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ABSTRAKT

RNA polymeraza (RNAP) je enzym katalyzujici syntézu RNA fetézce a uplatiluje se
jako hlavni enzym transkripce. RNAP u mykobakterii je odliSnd od ostatnich
bakterialnich RNA polymerdz. Pro svoji funkci vyzaduje specidlni transkripcni
faktory, jako jsou RbpA nebo CarD. Zaroven se na mykobakterialni RNA
polymerdzu vaze mald RNA (sRNA) Msl, ktera reguluje mnozstvi polymerazy v

burice.

V nasi laboratofi byl také objeven protein MoaB2 jako novy vazebny partner
interagujici s mykobakteridlni 6™ (gen sigd), podjednotkou RNAP, vyznamnou pro
rozpoznani pocatecni sekvence promotoru a iniciaci transkripce. Funkce MoaB2 v

regulaci transkripce a genové exprese je doposud neznama.

Prvnim cilem této diplomové prace je pfispét k objasnéni mechanismu, jakym Msl
reguluje mnozstvi RNAP. Vysledky ukézaly, ze tato regulace je na urovni
transkripce a to na urovni ovlivnéni aktivity promotort fidicich expresi rpoB-rpoC,

které koduji katalytické podjenotky RNAP.

Druhym cilem této prace je charakterizovat interakce MoaB2 s proteiny
transkripéniho aparatu. Vysledky potvrdily interakci MoaB2 se ¢* a k této interakci
neni potfebnd ani RNAP ani transkripéni faktory RbpA a CarD. Role N-terminélni

domény " pro interakci sMoaB2 nebyla  prozatim  potvrzena.

Shrnuto, tato prace vyznamné piispivd k nasemu pochopeni mykobakteridlniho

transkripéniho aparatu.

Klicova slova:

RNA polymeréza, mykobakterie, Ms1,regulace transkripce, MoaB2, 6S RNA



ABSTRACT

RNA polymerase (RNAP) is the enzyme that catalyzes synthesis of RNA.
Mycobacterial RNAP significantly differs from RNAPs from other bacterial
species. It requires special transcription factors such as RbpA or CarD. Another
difference is the presence of a small RNA (sRNA), Msl, that binds to mycobacterial
RNAP. Msl regulates the amount of RNAP in the cell.

In our laboratory we recently discovered MoaB2, a new binding partner of
mycobacterial 6” (encoded by sigd), an RNAP subunit, which is essential for
recognition of the initial promoter sequence and initiation of transcription. The
function of MoaB2 in the regulation of transcription and gene expression is still

unknown.

The first aim of this Thesis is contribute to elucidation of the mechanism by which
Msl affects the amount of RNAP. The experiments revealed that this regulation
occurs at the level of transcription; Ms1 affects the activity of promoter(s) that drive

the transcription of rpoB-rpoC that encode the two catalytic subunits of RNAP.

The second aim of this Thesis is to characterize the interactions of MoaB2 with
protein of the transcription apparatus. The results confirmed the interaction of
MoaB2 with ¢* and showed that neither RNAP nor transcription factors RbpA and
CarD are required for this interaction. Finally, a role of the N-terminal domain of ¢

for the interaction with MoaB2 was not proven.

In summary, this work significantly contributes to our understanding of the

mycobacterail transcription machinery.
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RNA polymerase, mycobacteria, Msl, transcription regulation, MoaB2, 6S RNA
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UVOD

Rod Mycobacterium tvoii vice nez 190 druhd, mezi néz fadime ptivodce vaznych
lidskych onemocnéni, vetné tuberkuldzy zplisobené Mycobacterium tuberculosis
a malomocenstvi zpisobené Mycobacterium leprae. Vysoky podil lipidua a kyseliny
mykolové v bunécné sténé¢ mykobakterii zplsobuje nelGc¢innost mnoha antibiotik
pusobicich na jeji syntézu. Rifampicin a isoniazid jsou dva nejucinnéjsi preparaty
pouzivané pro 1écbu tuberkulézy. Rifampicin inhibuje bakteridlni DNA-dependentni
RNAP. Nariist poctu rifampicin-rezistentnich bakterii, predstavuje vaznou
komplikaci pii terapii tuberkulozy. Proto je vytvareno usili pro identifikaci dalSich
inhibitorti zalozenych na interakci s RNAP. Lepsi pochopeni mykobakterialniho
transkripéniho aparatu umozni doplnit informace potfebné pro vyzkum novych,

ucinnych antimykobakterialnich latek.

Zakladnim pfedpokladem pro pteziti mikroorganismil je schopnost adaptovat se na
zménu prostiedi, zplisobenou napt. nedostatkem zivin, zménou teploty, bunécnou
denzitou atd. Tato adaptace je zavisld na zménach v genové expresi. Schopnost
rychlé bunééné regulace je umoznéna mimo jiné také diky nekodujicim RNA

(sRNA) o délce 50 — 300 nt.

Jako prvni nekodujici SRNA byla historicky objevena 6S RNA, kterd se vaze na
holoenzym RNAP (s navazanym faktorem sigma). Pozd¢ji byly homology 6S RNA
identifikovany ve vétSiné bakterialnich genomd, ale nikoli u mykobakterii. V ptipadé
Mycobacterium smegmatis byla vSak prokazéana jina nekodujici sSRNA — Msl. Msl
(délka ~300 nt) je vysoce abundantni béhem stacionarni faze ristu, kdy se vaze na

jaddro RNAP, v ¢emz se lisi od 6S RNA, ktera se vaZe na holoenzym obsahujici o™,

Nedavno byl také objeven novy protein interagujici s primarnim faktorem sigma -
o* (kodovan sigd), podjednotkou RNAP. Protein MoaB2 (velikost 18 kDa) je
pfitomen a konzervovan u vSech druhti mykobakterii, véetné M. tuberculosis a

M. leprae.



V této diplomové praci pfispivam k objasnéni: i) mechanismu regulace mnozstvi
RNAP navazanim malé nekddujici RNA Msl, ii) charakterizuji nové objeveny
protein MoaB2. Zjistuji, zda MoaB2 vyzaduje N-termindlni doménu pro interakci
s mykobakteriilni 6”* a zda v tomto procesu hraji roli esencialni transkripéni faktory

CarD a RbpA.



1 TRANSKRIPCE

Transkripce je enzymaticky proces, pii kterém dochazi k pfepisu genetické
informace z DNA do molekuly RNA. U bakterii je tento proces zaji§tovan pomoci
jediného druhu RNA polymerazy. Transkripci ziskané molekuly RNA jsou nezbytné
pro zahajeni proteosyntézy. Samotny proces transkripce probihd ve tfech krocich:

iniciace, elongace a terminace.

1.1 RNA polymeraza (RNAP)

Bakterie jsou vybaveny pouze jednou formou DNA-dependentni RNA polymerazy
(RNAP). RNAP byla poprvé objevena a izolovéana v letech 1955 — 1961 (Hurwitz,
2005). Jadro tohoto proteinového komplexu je slozeno z 5 polypeptidovych
podjednotek (al, a2, B, B" a ®) o celkové molekulové hmotnosti 400 kDa. Toto jadro
enzymu RNAP (E) neni schopné samo o sobé rozpoznat promotor. Proto dochézi
k interakci mezi RNAP (E) a podjednotkou ¢ a vznikly komplex se oznacuje jako
RNAP holoenzym. Tento komplex umozni rozpoznat specifickou promotorovou

sekvenci, navazat se a zahdjit transkripci (Murakami, 2015).

Katalytické centrum RNAP je u bakterii vysoce konzervované. Homology
nachazime také u eukaryot a archeii. Komplexy RNAP jsou u eukaryotnich
organismu tvofeny 12 a vice podjednotkami s molekulovou hmotnosti vice nez 500

kDa (Cramer et al., 2001; Vassylyev, 2009).

RNAP ma4 strukturu krabiho klepete (Murakami, 2015). Tato struktura je vytvéafena
mechanismem self-assembly (samousporadavani). Zékladem je dimer podjednotek
a, ktery pfedstavuje leSeni. Na podjednotky a se vaZzou katalytické podjednotky 3
a P, pficemz kazda vytvaii jedno rameno klepete. Klepeta svym uspotaddnim
formuji hlavni kanal Siroky v priméru 27 A (2,7 nm). Na zadni stén€ hlavniho
kanalu se nachazi aktivni misto enzymu. V aktivnim centru RNAP nach4zime také
dva ionty Mg®". Jeden z nich se vaZe na volnou formu nukleosid 5'- trifosfatu (NTP)
a uplatiiuje se pii tvorb& kovalentnich vazeb. Druhy iont Mg® 'm4 vliv na od3tépeni

pyrofosfatu (Gnatt et al., 2001). Podjednotka o se uplatituje pii vazbé podjednotky B



na o, a za zvySené teploty chrani RNAP pted denaturaci. Pro bakterialni buniku vSak

neni podjednotka ® esencialni. (Periago et al., 2002; Ghosh et al., 2003)

Krom¢ hlavniho kandlu nachdzime na RNAP také sekundarni kandl a RNA exit
(INTP) nutné pro syntézu RNA (Zhang etl al., 2015). Tento kanal prochazi skrz
celou molekulu RNAP a od DNA vazebného kanélu je oddélen mostovym helixem
(bridge helix) a spoustéci smyckou (trigger loop, Epshtein et al., 2002; Wang et al.,
2006). RNA exit kanal je od hlavniho kanalu oddé€len vickem. Vystupnim RNA
kandlem odchazi piepsand RNA. Vicko RNAP se pravdépodobné podili na
rozpleteni DNA:RNA hybridni molekuly a tak na udrzeni jeji stalé délky (Gnatt et
al., 2001; Vassylyev et al., 2007).

