 22 genii se ukizalo jako p¥inejmensim ¢éstecné
CepA-nezavislych. V této kategorii byl objeven také gen yzbF (Yoshida et al., 2001).
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Kinase

{Inactive)

FBP

FBP
ATP Pi
==
ADP o}

H2

HPr 4P oA
I::l FBP
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HPr{ser-P}~-CcpA-inhibited
transcription
(Catabolite repression)

Obrazek 16: Schéma katabolické represe u B. subtilis. Metabolitem aktivované kinéaza. fosfo-
ryluje protein HPr. P-HPr je schopny se navéizat na transkripéni regulator CcpA a spole¢né
s fruktozou-1,6-bisfosfat (FBP) interaguji s operony katabolickych gent a tim podporuji ka-
tabolickou represi (Saier et al., 1996).

5.4.2 YwcC

Protein YwcC reguluje drahy genové exprese, které vedou u bakterie k zaujmuti urc¢ité mor-
fologické struktury bunky. Reguluje pfepindni gend mezi planktonni fazi bunky a tvorbou
biofilmu. Pro lepsi pochopeni je v nasledujicich odstavcich popsan princip regulace téchto
drah a nésledné role proteinu YwcC.

Bakterie mohou riist bud jako jednotlivé planktonni buiiky nebo jako soucast skupiny
bunék nap¥. biofilmu. Jednotlivé planktonni buiiky exprimuji na svém povrchu bi¢iky, zatimco
bunky tvorici biofilm produkuji extracelularni matrix. Bakterialni buiiky dokaz{ pfepnout svou
genovou expresi a stat se buiitkou jednoho ze zminéného typu, ale pfesny mechanismus dosud
neni znam (Kobayashi, 2008).

B. subtilis je schopen vytvofit slaby nestrukturovany biofilm na povrchu stacionarné pés-
tované kultury (Branda et al., 2001). Tvorba biofilmu zalezi na produkci extracelularni matrix,
coz je regulovano dvéma operony. Operon eps je zodpovédny za syntézu exopolysacharidii a
operon yqxM koduje transportéry a proteiny pro extracelularni matrix. Protein SinR blokuje
transkripci téchto dvou operonii a naopak aktivuje transkripci genii proteinil tvofici bicik.
Aktivita SinR je inhibovana proteinem Sinl, protoze navazanim Sinl na SinR je inhibovana
DNA-vazebna aktivita tohoto proteinu (Bai et al., 1993; Kobayashi, 2008). Protein Sinl je
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homologni k proteinu SlrA. P#i aktivaci SIrA spolu se SrlR dojde k potladeni transkripce geni
pro tvorbu bi¢iku a zaroven je iniciovana transkripce operoni pro tvorbu biofilmu. Pro lep&i
pochopeni jsou tyto informace schématicky zobrazeny na nasledujicim obr. 17A.

Chai et al. (2009) poukézal na rozdilny mechanismus regulace tohoto procesu. SlrA stejné
jako Sinl interaguje a inhibuje SinR.. Zaroven SlrA neaktivuje SIrR p#i tvorbé biofilmu. Naopak
SIrR inhibuje svou vazbou SIrA. Tyto zmény jsou zobrazeny na obr. 17B.

U uré¢itého kmene B. subtilis vznikla delece 1 base v genu ywcC, ¢imz se posunul ¢teci
ramec a transkript byl vyrazné kratsi, protein tak pravdépodobné ztratil svou funkci. Mutace
v genu ywc(C zpusobila derepresi transkripce genu slrA, ¢imz se zvysila aktivita SlrR a SrlA.
V téchto mutantech SlrA nahradi funkci Sinl a reprimuje SinR. Zaroven interaguje s SlrR
zvy$uje jeho aktivitu podle Kobayashi (2008). Chai et al. (2009) potvrdil, Ze protein YwcC

reprimuje expresi genu sirA.

A Spo0A~P
YW \ AbrB

vi |

SIrR —— SinR

PadhN

Flagellum formation Biofilm formation

B epsd

SpoDA~P — sint —s Sinl

SinR

YweC — sirA sma«/i Xs!_rﬂ\{ e
W SHA —»
\ \ P

SIrk

Obrazek 17: Schématicky model regulace ristovych forem bakterii. A Proteiny AbrB a
SinR stimuluji tvorbu bi¢iku. SIrA s SIrR inhibuji tvorbu bi¢iku a stimuluji tvorbu biofilmu.
Sinl a SlrA jsou homologni proteiny, YwcC inhibuje syntézu proteinu SlrA (Kobayashi, 2008).
B SIrA stejné jako Sinl se inhibuje SinR. Na rozdil od pfedchoziho obrazku, SIrR inhibuje SIrA.
SlrR ptisobi jako induktor na operony eps a yqrM, které vytvaii jednotlivé slozky biofilmu
(Chai et al., 2009).
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6 Material a metody

6.1 Pristroje
Centrifugy

Beckman Coulter Avanti J-26XPI (USA) - vakuova chlazené centrifuga s moznosti vymény

rotora

e Rotor JA 25.50 (ur¢eny pro 8 kyvet o objemu 50 ml s maximélnim odstfedivym zrych-
lenfm az 75 600g)

Beckman Model J2-21M (USA) - vakuova chlazena centrifuga s moznosti vymeény rotora

e Rotor JA 20 (urceny pro 8 kyvet o objemu 50 ml s maximélnim odstfedivym zrychlenim
48 400¢)

Heraeus Cryofuge (Némecko) — chlazend centrifuga s vykyvnymi rotory (objem az 6 1) a

s maximalnim zrychlenim 8 000g

Heraeus Crist Biofuge A (Némecko) — nechlazend mikrocentrifuga centrifuga pro 24 mikro-

zkumavek o objemu 1,5 ml, maximalni odstfedivé zrychleni je 13 000g

Univerzal 16 R, Hettich (Némecko) — chlazend mikrocentrifuga uréena pro 24 mikrozkuma-

vek s maximalnim odst¥edivym zrychlenim 20 000g

Roth microcentrifuge (Taiwan) — stolni mikrocentrifuga pro 6 mikrozkumavek uréend pro

kratké staceni vzorkl
Gilson Capsulefuge PMC-880 (Francie) — stolni mikrocentrifuga pro 8 mikrozkumavek ur-

¢end pro kratké staceni vzorkad

Elektroforézy

OWL (Anglie) — pro horizontalni agarézovou elektroforézu, na velikosti gelii 7 x 8 cm a
13x 11,5 cm

Thermo scientific OWL P10DS — vertikdlni elektroforéza, velikost gelu 16 x 16 cm
Agarézova elektroforéza (CR) — velikost gelu 6 x 7,5 cm

Mini-Protean II — Bio-Rad (USA) — vertikilni elektroforéza proteini, velikost gelu
9,5x 7,5 cm

X Cell SureLock™ Mini-Cell (USA) — vertikalni elektroforéza proteintt, uzivana pro pied-
pripravené gely na SDS-PAGE a nativni elektroforézu, velikost gelu 8,5 x 9 cm

Elektroforetické zdroje Bio-Rad (USA) model 500/200 a model PAC 3000
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Inkubatory a tiepacky
Thermo 120 (CR) — termoblok s moznym nastavenim teploty (max. 120 °C)
Biological Termostat BT120 (CR) — inkubace Petriho misek

Biosan Multi-Shaker PSU 20 (CR) — stolni t¥epacka vhodna pro inkubaci kultur v tekutych

meédiich
Stuart-block heater SBH130D (Anglie) — termoblok s moZnym nastavenim teploty
Biosan MR-1 mini-rocker (CR) — tFepadka s kyvavym pohybem uZivana pro promyvani gela

Gilson-vortex GVLab (Némecko) — stolni vortex

PCR cyclery (USA)

PTC 100 MJ Research (cycler s jednim termoblokem pro jeden typ mikrozkumavek)

PTC 200 MJ Research (cycler s dvéma termobloky)

Dalsi pristroje:
Analytické vahy Kern ABJ a Kern EG (Né&mecko)

Phosphoimager - Bio-Rad Molecular Imager FX (USA) a kazeta s expozi¢ni folii
BAS-MS2040 Fuji (Japonsko)

Geigertv-Miilleriv podita¢ — mini monitor Series 900 (Anglie)
Spektrofotometr — Shimadzu UV-1601

Sonikaéni zatizeni — Hielschner UP200S (Némecko)

Susic¢ka geli Biomedra D 62-Schoeller (Némecko)
Transiluminator UVT-20M Herolab (Némecko)

Vakuovid pumpa KNFLAB Laboport (Némecko/USA)
6.2 Chemikalie, enzymy a dal$i preparaty
e [a—32P] UTP (MGP Zlin)

o [y —32P] ATP (M.G.P., CR)

2-merkaptoethanol (Serva, USA)

e Agar pro pevné pudy (Lachema, CR)

Agar6za pro molekularni biologii (Sigma, Némecko; Lachema, CR)

e Aqua pro injectione biotika (Biotika, SR)
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Akrylamid (Serva, USA)

e Amoniumpersulfat (Serva, USA)

e Ampicilin (Biotika, SR)

e BSA (Sigma, Némecko)

e Coomassie brilliant blue R-250 (Serva, USA)

e ANTP - ATP, CTP, GTP, UTP, TTP (Roche, USA)

e EDTA (Chelaton III, Lachema, CR)

e Fenol (Sigma, Némecko)

e GelRed™™ (Biotium, USA)

e Chloramfenikol (Sigma, Némecko)

e Izopropyl-8-D-thiogalaktosid (IPTG) (Sigma, Némecko)

e Protein kindza A (Promega, USA)

e N, N, N’, N'-tetramethylethyldiamine (TEMED) (LKB, Svédsko)
e N, N’- methylenbisacrylamid (Serva, USA)

e Restrikéni enzymy - Ndel, Xhol, BamHI (TaKaRa, Japonsko; BioLabs, USA)
e T4 DNA ligaza (TaKaRa, Japonsko)

e Expand High Fidelity PCR System - Taq polymeraza a Tgo polymeraza (Roche,

Némecko)
e SDS (Serva, USA)

e Tris-HCI (Serva, USA)

PouZivana kultivaéni média

o Komplexni médium LB - sloZeni 1 litru:

Slozka smési Mnozstvi

Tryptone 10 g
kvasinkovy extrakt 5 g
Na(Cl 10 g
ddH»0O doplnéna do 1 litru
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6.3 PouZivané bakteridlni kmeny a plasmidové konstrukty

Piiprava plasmidovych konstrukti probihala v E. coli v kmeni DHba. Kmeny B. subtilis

i E. coli pouzité v této praci jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 2: Seznam pouzivanych bakteridlnich kment a plasmidi.

Kmen /plasmid Genotyp Reference
B. subtilis
MH5636 rpoC-His10 : Cm Qi and Hulett, 1998
LK637 MH5636 rpoC-Hisl0: KO rpoE - Cm, Kan Rabatinova et al.,

rukopis v pripravé

E. coli
RLG7396 pDG 3661 rrn BP1 (-39/4-2) Krasny and Gourse, 2004
RLGT7557 pDG 3661 Pveg (-38/-1/+1G) Krasny and Gourse, 2004
pRLG7023 BL21/pFL31/BsU_ Delta de Saro et al., 1995
LK407 BL21/pET22b-pPKA /BsU _ delta Laboratof
LK621 BL21/pET22b/BsU_Delta 1-95AK (NJ) Rabatinova et al.,
rukopis v pfipravé
LK402 BL21/pET22b/BsU_Delta_1-65AK (3N¢) Tato prace
LK743 BL21/pET22b/BsU_Delta_1-45AK (1N6) Tato prace
LK840 BL21/pET22b/BsU_ YxbF Tato prace
LK925 BL21/pET22b/BsU_ YwcC Tato préace
Plasmidy
278 pET22b Novagen

LK403 pET22b-pPKA Laboratof
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¥hol(158)
Hotl(L66)
Eagli166)
HindlI(173)
Sall(179)
Sacl(190)
EcaRI(192)
BamHI(198)
Heol(220)
Meel(225)
HdeI(228)

al(326)

Belll(302)

-~ TtetrS64-3000409, 672)
pERrevBam_pald46l, 4500

i

.

oriBl? '

i

T7_term(1, 129]
T7_Terminal_pri(69, £7)
ExHis(140, 157)
T7_trans]_en RES(298,314)| ¢
_ﬁf? lac(332, 359)
T7_pro(359, 3771 |

#ET-22b(+)
55kb

Obrazek 18: Schéma plasmidu pET-22b(+) pouzitého pro klonovani genii pro néslednou
nadprodukci proteint (http://www.biovisualtech.com).
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6.4 Prace s DNA
6.4.1 Izolace plasmidové DNA z Escherichia coli DH5«
Minipreparace

Touto metodou byla ziskana plasmidovd DNA pro ovéfeni vlozenych DNA konstrukti. Mini-
preparace byla provadéna za pouziti soupravy QIAprep Spin Miniprep Kit od firmy QIAGEN.
Princip této izolace plasmidové DNA je zaloZzen na adsorpci DNA na silikagel za pifitomnosti
vysoké koncentrace soli. RNA, proteiny a daldf nizkomolekularni intermediaty jsou odmyvany

zvySenou koncentraci soli a plasmidovd DNA je nasledné eluovana nizkou koncentraci soli.