1.1.1 Podjednotky RNA polymerazy

Prvni 3D struktura RNAP bakterii byla ziskana z Thermus aquaticus. Krystalicka
struktura RNAP byla pozdé&ji ziskédna u E. coli, M. smegmatis a M. tuberculosis
(Vassylyev et al., 2002; Murakami, 2013; Kouba ef al., 2018; Boyaci et al., 2018).

Podjenotka o vytvaii homodimer v jadite RNAP. Jeji molekulovd hmotnost je 36 kDa
(sloZena pftiblizné z 329 AMK);(Burgess et al., 1969). Rozdéluje se na dvé domény
propojené linkerem. N-koncova doména je zodpovédnd za dimerizaci monomertl
a zajistuje vazbu s podjednotkami B a B° (Hayward et al., 1991; Gourse et al., 2000).
C-koncova doména se Ucastni rozpoznani a vazby na promotor. Nékteré promotory
tvofené AT bohatou oblasti, nazyvanou upstream element, interaguji s C-termindlni
doménou a podileji se na iniciaci transkripce (Ross et al., 2001). Obé podjednotky a
jsou kodovéany genem rpoA a sekvenéné jsou totozné. Vzajemné se vSak 1isi interakci

s podjednotkami B (Minakhin et al., 2001).

Podjednotka B ma pfibliznou molekulovou hmotnost 150 kDa, podjednotka B* 155
kDa (podjednotka B je sloZena z 1342 AMK, podjednotka B¢ z 1407 AMK). Ob¢é
podjednotky jsou kodovany geny rpoB a rpoC a jsou cilovym mistem ucinku
nékterych antibiotik (napf. rifampicin); (Gentry et al., 1993; Miller et al., 1994;
Morse et al., 2002).



Podjednotka ® s molekulovou hmotnosti 10 kDa (slozena ptiblizn€¢ z 90 AMK) je
nejmensi podjednotkou RNAP. Pro bakteridlni builku neni tato podjednotka
esencidlni a transkripce muze probihat i bez jeji pfitomnosti. Je kodovana genem
rpoZ. Tento gen je ve stejném operonu jako gen spoT, ktery koduje enzym SpoT.
Enzym SpoT se muize zapojovat do syntézy alarmonu ppGpp i jeho hydrolyzy
(Vrentas et al., 2005; Gunnelius et al., 2014). Podjednotka ® se podili na stringentni
odpovédi bunky. Bylo zjisténo, ze podjenotka ® je u E. coli dulezitd pro navazani
alarmonu ppGpp na RNAP in vitro. Interakci alarmonu ppGpp s RNAP dochazi
k zvySenému rozpadu otevienych komplexii a tim k inhibici iniciace transkripce
(Ross et al., 2013). Mimo jiné podjenotka ® chrani RNAP pied denaturaci za
zvySené teploty a pomahd RNAP se adaptovat na stres, zejména pak béhem
staciondrni faze ristu. Chrani podjednotku B° a napoméha jejimu spravnému slozeni
pfi navazovani na podjednotku o2 (Ghosh et al., 2003). I pfesto, ze neni tato
podjednotka esencidlni pro bakterialni transkripci, v posledni dobé se zjistuje, ze
u M. tuberculosis je nepostradatelna pro spravné slozend jadra RNAP (Mao et al.,

2018).

Podjednotka o je esencidlni podjednotkou, v ptipad¢ bakteridlni bunky nezbytnou
k vytvofeni holoenzymu RNAP a rozpoznani specifické promotorové sekvence pfi
iniciaci transkripce. Volna podjednotka o, kterd nevytvaii holoenzym RNAP je auto-
inhibovéana pfitomnosti anti-sigma faktord (Paget er al., 2015). Transkripénim

faktoriim a jejich regulaci se veénuji v kapitole: 2.1



Transkripcni faktory

Existuje velky pocet druhi podjednotek o. Jejich pocet a zastoupeni se lisi
u jednotlivych bakterii (Paget et. al., 2015). Rozdilnd genova exprese faktorii sigma
zavisi na riznych existencnich podminkéach buiky. U M. tuberculosis je kodovano
celkem 13 faktorii o. Primarni faktor ¢® je esencidlni pro rist bungk u viech
mykobakterii (Sachdeva et al., 2010). Podrobnosti o faktoru ¢* uvadim v kapitole:
1.2.2 Faktor 6A u mykobakterii

Obrazek 1 Struktura RNAP holoenzymu: Molekularni struktura RNAP holoenzymu
s navazanym o" u T. thermophilus. Sedou a bilou barvou jsou znazornény podjednotky o
RNAP. Zlutou barvou podjednotka f a modrou barvou p*. Tmavé modie pak podjednotka .
Svétle fialovou barvou je znazornéna ptitomnost Mg®" iontu. Cervena barva znizoriuje
doménu 1.1 6" (modelovana podle struktury holoenzymu E. coli). Oto¢enim o 180° je svétle
fialovou barvou znazornéna oblast ¢ 3.2a tmavé fialovou dalsi domény faktoru o,
obklopujici RNA exit kanal. Pfevzato a upraveno z: (Jookyung a Borukhov, 2016).



podjednotka [3
Primarni kanal

Sekundam kanal

b)

N 2% Sekundarni kanal

'lkata lytické centrum
Obrazek 2: Elongaéni komplex RNAP u 7. thermophilus: Schematické znazornéni RNAP
u 7. thermophilus snavazanym faktorem Gfhl (proteinovy inhibitor transkripce). A)
Primarni a sekundarni kanal RNAP je znazornén oranzove, podjednotky B a B svétle fialove
a Sedé¢ B) Po otoeni strukturu o 90° kolem svislé osy pozorujeme: tmavé modie
znazornénou templatovou DNA, svétle oranzové — RNA, Cervené — helixovy miistek,

katalytické centrum RNAP je zndzornéno svétle modre, svorka-zelené a transkripni
inhibitor Gthl fialové. Pfevzato a upraveno z: (Tagami et al., 2011).

Kromé hlavnich podjednotek, které jsou u bakterii vysoce konzervované pro vSechny
druhy, se u n¢kterych druht setkdvame i s jinymi podjednotkami. U né&kterych gram-
pozitivnich bakterii nachdzime navic podjednotku & (kédovana genem rpoE) nebo

podjednotku € (kddovanou genem rpoY).



Podjednotka d se uplatituje pii regulaci iniciace transkripce. Méni afinitu RNAP vici

koncentraci iNTP (Rabatinova et al., 2013).

Funkce podjednotky € neni doposud prozkoumana. Pfedpoklada se, Ze by mohla plnit
ulohu v ochran¢ podjednotky B¢ pted inhibi¢ni vazbou nékterych bakteriofagovych

proteind (Keller et al., 2014; Weiss a Shaw 2015).

1.2 Faktor sigma

Ptitomnost faktorii ¢ je esencidlni pro vytvoreni holoenzymu RNAP a rozpoznani
specifické promotorové sekvence. Faktory sigma se podili na tvorbé uzavienych
komplexi, svou pfitomnosti stabilizuji otevieny komplex, interaguji s transkripénimi
aktivatory a v pocateni fazi transkripce stimuluje tvorbu nového vldkna RNA
a ovliviiuji promotor escape (Paget et al., 2015). Elonga¢ni faze transkripce je
zahdjena disociaci faktoru 6 z RNAP. Nové studie vSak ukazuji, ze primarni faktor o
je schopny se pfipojit k elongaénimu komplexu i v prubéhu elongace a ovlivnit

transkripci (Goldman S. R. et al,, 2015).

Faktory o rozd&lujeme do dvou rodin. Prvni rodinou jsou faktory sigma 70 (¢’°),
pojmenované podle 70 kDa velkého primarniho faktoru z E. coli. Druhou rodinu
tvori faktory sigma 54 (0°%), které jsou pojmenovany podle 54 kDa velkého
nitrogen regulacniho faktoru z E. coli. Ob¢ rodiny se mezi sebou strukturné li$i a pro

tvorbu otevienych komplexti vyuzivaji odliSné mechanismy (Sachdeva et al., 2010).

Nejpocetndjsi skupinu faktorti sigma fadime do rodiny faktori o’°. Tato rodina je
zodpovédna za rozpoznani vétiiny promotorovych sekvenci. Faktory o’ jsou
sloZzeny ze ¢tyi konzervovanych oblasti (oznaCované jako oblast: 1, 2, 3 a 4). Do
prvni tfidy fadime esencialni housekeeping faktory o, které jsou sloZzeny ze vSech
¢tyt konzervovanych domén. Druhou tfidu tvofi neesencialni faktory, které postrada;ji
doménu 1.1. Tteti tfidu zastupuji faktory o, které maji konzervovanou oblast 2 — 4.
Ctvrtou tiidou jsou faktory o (nékdy oznaGované jako extracytoplazmatické faktory
o), které jsou tvoreny pouze doménou 2 a 4 a jsou zodpovédné za regulaci genil,

které reaguji na signaly z extracytoplazmatického prosttedi (Lin et al., 2019).
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Druhou skupinu faktoréi sigma tvoii faktor o, k jehoz expresi dochazi, pokud
bakterie rostou pifi nizké koncentraci dusiku. Tento faktor nevykazuje Zzadnou
sekvenéni podobnost s faktorem o'°. Na rozdil od faktoru ¢’° potiebuje pro navazani
na RNAP pfitomnost aktivatoru Crl, ktery diky své specificky konzervované
sekvenci umozni vytvotreni otevieného komplexu (Browning a Busby, 2004). U
bakterii bohatych na G+C baze, gram-pozitivnich bakterii a cyanobakterii vSak

nejsou zndmi zastupci z rodiny o (Sachdeva et al., 2010).

1.2.1 Piehled faktori sigma u M. tuberculosis

M. tuberculosis koduje celkem 13 faktort o. Faktory 6, 6" a ¢' fadime do t¥idy 1,2
a 3 z rodiny faktorti 6’°. Zbyvajici 10 faktori o fadime do &tvrté tiidy. Alternativni
faktory sigma zprostfedkovavaji reakce na nedostatek Zivin, teplotni stres, oxidacni
stres, povrchové napéti atd. a vyrazné ovlivituji schopnost virulence. Jedna se
zejména o faktory GC, o>, o, GG, o, oM atd. (Lin et al, 2019). Aktivaci

jednotlivych faktorii za riznych ristovych podminek uvadim na Obrazku 3.
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PODMINKY
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Nizka teplota

Vysoka teplota

Oxidativni
stres

sigl
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Pogkozeni DNA —
s

Obrizek 3: Utast faktori ¢ p¥i regulaci riistovych podminek u M. tuberculosis: Schéma
uvadi prehled faktord sigma, které se zapojuji do regulace genové exprese u M. tuberculosis
pti riznych rastovych podminkach: exponencidlni a stacionarni fize rtstu, reakce na mirny
Sok nebo tepelny Sok pfi teploté 45 °C, oxidaéni stres, expozice SDS (dodecylsiranem
sodnym), poskozeni molekuly DNA, hypoxii a hladovéni bunky. Faktory o, které byly za
riznych podminek wup-regulovany, se nachazi na pravé strané¢ schématu, naopak down-
regulované na levé strané. Pokud se stresovymi podminkami neni spojen néktery z faktort
sigma, znamena to, ze jeho exprese se za téchto podminek nezmeénila nebo nebyla doposud
studovana. Upraveno a pievzato z: (Flentie ef al., 2016).

sigJ

sigk

1.2.2 Faktor ¢* u mykobakterii

Primarni faktor ¢ je esencialni pro bun&ny rist. Tento faktor je koédovan genem
sigA. K jeho expresi dochazi béhem vSech fazi ristu. Hu a Coates métili stabilitu
transkriptl sigd (Obrazek 4) a dospéli k zavéru, Ze sigd mRNA je pii optimalnich
ristovych podminek velmi stabilni, bez vyrazného rozpadu i po 40 minutich od
pridani rifampicinu (Hu a Coates, 1999). I za stresovych podminek si buniky udrzuji
hladinu ¢” na konstantni trovni. U M. smegmatis bylo béhem pozdni stacionarni faze
pozorovano mensi mnozstvi holoenzymu RNAP sloZeného z faktoru . Tento jev
byl zpiisoben poklesem celkového mnozstvi o* v buiikdch. Naopak v Gasné

stacionarni fazi nebyl tento pokles pozorovan (Hnilicova ef al., 2014).
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Obrazek 4: Polocas rozpadu sigA4 transkripti: Ke stanoveni polocasu rozpadu sigd
transkriptd byla celkova bunénad RNA izolovana z kultur: A — exponencidlni faze rtastu
(4 dny) a B — stacionarni faze (40 dnt). Iniciace transkripce byla v riznych c¢asovych
intervalech (0, 3, 5, 10, 20 a 40 min) inhibovana ptidanim 100 pg/ml rifampicinu a vzorky
byly analyzovany metodou Nothern blot. Bez ohledu na jednotlivé faze rlstu byl polocas
rozpadu sigd mRNA velmi stabilni, bez vyrazného rozpadu i po 40 minutych od piidani
rifampicinu (Hu a Coates, 1999).

Faktor ¢” je slozen ze &yt domén, piiGemz kazda znich se dale d&li na dalsi
subdomény. Subdoména 1.1 se oznaluje jako N-termindlni. Faktor ¢* vykazuje
sekvenéni homologii s faktorem ¢", az na ~150 aminokyselin dlouhou N-terminalni
doménu, ktera je u mykobakterii jedine¢na (Hubin et al., 2017). Sekvencné se tato
doména 1i8i od 7. thermophilus, E. coli 1 B. subtilis. U B. subtilis je N-terminalni
doména strukturné¢ podobnd doméné E. coli a obé se lisi od této domény

z Thermotoga maritima (Zachrdla et al., 2017).

U M. smegmatis se N-terminalni doména svou flexibilitou a rozloZzenim néboje
podoba podjednotce & u B. subtilis (Motackova et al., 2010). Pti studiu struktury
RNAP byla zjisténa pritomnost taxonomicky specifické inzerce ~100 aminokyselin u
podjednotky p-RNAP (Lane a Darst 2010). 3D struktura o*-N-terminalni domény
z M. smegmatis ¢i jiné mykobakterie vSak neni znama. Stejné tak funkce N-
termindlni domény nebyla doposud zjisténa. Piedpokladéd se, Ze se vaze do DNA

kanalu v holoenzymu RNAP a brani nespecifické iniciaci transkripce.

Dalsi studie faktoru o”, provedené v nasi laboratofi, objevily nového interakéniho
partnera — protein MoaB2 (nepublikovana data). Prvni predbéZny experiment byl
zaloZen na pouziti protilatky namitené proti endogenni 6*, druhy experiment pak na
pouziti FLAG-znatené o”. Pomoci imunoprecipitaéni metody byla ziskana ¢ u M.

smegmatis. Pomoci metody SDS-PAGE byly jednotlivé proteiny rozdéleny na
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zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti a identifikovany hmotnosti spektrometrii

(Obrazek 5a).

Vzhledem k tomu, Ze byl protein MoaB2 pii prvnich experimentech bez ohledu na
pHistup vzdy staZen s faktorem o”, jednd se pravdépodobn& o nového interakéniho
partnera ¢ a/nebo RNAP. Mimo to se podafilo purifikovat MoaB2 o kone&né
koncentraci >ImM. Diky tomu bude mozné stanovit strukturu tohoto neznamého

proteinu pouzitim metody nuklearni magnetické rezonance (Obrazek Sb).

Ptehled dosavadnich znalosti 0 MoaB2 uvadim v nésledujici kapitole.

a) & b)
3 8 F M oq,
& ¢ & @
1

st moaB2 [
- RbpA '“

Obrazek 5: Novy interakéni partner MoaB2: (A) SDS-PAGE gel ziskany
imunoprecipitaci FLAG-znaéené c*: RNAP (podjednotky B a B‘), FLAG-znatena o”,
transkripcni faktor RbpA a novy protein MoaB2. Jako kontrola byl pouzit kmen bez FLAG-
znacky (B) Purifikace nadexprimované MoaB2 u M. smegmatis: SDS-PAGE gel znazoriuje
frakce purifikovaného proteinu MoaB2

1.2.2.1 MoaB2

MoaB32 je protein o velikosti 18 kDa. Na zaklad¢ sekvencni homologie bylo zjisténo,
ze MoaB2 vykazuje podobnost s molybdopterin biosyntetickym proteinem (Bader et
al., 2004).

M. tuberculosis se musi adaptovat na podminky hypoxie v hostitelském organismu.

Molybdopterin tvoii komplexy s molybdenem, které jsou znamé jako kofaktory
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molybdenu. Redoxni vlastnosti téchto komplexi jsou vyuzivany pro katalyzu
redoxnich reakci pfi metabolismu dusiku, siry, uhliku a anaerobni respiraci.
(Williams et al., 2011). Diky kofaktorim molybdenu muze v infikované tkani M.

tuberculosis vyuzivat dusi¢nany jako zdroj dusiku a energie.

U E. coli nachazime celkem pét operontl, které se zapojuji do biosyntézy kofaktort
molybdenu (moa, mob, mod, moe, mog). Operony moa, mod, moe jsou exprimovany
konstitutivné a jejich transkripce je regulovana faktory, jako je kyslik, molybden

a dali (Shi a Xie, 2011).