Pouzité roztoky:

Pufr P1: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0); 10 nM EDTA; 100 #9/m1 RNaza A
Pufr P2: 200 mM NaOH; 1% SDS

Pufr EB: 10 mM Tris-HCI (pH 8.5)

Pufr N3

Pufr PB

Pufr PE

Zasobni roztok ampicilinu (50 mg/mi)

Provedeni:

e Jednou kolonii bylo inokulovdno 10 ml LB média s antibiotikem ampicilinem (vysledné
koncentrace 100 #9/m1). Nésledn& bylo inkubovano a tiepano ve 37 °C po dobu 12 — 16
hodin.

e Kultura byla centrifugovana pi#i 10 000g, 10 minut ve 4 °C. Supernatant byl odstranén.

e K peletu bylo pfidano 250 pl pufru P1, pelet byl resuspendovan a ptreveden do mikro-

zkumavky.

e Bylo pfidano 250 pl pufru P2 a jemné pievracenim promichdno (4x — 6x). Probihala

lyze bakterii.

e Pridanim 350 ul pufru B3 a nédslednym prevracenim byla lyze zastavena. SraZenina byla

centrifugovana 20 minut pii 14 500¢ pii 4 °C.

e Supernatant byl promichén a pfenesen na kolonku QIAprep. Pomoci centrifugace (12 000g,
4 °C, 1 minuta) supernatant progel ptes kolonku, byl odebran ze spodni ¢asti kolonky

a tento postup byl zopakovan.

e Kolonka s navazanou plasmidovou DNA byla pfecisténa 0,5 ml pufru BP a 2 x 0,75 ml
pufru PE.

e Zbylé pufry byly odstranény z kolonky pomoci centrifugace (12 000g, 4 °C, 1 minuta).

e Plasmidova DNA byla eluovéna z kolonky pomoci 50 pl pufru EB a naslednou centrifu-

gaci do ¢isté mikrozkumavky.
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Midipreparace

Touto metodou byla ziskiana plasmidova DNA v dostate¢ném mnozstvi pro dalsi pokusy. Na
midipreparaci byl pouzit QIAGEN Plasmid Midi Kit od firmy QITAGEN a Wizard Plus Midi-
preps DNA Purification System od firmy Promega. Principem této metody je aniontoménicova
chromatografie. Plasmidova DNA je na kolonce vychytavana na resinové ¢astice pii nizké kon-
centraci soli. RNA, proteiny a nizkomolekularni ¢astice jsou odmyvany zvy$enou koncentraci
soli. Plasmidovda DNA je eluovana vysokou koncentraci soli a nésledné je odsolena srazenim

v isopropanolu.
QIAGEN Plasmid Midi Kit (QIAGEN)

Pouzité roztoky:

Pufr P1: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0); 10 mM EDTA; 100 #9/m1 RNaza A

Pufr P2: 200 mM NaOH; 1% SDS

Pufr P3: 3,0 M octan draselny (pH 5,5)

Pufr QBT: 750 mM NaCl; 50 mM MOPS (pH 7,0); 15% isopropanol (v/v);
0,15% Triton X-100 (v/v)

Pufr QC: 1,0 M NaCl; 50 mM MOPS (pH 7,0); 15% isopropanol (v/v)

Pufr QF: 1,25 M NaCl; 50 mM Tris-HCI (pH 8,5); 15% isopropanol (v/v)

Zasobni roztok ampicilinu (50 mg/mi)
Provedeni:

e Do 100 ml LB média s pfidanym ampicilinem (vysledna koncentrace 100 #9/m1) byla
pridéana bakterialni kultura z glycerinové konzervy (-80 °C). Kultura byla inkubovana
za stalého tfepani 12 — 16 hodin ve 37 °C.

e Narostla kultura byla centrifugovana pfi 10 000¢g 15 minut p¥i teploté 4 °C. Supernatant

byl nasledné odstranén.

e Pelet byl resuspendovan v 4 ml pufru P1. Po pridani 4 ml pufru P2 byl roztok jemné

promichan a ponechéan piisobit 1,5 minuty (lyze bunék).
e Neutraliza¢niho pufru P3 byly pfidany 4 ml a opét byl jemné promichén.
e Roztok byl centrifugovan 20 minut pii 4 °C (8 000g).
o Kolonka byla ekvilibrovana 4 ml QTB a byl na ni nanesen supernatant.
e Nasledné byla promyta 2 x 10 ml QC.
¢ Plasmidova DNA byla z kolonky eluovana 5 ml QF do sterilni falkonky.

e K eluované DNA bylo pfidano 3,5 ml isopropanolu, plasmidova DNA v tomto roztoku

precipituje.

e Roztok byl centrifugovan 10 000g 30 minut p#i 4 °C.
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e Supernatant byl opatrné slit a pelet s plasmidovou DNA opatrné oplachnut 70% etha-

nolem a ususSen ve vakuu.

e Pelet byl rozpustén v 400 pl 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) a vysledny roztok byl dale ¢istén.

Wizard Plus Midipreps DNA Purification System (Promega)
Pouzité roztoky:

Cell Resuspension Solution: 50 mM Tris-HCI (pH 7,5); 10 mM EDTA; 100 #9/m1 RNaza A

Cell lysis Solution: 200 mM NaOH; 1% SDS

Neutralization Solution: 1,32 M octan draselny (pH 4,8)

Column Wash Solution: 80 mM octan draselny; 8,3 mM Tris-HCI (pH 7,5);
40 uM EDTA; s pfidanym ethanolem dle navodu

Resin: 7 M guanidin chlorid,

ddH,0

Zasobni roztok ampicilinu (50 mg/mi)

Provedeni:

e Do 100 ml LB média s pfidanym ampicilinem (vysledna koncentrace 100 #9/m1) byla
pridana bakterialni kultura z glycerinové konzervy (-80 °C). Kultura byla inkubovana
za stalého t¥epani 12 — 16 hodin ve 37 °C.

o Narostla kultura byla centrifugovana pti 10 000¢g 15 minut p¥i teploté 4 °C. Supernatant

byl nasledné odstranén.
e Pelet byl resuspendovan v 3 ml pufru Cell Resuspension Solution.
e Po piidani 3 ml pufru Cell lysis Solution byl roztok jemné promichan (lyze bunék).
e Promichanim roztoku s 3 ml Neutralization Solution byla lyze bunék zastavena.

e Roztok byl centrifugovan 2 x 15 minut pii 4 °C (14 000g). Supernatant obsahujici DNA

byl opatrné pfenesen do nové zkumavky.
¢ K DNA v roztoku bylo pfidano 10 ml Resinu a tato smés byla promichana.

¢ Kolonka byla pfipevnéna na vakuovou pumpu a byl na ni nanesen Resin s DNA. Pod

tlakem roztok prosel pres kolonku.

¢ Kolonka byla promyta 15 ml pufrem Column Wash Solution. Toto promyti bylo prove-

deno celkem 2x.
e Po druhém promyti kolonka prosychala jesté 20 sekund ptisobenim vakua.

e Spodni ¢ast kolonky obsahujici membranu byla oddélena a vloZena do minizkumavky.
Nasledovala centrifugace 2 min p¥i 10 000g. A nésledné byla pfesunuta do ¢isté minizku-

mavky.
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e Byla pfidano 300 ul ddH2O o teploté 70 °C a nechano 1 min pilisobit, nasledné plasmi-
dova DNA byla z kolonky eluovana centrifugaci 20 sekund (10 000g).

e Plasmidovd DNA s Resinem byla centrifugovina 5 min pfi 10 000g a Resin vytvofil

pelet.

e Supernatant obsahujici plasmidovou DNA byl pfenesen do ¢isté minizkumavky a uloZen
v -20 °C.

6.4.2 Purifikace plasmidové DNA fenolem, chloroformem

Touto metodou je DNA &sténa od proteintt a RNazy, ktera byla pouZzita p¥i midipreparaci.

Pouzité roztoky:

Fenol (pH 6,7): ekvilibrovany s 10 mM Tris-HCI (pH 8,0); 0,1 mM EDTA

Chloroform

Provedeni:

¢ K roztoku obsahujici plasmidovou DNA byl pfidéan fenol v poméru 1:1. Byla vytvofena
emulze, kterd byla 5 minut michina prevracenim zkumavky a nasledné centrifugovina

5 minut pii 12 000g. Do nové zkumavky byla odebrana vodné faze (supernatant).

¢ K roztoku byla pfidana % objemu fenolu a stejné mnozstvi chloroformu. Smés byla

5 minut michéna pfevracenim zkumavky a nasledné centrifugovana 5 minut p¥i 12 000g.

e Do nové zkumavky byla odebrana vodna faze, byl p¥idan chloroform v poméru 1:1.
Smés byla 5 minut michana pfevracenim zkumavky a nasledné centrifugovidna 5 minut
pii 12 000g.

e Plasmidovd DNA byla déle precipitovana ethanolem v prostfedi octanu sodného (viz
kapitola 6.4.3).

6.4.3 Precipitace plasmidové DNA ethanolem v prostiedi octanu sodného

Tato metoda slouzi k vysrazeni DNA z vodného roztoku pfidanim koncentrovaného ethanolu.
S DNA se srazeji i soli, které jsou nasledné odmyty 70% ethanolem. Precisténa DNA je

rozpusténa ve vhodném pufru nebo injekéni vodé.

Pouzité roztoky:

3 M octan sodny (pH 5,2)
96% a 70% ethanol
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Provedeni:

Roztok s plasmidovou DNA byl smichan s 1—10 objemu 3 M octanu sodného a k takto

vzniklému roztoku byl pfidan 2,2 nésobek objemu vychlazeného 96% ethanolu (-20 °C).

Vge bylo dtkladné promichano a ulozeno na 10 minut do -80 °C.
Roztok byl centrifugovan 30 minut p#i 14 000g, 4 °C.

Pelet byl oplachnut 50 ul vychlazeného 70% ethanolu, nésledné usuSen a rozpustén

v 30 wl injeként vody.
Koncentrace plasmidové DNA byla urcena spektrofotometricky (viz kapitola 6.4.4).

Plasmidovd DNA byla nésledné analyzovéana restrikénim Stépenim a pomoci elektrofo-

rézy (viz kapitola 6.4.5).

6.4.4 Méreni optické denzity (OD)

Principem této metody je méfeni mnozstvi svétla, které projde vzorkem oproti mnozstvi svétla

dopadajici na vzorek. Tedy ¢im je vzorek hustsi, tim méné svétla projde a tim mé vzorek vétsi

absorbanci. Mé&feni probihaji na spektrofotometru Shimadzu UV - 1601, na kterém je moZno

nastavit pozadovanou vinovou délku svétla dopadajici na vzorek.

Mg&feni koncentrace bunék probihd pii vinové délce 600 nm (ODgo)
Méfeni koncentrace proteint probiha pii vinové délce 280 nm (ODaggp)
Mgéfeni koncentrace nukleovych kyselin probiha p#i vinové délce 260 nm (ODagp)

Pro zjistén{ ¢istoty vzorku NK se pouziva uréeni{ poméru absorbanci pii vinovych délkach
260 nm a 280 nm. Tato hodnota u &istych vzorkd by se méla pohyboval v rozmezi
1,7 - 2,0.

6.4.5 Analyza plasmidové DNA restrikénim $tépenim

Pouzité roztoky:

Restrikéni endonukleazy Ndel a Xhol: kone¢né koncentrace 1-2 U/500ng DNA

10x koncentrovany restrik¢éni pufr (v tomto piipadé pufr H)

Provedeni:

Byla namichéna restrikéni smés o objemu 10 — 50 ul, kterd obsahovala restrikéni en-
donukledzu v koncentraci 1-2 U/500ng DNA, restrikéni purf (% celkového objemu, je
dodavéan 10x koncentrovany) a plasmidovou DNA (obvykle 10 ul izolatu z minipreparace

nebo 500 ng plazmidu vyizolovaného pomoci midiprepadace).

V pripadé, Ze byly pouZity 2 restrikéni endonukledzy soucasné, bylo nutné pouzit vhodny

pufr, ve kterém jsou obé aktivni.
Restrikéni smés byla inkubovéna 90 minut ve 37 °C.

Po inkubaci byla reakce ukonéena tepelnou inaktivaci 10 minut pfi 65 °C.
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6.4.6 Elektroforeticka analyza DNA

K analyze DNA byla pouZita horizontalni agardzova elektroforéza. Princip této metody je
zaloZen na skutecnosti, ze se DNA v roztoku chova jako polyanion a v elektrickém poli putuje
k anodé. Pro kontrolu velikosti a pro odhad jeji koncentrace byl pouZit hmotnostni marker
pUC Mix Marker, 8 (velikost fragmenti 1 118 — 67 parti bazi) nebo DNA z bakteriofaga
lambda $tépena enzymy HindIIl a EcoRI (velikost fragmenti v rozmezi 21 226 — 564 paru
bazi).

Pouzité roztoky:

50x TAE (pH 8,0): 2 M Tris-acetat, 50mM EDTA (pH 8,0)

vzorkovy pufr pro DNA: 25 mg/m1 bromfenolova mod¥; 2,5 mg/ml xylen cyanol,
30% glycerol; 6 mM EDTA

ethidium bromid (10 79/ml) nebo GelRed™ (10 000x koncentrované)

Agaroza (0,5 — 2%)

Provedeni:

e Nejprve byla sestavena aparatura pro elektroforézu.

e Pozadované mnozstvi agarozy (hmotnostni jednotky odpovidaji objemovym) bylo v mi-

krovlnné troubé rozvaieno v 1x TAE na 1% agar.

e Agaréza byla ochlazena na teplotu pfiblizné 50 °C a byl do ni pfidan ethidium bro-
mid nebo GelRed na vyslednou koncentraci 0,5 #9/ml. Agardza byla rychle nalita do

elektroforetického aparétu.

e Ztuhly gel byl zalit pufrem 1x TAE a do pfipravenych komirek byly nanaSeny vzorky

DNA (s pfidanou bromfenolovou modi#i a xylen cyanolem) a hmotnostni markery.

e Po naneseni vzorkii byla DNA délena za stalého napéti 5 V.em ™.

e Gely byly prohlizeny na UV translumindtoru pii vlnové délce 320 nm a vyfotografovany

fotoaparatem (Olympus).
e U plasmidt byla zkoumana jejich kvantita i kvalita.

e Pokud to vyzadoval dalsi postup, byly vybrané DNA fragmenty z gelu vyfiznuty a

nasledné izolovany (viz kapitola 6.4.7 na nésledujici strang).
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6.4.7 Izolace DNA z gelu

Izolace DNA z gelu byla provadéna pomoci soupravy QIAquick Gel Extranction Kit od firmy
Qiagen. Principem této metody je adsorpce DNA na silikagelovou membranu za vysoké kon-
centraci soli a eluce DNA je zptisobena nizkou koncentraci soli. V pribé&hu jsou odmyty

primery, nukleotidy, enzymy, soli, ethidium bromid a agaréza.

Pouzité roztoky:

Pufr QC: 1,0 M NaCl; 50 mM MOPS (pH 7,0); 15% isopropanol (v/v)
Pufr EB: 10 mM Tris-HCI (pH 8,5)
Pufr PE

isopropanol
Provedeni:

e Pii prohlizeni elektroforetického gelu na UV transluminatoru (vlnova délka 320 nm)
bylo zvlasté dbano na to, aby DNA byla minimalné osvicena UV svétlem. Nasledné byla

z agarozového gelu vyfiznuta oblast, kde se nachazi DNA.
e Vyfiznuty dil byl zvaZzen a vloZen do mikrozkumavky.

e Ke vzorku byl pfidan pufr QC (3 objemy pufru na 100 mg vy¥iznutého dilu). Vzorek

byl inkubovan v 50 °C, kazdé 2 - 3 minuty promichén az do tiplného rozpusténi.
e Ke vzorku byl pfidan 1 objem isopropanolu dle hmotnosti dilu (100 mg = 100 pul).

e Roztok byl nanesen na kolonku a centrifugovan 1 minutu p¥i 12 500¢ pii pokojové

teploté. Tyto podminky byly stejné pro v8echny centrifugace.
e Tento krok byl jesté jednou zopakovan.
¢ Kolonka byla promyta 500 ul pufru QC a nasledovala centrifugace.

¢ Na kolonku bylo naneseno 750 ul pufru PE, vzorek byl inkubovan 5 minut p#i pokojové

teploté a néasledné centrifugovéan.

e Aby byl odstranén zbyly ethanol z kolonky (ktery je obsazen v pufru PE), opakovala se

centrifugace prazdné kolonky.

e Horni ¢ast kolonky byla pfenesena do nové mikrozkumavky. Ke vzorku bylo pfidano
30 ul pufru PE.

¢ DNA byla z membrany eluovina centrifugaci.
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6.4.8 Klonovani DNA
Priprava DNA inzerta

Geny byly amplifikovany metodou PCR pomoci primerti, které nesly vzdy na 5 konci ob-
last obsahujici restrikéni mista enzymi pro klonovani. Tyto primery byly nejdiive navrzeny,
nasledné byla provedena PCR. PCR produkty byly izolovany z gelu (viz kapitola 6.4.7 na pied-
chozi strané). Dale jejich konce byly §tépeny restrikénimi endonukledzami a ty byly nasledné

tepelné inaktivovany (viz kapitola 6.4.5 na strané 52).