V mykobakteridlnim genomu nachazime homologni geny pro biosyntézu kofaktort
molybdenu, avSak jejich biochemicka aktivita neni doposud identifikovana. Lokusy
moa a mod jsou u mykobakterii spoleéné uspofaddny na chromozomu. Avsak lokusy
pro ostatni geny v mykobakteridlnich genomech jsou rozptyleny. Pfedpoklada se, ze
pro gen moa je u u M. tuberculosis a M. bovis spolecny lokus, ktery pravdépodobné
vytvari operon, protoze geny moaABCD jsou spolecné ve shluku a uspotadani téchto

gend je podobné jako u E. coli (Shi a Xie, 2011).

Enzymy s obsahem molybdenu se zapojuji do syntézy biotinu. Acetyl-CoA je enzym,
ktery se podili na syntéze dlouhych fetézcli mykolovych kyselin (Shi a Xie, 2011).
Mykolové kyseliny jsou dlouhé mastné kyseliny v bunééné sténé¢ mykobakterii, které
jsou jednou z pficin vysoké rezistence mykobakterii k antibiotikiim a tedy dtlezitym

faktorem virulence (Gygli et al., 2017).

MoaB?2 je pfitomen a konzervovan ve vSech druzich mykobakterii, véetné M. leprae
(Williams et al, 2011). Interakce s primarnim faktorem o* naznauje novou,

doposud nezndmou funkci tohoto proteinu.

1.3 Promotor

Pro iniciaci transkripce je nutné, aby holoenzym RNAP rozpoznal specifickou
promotorovu sekvenci. Jedna se o sekvenci DNA, kterd se nachdzi pted genem proti
sméru transkripce. Promotor je sloZen z n¢kolika sekvencnich elementti: oblast -10
a -35 (Ciselné hodnoty vyjadiuji pocet nukleotidi od transkripcniho poc¢atku v oblasti

+1), déle rozSitenou oblast -10, diskriminator a UP element. Pro regulaci genové
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exprese je dilezita riznd afinita RNAP k riznym sekvencim promotorti. Afinita
RNAP k promotoru ovliviluje, jakd bude celkové aktivita promotoru piislusen¢ho
genu. AvSak pokud dochézi béhem transkripce k vytvoreni nestabilniho otevieného
komplexu, je iniciace transkripce zavisla na koncentraci iNTP. Cim vys$si je
koncentrace iNTP, tim vétsi je pravdépodobnost, ze bude transkripce zahijena.
Z toho vyplyva, ze i pfes vysokou afinitu mezi RNAP a promotorem, je nizka
koncentrace iNTP limitujici pro vytvofeni stabilnich komplexti a celkova aktivita

promotoru je tedy nizka (Browning a Busby, 2016).

1.3.1 Sekvence promotoru

Sekvence promotorii se muize u ruznych bakterii 1iSit od konsensni sekvence.
Jednotlivé sekvenéni elementy popisuji na modelovém organismu bakterie E. coli,

u kter¢ho byla zjisténa vétSina znalosti o transkripci.
1) Oblast-10

Je tvotena sekvenci 5'-TATAAT-3" v oblasti -12 a -7 proti sméru transkripce.
Oblast -10 se také nazyva jako TATA. Jedna se o AT bohatou oblast, ktera
interaguje s doménou 2.3 a 2.4 podjednotky o pfi iniciaci transkripce
(Haugen et al., 2008; Ruff et al., 2015). Dochazi zde k pocatecnimu
rozpleteni DNA a tvorbé transkrip¢ni bubliny.

2) Mezernik (spacer)

Spacer odd¢€luje oblast -10 a -35. Jeho dé¢lka je ptiblizn€ 17 — 19 pb (Ruff et
al., 2015). Pocet nukleotidli je zavisly na vzdalenosti mezi doménou 4

a doménou 2 faktoru o (Murakami et al., 2002)
3) Oblast -35

Je tvotena konsensus sekvenci 5'-TTGACA-3" v oblasti -35 a -30 proti sméru
transkripce. Interaguje s doménou 4.2 podjednotky . V této oblasti dochazi

k ohybu DNA pfiblizné o 36° (Haugen et al., 2008; Zuo a Steitz, 2015)
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Na promotoru popisujeme také dal$i sekvenéni elementy, které nejsou nezbytné
k rozpoznani specifické promotorové sekvence a nevyskytuji se u vSech promotord.

Jejich pritomnost vSak ovliviiuje iniciaci transkripce.
4) RozSifena oblast -10

Je tvofena sekvenci 5°-TGX-3". Tato 4 bp dlouhd oblast interaguje
s doménou 3 podjednotky o (Barne et al., 1997; Dehaseth et al., 1998).
Rozsifenéd oblast -10 ma pravdépodobné vliv na dobu existence otevieného

komplexu DNA a RNAP (Haugen et al., 2006).
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5) Diskriminator (oblast -10 a +1)

Jedna se o G+C bohatou oblast v pozici -10 a +1. Dochazi zde k interakci
s doménou 1.2 podjednotky o (Haugen et al., 2008). Tato oblast ma vliv na
stabilitu (destabilizuje) otevieného komplexu DNA a RNAP, zejména
u ribozomalnich promotort, které slabé interaguji s podjednotkou o. Tato
slabé interakce je jednou z pficin nestabilnich otevienych komplexi u téchto

promotorti (Pemberton et al., 2000).
6) UP element

AT bohatd oblast v pozici -60 a -40 (Haugen et al., 2008). C-terminalni
domény podjednotky o interaguji stouto oblasti, coz vede ke zvySeni
promotorové aktivity zvySenim afinity RNAP k promotoru (Grainger

a Busby, 2008).

: £13
d A \
y 4 4 \ v+

- uPelement  {ESSI—SPACER=—{ERIF -10 | DISC ) DSDNA
CONS ARAWWTWT TTNNNAAANNNNNIBGACANNNNNNNNNNNNSHEN TA TAA TNNNNNN - - ANNNNNNNNNNN

Obrazek 6: Modelové znazornéni interakce RNAP s jednotlivymi elementy promotoru:
Model znazorfuje interakci holoenzymu RNAP + ¢’ a promotorové sekvence DNA.
Struktura RNAP: Sedé jsou znazornény podjednotky B a B¢, svétle modie podjednotky o
(aC-termindlni doména, aN-terminalni doména), ¢ernou barvou podjednotka w. Jednotlivé
domény faktoru o jsou znazornény tmavé modie, Cervené, zluté, oranzoveé, a fialové.
Domény interaguji s promotorovou sekvenci DNA, slozenou z: UP element (svétle modre),
-35 oblast (tmavé modie), mezernik (spacer), rozsifena oblast -10 (Cervené), oblast -10
(Zlute), diskriminator (oranzove€), transkripcni pocatek +1 (zelen¢), DS DNA (downstream
DNA- transkribovana DNA). Optimalni konsensus promotorové sekvence je oznacen jako
CONS. Prevzato z (Ruff et al., 2015).
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1.3.2 Promotor mykobakterii

Transkripce vétSiny promotort, identifikovanych u M. smegmatis a M. tuberculosis,
podobné jako u jinych bakterii (Krasny et al., 2008) zacina purinovou bazi. V pozici
+1 se mizou vyskytovat i thymidin nebo cytosin (Foot et al., 2013). Specifické baze
mohou mit vliv na zvySeni promotorové¢ aktivity. Bylo zji§téno, Ze nahrazenim béaze
v pozici +1 za jakykoliv purinovy zbytek vedl k dvojnasobnému zvysSeni aktivity

promotorti u mykobakterii (Agarwal et al., 2006).

Obecné je struktura promotoru mykobakterii podobna promotoru E. coli; existuji
vSak rozdily. Homologie oblasti -35 mezi mykobakteriemi je relativné mald. Také
motiv TTGACA, ktery se vyskytuje v této oblasti u mnoha jinych bakterii, se
u mykobakterii Caste€né lisi. U M. smegmatis se jako optimalni sekvence
v oblasti -35 jevi motiv TTGCGA, protoze vykazuje nejvétsi promotorovou aktivitu.
Bylo zjisténo, Ze oblast -35 neni esencialni pro spravnou funkci promotoru. U
promotord, které vSak tuto oblast postradaji, je predpovézena existence
kompenzacnich mechanismt, v rdmci kterych se zapojuji jiné transkripéni faktory.
Ptitomnost transkripéniho faktoru RbpA ruSi nutnost sekvencné specifickych
interakci mezi doménou 3 a 4 podjednotky o a promotoru DNA upstream pted
oblasti -10. To ma za nasledek, Ze RNAP se u M. tuberculosis stava hyperaktivnim
enzymem s promiskuitnim vybérem promotort (Ayyappasamy et al, 2018).
Ptiblizné 10 bp od transkripéniho pocatku +1 byla identifikovana konzervovana
hexamerickd sekvence, ktera odpovidda TATA boxu jinych bakterii. I pfesto, ze
nachazime podobnosti ve struktufe promotoru mezi mykobakteriemi a E. coli, jsou
mykobakteridlni promotory sekvencné variabilngj$i. Pfi¢inou miZe byt bohatsi
zastoupeni G+C bazi v mykobakterialnim genomu, ale také vétsi pocet faktort
sigma, které umoziuji rozpoznavat specifické promotorové sekvence (Agarwal et al.,

2006; Foot et al., 2013).
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Obrazek 7: Porovnani konsensus promotorové sekvence E. coli a mykobakterii: Oblast
-35 u E. coli je tvotena konzervovanou hexamerickou sekvenci TTGACA. V pripadé
mykobakterii vSak zadné konzervované sekvence v této oblasti nenachazime. Motiv
TTGCGA u M. smegmatis vykazuje nejvétsi promotorovou aktivitu. AvSak u M.
tuberculosis je velmi malo promotorovych sekvenci obsahujicich konzervovanou -10 oblast
a tento motiv. Region -10 je konzervovana oblast u mykobakterii. Nej¢astéji se nachazi na
transkripénim pocatku +1 (7SP) u M. tuberculosis 1 M. smegmatis purinova baze- guanin
(G). Ribozom-vazebné misto (RBS) je oblast dlouha ptiblizné 6 — 8 bp, bohat4 na adenin (A)
a guanin (G). Nejfrekventovangj$im startovacim kodonem u E. coli i mykobakterii je ATG
kodon. Ptiblizn€¢ 1/3 proteind u M. tuberculosis je translatovana z kodonu GTC. Setkavame
se také s TTG kodonem a dalSimi. Pfevzato z: (Foot et al., 2013).

1.4 Mechanismus transkripce

Transkripci vznika nové vldkno RNA, které se oznacuje jako primarni transkript.
Nejcastéji jsou prepisovany molekuly mRNA, které dale slouzi k proteosyntéze na
ribozomech. Transkripci vSak vznikaji 1 nekodujici proteiny (tRNA, rRNA, atd.),
které jsou pro bunku nezbytné.

Mechanismus transkripce muzeme rozdélit do tfech stupit: iniciace, elongace

a terminace.
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Obrazek 8: Schéma mechanismu transkripce: Interakci RNAP s podjednotkou o je
vytvofen RNAP holoenzym. Uzavieny komplex (RP.) vznikd vazbou RNAP na specifickou
promotorovou sekvenci. Po izomerizace vlakna DNA je vytvofen otevieny komplex (RP,).
Inicia¢ni komplex (RP;.) produkuje kratké abortivni transkripty RNA. Po preruseni kontaktu
RNAP s promotorem (promotor escape) vznika rany elongacni komplex. Nové syntetizované
vlakno RNA odchazi RNA exit kanalem a podjednotka ¢ disociuje a nastava elongacni faze
transkripce. Ta je preruSena specifickou sekvenci DNA- terminator a transkripce je
ukoncena. Upraveno a pievzato z: (Alhadid ef al., 2017).

1.4.1 Iniciace transkripce

Iniciace neboli zahajeni transkripce je zapocato navazanim podjednotky ¢ na jadro
RNA a vytvofeni holoenzymu RNAP. Holoenzym RNAP nésledné rozpoznava
specifické promotorove sekvence a za€ina se formovat tzv. uzavieny komplex (RP,)
(Glyde et al., 2018). Prostfednictvim domény 2.4 a domény 4.2 se podjednotka o
vaze do oblasti -35 a -10 od transkripéniho pocatku +1. Pokud jsou pfitomny dalsi
sekvencéni elementy (rozSifend oblast -10, UP element) promotoru, dochézi k jejich
vazbé pies jednotlivé domény podjednotky o. Uzavieny komplex RNAP je tvorfen
dvouvldknovou DNA, kterd je obklopena RNAP od oblasti -55 do +1. Kinetické
zmény vedou k izomerizaci vldkna DNA a vytvofeni otevieného komplexu.
Dvouvlaknova DNA se ohne a je postupné rozpletena v pozici -11 a +2 (Gries et al.,
2010) a vznikne transkripcni bublina o velikosti 12 — 14 nukleotidid (Tsujikawa et al.,

2002; Bae et al., 2015).

.....

promotorech vznikaji béhem pocatecnich fazi transkripce tzv. abortivni transkripty,
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dlouhé pftiblizné¢ 2 — 12 nukleotidii (Lee a Borukhov, 2016). Abortivni iniciace
transkripce byla prokdzana nejen u bakterii, ale také u eukaryotnich bun¢k a
bakteriofagl in vitro (Hsu et al., 1995), pozdé&ji také u E. coli za in vivo podminek
(Goldmanet et al., 2009). Transkript, tvofeny 4 — 5 nukleotidy, je v kontaktu
s doménou 3 podjednotky o, kterd uzavira RNA exit kanal (Basu et al., 2014; Zuo
a Steitz, 2015). Poté, co ma transkript velikost pfiblizn¢ 12 a vice nukleotidd,
dochdzi k preruSeni kontaktu mezi jadrem RNAP a promotorem (Revyakin et al.,
2006). Tento d& oznacujeme jako promotor escape. (Winkelman et al., 2015).
Velikost diskriminatoru a sekvence nové syntetizované RNA ovliviiyji délku vldkna
RNA potiebnou k jeho uvolnéni z promotoru. Také maji vliv, jak c¢asto bude
dochdzet k abortivni iniciaci transkripce (Henderson et al., 2017; Heyduk a Heyduk
2018).

Downstream DNA, tvorici transkripni bublinu, se postupné hromadi v RNAP
mechanismem nazyvanym scrunching (zasouvani). Nasledné podjednotka o
disociuje z jadra RNAP a pokracuje elongaéni faze transkripce (Winkelman et al.,
2015; Lee & Borukhov 2016). K disociaci podjednotky ¢ napomaha také vznikajici
vlakno RNA (Barvik et al, 2017). K zahgjeni transkripce se jako substrat nemusi
uplatiiovat pouze iNTP. V zavislosti na riznych ristovych podminkdch muze byt
transkripce a nasledna genova exprese iniciovana pomoci oligonukleotidi o délce
2 — 5 bazi nazyvanych jako nanoRNA (Mechold et al., 2007; Goldman et al., 2011;

.....

NAD+, NADH nebo koenzym A (Bird et al., 2016).
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Obrazek 9: Inicia¢ni faze transkripce: Holoenzym RNAP je
znazornén modrou barvou. Na svém jadfe ma navazané
jednotlivé domény podjednotky o (znazorn€né oranzovou,
rizovou a cervenou barvou). Podjednotky o, tvofené N-
terminalni a C-terminalni doménou jsou znazornény Sedé. Pii
tvorbé uzavieného komplexu (RPc) je RNAP v kontaktu
s vldknem DNA (templatové vlakno- zelen€, netemplatové-
oranzove). Izomerizaci DNA vlékna vznika otevieny komplex

.....

spojena se syntézou kratkych transkriptd. Pferusovanou carou
jsou zndzornény jednotlivé kanaly RNAP, rizovou kuli¢kou-
katalytické centrum RNAP tvofené Mg”". Upraveno a
prevzato z: (Lee a Borukhov, 2016).

1.4.2 Elongace transkripce

Poté, co podjednotka ¢ disociuje z jadra RNAP, dochazi
k vytvofeni elongacniho komplexu. Tento komplex se
dale posouva po fetézci DNA a podle principu
komplementarity je syntetizovano nové vladkno RNA.
V aktivnim centru RNAP jsou vytvafeny fosfodiesterové
vazby mezi 3° OH skupinou ribézy a a-fosfatem
ptichoziho NTP. (Steitz et al., 1994). Nové syntetizované
vldkno RNA se postupné uvolnuje z elongacniho
komplexu a opousti RNAP pies RNA kanal (Vassylyev,
2009). Stabilita elonga¢niho komplexu je podpofena
Toto zOZeni

RNAP a

zzenim hlavniho kandlu. pozitivné

ovliviiuje  interakce mezi nukleovymi
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Obrazek 10: Elongaéni  faze
transkripce:  V pocateCnich  fazich
transkripce dochazi k postupné syntéze
nascentni RNA (zndzornéna cerveng).
Poté co transkript dosahuje velikost 12 a
vice nukleotidi nasleduje promotor
escape. Elonga¢ni komplex vznika
disociaci podjednotky o zRNAP a
vznikajici vlakno RNA opousti jadro
RNAP prostfednictvim RNA  exit
kanalu. Upraveno a ptevzato z: (Lee a
Borukhov, 2016).



kyselinami (Vassylyev ef al., 2007). Timto zptisobem dochazi k syntéze RNA vldkna
dlouhého az tisice nukleotidii, dokud neni stabilita elongacniho komplexu naruSena

na terminatorech (Vassylyev, 2009).

Ditlezitou ulohu v elongacni fazi plni transkripni regulatory nazyvané jako
elongacni faktory. Tyto faktory mohou ovliviiovat rychlost probihajici transkripce,
pfipadn€ i jeji pozastaveni nebo Uplné zastaveni. (Yang et al, 2009). Nékteré

elongacni faktory se vazou do sekundarniho kanalu RNAP.