Polymerazova fetézova reakce (PCR)

e Nejprve byla namichina reakéni smés o findlnim objemu 50 ul v jedné rekci, kterd

obsahovala:
Slozka smési Mnozstvi
10x pufr s MgCl, 5 ul
10 mM dNTP 1 pl
forward primer (100 pmol/ul) 1 ul
reverse primer (100 pmol/ul) 1 pl

enzym Expand High Fidelity PCR systém 0,75 ul

(Tag polymeraza a Tgo polymeraza)

templatovd DNA 1 pg chromozomalni DNA nebo 1 ng
plasmidovée DNA

iH2O na doplnéni objemu

e Smés byla dobfe promichéna, vlozena do PCR cycleru PTC-200 a reakce probihala
na program TGO ( ~ minuta, =~ vtefina). V ndasledujici tabulce je zobrazen ukizkovy
program. Teplota pii které nasedaji primery (teplota annealingu) se mohla riiznit podle

primert.

Pocet cykli Teplota Cas

1x 95 °C 27
1x 95 °C 157
56 °C 307~
72 °C 1’
oX 95 °C 157
52°C 307
72 °C 1-
24x 95 °C 157
48°C 307
72 °C 1’

e Produkty byly analyzovany elektroforeticky.
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Priprava plasmidi

Plasmidy byly §tépeny odpovidajicimi restrikénimi endonukledzami (viz kapitola 6.4.5 na
strané 52). Restrikéni smési byly rozdéleny horizontalni agarézovou elektroforézou, $tépené
plasmidy byly izolovany z gelu (viz kapitola 6.4.7 na strané 54) a defosforylovéany.
Defosforylace plasmidi

Defosforylace byla provadéla pomoci alkalické fosfatazy SAP dodané firmou USB, ktera de-
fosforyluje 5~ konce fragmentu.

Provedeni:

e Nejprve byla namichana reakéni smés o findlnim objemu 10 pl ktery obsahoval:

SloZzka smési Mnozstvi

10x SAP pufr 1 pl
enzym SAP (1 U/pul) 1 pl

nastépeny plasmid iHoO na doplnéni objemu

e Smés byla inkubovana 60 minut pfi 37 °C a néasledné enzym byl inaktivovan 20 minut
pii 65 °C.

Ligace inzertu do plasmidi

K ligaci byla pouzita T4 DNA ligaza od firmy Promega o koncentraci 20 U/ul . Tento enzym
spojuje kohezni konce plasmidti a ligovanych inzertii za vzniku fosfodiesterovych vazeb. Reakce

vyzaduje pritomnost ATP v prostiedi.

Provedeni:

e Byly namichiny reak¢én{ smési o objemu 10 ul tak, aby obsahovaly:

plazmid a inzert v mnozstevnim poméru 1:5
1-5 U/pl ligazy
liga¢ni pufr o koncentraci 1x

50 — 100 ng plasmidu

e Mikrozkumavky s reakcemi byly inkubovany 2 — 16 hodin pf¥i 16 °C.

e Ligace byla ukonéena inkubaci 15 minut p¥i 65 °C.
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Transformace bunék Escherichia coli

Transformace vSech kment byla providéna metodou tepelného Soku.

Provedeni:
e Zmrazené kompetentni buiiky (-80 °C) pomalu roztaly v ledove lazni (0 °C).

e Liga¢ni smés nebo plasmidy byly rozpipetovany do vychlazenych mikrozkumavek (4 °C)
a bylo pripipetovano 100 ul kompetentnich bunék. Smési byly lehce protifepany a inku-

bovany na ledu 30 minut.
e Mikrozkumavky byly dale inkubovany 90 sekund ve 42 °C a nésledné 5 minut na ledu.

e Do kazdé mikrozkumavky byl pfidan 1 ml LB média, byly zaparafilmovany a horizon-

taln€ pripevnény do stojanku na t¥epacce ve 37 °C. Inkubace trvala 1 hodinu.

e Buiiky byly centrifugovany, supernatant ¢astecné slit a ve zbylém supernatantu byl

resuspendovan pelet.

e Bunky byly rozetfeny na Petriho misky se selekénim antibiotikem a inkubovany dnem

vzhiru ve 37 °C pies noc.

Sekvenacni reakce

K ovéfeni tispésnosti klonovan{ a transformace byla pouzita sekvenacéni reakce. Jeji vyhodno-

ceni bylo provedeno na kapilarnim sekvenatoru.

Provedeni:

e Do mikrozkumavek o objemu 200 pl byl namichan sekvenaéni mix o finadlnim objemu

10 pl. SloZeni 1 reakce:

SloZzka smési Mnozstvi

plasmidovd DNA z vybranych kolonii 7 ul
premix — BigDye Terminator 2 ul
primer reverse/ forward 1l

iH2O na doplnéni objemu

e Smés byla dobfe promichéna a vlozena do PCR cycleru (PTC-200) zajistujici nésledujici
reakce (25 cykli):

Teplota Cas Proces

96 °C 10 sekund  tani DNA
58 °C 5 sekund  nasedani primeru

60 °C 4 minuty  polymerace
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Ke smési bylo pfidano 10 ul 3 M acetatu sodného (pH 5,6) a 80 ul iHoO. Vzorek byl

promichén a piepipetovan do 1,5 ml mikrozkumavky.
e Nasledné bylo pfidano 5 ug glykogenu (0,25 ul) a vzorek byl promichan.
e Ke vzorku bylo pfidano 300 ul 96% ethanolu a smés byla promichéna.
e Vzorek byl centrifugovan 20 minut p¥i 17 000g pii 4 °C.

e Pelet byl oplachnut 250 ul 70% ethanolu, nasledovala 5 minut centrifugace za stejnych

podminek.
o Pelet byl ususen v exikatoru a byl odeslan do sekvenac¢ni laboratofe.

e DNA sekvence byla zkontrolovina pomoci programu EditSeq a ClustalX. Bakterialni
kolonie obsahujici pozadovany plasmid byly zakonzervovany do glycerinovych konzerv
(viz Glycerinova konzerva na této strané).

Glycerinova konzerva

Slouzi pro dlouhodobé uchovavani bakterii v -80 °C.

e 7 bakteridlni kultury narostlé z 1 kolonie v LB médiu odebereme 850 pl a pFidame

150 pl glycerolu.

e Diikladné promichame a ulozime do -80 °C.
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6.5 Metody prace s proteiny
6.5.1 Exprese a izolace podjednotky § RNAP z B. subtilis

Izolace podjednotky 6 RNAP z B. subtilis byla provedena metodou izoelektrické precipitace.
Principem této metody je vysrazeni bilkoviny o daném izoelektrickém bodu (pl) z roztoku

tim, Ze je pridan roztok o stejném pH jako ma dand bilkovina.

Pouzité roztoky:

Lyzacnipufr: 100 mM bis-tris (pH 6,0); 2 mM EDTA (pH 8,0); 100 mM NaCl;
0,1 mM DTT; 1 mM S-merkaptoethanol; 1 mM PMSF

Pufr A: 50 mM bis-tris (pH 6,0); 100 mM NaCl; 0,1 mM DTT;
1 mM S-merkaptoethanol; 1 mM PMSF

Eluénipufr:  pufr A + 0,1 - 1 M NaCl; koncentrace stoupa po 0,1 M

750 mM acetat sodny (pH 3,6)

DB-0: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA (pH 8,0); 0,1 mM DTT

Zasobni roztok ampicilinu (50 mg/mi)

Provedeni:

e 7 glycerinové konzervy bylo inokulovdno 10 ml LB média s ampicilinem (o finilni kon-

centraci 100 #9/u1) a inkubovano za stalého tiepani 12 - 16 hodin ve 37 °C.

e No¢ni kulturou byl zaockovan 1 litr LB meédia s ampicilinem (o findlni koncentraci
100 #g/u) na ODgoo = 0,03. Inkubace probihala ve 37 °C, dokud kultura nedoséhla
hodnoty OD600 — 0,6 - 0,8.

e Nasledovala indukce exprese pfiddnim IPTG (findlni koncentrace 0,8 mM) a inkubace

pokracovala dalsi 1,5 hodiny pfi pokojové teploté.

e Kultura byla ochlazena (15 minut ve 4 °C) a néasledné centrifugovana pii 7 700g, 15 minut
pfi 4 °C. Supernatant byl dokonale odstranén a pelet byl resuspendovan v 15 ml pufru P.

Nasledna centrifugace probihala za stejnych podminek, supernatant byl opét odstranén.
e Pelet byl resuspendovan ve 20 ml lyza¢niho pufru.
e Sonikace probéhla 13x po 10 sekund, vzdy s minutovou pauzou na ledové lazni.
e Nasledné byl lyzat centrifugovan 16 000g, 15 minut pii 4 °C.

e Mezitim byla ekvilibrovana vazebna matrix - 1 g prasku DE52 (Whatmann) s 10 ml

pufru A. Smés byla promichina a ekvilibrovana 10 minut.

e [hned po dokonceni centrifugace byl supernatant pfenesen k ekvilibrované vazebné ma-

trix a bylo p¥idano 190 ml pufru A.

e Smés byla jemné promichdvana 5 hodin p¥i 4 °C. Nésledné byla smés pielita do odmér-

ného vélce a ponechana 12 hodin pti 4 °C, matrix s navazanym proteinem sedimentovala.
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e Vétsina tekutiny nad sedimentem byla odpipetovana a zbyld tekutina byla promichana
s vazebnou matrix. Tato smés byla pfenesena na pifedem promytou PolyPrep kolonku

pufrem A.
e Smés na kolonce byla promyta 70 ml pufru A.

¢ Eluce probihala pomoci 10 x 5 ml elu¢niho pufru se vzristajici koncentraci NaCl. Frakce

byly jimény po 1 ml.
e Koncentrace proteini v jednotlivych frakcich bylo stanoveno metodou Bradfordové.

e K vybranym frakcim obsahujici protein byl pfidan acetat sodny (50 mM), centrifugovan
5 minut pti 17 000g, 4 °C.

e Supernatant byl odebran a k peletu bylo pfidano 10 ml DB-0 pufru. Pelet se rozpoustél

12 hodin v ledové lazni.

e Protein byl pfec¢istén pomoci dialyzy v glycerolovém pufru (viz kapitola 6.5.4 na strané 62).

6.5.2 Exprese a izolace RNAP z B. subtilis
Izolace RNAP z B. subtilis byla provedena na zékladé afinitni chromatografie. Principem této

metody je interakce chelata¢niho nosice (Ni?T) s histidinovou kotvou piipojenou na protein.

Pouzité roztoky:

Pufr P: 300 mM NaCl; 50 mM NaoHPOy; 3 mM S-merkaptoethanol; 5 mM glycerol; HoO
2 M imidazol

Zasobni roztok chloramfenikolu (10 m9/m1)

Provedeni:

e 7 glycerinové konzervy bylo inokulovano 10 ml LB média s chloramfenikolem (2,5 #9/m1)

a inkubovano za stalého tfepani 12 - 16 hodin ve 37 °C.

e Nocni kulturou byly zaockovany 2 litry LB média na ODggy = 0,03. Inkubace probi-
hala ve 37 °C, dokud kultura nezacala pFechézet z exponencidlni do stacionirni faze
(ODggp = 1 - 1,2).

e Nisledovala inkubace 4 hodiny pii pokojové teploté.

e Kultura byla ochlazena (15 minut ve 4 °C) a néasledné centrifugovana pii 7 700g, 15 minut
pfi 4 °C. Supernatant byl dokonale odstranén a pelet byl resuspendovan v 15 ml pufru P.

Nasledna centrifugace probihala za stejnych podminek, supernatant byl opét odstranén.
e Pelet byl resuspendovan ve 30 ml pufru P.
e Sonikace prob&hla 20x po 10 sekund, vzdy s minutovou pauzou na ledové lazni.

e Nasledné byl lyzat centrifugovan 12 500¢g 25 minut pii 4 °C. Thned po dokonceni byl

supernatant pienesen k 1,5 ml nikl-agarézovych kuli¢ek (pfedem promytych pufrem P).
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e Smés byla jemné promichavana 60 minut pii 4 °C.

e Mezitim byla pfipravena PolyPrep kolonka (promyta 5 ml pufru P).

e Na kolonku byla nanesena smés supernatantu a kulicek.

¢ Kolonka byla promyta 30 ml pufru P a 30 ml pufru P s p¥idavkem 30 mM imidazolu.

¢ Eluce byla provedena 10 ml pufru P s pf{davkem 400 mM imidazolu. Frakce byly jimany

po 1 ml do mikrozkumavek.

e Koncentrace proteinti byla uréena metodou méreni koncentrace podle Bradfordové a

jejich pfitomnost byla ovéfena na SDS-PAGE (viz kapitola 6.5.6 na strané 63).

e Vybrané frakce byly pfecistény pomoci dialyzy (viz kapitola 6.5.4 na nésledujici strané).

6.5.3 Exprese a izolace proteinii YxbF a YwcC

Izolace téchto proteinti byla provedena na zikladé afinitni chromatografie. Principem této

metody je interakce chelatacniho nosice (Ni%1) s histidinovou kotvou pFipojenou na protein.

Pouzité roztoky:

Pufr P: 300 mM NaCl; 50 mM NasHPOy; 3 mM S-merkaptoethanol; 5 mM glycerol; HoO
100 mM IPTG
2 M imidazol

Zasobni roztok ampicilinu (50 mg/mi)

Provedeni:

e 7 glycerinové konzervy bylo inokulovano 10 ml LB meédia s ampicilinem (100 #9/u1) a

inkubovéno za stalého tFepani 12-16 hodin ve 37 °C.

e Noc¢ni kulturou byl zaockovan 1 litr LB média s ampicilinem (100 #9/u) na
ODgop = 0,03. Inkubace probihala ve 37 °C, dokud kultura nedosdhla hodnoty
ODggo = 0,6 - 0,8.

e Nasledovala indukce exprese pfidénim IPTG (findlni koncentrace 0,8 mM) a inkubace

pokracovala dalsi 3 hodiny pfi pokojové teploté.

e Kultura byla ochlazena (15 minut ve 4 °C) a nésledné centrifugovana pii 7 700g, 15 minut
pii 4 °C. Supernatant byl dokonale odstranén a pelet byl resuspendovén v 15 ml pufru P.

Néasledna centrifugace probihala za stejnych podminek, supernatant byl opét odstranén.
e Pelet byl resuspendovan ve 30 ml pufru P.
e Sonikace probéhla 20x po 10 sekund, vzdy s minutovou pauzou na ledové lazni.

e Nasledné byl lyzat centrifugovan 12 500¢g 25 minut pi¥i 4 °C. Thned po dokonceni byl

supernatant prenesen k 1 ml nikl-agar6zovych kulicek (pfedem promytych pufrem P).
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e Smés byla jemné promichavana 60 minut pii 4 °C.

e Mezitim byla pfipravena PolyPrep kolonka (promyta 5 ml pufru P).

e Na kolonku byla nanesena smés supernatantu a kulicek.

¢ Kolonka byla promyta 30 ml pufru P, 30 ml pufru P s pfidavkem 30 mM imidazolu.

e Eluce byla provedena 10 ml pufru P s piidavkem 400 mM imidazolu. Frakce byly jimany

po 1 ml do mikrozkumavek.

e Koncentrace proteint byla uréena metodou méfeni koncentrace podle Bradfordové a

cistota proteini byla ovéfena na SDS-PAGE (viz kapitola 6.5.6 na nasledujici strané).

e Vybrané frakce byly pfedistény pomoci dialyzy (viz kapitola 6.5.4).

6.5.4 Dialyza - procisténi proteinového izolatu

Principem dialyzy je selekéni velikost pérd dialyza¢ni kazety ve které je umistén vzorek. Malé
molekuly mohou volné prochézet, velké nemohou. Diky vyméné pufri byl vzorek proci§tén a

rozpustén v pozadovaném pufru.

Pouzité roztoky:
glycerolovy pufr: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0); 100 mM NaCl; 3 mM S-merkaptoethanol;
50 mM glycerol; HoO
Provedent:
e Dialyza¢ni kazetu byla hydratovana v dialyza¢nim glycerolovém pufru pfiblizné 2 mi-
nuty.
e Pomoci injekéni stiikacky byl do kazety aplikovan vzorek a néasledné byl odsaty preby-
te¢ny vzduch.
e Dialyza probihala pii teploté 4 °C 2 x 6 hodin (s vymeénou dialyza¢niho pufru).

e Vzorek byl nésledné vyjmut nasatim do injekéni st¥fkacky a umistén do mikrozkumavky.

6.5.5 Stanoveni koncentrace proteinii pomoci metody Bradfordové

Ke stanoveni koncentrace proteind byla pouzita metoda podle Bradfordové. Principem této
metody je posun absorpéniho maxima po vazbé barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 na
molekulu proteinu. Za pouZiti kalibrac¢ni k¥ivky se znamou koncentraci proteinu bylo mozné

urc¢it skuteénou koncentraci neznamého proteinu nebo smési proteind.

Pouzité roztoky:

Bradfordové ¢inidlo: roztok Coomassie Brilliant Blue G-250 (100 mg Coomassie Brilliant
Blue G-250 rozpu$tén v 50 ml ethanolu; 8,5% H3POy; HoO doplnit
do11)

4 pg/u1 BSA
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Provedeni:

e Vzorek bilkoviny byl doplnén iHyO na objem 100 ul a zadroven byla namichana kalibraéni

kfivka pomoci znamych koncentraci BSA.

e Ke vSem vzorkiim byl pfidan 1 ml ¢inidla podle Bradfordové, smés byla promichana a

inkubovéna 5 minut.

e Vsechny vzorky byly méfeny pomoci spektrofotometru pii Asgs a naméfené hodnoty

byly vyhodnoceny pomoci programu Microsoft Excel.

6.5.6 Polyakrylamidova elektroforéza proteini v prostiedi SDS (SDS-PAGE)

K elektroforetické analyze proteint byla pouzita metoda vertikalni polyakrylamidové elektro-
forézy v denatura¢nim prostiedi SDS (SDS-PAGE). Byl pouzit zaostiovaci gel a separa¢ni
gel, kde byly proteiny déleny podle jejich molekulové hmotnosti. Pro standardizovani metody
jsou pouzivany pfednalité gely NuPAGE® Novex Bis-Tris Mini Gels od firmy Invitrogen.

Pouzité roztoky:

Vzorkovy pufr: NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x)

NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris Gel

NuPAGE® MES SDS Running Buffer (20x)

Coomassie brilliant blue R-250:  25% methanol, 10% kyselina octova
Odbarvovaci roztok: 12 % ethanolu 96%; 7 % kyseliny octové; dHyO

Provedeni:

e 10 pl vzorku bylo smichano s pFislusnym mnozstvim vzorkového pufru a inkubovano pfi
95 °C 5 minut.

e Byla sestavena aparatura X Cell SureLock™ Mini-Cell.

e Po zaliti pfednalitého gelu pufrem 1x MES SDS Running Buffer, byl odstranén hieben,

komirky proplachnuty a vzorky naneseny.
e Elektroforéza obvykle probiha 35 minut pfi napéti 200 V.

e Gel byl dale barven Coomassie brilliant blue R-250, nasledné odbarven odbarvovacim

roztokem a p¥eveden do digitalni podoby.

6.5.7 Nativni polyakrylamidova elektroforéza proteint

Tato metoda vyuZziva rozdilné molekulové hmotnosti proteinti a zaroven prirozeného naboje
proteint, diky kterému se rtizné pohybuji v elektrickém poli. Tato elektroforéza probihé za
nedenaturujicich podminek a proto je vhodna napf. pro pozorovani vazeb mezi proteiny ¢&i
rozdéleni proteind o stejné molekulové hmotnosti. Opét se pouziva gel zaostifovaci a gel sepa-

racni.
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Pouzité roztoky:

10x TBE: 0,9 M This-HCI; 0,02 M EDTA (pH 8,0); 0,9 M kyselina borita
30% AA-Bis

10% APS, TEMED

NativePAGE™ Sample Buffer (4x) - Invitrogen

NativePAGE™ Running Buffer (20x) - Invitrogen

Provedeni:

e Nejprve byla pfipravena aparatura pro nalévani geld. Cista skla byla omyta 96% etha-

nolem a byla umisténa do drziku a pfipevnéna do nalévaciho stojanu.

e Podle tabulky byly namichany separa¢ni gely o hustoté 4 % (uvedeno pro 2 gely).

Hustota gela 4%

10x TBE  1ml
30% AA-Bis 1,33 ml
dH,0 7.5 ml

e Do roztoku bylo pfidano 35 pl 10% APS a 4,4 ul TEMEDu. Promichéno a okamZité
aplikovano mezi skla. Nalité gely byly pfevrstveny dH2O a nechany utuhnout.

e Po utuhnuti byla vrstva vody odsata a namichan 4% zaostiovaci gel (podle néasledujici
tabulky).

Hustota gelt 4%

10x TBE 625 ul
30% AA-Bis 325 ul
dH,0 1,52 ml

e Do roztoku bylo pfidano 35 ul 10% APS a 3,8 ul TEMEDu. Promichéno, okamZzité

aplikovdno mezi skla, zasunuty hiebeny a gely nechany utuhnout.

e Po zatuhnuti geld byla skla vlozena do komory pro vlastni elektroforézu, zalita vychla-

zenym pufrem 1 x TBE, byly vyndény hiebeny.
e Do vzorki byl pfidan vzorkovy pufr a vzorky naneseny do komtrek.

e Elektroforéza probihala pii napéti 150 V.

6.5.8 Znaceni proteint pomoci [y —32 P| ATP pomoci Protein kindzy A

Tato metoda je zalozena na piftomnosti 7 AK pfipojenych k proteinu (tzv. Kemptide).
K témto 7 AK ma afinitu cAMP-dependentni protein kindza (PKA), které je schopna oznadit
tyto AK pomoci [y —32 P| ATP. Radioaktivni signal byl méfen denzitometricky.

Byly pouzity kolonky PD SpinTrap™@G-25 od firmy GE Healthcare. Tyto kolonky oddéluji
molekuly s velkou molekulovou hmotnosti od molekul s malou molekulovou hmotnosti pomoci

gelové filtrace. Pouzivaji se pro odsoleni, vymeénu pufru nebo vy¢isténi proteint.
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Pouzité roztoky:

Ekvilibra¢ni pufr: 20 mM Tris-HC1 (pH 8,0); 100 mM NaCl; 12 mM MgCly; 1 mM DTT;
50% glycerol; iH20

Pufr pro PKA: 20 mM Tris-HCI (pH 8,0); 100 mM NaCl; 12 mM MgCly; 1 mM DTT;
25% glycerol

cAMP-dependentni protein kinéza (138 U/ul)

[y =32 P] ATP (aktivita 9,25 MBq)

kolonky PD SpinTrap™G-25

Provedeni:

e JelikoZ se pii experimentu pracuje s 8 zafi¢em, je nutné pouzivat ochranné pomtcky

(rukavice, bryle, plexisklové $tity) a pracovat ve vyhrazeném prostoru.

e Nejdiive byl namichan pufr pro PKA a rozdélen do mikrozkumavek, podle poc¢tu pro-

teinti. Ekvilibra¢ni pufr byl také p¥ipraven.

¢ Do jednotlivych mikrozkumavek bylo naneseno 60 ul piislusného proteinu, tak aby cel-

kovy objem byl 100 pl.

e Ke smési bylo p¥idéno 1,7 ul PKA a 2 ul [y —32 P] ATP, lehce promichéno a inkubovano

30 minut p#i pokojové teploté.

e Kolonka PD SpinTran G-25 byla promichéana, jeji spodek odfiznut skalpelem a kolonka

umisténa do mikrozkumavky. Centrifugovana 1 minutu pii 800g.

e Kolonka byla promyta 300 pl Ekvilibra¢niho pufru, centrifugovana 1 minutu p#i 800g,

umisténa do nové mikrozkumavky. Takto promyta byla jesté 4x.

o Kolonka byla umfsténa do ¢isté mikrozkumavky a do jejiho stfedu nanesen radioaktivn{

vzorek.

e Radioaktivné oznafeny protein byl eluovan centrifugaci 2 minuty pii 800g.
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6.6 Transkrip¢éni experimenty

Transkripéni experimenty byly provadény s holoenzymem RNAP z B. subtilis rekonstituovanou
z jadra RNAP B. subtilis a z podjednotky . Holoenzym RNAP byl pouzit pro transkripci
ze dvou plasmidu s riznymi promotory - rrnB P1 a Pueg.

P#i reakci byl pouzit radioaktivné znaceny nukleosid trifosfat - UTP. Radioaktivné oznacen
je jeho o fosfat obsahujici 32P. 32P je 3 zafi¢ s polo¢asem rozpadu 14,3 dne. Vzniklé zafeni p¥i
rozpadu UTP zabudovaného do fetézce RNA je absorbovano pomoci absorp¢ni folie. Mnozstvi
produktu transkripéni reakce bylo méfeno pomoci phosphoimageru. Vznikajici transkripty
jsou vzdy stejné velké a proto pomér intenzity zafeni jednotlivych zafen{ odpovida pomeéru

mnozstvi vzniklého transkriptu.

Urcovani aktivity jednotlivych proteinti na danych promotorech

Transkripce se provadi za zvySujici se koncentrace zkoumaného proteinu rekonstituovaného
s RNAP, zatimco koncentrace ostatnich reaktant je konstantni. Mnozstvi produktu tran-
skrip¢ni reakce p¥imo odpovida aktivité RNAP ovlivnéné danym proteinem. Mnozstvi pro-
duktu se po elektroforéze méri pomoci phosphoimageru. 7 relativnhiho poméru mnozstvi tran-

skriptu muzeme usoudit, jaky efekt ma dany protein na RNAP.

Pouzité roztoky:

20x koncentrovany transkrip¢ni pufr: 800 mM Tris-HCI (pH 7,9); 20 mM DTT;
200 mM MgCl,

20 mM ATP, GTP, CTP

1 mM UTP

[ =32 PJUTP (aktivita 18,5 Mbq)

zasobni roztok plasmidu 100 ng/u1

10 ma/m1 BSA

1 M KC1

iH,O

zasobni roztok RNAP z B. subtilis (30 nM)

STOP pufr: 95% formamid; 0,05% bromfenolova modf;
20 mM EDTA (pH 8,0); 0,05% xylene cyanol

10x TBE: 0,9 M Tris-HCL 0,02 M EDTA pH 8,0;
0,9 M kyselina borita

7% AA

10% APS, TEMED

Provedeni:

e JelikoZ se pii experimentu pracuje s 8 zafiCem, je nutné pouzivat ochranné pomicky

(rukavice, bryle, plexisklové §tity) a pracovat ve vyhrazeném prostoru.

e Nejprve byla namichana transkripéni smés, krom& RNAP. SloZeni reakéni smési pro

1 reakci je zobrazeno v nasledujici tabulce:
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Objem (pl) Slozka smési

0,45 20x koncentrovany transkripéni pufr

0,1 20 mM ATP (finalni koncentrace 200 pM)

0,1 20 mM CTP (finalni koncentrace 200 pM)

0,1 20 mM GTP (finalni koncentrace 200 uM)

0,1 1 mM UTP (finalni koncentrace 10 M)

0,1 [ =32 P]UTP

1 plasmid (koncentrace zasobniho roztoku 100 ng/u1)
445 iH,0

0,1 10 mg/m1 BSA

1,5 1 M KCl

o Reakéni smés byla pfipravena pro piislusny pocet reakci a nasledné rozpipetovana do

jednotlivych mikrozkumavek (8 pl do kazdeé).

A

e RNAP byla rekonstituovana s ¢ v molarnim poméru 1:10 tak, aby byla RNAP plné

saturovana (15 minut pii 30 °C).

e RNAP se o* byla rekonstituovana s testovanym proteinem 15 minut pii 30 °C (10 po-

stupné zvySujicich se koncentraci proteinu).

e Zkumavky byly preinkubovany 5 minut p¥i 5 °C. Reakce byly iniciovany 2 ul RNAP
(findlni koncentrace 30 nM). Celkovy objem byl 10 pl.

e Transkripce probihala 15 minut pfi teplot€ 30 °C a byla ukoncena pfidanim 10 ul STOP
pufru (obsahuje formamid denaturujici RNAP a chelata¢ni ¢inidla vychytavajici Mg?*

ionty potiebné pro transkripci). Smés byla promichana a ulozena na led.

e Produkty transkripce byly separovany pomoci denaturaéni polyakrylamidové elektro-
forézy (7% gel, TBE pufr). Gel byl néasledné ususen a uzavien do expozi¢ni kazety

(obsahuje citlivou folii, ktera absorbuje zafeni transkriptit).

e Primarnim vysledkem byl obraz gelu se zfetelné ozarenymi prouzky odpovidajici tran-
skriptim. Intenzity jednotlivych signald byly méfeny pomoci programu Bio-Rad Mo-
lecular Imager FX a kvantifikovany pomoci programu Bio-Rad Quantity One. MnoZstvi

signalu bylo uréeno po odecteni pozadi.

e Vysledky byly zpracovany a vyneseny do grafu pro ndzornéjsi zobrazeni pozorovaného
efektu.
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7 Cile diplomové prace

Cilem mé prace bylo pfispét k charakterizaci podjednotky 6 RNAP z B. subtilis.

¢ Hledani vazebnych partneria podjednotky 6 RNAP. Na zakladé vysledk ze stu-
die vazebnych partnert podjednotky 6 RNAP ve Streptococcus pneumoniae, byl nalezen
protein interagujici s § z tohoto organismu. U B. subtilis byly identifikovany proteiny
s nejvyssi homologii — YxbF a YwcC. Prvnim cilem mé diplomové prace bylo pfipravit
tyto proteiny a zjistit, jestli interaguji s podjednotkou § RNAP v B. subtilis. Protoze
YxbF a YwcC pati{ mezi transkripéni faktory a zaroveinn podjednotka § ovliviiuje tran-

skripci, byl rovnéz zkouman vliv téchto proteinti na transkripci in vitro.

e Priprava zkracenych variant podjednotky § RINAP. 7 teoretické ¢asti je patrné,
7e podjednotka d je vyznamnym faktorem ovliviiujicim transkripci. Pfesto neni dosud
jasny presny mechanismus efektt, které pasobi. Podjednotka ¢ je rozdélena na struk-
turovanou N-koncovou a flexibilni C-koncovou doménu. Druhym cilem mé diplomové
préace bylo pripravit kmeny F. coli, které nadprodukuji fragmenty N-koncové ¢asti pod-
jednotky 6. Tyto fragmenty by v budoucnu mély pomoci objasnit, jaké ¢ast této domény
je nutnd pro zachovani jeji funkce a jakou roli hraje N-koncova doména podjednotky

v iniciaci transkripce.

e Hledani homologi/analogii proteinu § v jinych organismech. Podjednotka §
RNAP se vyskytuje unikatné u gram-pozitivnich bakterii. Hledani sekven¢né i struk-
turné podobnych proteint v jinych organismech by mélo vést k lep§imu pochopeni fy-
ziologické funkce 9. Zaroven toto studium pomuize objasnit mechanismus u¢inku proteina

u riznych organismii.
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8 Vysledky

8.1 Hledani vazebnych partnert podjednotky d RNAP z B. subtilis

Na zakladé naseho podmétu, Peter Uetz z J. Craig Venter Institutu (USA) pouzil dvouhybridni
kvasinkovy systém (Yeast two-hybrid system, Y2H) k analyze interagujicich proteint s 0.
K dispozici mé&l Y2H pro gram-pozitivni bakterii Streptococcus pneumoniae. Pomoci tohoto
piistupu identifikoval protein SP 2234, ktery s § interaguje. Na zékladé téchto informaci
byly identifikovany homologni proteiny z B. subtilis k proteinu SP_ 2234. Vysledky hledant

homolognich proteint jsou ukazany v tabulce 3.