Elonga¢ni faktory mohou byt proteiny, nekodujici RNA (napf. 6S RNA, Msl
objevend u mykobakterii), malé peptidy, aminokyseliny atd. (Borukhov et al., 1993;
Yang et al., 2009). Prikladem jsou: Gre faktory (GreA, GreB), Nus faktory atd.
(Borukhov et al., 2005). Podrobnéji se regulaci transkripce vénuju v kapitole:

2 Regulace transkripce

1.4.3 Terminace transkripce

Terminaci transkripce rozumime jeji ukonceni. RNAP rozpozna specifickou sekvenci
DNA oznafovanou jako terminator, kterd ukonci syntézu nové€ vznikajici vldkna
RNA. Rozeznavame dva zplsoby, kterymi je transkripce ukoncena. Terminace

zavisla nebo nezavisld na proteinu Rho.
1.4.3.1 Rho-zavisla terminace

Rho-zavisla terminace je zavisla na pfitomnosti faktoru Rho. Tento protein je sloZzen
z Sesti podjednotek uspotddanych do kruhu ( Kriner a Groisman, 2017). Na C-
terminalni doménu faktoru Rho se vaze adenosintrifosfat (ATP), ktery poskytuje
energii nutnou k translokaci podél vlakna RNA (Richardson, 2003). Po vazbé N-
terminalni domény faktoru Rho na specifickou sekvenci RNA bohatou na cytosin
(dlouhou pfiblizné¢ 40 nukleotidi) zaéne Rho faktor za spotieby ATP putovat po
vlakn¢ az k RNAP, kde narusi stabilitu elongacniho komplexu. K rozpadu
elonga¢niho komplexu dochézi pravdépodobné mechanickym vytazenim RNA (Park
a Roberts, 2006). Druhou moznosti je pfima vazba proteinu Rho na RNAP, nicméné

tento zplsob terminace transkripce je méné ucinny (Epshtein et al., 2010).
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Regulace faktorem Rho je zaloZena na kompetici s transkripénimi faktory NusA
a NusG o vazebné misto na RNA. Pokud dochazi k navazani faktoru NusA, snizuje
se aktivita RNAP, coz mize vést k ukonCeni transkripce (Michiel et al., 2005).
Naopak faktor NusG urychluje uvolnéni syntetizovaného vldkna RNA z elonga¢niho
komplexu a nésledné piasobeni faktoru Rho na RNAP, coz vede k terminaci

transkripce (Cardinale ef al., 2008).

P smycka

Obrazek 11: Struktura a topologie proteinu Rho: Struktura znizorfiuje orientaci N-
termindlni (N-znazornéna azurové) a C-terminalni domény (C-znazornéna ¢erveng) proteinu
Rho. N-terminalni doména je slozena ze spiralovité struktury a OB-subdomény. OB domény
jsou slozeny pftiblizné ze 70 — 150 aminokyselin a vdZou se na jednovldknovou DNA. Tyto
domény jsou znamé diky své vazb& na oligonukleotid/ oligosacharid a ucastni se kontroly
poskozeni DNA jako jednovlaknové vazebné proteiny (Flynn a Zou, 2010). Zlutou barvou je
zndzornén linker, ktery propojuje C-terminalni a N-terminalni doménu. C-terminalni doména
je slozena z RecA ATP-vazebného zahybu a mensi spirdlovit¢é subdomény. Smycky R
(zeleng) a Q (fialove) jsou zapojeny do asociace s RNA. P smyc¢ka (modie) je nezbytna pro
vazbu ATP a hydrolyzu. Upraveno a ptevzato z: (Skordalakes et al., 2003).

1.4.3.2 Rho-nezavisla terminace
Druhym zpiisobem ukonceni transkripce je Rho-nezavisla terminace, ktera
nevyzaduje ptitomnost faktoru Rho. Cinnost RNAP je zastavena vytvofenim

terminacni vlasenky bohaté na G+C. Za invertovanou vlasenkou nasleduje uracilova

oblast (U-oblast) dlouhd pfiblizn¢ 7 — 9 nukleotidl. V blizkosti oblasti G+C mizeme
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nachazet také oblast A, kterd podporuje terminaci transkripce (Heinet al., 2014).
Délka a tvar vlasenek se muze u jednotlivych bakteridlnich druht lisit (Mitra et al.,
2009). Terminac¢ni vlasenka je po navazani skladana v RNA kanalu. Mezi uracilem
nov¢ syntetizovaného vlakna RNA a adeninem v DNA se vytvaii pouze dva
vodikové mustky. SniZzené celkova pevnost téchto interakei pak vede k destabilizaci
elongac¢niho komplexu, disociaci RNAP a terminaci transkripce (Michiel et al., 2005;

Hein et al., 2014).
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2 REGULACE TRANSKRIPCE

Nezbytnou schopnosti bakterii, nutnou pro pteziti, je schopnost adaptovat se na
podminky vnéjsiho prostiedi. Tato schopnost je umoznéna diky regulaci na Grovni
genoveé exprese. Jedna se o mechanismy, které vedou k syntéze a expresi genu ve
spravnou dobu a na spravném misté. Regulace exprese jednotlivych gena probiha na
vSech stupnich genové exprese: transkripci a potranskripéni modifikaci, translaci
a potranslaéni modifikaci. U prokaryotickych organismli pfevazuje regulace na
urovni iniciace transkripce (Paul et al., 2004). V této fazi buiika rozhoduje, zda bude
zahajena transkripce a tedy jestli bude piislusny gen ptepisovan do vldkna mRNA
a podstoupi do dalsi faze genové exprese — translace. Na regulaci transkripce se
podileji proteinové a neproteinové transkripéni faktory, které dale obecné

charakterizuji.

Transmitter
| Receiver

,’GDPIGTF’ (P)ppGpp ATP +
’ PRI GDPIGTP \

Obrazek 12: Schéma RNAP: Schéma RNAP a 6 ruznych typt faktord, které reguluji
aktivitu RNAP v zavislosti na riznych podminkach prosttedi u M. tuberculosis . CarD —
esencialni faktor transkripce, ktery interaguje s RNAP skrze R/ID doménu a s fetézcem DNA
pomoci domény DBD. RbpA - esencialni faktor transkripce slozeny z: NTT (N-terminalni
doména), RDC (zékladni doména), BL (linker) a SID (c-interakéni doména). Relyy, — pfi
stringentni odpovédi bunky, slozen zdomény HYD - (p)ppGpp hydrolazova doména
a domény SYN - (p)ppGpp syntetazova doména. TFs — transkripéni faktor, slozen z: RBD
(RNAP-vazebné doména) a DBD (DNA-vazebna doména). TCSs — dvoukomponentovy
regulacni systém M. tuberculosis: HK (histidinova kinaza reagujici na specifické zmény
podminek v prostfedi) a RR (regulator odpovédi, ktery svou vazbou na DNA aktivuje
transkripci specifického regulonu). Pfevzato z: (Flentie et al., 2016).
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2.1 Transkripéni faktory

Jako transkripéni faktory oznaCujeme proteiny se schopnosti regulovat transkripci
DNA. Transkripéni faktory délime na aktivatory a represory. Aktivator interaguje se
specifickou sekvenci a zvysuje transkripci genu fizenou timto promotorem. Pripadné
muze interagovat s RNAP a ménit jeji vazebnou preferenci k pfisluSnym
promotorim (Lee et al., 2012). Naopak represor se vaze na regulacni oblast DNA,
tzv. operator (oblast mezi promotorem a pocatkem transkripce) a blokuje transkripci.
Vazba represoru brani navazani RNAP, piipadné dochazi k vytvoreni simultanni

.....

genu nedochazi (Rojo, 2001).

Funkce néekterych transkripcnich faktorti v regulaci genové exprese je znama, avSak
je patrné, ze stale existuje mnoho neznamych transkripcnich faktort, které vyvolavaji
zajem o jejich studium. Studie zroku 2018 objevily u M. tuberculosis novy
transkripcni faktor Rv1265, ktery interaguje s malou nekodujici RNA Merll.
Exprese Mcrll reaguje na zvySené hladiny cAMP béhem infekce zplsobené
M. tuberculosis. Genova regulace tohoto mechanismu vSak nebyla doposud zndma.
Novy transkripéni faktor Rv1265 se vaze na ATP 1 DNA a reguluje svou vlastni
expresi 1 expresi Mcrl1 (Girardin ef al., 2018).

Avs$ak aby byla bakterialni buiika schopna reagovat na ndhlé¢ podnéty z okolniho
prostfedi, je nutné regulovat interakci transkripénich faktorG s RNAP. Transkripéni
aktivita ptivodniho faktoru sigma je inhibovana na zéklad¢ slozitych regulacnich
kaskad. Koncentrace faktorti ¢ ovliviwuji: i) anti-o faktory a ii) adaptérové proteiny.
Adaptérovy protein se vaze na faktor sigma a zpuisobuje jeho proteolyzu. Anti-o

faktor se vaZe na faktor ¢ a autoinhibuje jeho transkripci (Trevifio et al., 2013).