Tabulka 3: Homologn{ proteiny z B. subtilis k proteinu SP_ 2234 ze S. pneumoniae. Do
nésledujicich experimentii byly vybrany 2 s nejvys$i homologii — YxbF a YwcC. Zkratka TR
zastupuje transkripéni regulator (éranscriptional requlator) z TetR/AcrR rodiny.

Sequences producing significant alignments: Score E
(bits) Value

B. subtilis 168|BG11356| YxbF: unknown; similar to unknown proteins 44  7e-06
B. subtilis 168|BG10579] YwcC: unknown; similar to unknown proteins 37  5e-04
B. subtilis 168|BG14113| YvkB: unknown; similar to TR 35  0.002
B. subtilis 168|BG12428| YvdT: unknown; similar to TR 35  0.003
B. subtilis 168|BG12146| YdeS: unknown; similar to TR 34 0.006
B. subtilis 168|BG12330| YsiA: unknown; similar to TR 30 0.065

Byly vybrany 2 proteiny s nejvyssi homologii k ptivodnimu proteinu: YxbF a YwcC. Z ta-
bulky je jasné patrné, Ze homologie téchto proteinti s proteinem SP 2234 je relativné nizka.

Pfresto jsme se rozhodli ovéfit, jestli jsou tyto proteiny vazebnymi partnery d i v B. subtilis.

8.1.1 Experimentalni strategie

1. Nejprve byly geny yzbF a ywecC zaklonoviny do vybraného vektoru. P¥ipraveny vektor

byl transformovan do bunék FE. coli DHb« a vytvoreny konstrukt byl ovéfen sekvenaci.

2. Ovéteny vektor byl transformovan do expresnich bunék E. coli BL21. Pomoci téchto
bunék se podafilo pFipravit nadprodukovany protein YxbF v dostateéné koncentraci a

mnoZstvi pro nésledné experimenty.

3. Interakce mezi proteiny YxbF a d byla studoviana pomoci nativni polyakrylamidové

elektroforézy. § byla radicaktviné oznadena.

4. Vzhledem k vyraznému efektu § na transkripci a prislugnosti YxbF k rodiné transkrip-
¢nich faktord, byl rovnéZz studovan vliv proteinu YxbF na transkripci in vitro. Expe-
rimenty byly provadény na ribosomélnich promotorech rrmB P1 a Pwveg. Byl testovan
nejen mozny piimy vliv proteinu YxbF, ale také jeho efekt v soucinnosti podjednotkou

0 na transkripci in vitro.
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8.1.2 Prtiprava vektoru pro expresi proteinu YxbF a YwcC

Amplifikace genti yzbF a ywcC byla provedena standardné (viz kapitola 6.4.8 na strané 55)
s pouzitim Expand High Fidelity PCR systému (Roche). Pro amplifikaci genii yzbF a yweC
byly navrzeny nasledujici primery (s ohledem na sekvenci gent zobrazenych na obr. 19 a na

restrikéni mista na plasmidu zobrazeném na obr. 20 na nasledujici strané):

Primery pro gen yxzbF':
Primer s oznacenim 500 5’ tg ggatcc gtg ccg gaa tct gee gaa ge 37
— primer pro 5” konec genu (,Forward“) obsahujici restrik¢éni misto pro BamHI

(oznageno ervene).

Primer s oznacenim 501 37 ccg aag caa tac aac ctt ata ttt ¢ 5°
— primer pro 3~ konec genu (,Reverse®) obsahujici restrikéni misto pro Xhol

(oznageno zeleng).

Primery pro gen ywcC'"
Primer s oznacenim 503 5°tg ggatcc atg aaa aaa aac aaa ttt caa at 3~
— primer pro 5~ konec genu (,Forward“) obsahujici restrikéni misto pro BamHI

(oznacgeno ervene).

Primer s oznacenim 504 3’ccg ctg atg ttc cte get tte tg 5°
— primer pro 3~ konec genu (,Reverse) obsahujici restrikéni misto pro Xhol

(oznageno zeleng).

Oba geny (yzbF i ywcC) byly zaklonovany do plasmidu pET22b, ktery byl vyizolovan
podle postupu uvedeném v kapitole Midipreparace na strané 49. Tyto geny byly tedy vlozeny
pod T7 inducibilni promotor a na C-konci byla pfipojena histidinova kotva pro naslednou
izolaci proteinu pomoci afinitni chromatografie.

Ziskany vektor byl transformovin do kompetentnich bunék E. coli DH5«. Vybrané ko-
lonie rezistentni na ampicilin byly otestovany restrikén{ analyzou pro jistotu, Ze do nich byl

zaklonovan pozadovany gen. Sekvence vlozeného genu byla ovéfena sekvenaci.
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Gen yxbF:
1l - gtg ccg gaa tet geoe gaa get caa gtg aaa

31 - gag gcg ctg ctg gct tta ttg aaa gat aga
1081 - gtg ctg gcg agg gag ttt ttg cag ttt ttg
1111 - gat gtg aag aaa tat aag gtt gta ttg ctt
Gen ywcC:

1l - atg aaa aaa aac aaa ttt caa att aaa aga

31 - gaa gca aca ttt gaa agt ttt ata gac gct
601 - ttt act tta gac aga gag cac gag agg cca
631 - aga att ttg aaa agt ttt teca gaa agc gag
661 - gaa cat cag

Obrazek 19: Sekvence genu yxbF a ywcC. U genu yzbF je Zluté zvyraznéna sekvence kom-
plementarn{ k primeru 500, zelené k primeru 501. U genu ywcC je rizové zvyraznéna sekvence
komplementérni k primeru 503 a modfe k primeru 504.
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Obrazek 20: Plasmid pET22b s vyznatenym mistem pro klonovani gent yzbF a ywcC.
Cervené jsou zobrazena restrikéni mista pro vloZeni zadanych geni.
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8.1.3 Exprese a purifikace proteinti YxbF a YwcC

Ptipraveny plasmid pET22b nesouci gen yzbF nebo ywecC byl transformovan do expresnich
bunék E. coli BL21 a byly vytvofeny glycerinové konzervy pro dlouhodobé uchovan{ kment
(LK840 byl oznafen pET22b s genem yzbF a LK925 byl oznacen pET22b s genem ywcC
v E. coli BL21).

Z prislusnych glycerinovych konzerv byl zao¢kovan 1 litr LB média s ampicilinem a kultury
narostly az do ODggg = 0,75. Poté byly indukovany IPTG a inkubovany dalsi 3 hodiny pfi po-
kojové teploté. Pro izolaci metodou afinitn{ chromatografie byla vyuzita nikl-agarézova matrix
(blize popsano v kapitole 6.5.3 na strané 61). Nasledné eluované frakce byly analyzoviny na
SDS-PAGE a frakce obsahujici pozadovany protein byly piecistény dialyzou v glycerolovém
pufru.

Ani po mnohych pokusech se nepodafilo vyizolovat protein YwcC. Protoze méa nizsi ho-
mologii s proteinem SP 2234 ze S. pneumoniae nez YxbF, nadale bylo pokracovano v expe-
rimentech pouze s proteinem YxbF. V ptipadé nalezeni interakce mezi YxbF a podjednotkou
0 RNAP, by mélo vyznam dale se zabyvat izolaci proteinu YwcC.

Uspé&né vyizolovany protein YxbF je zobrazen na obrazku 21.

kDa M 1
50

40 |

30

Obrazek 21: SDS-PAGE proteinu YxbF. M proteinovy marker Novex Sharp Pre-strained;
1 protein YxbF o velikosti ptiblizné 44 kDa.

8.1.4 Radioaktivni naznac¢eni podjednotky &

Pro nésledujici interakeni studie bylo nutné protein oznacit radioaktivné pomoci [y —32 P]
ATP. Toto znafeni provadi enzym Protein kindza A, kterd mé afinitu k 7 AK pfipojenych
k proteinu (PKA doména, tzv. Kemptide). PKA doména byla do vektoru pET22b zaklo-
novana pomoci restrikénich mist Ndel a BamHI jiz dfive v nasi laboratofi. Tento plasmid
byl oznacen jako pET22b-pPKA (LK403). Protein § s PKA doménou (kmen LK407) byla
predem vyizolovana postupem uvedenym v kapitole 6.5.1 na strané 59.

Pii radioaktivnim znaceni proteinu ¢ byly pouZity kolonky PD SpinTrap™G-25 od firmy
GE Healthcare. Podrobny popis provedeni této metody se nachdazi v kapitole 6.5.8 na strané 64.
Postup radioaktivniho naznaceni podjednotky & byl jiz diive standardizovan v nasi labora-

tofi. Protein byl nésledné analyzovan pomoci SDS-PAGE. Gel byl po obarveni vyfocen a
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uzavien do expozi¢ni kazety, kterd obsahovala citlivou f6lii schopnou absorbovat radioak-
tivni zafeni. Po naskenovani této folie byly primarni vysledky zpracoviany pomoci programu
Bio-Rad Molecular Imager FX a porovnany s SDS-PAGE obarvené Coomassie brilliant blue

R-250. Radioaktivni naznaceni ¢ bylo provedeno Gspégné.

8.1.5 Studium interakce mezi § a YxbF

Ke studiu interakce mezi 6 a YxbF byla pouzita nativni polyakrylamidové elektroforéza (viz
kapitola 6.5.7 na strané 63). V nésledujicich experimentech byla pouzita pro detekei vazby
radioaktivné naznacend . Proteiny o pozadované koncentraci byly rozdéleny do mikrozku-
mavek a inkubovany 15 minut pti 30 °C, aby mohly byt vytvofeny specifické komplexy. Poté
byly vzorky s vzorkovym pufrem naneseny na piedem piipraveny 4% nativni gel (separa¢ni
a zaostiovaci gel). Elektroforéza probihala pii 4 °C z divodu vytvofeni podminek Setrnych
viiéi piipadnym komplextim.

Vysledky tohoto experimentu jsou zobrazeny na obrizku 22 na nasledujici strané.
V 1. draze je vidét samotnéd §. Pokud by J interagovala s YxbF, mél by byt vidét posun
radioaktivntho signalu smérem vzhiru, protoZze by vytvofily vétsi a méné kompaktni komplex
(draha 2). Divoky typ (wild type, wt) RNAP neni plné saturovan ¢ (drédha 3), obdobné jako
po pfidani proteinu YxbF (draha 5). Je patrny vyrazny rozdil v mnozstvi navazané § na A
RNAP (kde byl gen pro protein ¢ byl nahrazen kanamycinovou rezistenci, draha 4) oproti
wt RNAP.

Na zakladé tohoto nékolikrat opakovaného experimentu lze usoudit, Ze YxbF se nejspiSe
na 0 nevaze (porovnani drah 1 a 2).

Po porovnéni drah 4 (Ad RNAP s ) a6 (Ad RNAP s § a YxbF) byla vytvofena hypotéza,
7e protein YxbF by mohl pomdahat § pii vazbé& na RNAP.
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1 2 3 + 5 6

sloupec 1 2 3 4 ) 6
4] + + + + + +
YxbF + + +
wt RNAP + +
Ad RNAP + +

Obrazek 22: Nativni polyakrylamidova elektroforéza s radioaktivné znacenou §. V tabulce
pod obrédzkem jsou naznaceny slozky jednotlivych sloupct. Ve 2. draze neni vidét zadny
posun radioaktivné znacené § v porovnani s 1. drahou. Z ¢ehoZ lze usuzovat, Ze YxbF nejspise
neinteraguje s 9.

8.1.6 Muze YxbF pomahat § pri interakci s RNAP?

Odpovéd na tuto hypotézu byla ovéfovana opét pomoci nativni polyakrylamidové elektrofo-
rézy, kterd probihala za stejnych podminek jako v prfedchozich experimentech. Byly zvoleny
stalé koncentrace § a Ad RNAP, pouze koncentrace YxbF se postupné zvySovala.

Vyhodnoceni primérnich dat probihalo pomoci programu Bio-Rad Molecular Imager FX,
kterym byly méfeny intenzity jednotlivych signéli a nasledné byly kvantifikovany pomoci pro-
gramu Bio-Rad Quantity One. Vysledky byly zpracoviny a vyneseny do grafu pro nizornéjsi
zobrazeni pozorovaného efektu.

Z primarnich dat i z kvantitativniho vyhodnoceni pomoci grafu (viz obr. 23) je patrné,
ze se zvySujici se koncentraci YxbF postupné slabne signil nenavazané 6. Zaroven se zvysuje
radioaktivni signal volné § na A§ RNAP. Z grafu nelze usoudit, jestli YxbF opravdu pomaha

0 navazat se na RNAP nebo se jedna o nespecificky efekt pfidaného proteinu.
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Obrazek 23: Efekt zvysujici se koncentrace YxbF na vazbu podjednotky 6 na Ad RNAP.
K analyze byla pouzita nativn{ polyakrylamidova elektroforéza s radioaktivné znacenou 9.
Priméarni data jsou zobrazeny nahofe a kvantitativni vyhodnoceni radioaktivniho signalu
ve spodni Casti. Vyhodnoceni vynesené do grafu pochézi ze t¥i provedenych opakovani. Je
patrné, Ze se zvysujici se koncentraci YxbF postupné slabne signal volné § a zarovei se zvySuje
radioaktivni signal navazané § na Ad RNAP. Koncentrace YxbF je oznacena jako [YxbF|.

Pro lepsi ovéfeni, zda se jedné o specificky efekt, byl experiment proveden s pouzitim pro-
teinu BSA (hovézi sérum albumin) misto YxbF. Po vyhodnoceni ziskanych dat (primarni data
nejsou ukazana), bylo kvantitativni vyhodnoceni opét vyneseno do grafu, ktery je zobrazen na
obrazku 24 na néasledujici strané. Ziskané vysledky byly porovnény s ptivodnim experimentem.

Zminéné grafy vykazuji podobnou tendenci, kdy postupné slabne signal nenavizané ¢§ a
zaroven se mirné zvysuje signél navazané § na Ad RNAP. Proto Ize usoudit, Ze pozorovany

efekt neni specificky pro protein YxbF a tento protein tedy nepoméha ¢ pii interakci s RNAP.
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Obrazek 24: Efekt zvysujici se koncentrace BSA na vazbu podjednotky § na AJ RNAP.
K analyze byla pouzita nativni polyakrylamidova elektroforéza s radioaktivné znacenou §. Graf
znazoriuje kvantitativni vyhodnoceni radioaktivniho signalu ¢ analogicky jako u pfedchoziho
grafu.

8.1.7 Efekt YxbF na transkripci in vitro

Praktickym néastrojem pro zkoumani vlivu proteinti na transkripci je transkripce in vitro za de-
finovanych podminek. Transkripce in vitro se provadi za zvysujici se koncentrace zkoumaného
proteinu rekonstituovaného s RNAP, zatimco koncentrace ostatnich reaktant je konstantni.
Mnozstvi produktu transkripéni reakce (transkriptu) p¥imo odpovida aktivité RNAP. Mnoz-
stvi transkriptu je tedy ovlivnéné zkoumanym proteinem a poukazuje tak na jeho vliv na
RNAP a transkripci.

Majoritni ¢ast veskeré RNA v bufice je rRNA. Proto jsou rRNA promotory vhodné jako
modelové promotory na kterych je zkouman efekt molekul ovliviujici transkripci. Podjednotka
0 ma vliv na transkripci z rfRNA promotort (vice v kapitole Zména citlivosti RNAP ke kon-
centraci iNTP na strané 35), proto by mohl byt vidét efekt i proteinu YxbF. Jako modelové
rRNA promotory jsou pouzivany rrnB P1 a Pwveg. Promotor rrnB P1 reprezentuje skupinu
iNTP-senzitivnich ribosomélnich promotorti a promotor Pveg zastupuje iNTP-nesenzitivn{
ribosomalni promotory. Obecny mechanismus regulace téchto promotora je popsan v kapitole

Inicia¢n{ NTP na strané 29.
Priprava komponent na transkripci in vitro
Aby bylo mozné transkripci in witro provést, bylo nutné p¥ipravit jednotlivé komponenty

tohoto experimentu. Nésledné byl dodrzovan postup uveden v kapitole 6.6 na strané 66.

Izolace plasmida Buiky E. coli obsahujici plasmid p770 s ribosomdlnim promotorem
rrnB P1 (RLG7396) a buiiky E. coli obsahujici plasmid p770 s promotorem Pveg (RLG7557)
byly inkubovany ve 200 ml LB média ve 37 °C po dobu 16 hodin. Nasledné byly plasmidy
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vyizolovany podle protokoli v kapitole Midipreparace na strané 49. Na zavér byly plasmidy
preci§tény pomoci fenolace pro odstranéni zbytkda RNéz. Koncentrace jednotlivych plasmidi
byla méfena spektrofotometricky a jejich Cistota byla ovéfena pomérem jejich Aggp/Assp.
Vsechny plasmidy mély hodnoty Aggy/Aggy v rozmezi 1,7 - 2,0. CimZ byla ovéfena pozado-
vand Cistota plasmidi. Kvalita izolace plasmidi byla ovéfena pomoci separace na agar6zovém
gelu (viz obr. 25). V8echny plasmidy byly nafedény tak, aby na agarézovy gel bylo naneseno
0,4 pg. Pozadavkem bylo, aby oba plasmidy mély nadsroubovicovou strukturu a obsahovaly
minimélni mnozstvi chromozomalni DNA nebo plasmidi s jednovldknovym zlomem, coz bylo
zjisténo porovnanim se vzorkem nastépenych plasmidi. Oba vyizolované plasmidy vyhovovaly

stanovenym kritériim a proto byly pouzity do transkripce in vitro.

chromozomalni DNA

lingarni plasmid

plasmid v hadsroubovicové
struktufe

Obrazek 25: Ilustra¢ni fotografie separace plasmidt na 1% agarézovém gelu. M — marker
A DNA &tépend enzymy HindIIl a EcoRI; 1 — linedrni plasmid obsahujici promotor Puweg,
Stépen pomoci restrikéni endonukledzy EcoRlI; 2 — plasmid obsahujici promotor Pveg v nad-
sroubovicové konformaci; 3 — linearni plasmid obsahujici promotor rrnB P1, nastépen pomoci
restrikéni endonukledzy EcoRI; 4 — plasmid obsahujici promotor rrnB P1 v nadiroubovicové
konformaci a miniméalnim mnozstvim chromozomalni DNA.

Izolace podjednotky 6 RNAP Podjednotka ¢ byla izolovdna pomoci metody izoelek-
trické precipitace. Buitky E. coli BL21 s plasmidem pFL31 obsahujici gen pro podjednotku
6 z B. subtilis narostly v LB médiu s ampicilinem do optické hustoty ODggop= 0,8. Poté byla
indukovina exprese § pfidanim IPTG a kultura byla inkubovina 1,5 hodiny pfi pokojové
teploté. Buiiky byly rozruseny sonikaci a protein byl navazan na 1 g diethylaminoethyl ce-
lul6zy Whatmann DE52. Celuléza Whatmann DE52 byla sedimentaci oddélena od zbylého
pufru a nanesena na kolonku. Podjednotka ¢ byla poté eluovana vzristajicim gradientem NaCl
(pH 3,6) izoelektrickou precipitaci. U jimanych frakci byl méfen obsah proteint metodou podle
Bradfordové. Vybrané frakce byly spojeny a precistény dialyzou. Vzorek ziskaného proteinu
byl analyzovan na SDS-PAGE a poté byla podjednotka ¢ pouzita do dalgich experiment.
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Izolace RNAP z B. subtilis

78

Bunky B. subtilis se zaklonovanou histidinovou kotvou na

podjednotce 3 (wt RNAP) a buiiky B. subtilis bez genu rpoE (Ad RNAP) narostly v LB

médiu do pfechodu z exponencidlni do stacionérni faze ve 37 °C. Metodou afinitni chromato-

grafie pres nikl-agardézovou matrix byly vyizolovany proteiny, které byly analyzovany pomoci

SDS-PAGE (viz obr. 26). Prvni frakce byly nasledné piecistény dialyzou. Koncentrace proteini

byla méfena metodou podle Bradfordové (viz. kapitola 6.5.5 na strané 62).

kDa M

260

160

110
80

60

50
40

30

20

15

10

35

Obrazek 26: SDS-PAGE analyza

M - proteinovy marker

1 2

Efekt YxbF na transkripci in vitro

4 5

B. P
‘_,..-—"""'-'_FF'
-

-« —— helikaza

izolovanych frakci wt RNAP a AS§
Novex Sharp Pre-strained; 1 - A§ RNAP 1.
2 - A§ RNAP 2. frakce; 3
5 — wt RNAP 2. frakce.

RNAP.
frakce;

Ad RNAP 3. frakce; 4 — wt RNAP 1. frakce;

Nejprve byla ovéfena jiz d¥ive pozorovana skute¢nost (popisované na strané 35, obr. 27), jaky

vliv mé podjednotka § na transkripci in vitro. Podjednotka § vykazuje inhibi¢ni efekt na tran-

skripci z iINTP-senzitivniho ribosoméalniho promotoru rrnB P1 a zaroven stimuluje transkripci

z iNTP-nesenzitivnfho ribosomalntho promotoru Pwveg. Provedenim tohoto experimentu bylo

prispéno ziskanymi vysledky do rukopisu nového ¢lanku psaného v nasi laboratofi — Rabati-

nové, rukopis v p¥iprave.
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Obrazek 27: § ovliviuje transkripci in vitro z promotoru rrnB P1 a Pveg. ZvySujici se mo-
larni koncentrace § pii stalé molérni koncentraci RNAP ptisobi stimulatné na promotorovou
aktivitu Pveg, zatimco transkripce z promotoru rrnB P1 se snizuje.

Jako prvni krok bylo dtlezité zjistit, zda protein YxbF mé né&jaky efekt na transkripci
in vitro z ribosomalnich promotord rrnB P1 a Pveg. Transkripce probéhla za standardnich
podminek a za zvysujici se koncentrace YxbF v pFitomnosti Ad RNAP. Ad RNAP byla nejprve
pouzita pro to, aby mohl byt pozorovan piipadny vliv YxbF na RNAP a efekt na transkripci.
Vysledky tohoto experimentu ukazuje obrazek 28. Byla pozorovana mirna inhibi¢n{ tendence
transkripce na promotoru Puveg, kterd se vyrazné zvySovala az pii vysoké molérni koncentraci
YxbF. Na promotoru rrnB P1 byla pozorovana inhibi¢ni tendence transkripce p¥i nizsi molarnf{
koncentraci YxbF. Vzhledem k vyraznéjsimu efektu p¥i nizs§im a tudiz v buiice redlnéjsim
poméru Ad RNAP a YxbF na promotoru rrnB P1, byl pouZit tento promotor na hlubgi
zkoumani efektu YxbF.
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Obrazek 28: Efekt YxbF na transkripci in vitro. V grafu je vyneseno zhodnoceni primarnich
dat efektu proteinu YxbF na transkripci in witro na ribosomalnich promotorech rrnB P1 a
Pueg.

V nésledujicich transkripcich in wvitro byl studovan efekt proteinu YxbF na promotoru
rrnB P1. Vysledky shrnuje nasledujici graf zobrazeny na obrazku 29. Ve vSech reakcich byla
pouzita konstantni molarni koncentrace Ad RNAP a zvysujici se koncentrace nativniho nebo
denaturovaného proteinu YxbF. YxbF byl denaturovan po dobu 10 minut pii teploté 99 °C a
byl pouZit pro srovnani pozorovaného efektu s nativnim YxbF na transkripci. P¥ porovnéani
Cernych sloupct (zvySujici se koncentrace nativniho YxbF) a Sedych sloupci (zvySujici se
koncentrace denaturovaného YxbF) pozorujeme mirny inhibi¢ni efekt na transkripci. Vyrazné
chybové tsecky v8ak nedovoluji tento efekt oznadit za specificky.

Transkripci én vitro byl zkoumén efekt proteinu YxbF v soucinnosti s §. Na Ad RNAP
byla rekonstituovana ¢ v molarnim poméru 1:5, coz je plné saturujici pomér pfi kterém se
projevi inhibi¢ni efekt na transkripci z pouzitého promotoru. Opét byl pouzit nativni protein
YxbF (modré sloupce) a denaturovany protein YxbF (zelené sloupce). Po porovnani modrych
a zelenych sloupcd v grafu nebyl pozorovan vyznamny efekt proteinu YxbF na transkripci

mn vitro.
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Obrazek 29: Efekt proteinu YxbF na transkripci in vitro na promotoru rrnB P1. Porovnanim
¢ernych sloupct (zvySujici se koncentrace nativniho YxbF) a Sedych sloupci (zvySujici se
koncentrace denaturovaného YxbF') v grafu pozorujeme mirnou inhibici transkripce. Obdobné
je tomu tak i ve zbylych sloupcich v grafu, kde je zobrazen efekt zvySujici se koncentrace YxbF
za stale koncentrace Ad RNAP a 6. Opét byl pouzit nativni protein YxbF (modré sloupce) a
denaturovany protein YxbF (zelené sloupce).
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8.2 Priprava zkracenych variant podjednotky 6 RNAP z B. subtilis

Jak jiz bylo zminéno, podjednotka § je rozdélena na dvé domény, které jsou propojeny 7- 9 AK
sekvenci lysinil. Struktura celého proteinu § je zobrazena na obrazku 30 A. Vétsi N-koncova
doména je strukturovand, zatimco C-koncova doména je flexibilni.

Podjednotka § pusobi jako regulator iniciace transkripce. Doposud nebyla objasnéna piesna
funkce jejich jednotlivych domén. Jiz dfive byla v nasi laboratofi zaklonovina do expresniho
vektoru NTD ¢ (N§), jejiz struktura je zobrazena na obr. 30 B. Mym ukolem bylo piipravit
fragmenty N§ tak, aby v budoucnu mohli byt vyuZity pro zjisténi, jaka ¢ast tohoto proteinu

je pro funkci § nezbytna (viz obr. 30 C, D).

Obrazek 30: Zobrazeni struktury fragmentt podjednotky § RNAP. Pocet aminokyselin je
uvadén od N-konce. A — Struktura celého proteinu ¢ (173 AK); B - Struktura No (95 AK);
C — Struktura 3/4 NJ (65 AK); D — Struktura 1/2 No (45 AK).

8.2.1 Pt#iprava vektoru pro expresi fragmenti §

Na zékladé predpovidané 2D struktury (v roce 2009 jesté nebyla znama 3D struktura 6) byly
navrzeny dvé zkracené varianty No. Kratsi varianta o délce 45 AK byla oznacena jako 1/2 No
a delsi varianta o velikosti 65 AK byla oznacena jako 3/4 No.

Amplifikace 135 bp genu rpoE (1/2 N§) a 195 bp genu rpoE (3/4 NJ) byla provedena
standardné (viz kapitola 6.4.8 na strané 55) s pouzitim Expand High Fidelity PCR systému
(Roche). Pro amplifikaci téchto ¢asti genu rpoE byly navrzeny nésledujici primery (s ohle-
dem na sekvenci genii zobrazenych na obr. 31 a na restrikéni mista na plasmidu pET22b

zobrazeném na obr. 18 na strané 47):
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Primery pro gen 1/2 N¢:
Primer s oznacenfm 185  5°gggccgg catatg ggt atc aaa caa tat tca cag 3°
— primer pro 5” konec genu (,Forward“) obsahujici restrikéni misto pro Ndel

(ozna¢eno ruzove).

Primer s oznacenim 320 3~ gcceg gce gag caa aga tge gat ttec 5”
— primer pro 3~ konec genu (,Reverse) obsahujici restrikéni misto pro Xhol

(oznageno zelené).

Primery pro gen 3/4 N¢:
Primer s oznacenim 185 5 gggccgg catatg ggt atc aaa caa tat tca cag 3°
— primer pro 5” konec genu (,Forward“) obsahujici restrikéni misto pro Ndel

(oznafeno rizove).

Primer s oznacenim 304 3 gcceg ctegag gte aat gtt taa ate tgt ata 5°
— primer pro 3~ konec genu (,Reverse®) obsahujici restrikéni misto pro Xhol

(oznafeno modfe).

Gen rpok:
1 - ttg ggt atc aaa caa tat tca cag gaa gag
31 - cta aag gaa atg gct tta gtt gaa atc gct
61l - cac gaa tta ttt gaa gaa cat aaa aaa cca
91 = gbi ek ek cag gag ekt EEg agk
L2, = gtg aaa aaa gaa gag
151 = ett gga gac cge att get caa ttt

160,

Obrazek 31: Sekvence ¢asti genu rpoF. Cervens je zvyraznéna sekvence komplementarni
k primeru 185, zelené k primeru 320 a oranZové k primeru 304.

Ke klonovani byl pouzit plasmid pET22b, ktery byl vyizolovan z bunék E. coli DHb«
(kmen 278) obsahujici tento plasmid.

Do plasmidu pET22b byly zaklonoviny vySe popisované fragmenty genu rpoF pomoci
restrikénich endonukledz Ndel a Xhol. Fragmenty genu rpoE byly zaklonovany za T7 indu-
cibilni promotor a na jejich C-konci byla p¥ipojena histidinova kotva pro néslednou izolaci
proteinti pomoci afinitni chromatografie.