Napf. novy anti-c faktor u M. tubeculosis s nazvem Rv1222 piisobi jako inhibitor
transkripce béhem promotor escape a prodluzovani ftetézce noveé vznikajiciho
transkriptu. Rv1222 soucasné interaguje s RNAP a vldknem DNA. Touto interakci
dochdzi k ukotveni RNAP na vlakno DNA a zpomaleni syntézy nové vznikajiciho
vlakna mRNA (Rudra et al., 2015).
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Obrazek 13: Transkripéni faktor Rv1222 inhibuje transkripci in vivo i in vitro: Po
vytvofeni otevieného komplexu béhem transkripce byl do reakéni smési pfidan protein
Rv1222. Reakce byly zastaveny v rtuznych casovych intervalech po iniciaci transkripce
(pfidanim nukleosidtrifosfatu). (A) Pokud nebyl Rv1222 pfitomny v reakéni smési (0 nM),
transkript byl nasycen RNAPy g béhem 5 min. Po pfidani 200nM Rv1222 se vsak doba
nutni k nasyceni prodlouzila na 20 min. Pfi koncetraci 400 nM Rv1222 a ¢ase 80 min nebyl
transkript nasycen. Na zaklad¢ intenzity prouzkl ziskanych transkripénimi testy in vitro byl
sestrojen graf, ktery vyjadiuje nasyceni transkriptti v zavislosti na ¢ase a rizné koncentraci
proteinu Rv1222. (B) Vysledky ziskané u E. coli byly obdobné jako M. tuberculosis. Cas
potfebny k nasyceni transkriptit RNAP byl vSak nizsi. Upraveno a pievzato z: (Rudra ef al.,
2015)

2.1.1 Proteinové transkrip¢ni faktory

Nejlépe charakterizovanou regulacni siti je modelovy organismus E. coli, u kterého
je identifikovano piiblizn€ 197 transkripénich faktort.. Ptiblizné 60 transkripnich
faktort je sekvencné specifickych pouze pro jeden promotor. Nékteré transkripcni

faktory vSak mohou regulovat vice gend. Asi polovina regulac¢nich gent E. coli je
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fizena priblizn¢ sedmi transkripénimi faktory: IHF, FNR, Fis, CRP, NarL, Lrp a
ArcA (Browning et al., 2004).

V piipadé M. tuberculosis je zndmo piiblizn¢ 200 transkripcnich faktori, které
spolecné s DNA vazebnymi proteiny reaguji na signdly z vnéjSiho prostiedi

a ovliviiyji expresi jednotlivych gend. (Rustad et al., 2014)

Ze stovek existujicich faktorti bych se rad v této kapitole zminil o dvou dualezitych
transkripénich  faktorech, které jsou esencidlni pro iniciaci transkripce

u mykobakterii — RbpA a CarD.

2.1.1.1 RbpA

RbpA je protein o velikosti 14 kDa s dimerni strukturou. Poprvé byl izolovan ze
Streptomyces coelicolor. Vaze se na RNAP, modifikuje jeji jadro, zvySuje afinitu
vazby faktoru sigma a tim vytvoreni holoenzymu RNAP a rozpoznéni specifickych
promotorovych sekvenci (Hu et al., 2016). Na rozdil od kmenu Actinobacteria
nenachazime tento transkripcni faktor u klasickych modelovych organismi, jako

jsou: E. coli, B. subtilis, nebo T. thermophilus (Hubin et al., 2017).

RbpA je slozen z N-termindlni domény, N-terminal tail (NTT), kterd interaguje
s podjednotkou B’ a podjednotkou c. Déle z jadra, core domain (CD) RbpA, ktera
interaguje s podjednotkou B’ a z C-terminalni domény, o-interaction domain (SID),
interagujici s podjednotkou o. Mezi CD a SID doménou se nachdzi linker, basic
linker (BL), ktery interaguje s promotorovou sekvenci upstream pied rozsifenou

oblasti -10 (Ayyappasamy et al., 2018; Jensen et al., 2019).

Bylo prokazano, Zze pokud dochazi k mutaci BL domény a k deleci domény NTT
a CD, dochazi tak k zpomaleni ristu bakterii. Pro interakci RbpA s RNAP je dulezita
pouze doména SID (Prusa et al., 2018). BL linker spole¢n¢ s doménou SID jsou pak
nezbytné pro stabilizaci oteviené¢ho komplexu za in vitro podminek (Jensen et al.,

2019).

.....

a stimuluje tvorbu oteviené¢ho komplexu. Na rozdil od E. coli a podobné jako u B.

subtilis (Whipple a Sonenshein, 1992) je otevieny komplex u mykobakterii velmi
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nestabilni s polo¢asem rozpadu nékolik minut i méné. RbpA se spole¢né s CarD

podili na jeho stabilizaci (Davis et al., 2015; Ayyappasamy et al., 2018).

Oba faktory se spolecné uplatituji pii regulaci genové exprese a tedy v patogenezi
onemocnéni. V infikované tkani ma M. tuberculosis omezeny ptistup k zivinam (Shi
a Xie, 2011). V podminkdch chudych na Ziviny dochézi k bakterialnimu stresu

a geny carD a rbpA jsou nadprodukovany (Salazar et al., 2013; Jensen et al., 2019).

Piivodni teorie naznacovaly, ze RbpA hraje roli pii tvorbé rezistence na rifampicin na
zéklad¢ dvou mechanismii: i) konkurence RbpA a rifampicinu o vazebné misto na
RNAP nebo ii) alostericka zména vazebného mista a snizeni afinity rifampicinu
k RNAP. Nyni vsak vime, ze se RbpA véaze na podjednotku B RNAP do oblasti
SBHMs (Sandwich-Barrel Hybrid Motif) a nepiekryva tak vazebné misto pro
rifampicin (Hu et al., 2012).

A B

RbpA-SID «1

RNAP JY
Podjednotka O'A ] A363 K_ Y
RbpA  mmm

Obrazek 14: Struktura transkripéniho faktoru RbpA: (A) Modelové vyobrazeni
komplexu: RNAP ($edg), podjednotka o* (zeleng) s navazanym faktorem RbpA (Servend) a
promotorovou DNA (templatové vlakno — modte, netemplatové — Cervené) u M. smegmatis.
Upraveno a prevzato z: (Perumal et al., 2018). (B) Krystalicka struktura C-terminalni
domény (RbpA-SID) v komplexu s podjednotkou 6™ u M. tuberculosis. Modfe je znazornéna
C-terminalni doména RbpA, oranzové doména 2 podjednotky ¢* a purpurové a N-terminalni
doména faktoru o*. Upraveno a pievzato z: (Hubin et al., 2015).

2.1.1.2 CarD

CarD je protein slozeny z 162 AMK u M. smegmatis. Sklada se z (i) N-termindlni
domény (RID), ktera interaguje s podjednotkou B, (ii) C-terminalni domény (DBD)
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interagujici s promotorovou sekvenci DNA a (iii) zbytku tryptofanu (W85), ktery je
v kontaktu s hornim okrajem transkripni bubliny (Srivastava et al., 2013). C-
koncova doména se podobd HMGA (high mobility group) u eukaryotickych
organismtii. HMGA ptedstavuji skupinu proteinii nehistonové povahy bohatych na
AT DNA-vazebné oblasti a kysele nabit¢ aminokyseliny. Jsou soucasti chromatinu
a podileji se na jeho remodelaci a tvorbé nukleoproteinovych komplexti (Cayuela et
al., 2003; Arnanz et al., 2010). CarD je esencidlni transkripcni faktor u M.

.....

RNA stabilizaci transkripcni bubliny (Stallings et al., 2009; Rammohan et al., 2016).

Proteiny CarD nejsou konzervované u eukaryot, ale jejich distribuci mizeme
pozorovat u bakterii, napt. T. thermophilus, B. burgdorferi, M. tuberculosis atd.
(Stallings a Glickman, 2011). Mykobakterie, které postradaji transkripéni faktor
CarD, jsou citlivé na ciprofloxacin, oxida¢ni stres, hladovéni a nejsou schopné

replikace (Srivastava et al., 2013).

CarD a RbpA vsak nejsou pouze esencidlnimi aktivatory transkripce u mykobakterii.
Nové¢ studie poukazuji na skutecnost, Ze patrné plni funkci jako represor. Spolecné
reguluji rychlost tvorby otevienych komplex, ale také zpomaluji tnik promotort
a mohou inhibovat syntézu transkriptii plné délky, coz mize mit za nasledek represi

transkripce (Jensen et al., 2019).