Ziskané vektory byly transformovany do kompetentnich bunék E. coli DH5«. Vybrané ko-
lonie rezistentni na ampicilin byly podrobeny koloniové PCR. Sekvenaci byla ovéfena sprav-

nost klonovani.
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8.2.2 Exprese a purifikace proteinii 1/2 N§ a 3/4 NJ

Piipravené plasmidy pET22b nesouci 1/2 a 3/4 genu rpoE byly transformovény do expresnich
bunék E. colt BL21. Byly vytvofeny glycerinové konzervy pro dlouhodobé uchovani kment
(LK743 byl oznacen kmen pro nadprodukei 1/2 N§ a LK402 byl oznaden kmen pro nadpro-
dukei 3/4 N9§).

Z téchto glycerinovych konzerv byl zaoCkovan 1 litr LB média s ampicilinem a kultury
narostly az do ODggg = 0,8. Poté byly indukovany IPTG a inkubovany dalsi 4 hodiny p¥i po-
kojové teploté. Pro izolaci metodou afinitn{ chromatografie byla vyuzita nikl-agarézova matrix
(analogicky jako v kapitole 6.5.3 na strané 61). Néasledné jimané frakce byly analyzoviny na
SDS-PAGE a frakce obsahujici pozadovany protein byly piedistény dialyzou v glycerolovém
pufru.

Na obréazku 32 jsou zobrazeny uspésné vyizolované proteiny 6, NJ, 3/4 NJ a 1/2 N§ na
SDS-PAGE.

kDa M 1 2 3 4
20

15

10

35

Obrazek 32: SDS-PAGE fragmentt proteinu §. M — proteinovy marker Novex Sharp
Pre-strained; 1 - protein § o velikosti 20,4 kDa; 2 — protein NJ o velikosti 13 kDa;
3 — 3/4 N¢ o ptiblizné velikosti 7,5 kDa; 4 — 1/2 N§ o pfiblizné velikosti 5 kDa.
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8.3 Hledani homologii/analogi proteinu § v jinych organismech

Podjednotka 6 RNAP je unikatni pro kmen Firmicutes gram-pozitivnich bakterii (Rabati-
nova et al., rukopis v piipravé). P¥i hledani podobné sekvence k proteinu §, nebyla nalezena
sekvencni podobnost ani u gram-negativnich bakterii ani u eukaryotnich organismi. Stu-
dium struktury N pomoci nuklearni magnetické rezonance (NMR) ukazalo, Ze struktura
Né se velmi podoba nékolika eukaryotnim proteintim. Tyto proteiny jsou klasifikovany jako
3-helikalni svazky vazajici DNA/RNA (tzv. SCOP fold), které vazi NK pomoci helixu IV.
U No nebyl nalezen dikaz o vazbé NK v komplexu RNAP a z diavodt plnéni spravné biolo-
gické funkce pravdépodobné nemuze byt NJ asociovana s NK (Motackova et al., 2010).

CTD 4 je vyrazné bohata na kyselé AK a podoba se NK (podrobné popséno v ¢asti Recyk-
lace jadra RNAP na strané 35). Hledali jsme podobné kyselé oblasti v proteinech jinych orga-
nismti. Pro toto hledani byla vybrana sekvence 20 AK z CTD § (viz obr. 33). Vysledky hledani
jsou zobrazeny v tabulce 4. Byly nalezeny proteiny se sekvenci bohatou na kyselé AK dlouhé
az 88 AK. Vysoké procento nalezenych proteind pat¥i mezi nukleoproteiny. Relativné dlouha
sekvence kyselych AK muZe byt doménou, ktera napodobuje nukleovou kyselinu (nucleic acid
mimic domain, NAMd). NAMd by mohla soutézit o vazbu proteinu s nukleovou kyselinou a

tim zvySovat specifitu proteinu pro jeho cilovou sekvenci.

protein 8§ [Racillus subtilis]

1 mgikgysqgee
6l dlnidgrfla
121 ddldldevee

myelin transcription

lkemalveiz helfeehkkp
lsdgtwglrs wypydgldee
eldleaddfd eedldedddd

factor 1-like protein

vpfgellnei asllgvkkes
tgptvkakkk kakkaveedl
leieediide ddedyddees

[Homo sapiens]

1
61
121
181
241

mevdteekrh
rktgdkgpge
deedeegdre
mgdtekddnn
enlgrksels

rtrskgvrvp
papkrkpfav
eeceiecede
ndeydnydel
ldldsdvvre

¥YTH domain-containing protein 1

vepaiqgelfs
kadsssvdec
dddedgedve
wvaksllnlgk
tvdslkllag

cptpgcdgsg
ddsdgtedmd
decececacee
iaedaayrar
ghgvvlsenm

[ Homo sapiens]

61
121
181
241
301

kpsvhsrglvy
asrepykngp
sdhetgssgs
ceaseeesey
rkrargispi

skplsssvsn
ektcvrkrdp
sdeggnnten
eqgderdgkee
vifdrsgssas

transcription elongation factor

nkrivstkgk
erraksptpd
esegveedve
gndydtrsea
esyadgtskl

SPTE [Homo

sateykneey
gseriglevd
edeeveedae
sdsgsesvst
kyvligdarff

sapiens]

1 msdsedsnfs

61

edddrppkkp

eeedserssdy
rhggfildea dvddeyeded gwedgaedil

hwvsgkyarhr
ekeedegeey
sececcened
tesemnsnts
ndrnyadsms

grsernkrld
rrasrssgss
edeevdedge
tdgsvrsgsg
liksnnhenv

lgdriagfyt
dldefeeide
eik

svygcplakk
sedndepgde
hgmnchntri
nsleddsdkn
gogdsrnmnyv

adrkirlsss
keevnseevg
coeesgeess
tdgsdekkke

slakakgvws

geeaevdeer rsaagsekee epedeecese eeeydeecece

ekasnidnvv

ldedrsgarr

121 lgnlwrdgre

eelgeyymkk yakssvgetv yggsdelsdd

itgggllipgwy

kdpnlwtvke

181
241

kigeeratai
lrlgywnggm

slmrkfiayg ftdtplgiks wvvapehvkgy
vpikemtdvl kvvkevanlk pkswvrlkrg

vkgalegvgn
yvepsgntis

iyveaykgth
ivkddiagvd

Obrazek 33: Ukazka ¢asti sekvence domény napodobujici nukleovou kyselinu u vybranych
proteint. Cervené jsou zvyraznény kyselé aminokyseliny. Sedé je vyznacena sekvence, ktera
byla pouzita pii hledani zaporné nabitych sekvenci.
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Tabulka 4: Vybrané proteiny analogni k 20 AK z C-koncové domény §. Homo sapiens —
¢lovek rozumny; Mus musculus — My§ doméaci; Oryza sativa — Ryze seta; Dango rerio — Danio
pruhované (zebficka); E — Kyselina glutamovéi; D — Kyselina asparagova; NAMd — doména
napodobujici nukleovou kyselinu. Nazvy proteinti jsou uvedeny v originalu.

Nézev proteinu Organismus NAMd délka /
obsah E a D [%]
0 subunit of RNAP B. subtilis 66/71
myelin transcription factor 1-like protein Homo sapiens 80/76
myelin transcription factor 1 Homo sapiens 75/73
nucleolin Homo sapiens 87/72
nucleolar transcription factor 1 Homo sapiens 71/73
transcription initiation factor ITA subunit 1 Homo sapiens 38/68
nucleophosmin Homo sapiens 69/53

zinc finger and BTB domain-containing protein 7C ~ Homo sapiens 39/89
acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family Homo sapiens 83/69
member A

transcription elongation factor SPT5 Homo sapiens 54/69
death domain-associated protein 6 Homo sapiens 52/80
YTH domain-containing protein 1 Homo sapiens 54/81
proline-, glutamic acid- and leucine-rich protein 1 Homo sapiens 73/89
transcription initiation factor TFIID subunit 7-like  Homo sapiens 33/90
nucleolin Mus musculus  84/70
ribosomal biogenesis protein LAS1L Mus musculus  88/75
zinc finger and BTB domain-containing protein 7C ~ Mus musculus  36/92
transcription initiation factor ITA subunit 1 Mus musculus  46/65
0s12g0136200 Oryza sativa 56/79
050320588200 Oryza sativa  49/84

transcription elongation factor SPT5 Danio rerio 43/67




9 DISKUZE 87

9 Diskuze

9.1 Hledani vazebnych partneri podjednotky § RNAP

Prvotni{ hledani proteini interagujicich s podjednotkou § RNAP bylo provedeno pomoci dvou-
hybridniho kvasinkového systému (Miller and Stagljar, 2004). K tomuto hledani byla vyuzita
podjednotka § RNAP ze Streptococcus pneumoniae. Zminénd metoda identifikovala protein
SP 2234 ze S. pneumoniae jako vazebného partnera podjednotky § (Uetz, 2002). Protoze
v nasi laboratofi jiz d¥ive byla zkouméana podjednotka § RNAP u modelového organismu
gram-pozitivnich bakterii B. subtilis, byly identifikoviny homologni proteiny k proteinu
SP 2234,

Proteiny s nejvy3si homologii byly identifikovany jako transkripéni represory rodiny Tet®
— YxbF a YwcC (Ramos et al., 2005). Tyto proteiny vykazovaly velmi nizkou homologii s pu-

vodnim proteinem.

Jedind zminka v literatufe o genu yzbF z B. subtilis je spojena s katabolickou represi.
Tento gen byl identifikovan jako reprimovany glukézou pri katabolické represi a zaroven jako
CepA-nezavisly (Yoshida et al., 2001).

Protein YwcC reprimuje expresi genu slrd, tudiz YwcC inhibuje syntézu proteinu SlrA.
Protein SlrA ptisobi inhibi¢né na tvorbu bi¢iku bakterii a podporuje tvorbu biofilmu. I kdyz
o pfesném mechanismu této drdhy nepanuje shoda, role proteinu YwcC byla potvrzena opa-
kované (Kobayashi, 2008; Chai et al., 2009).

Pro studium interakci téchto proteini s ¢ z B. subtilis, byly piipraveny expresni vek-
tory v buiikich E. coli, kde byly geny yzbF a ywcC zaklonovany za inducibilni promotor.
Na C-koncové domény byla pfipojena histidinova kotva pro izolaci proteinti metodu afinitni
chromatografie. Protein YwcC se nepodafilo pfipravit ani po nékolika pokusech, zatimco pro-
tein YxbF byl pfipraven v dostate¢ném mnozstvi a ¢istoté pro dalsi experimenty (viz 21 na
strané 72).

Podjednotka ¢ byla radioaktivné oznacena [y —32 P|] ATP pomoci Protein kindzy A a
analyzovana pomoci SDS-PAGE. Interakce mezi 6 a YxbF byla pozorovina pomoci nativni
polyakrylamidové elektroforézy. Pro detekci vazby byla pouzita radioaktivné naznacend § a
nativni protein YxbF. Na zakladé vysledku zobrazeného na obrazku 22, nebyla detekovina
interakce mezi témito proteiny. Za danych podminek se tedy YxbF neviZe na podjednotku §
RNAP.

Na zakladé vysledkd zminovaného experimentu byla vytvofena hypotéza, zda by YxbF
nemohl pomahat ¢ s vazbou na RNAP. Tato hypotéza byla studovina pomoci nativni po-
lyakrylamidové elektroforézy za stejnych podminek jako v pfedchozich experimentech. Pii
zvysujici se koncentraci YxbF postupné slabl signal volné § a nartstal signdl 6 navazané na
RNAP (obr. 23 na strané 75). Pro lepsi vyhodnoceni pozorovaného efektu, byl experiment

analogicky zopakovan s pouZitim proteinu BSA, ktery nevytvaii zadné specifické interakce
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s 6 ani s RNAP. Ziskana data byla porovnana. Na zakladé kvantitativniho vyhodnoceni ra-
dioaktivniho signalu v obou piipadech byly vytvofeny grafy, které se svou tendenci napadné
podobaly.

Vzhledem k tomu, ze BSA vykazoval podobny efekt jako YxbF, jednalo se nejspise o efekt
nespecificky. Protein YxbF tedy nepomé&ha podjednotce d navizat se na RNAP. Je pravdeé-
podobné, Ze se zvysujici se koncentraci proteinti v urc¢itém objemu, dochéz{ k zmengeni vzda-
lenosti mezi proteiny. Tim by mohla byt stimulovina vazba pfirozenych vazebnych partnerd,
v tomto piipadé § s RNAP.

Protoze protein YxbF patii do rodiny transkrip¢nich regulatori (represori) je ziejme, ze
ovliviiuje transkripci. U podjednotky d byl vliv na transkripci jiz mnohokrat popsan (vice
v kapitole 5.3.1 na strané 34). Proto byl zkouman vliv téchto proteinii na transkripci in vitro.

Za definovanych podminek byla zvySovana koncentrace zkoumaného proteinu (YxbF) a
koncentrace ostatnich komponent transkripce #n wvitro byla konstantni. Experimenty byly
provadény s pouZitim plasmidové DNA obsahujici ribosomélni promotory: iNTP senzitivni
rrnB P1 a iINTP nesenzitivni Pveg (Sojka et al., 2011).

YxbF vykazoval mirny inhibi¢ni efekt transkripce in vitro na obou promotorech. Na pro-
motoru Pveg, se vyrazné projevovala inhibice az p#i vysoké koncentraci YxbF na rozdil od
transkripce na promotoru rrnB P1, ktera byla inhibovana p¥i niz§ich koncentracich proteinu.

Inhibiéni efekt by mohl byt vysvétlen piislugnosti YxbF k proteinové rodiné represori
Tet®. Charakteristickou pro Tet® rodinu represorii je DNA-vazebna doména, které interaguje
s DNA, pokud neni pfitomny induktor (Ramos et al., 2005). Experiment s denaturovanym
YxbF vak vedl ke stejnému vysledku. PTi denaturaci by méla byt zni¢ena nativni konfor-
mace DNA-vazebné domény tohoto proteinu. Je mozné, Ze za inhibi¢ni efekt nezodpovida
DNA-vazebna doména charakteristicka pro Tet® rodinu represorit nebo byla schopna znovu

zaujmout pivodni konformaci, coz se zda byt velice nepravdépodobné.

Protein YxbF z B. subtilis neinteraguje s podjednotku § RNAP z tohoto organismu. Inter-
akce mezi podjednotkou § RNAP a proteinem SP 2234 by mohla byt specifickd pro S. pneu-
moniae, kde muize hrat regulacni roli. Homologie mezi YxbF a SP 2234 je relativné nizka,
coz muze vysvétlovat absenci interakce YxbF a §.

K ovéfeni pozorované skutecnosti by bylo pfinosné ovérit interakci pomoci dvouhybridniho
kvasinkového systému s pouzitim obou proteini z B. subtilis. Vzhledem k ¢asové a finan¢ni
naroc¢nosti zavedeni a standardizovani této metody do laboratore nebylo v nagich prioritach
s timto projektem dale pokracovat. Podle dosavadnich vysledkt by byl vysledek toho experi-
mentu krajné nejisty. Na druhou stranu by mohl vést k objeveni novych vazebnych partnert
podjednotky 6 RNAP z B. subtilis.
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9.2 Priprava zkracenych variant podjednotky § RNAP

Podjednotka 6 RNAP je v bakteridlni buiice potFeba pro spravnou a piesnou praci moleku-
larntho aparatu, i kdyz jeji pfesné fyziologickd funkce neni zatim plné objasnéna. Podjed-
notka 6 RNAP vyrazné ovliviiuje iniciaci transkripce a to tim, Ze zvySuje specifitu vazby
RNAP k promotorové sekvenci a zaroven snizuje stabilitu otevieného komplexu RNAP na
promotoru in vitro (Achberger et al., 1982a; Hilton and Whiteley, 1985; Juang and Helmann,
1994a; Spiegelman et al., 1978). Pfesto mutanty v genu rpoE nevykazuji vyrazny fenotyp
ani sniZenou zivotaschopnost. Byla pozorovana prodlouzend lag faze ristu a odli§nad morfo-
logie bunék mutantii na zacatku exponencialni faze (de Saro et al., 1999). Mutanty v genu
rpoF nejsou schopny reagovat na zmény ristovych podminek stejné rychle jako divoky kmen
a tudiz prohravaji pfi kompetici s jingymi buiitkami (Rabatinova et al., rukopis v p¥ipravé).
Mutanty v genu rpok snizily svou virulenci u Streptococcus agalactiae, Streptococccus mutans
a Staphylococcus aureus (Watson et al., 1998; Seepersaud et al., 2006; Xue et al., 2010).

Podjednotka 6 RNAP se unikatné vyskytuje pouze u kmene Firmicutes gram-pozitivnich
bakterii (Rabatinova et al., rukopis v piipravé). Struktura 0 se déli na strukturovanou
N-koncovou doménu (NTD) o velikosti 95 AK, slozenou ze &tyi a-helixii a jednoho anti-
paralelniho S-listu a na flexibilni C-koncovou doménu (CTD) slozenou z 69 AK u B. subtilis.
Tyto domény jsou spojeny oblasti nékolika lysint (de Saro et al., 1995; Motackova et al., 2010).
NTD ¢ je na rozdil od CTD vysoce konzervovana u gram-pozitivnich bakterii, jak doklada

srovnani aminokyselinovych sekvenci § na obrazku 34 u vybranych bakterif.

*

Bac_subtilis VGl K@Y NAL EL FEEHKKPVPF LLI\lI ASLLGVKKEELCORI A'F_L.I BCGRFLA
St rep_pneunoni ae I\/RRNALEL VFA QE L VI EVARAI LELRCREHENHFSCLVNEI CNYLCTSNSLCI REALPLFYTELN
L_nonocyt ogenes NDLKNLT R LSL FI LECRKENI LFPELVKEI CAFLCLKCAEI RERL CNFI
Leu_citreum VAL LCNHPK LALVEI ATAI LSEHKT NPFS LVEEI COFLAVOCAETFCSRL CSFI
Enter _faecalis NYLLEI NV CLNKKELSI\/I Ev Al L FSCLVNCI Q LCKSCSEI RDELAC TDLNI D
Bac_ant hraci s NOF CSM V CGCK LVCEI ACVLC SCEGVNAKI

P_pent osaceus NELEN K LSM AI LAKS LANAVCS.LDKT FRNRL

Bac_subtilis LSDCTV‘CLRSV'P!CL E!CPTVKAKKKKAKKAVEEDLDLDEF.EI BEBELBL
St rep_pneunoni ae FDCESFI SLECNKWCLRSVWEVLEI CEEI | ALEENCCCEVAPKAKKKRVNAFNVD
L_nonocyt ogenes LENNTVCLRAWPMBAI BEEVCTCTTPKKKRKSCCCCCECEE! LDBC
Leu_citreum LCNNEVCL RAWYPVEBAI BES| HEI DDDDCAPKRKKAAKKVNVFACSA |

Enter_faecalis FI SLCDNRV‘CLRSV‘YPI | DEEVTHGLEEDEEDAPRRRKRKKVNAFI TNPN VI
Bac_ant hraci s RWCLRS El L PCPKPKKKRKVEDCDGFLLY! EE
P_pent osaceus TVVCLRT ALI HAECEDECRPVRKKRKKVNAFL

Bac_subtilis

_ ili LBECOBELE! EEBI | C > E
St rep_pneunoni ae A m El WEI El L GOV NERCREF SRR
L_nonocyt ogenes L CD LAT CCYTOCLYT

Leu_citreum | AVC! Tl DONL LTCT S!CDI

Enter_faecalis SCLCEI GAD EBI P | VECECVFEBEYSEE
Bac_ant hraci s FA ELE ETE EEEL

P_pent osaceus

Obrazek 34: Srovnéani aminokyselinovych sekvenci podjednotky § RNAP u vybranych bakte-
rif. %100 % shoda AMK, : AMK témét shodné, . AMK s podobnym nabojem. Bac — Bacillus,
Strep — Streptococcus, L — Listeria, Leu — Leuconostoc, Enter — Enterococcus, P — Pediococcus.
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Podle rozdilnosti jednotlivych domén ¢ je pravdépodobné, Ze kazda z domén by mohla
pisobit na iniciaci transkripce rozdilnym mechanismem. Proto byly pfipraveny fragmenty
NTD §, které by v budoucnu mély pomoci objasnit funkci této domény a jeji minimalni

strukturu pro zachovani funkce.

Kratsi fragment NTD § byl oznacen jako 1/2 No a delsi fragment byl oznacen jako 3/4 N§.
Piislusné vektory se zaklonovanymi ¢astmi genu rpoE byly transformovany do expresnich
bunék E. coli. Nasledné byly tyto proteiny vyizoloviny metodou afinitni chromatografie. Pro

dalsi experimenty byly pfipraveny proteiny: 1/2 Nd, 3/4 No, N§ a cely protein 0.

Experimenty objasfiujici funkci NTD a CTD budou v budoucnu nejprve zkoumény pomoci
transkripce in wvitro. Bude zkouman vliv na stabilitu otevieného komplexu RNAP, efekt na
specifitu vazby RNAP k DNA a efekt na recyklaci. Efekt jednotlivych domén nebo jejich ¢asti

in vivo bude studovin pomoci kompetiéniho fenotypu.
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9.3 Hledani homologii/analogi proteinu § v jinych organismech

Sekven¢ni homologie celého proteinu § nebyla nalezena ani u gram-negativnich bakterii ani
u eukaryotnich organismii (Rabatinova et al., rukopis v pfipravé). Ackoliv strukturné podobné
eukaryotické proteiny k N§ byly nalezeny, jejich funkce se ukizaly jako rozdilné (Motackova
et al., 2010). Pii hledani sekven¢ni podobnosti CTD 4 s proteiny z jinych organismi byla
pouzita 20 AK sekvence z CTD §. Do nasledného zkouméni byly vybrany pouze ty proteiny,
které obsahuji sekvenci bohatou na kyselé AK (aspartat, glutamat) dlouhou minimélné 30 AK
a obsahujici alespon 50 % kyselych AK. Tato doména bohaté na kyselé AK byla oznacena jako
doména napodobujici nukleovou kyselinu (nucleic acid mimic domain, NAMd). P#i hledani v
krystalografickych strukturnich databazich proteini se ukazalo, Ze obecné vysoce kyselé oblasti
proteint se vyskytuji v nestrukturované formé, tedy i v hypotetickych NAMd (RNDr. Ivan
Barvik, Ph.D., astni sdéleni).

V8echny nalezené proteiny se zndmou identitou obsahujici NAMd pat#i mezi proteiny
interagujici s NK, tedy nukleoproteiny. Ve skupiné nukleoproteinti se vyskytuji zejména tran-
skrip¢ni faktory. Tyto proteiny byly nalezeny u modelovych organismi — Ryze seté (Oryza
sativa), Dania pruhovaného nazyvaného zebticka ( Danio rerio), Mysi domaci (Mus musculus)

iu ¢loveéka (Homo sapiens).

Transkripéni inicia¢ni faktor ITA (Transcription initiation factor IIA) poméaha RNAP 1T
k efektivnéjsimu vytvofeni inicia¢niho komplexu na ur¢itych genech (DeJong et al., 1995), coz
by mohlo byt pfirovnano k funkci proteinu §, kterd zvysuje afinitu RNAP k promotorovych
oblastem (Hilton and Whiteley, 1985). Podobné na promotorovou selektivitu ptisobi i tran-
skripéni inicia¢ni faktor 1ID (transcription initiation factor TFIID) (Pointud et al., 2003), u

kterého jsme rovnéz nasli kyselou oblast.

Nové popsand strukturovand doména YTH v proteinu YTH domain-containing protein 1
byla identifikovana jako vazebny partner kratkych sekvencénich motivit RNA (Zhang et al.,
2010). Doména YTH se neshoduje s oblasti, kde byla nami nalezena NAMd.

Lidsky transkripéni elongac¢ni faktor SPT5 (transcription elongation factor SPT5) repri-
muje i stimuluje transkripci (Chen et al., 2009). Je mozné, ze stimulacéni efekt je zaloZen na
stimulaci recyklace transkripce, na které se podili NAMd.

A

Lopéz de Saro (1999) oznacil podjednotku § ve spolupraci se o u gram-pozitivnich bak-

terii jako hypoteticky funkéné homologni k o™ gram-negativnich bakterii (vice v kapitole

0 na strané 35). V sekvenci 0’ bylo nalezena

Mozn4 funkéni homologie podjednotek § a o
oblast zaporné nabitych AK, kterd se vyrazné podoba CTD §. Tato oblast se rozklada mezi
D189 az D213 a je nestrukturované. Na obr. 35 vlevo je oranzové zobrazena kompletni pod-
jednotka o™, na obr. 35 vpravo pouze jiz zminéna kysela oblast, ktera je nestrukturovana a
proto pouze schematicky naznafena prostiednictvim te¢ek (RNDr. Ivan Barvik, Ph.D., dstni
sdéleni; Rabatinova et al., rukopis v piipraveé).

Kyselé ¢asti proteintt SPTH a o tak mohou sdilet nékteré funkce s kyselou CTD podjed-

notky 0 pfi transkripci.
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Obrazek 35: Model interakce podjednotky o s inicia¢nim komplexem RNAP. Podjednotky
RNAP jsou zobrazeny: 8 svétle modie, 5~ 3ed&, o oranzové, w ¢erné, NTD ¢ zelené, mista
interakce NTD § s RNAP cervené, templatové vlakno DNA zZluté a netemplatové vlakno DNA
tyrkysové. Vlevo je zobrazena kompletni podjednotka o0, vpravo pouze kyseld oblast pod-
jednotky o0, ktera je nestrukturovana a proto pouze schematicky naznacena prost¥ednictvim
te¢ek (RNDr. Ivan Barvik, Ph.D., nepublikovana data).

V budoucnu by bylo zajimavé ovérit funkéni homologii proteintt SPT5 a § porovnanim je-
jich efektu na transkripci. Bylo by mozné pFipravit konstrukty N¢ flizované s kyselou doménou

SPT5. Tento postup by bylo mozné pouzit i pro ostatni identifikované proteiny.
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10 Shrnuti

Byla studovana podjednotka § RNAP z B. subtilis. Byli studovani mozni interakén{ partnefi
podjednotky 6 RNAP z B. subtilis, byly pfipraveny zkracené varianty podjednotky 6 RNAP
pro budouci objasnéni role jednotlivych domén tohoto proteinu a byla hledana sekvenéni a
strukturni podobnost podjednotky d s proteiny z jinych organismi.

Proteiny interagujici s § byly identifikovany na zakladé dvouhybridniho kvasinkového sys-
tému ve Streptococcus pneumoniae. Nasledné byly vytvofeny expresni kmeny E. coli, které
obsahovaly vektor s genem yxbF nebo ywcC. Protein YwcC se ani po mnoha pokusech pii-
pravit nepodafilo. Protein YwcC byl protein s mens{ homologii s pivodnim proteinem ze
S. pneumoniae, proto v izolaci YwcC déle nebylo pokracovano. Nésledné se podafilo pfipra-
vit protein YxbF v dostateéném mnozstvi a ¢istoté pro dalsi experimenty metodou afinitni
chromatografie.

Ke studiu interakce mezi 0 a YxbF byla pouZita nativni polyakrylamidova elektroforéza.
Pro detekci vazby byla pouzita radioaktivné naznacené 0 a nativni YxbF. Bylo zjigténo, Ze za
danych podminek se YxbF nevéaze na podjednotku § RNAP.

K ovéfeni hypotézy, jestli YxbF poméaha § pifi vazbé RNAP byla pouzita nativni poly-
akrylamidova elektroforéza. Bylo provedeno srovnani mezi experimentem se zvysujici se kon-
centraci YxbF a experimentem se zvy3ujici se koncentraci referen¢nfho proteinu BSA. Oba
proteiny vykazovaly podobny efekt na vazbu § na RNAP. Bylo prokazano, ze pozorovany efekt
proteinu YxbF je nejspiSe nespecificky. Protein YxbF tedy nepomaha podjednotce § navazat
se na, RNAP.

Protein YxbF vykazoval mirny inhibi¢ni efekt transkripce in vitro na ribosomalnich pro-
motorech rrnB P1 a Pveg. Na promotoru Pweg, se vyrazné projevovala inhibice az pfi vysoké
koncentraci YxbF na rozdil od transkripce na promotoru rrnB P1, ktera byla mirné inhibo-
vana pii nizsich koncentracich proteinu. Po porovnéni efektu na transkripci na promotoru
rrnB P1 nativniho a denaturovaného YxbF bylo zjisténo, Ze pozorovany efekt neni specificky
pro nativn{ protein YxbF.

Stejné tak bylo potvrzeno, ze za pritomnosti podjednotky § RNAP neni rozdil mezi efektem
nativniho a denaturovaného YxbF na transkripci in vitro na promotoru rrnB P1.

M4 préce prispéla k objevu, Ze na rozdil od nalezené interakce podjednotky § RNAP a
proteinu SP_ 2234 ve S. pneumoniae nebyla nalezena interakce mezi podjednotkou 6 RNAP
s homolognim proteinem YxbF z B. subtilis. Homologie mezi YxbF a SP 2234 byla relativné
nizk4, coz miZze byt pfi¢ina pozorovaného jevu. Nicméné ve S. pneumoniae tato interakce

muze hrat zatim neznamou roli, k jejiZz objasnéni bude potfeba dalsiho studia.

Podafilo se pfipravit expresni kmen E. coli, ktery obsahoval fragmenty genu rpoF. Pfipra-
vené proteiny o délce 65 AK a 45 AK N-koncové ¢asti podjednotky & byly ziskany v dostatec-
ném mnozstvi a Cistoté pro dalsi experimenty. V budoucnu budou pouzity pro charakterizaci
funkce jednotlivych domén podjednotky 6 RNAP.

Bylo provedeno bioinformatické hledani homologt proteinu §. Hledéni sekvencni a struk-
turni podobnosti podjednotky § a jeji N-koncové ¢asti nepfineslo vyznamné objevy pro ob-

jasnéni molekularniho mechanismu pusobeni tohoto proteinu v buiice. Pfi porovnani zaporné
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nabité ¢asti sekvence C-koncové domény podjednotky & byly nalezeny podobné oblasti u
nukleoproteind eukaryotnich organismii. Nalezené sekvence bohaté na kyselé AK mohou pi-
sobit jako specifické domény napodobujici nukleovou kyselinu. Tim pravdépodobné soutézi
s nukleovou kyselinou o vazbu proteinu, ¢imz zvysuji specifitu vazby proteinu.

M4 prace prispéla k identifikaci nového obecného typu proteinové domény, ktery bude

v budoucnu charakterizovan.
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