@ 7th CarD-RID
@ 7th CarD-CTD
@ Eco TRCF-RID

Obrazek 15: Struktura faktoru CarD: Krystalicka struktura transkripéniho faktoru CarD u
T. Thermophilus. N-terminalni doména (RID) je znazornéna rizoveé a vykazuje strukturni
podobnost s Sedé¢ vyobrazenou N-terminalni doménou TRCF-RID (TRCEF: transcription
repair coupling factor) u E. coli., C-terminalni doména CarD (CTD) je zndzornéna zelené.
Prevzato z: (Srivastava et al., 2013).
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Obrazek 16: Model spolecné interakce RbpA a CarD béhem transkripce: V pozadi je
Sedé znazornén holoenzym RNAP, &erné je vyobrazen navazany faktor c”. Vlakno DNA
(templatové — svétle modfe, netemplatové — fialove) je slozeno z promotorové sekvence
s oblasti -10 a -35 (zelené). Upraveno a ptevzato z: (Jensen et al., 2019).

2.1.2 Neproteinové transkrip¢ni regulatory

Regulace iniciace transkripce je také zprostfedkovana za pomoci malych molekul —
alarmonu ppGpp a iniciacniho nukleosid trifosfatu, ale rovnéz pusobenim
nekodujicich RNA (6S RNA, Msl), vitamind atd. (Srivatsan a Wang, 2008;

Rabatinova et al., 2013).
2.1.2.1 Regulace alarmonem ppGpp

Stringentni odpoveéd’ chapeme jako reakci builky na nedostatek aminokyselin, pfi
kter¢ dochazi k produkci guanosin-5’-difostat-3’-difosfat (ppGpp). V bunce se
nachazi ve dvou podobach: i) guanosin tetrafosfatu (ppGpp) nebo ii) guanosin

pentafosfatu (pppGpp); (Potrykus a Cashel, 2008).

Tato reakce je aktivovéna zafazenim nenabité tRNA do mista A (aminokyselinové
misto, tj. misto, kde se vdze tRNA s novou AMK) na ribozomu. Nenabitd tRNA
aktivuje RelA protein asociovany s ribozomem, ktery katalyzuje hydrolyzu GTP

nebo GDP na alarmon (p)ppGpp za vyuziti ATP (Zhang et al., 2018). U vSech
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mykobakterii nachdzime konzervovany protein s ndzvem RelMtb, ktery je dilezity
zejména pii chronické fazi infekce in vivo. Stringentni odpovéd’ u mykobakterii tak
predstavuje podstatny molekularni mechanismus, jak odoldvat poskozeni zplisobené

hostitelem (Prusa et al., 2018).

Pti nedostatku mastnych kyselin, zeleza, fosforu atd. je aktivovan enzym SpoT, ktery
dokaze (p)ppGpp jak syntetizovat, tak hydrolyzovat na GTP/GDP a pyrofostat
(Vinella et al., 2005).

Alarmon (p)ppGpp se podili na globalni regulacni odpovédi, pii¢emz negativné
reguluje expresi mnoha genli, zejména inhibuje syntézu RNA (rRNA, tRNA
promotort, nékterych mRNA promotoril); (Durfee et al., 2008). Naopak aktivuje
rizné protedzy a biosyntetick¢ drahy, podilejici se na syntéze aminokyselin
z nukleotidl, lipidi. Také ovliviiuje afinitu primarniho faktoru sigma k RNAP.
Snizenim afinity se do interakce s RNAP zapojuji alternativni faktory sigma

(Srivatsan a Wang, 2008).

U gram-negativnich bakterii dochazi ke spolupraci s kofaktorem DksA a urychluje
tak tvorbu otevienych komplex pfi iniciaci transkripce zaminokyselinovych
promotort. Diskriminator promotord pro syntézu aminokyselin je bohaty na AT
oblasti, coz podporuje vytvareni stabilnich otevienych komplexti (Srivatsan a Wang,
2008). AvSak u gram-pozitivnich bakterii nedochédzi k pfimé interakci alarmonu
s RNAP. Bylo zjisténo, Ze regulace stringentni odpovédi probiha nepiimo pftes
ovlivnéni koncentrace GTP. Diskriminator promotori pro rRNA obsahuje GC bohaté
transkripci tfRNA genil u B. subtilis slouzi GTP, ktery svou piitomnosti stabilizuje
otevieny komplex RNAP a promotoru. Rovnéz GTP slouZi jako dulezity substrat pro
syntézu (p)pGpp. Pfi zahdjeni stringentni odpovédi dochazi k poklesu koncentrace
GTP, ktery se vyuzije pro syntézu ppGpp. Navic se alarmon ppGpp aktivné podili na
inhibici  syntézy = GTP blokovanim funkce enzyml hypoxantin-guanin
fosforibosyltransferazy a guanylat kinazy, tedy enzymi zapojenych do syntézy GTP.
V konecném dusledku maji tyto regulani drdhy vliv na sniZeni transkripce genti

kodujicich rRNA (Srivatsan a Wang, 2008; Corrigan et al., 2016).
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Obrazek 17: Efekt pusobeni alarmonu (p)ppGpp u M. tuberculosis: Relyy, doména je
zodpovédna za syntézu i hydrolyzu alarmonu (p)ppGpp. Pii syntéze dochdzi k pienosu
5'-B,y-pyrofosfatu z molekuly ATP na 3-OH GDP nebo GTP. Pokud je bunka vystavena
stresu, je aktivovan alarmon (p)ppGpp, ktery vede ke zménam genové exprese, metabolismu
purind, metabolismu polyfosfatizy (polyP) a dalSim, doposud neobjevenym zménam
v regulaci alarmonem. Upraveno a pievzato z: (Prusa et al., 2018).

2.1.2.2 Regulace molekulou iNTP

Iniciaéni nukleosid trifosfaty jsou malé efektorové molekuly, které se béhem
Rozeznavame dvé skupiny promotorti v zavislosti na koncentraci iNTP ovliviujici
stabilitu otevieného komplexu a tim promotorovou aktivitu. Prvni skupinou jsou tzv.
[INTP]-senzitivni promotory, které vyzaduji pro maximalni aktivitu relativné
vysokou koncentraci iNTP. Nizké hladiny [iNTP] vedou k dal§i destabilizaci
otevieného komplexu. Naopak zvySena koncentrace iINTP otevieny komplex
stabilizuje a tim zvySuje 1 transkripcni aktivitu. Druhou skupinu tvofii tzv. [iNTP]-
nesenzitivni promotory, které jsou stabilni a mohou dosdhnout maximalni aktivity i

pii nizké koncentraci iNTP (Krasny et al., 2008).

2.1.2.3 Nekodujici RNA

Jako nekodujici RNA (ncRNA) oznacujeme molekuly, které nejsou piekladany do
proteind. Malé nekddujici RNA mizeme podle velikosti rozdé€lit na dlouhé ncRNA
(o velikosti > 200 az 300 nt) a kratké ncRNA (< 200 nt). I pfesto, Ze se jedna o RNA,

které nekoduji zadné proteiny, maji vyznamnou regulaéni funkci v procesu
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Do skupiny ncRNA fadime funk¢éni molekuly, jako jsou tRNA, rRNA, které maji
zdsadni vliv na regulaci transkripce a translace. Zajem o studium skupiny
nekodujicich RNA vyvolal objev dalsich nekonvencnich regulacnich molekul, jako
jsou siRNA (small interfering RNA) a miRNA (microRNA), které zastupuji funkci
transkripcnich aktivatori nebo represorti v regulaci genové exprese. Také se podili

na koordinaci potranskripcnich modifikaci a kontrole stability RNA (Srijyothi et al.,

Jako prvni ncRNA, byla u E. coli identifikovana 6S RNA, u které¢ bylo prokazano, ze
inhibuje transkripci svou vazbou na holoenzym RNAP (Wassarman a Storz, 2000;
Cavanagh a Wassarman, 2014). V na$i laboratofi byla u modelového organismu
M. smegmatis objevena mald nekodujici RNA — Msl, ktera se na rozdil od 6S RNA
vaze na RNAP bez faktoru o. (Hnilicova et al., 2014; Sikova et al., 2019). Jeji
pfitomnost se piedpokladd i u jinych mykobakterii (Hnilicova et al., 2014).
Podrobnéji se obéma nekodujicim RNA vénuji v samostatnych kapitolach této

diplomové prace.
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3 6S RNA

6S RNA je kratka nekédujici RNA (sncRNA), vysoce abundantni béhem stacionarni
faze rustu. Jednd se o vibec prvni sekvenovanou nekddujici RNA a jeji homology
byly identifikovany ve vétSin€ bakteridlnich genomti. Bunécna funkce 6S RNA byla
zédhadou po mnoho let. Nyni vSak vime, Ze se podili na regulaci genové exprese svou
interakci se 6’° navézanou na RNAP (Wassarman a Storz, 2000; Cavanagh et al.,
2010). 6S RNA se sklada do vysoce konzervované sekundarni struktury v podobé
vypouklé vlasenky, ktera se napadné podoba transkripénimu komplexu DNA béhem
elonga&ni faze. P interakei dochézi ke kontaktu 6S RNA se ¢’ a podjednotkami B
a B’. Navazani 6S RNA je zalozeno na interakci s doménou 4.2 faktoru ¢”° (slozené
z kladn¢ nabitych aminokyselin) a zaporné¢ nabitym fetézcem RNA (Klocko

a Wassarman, 2009).

E. coli 6S RNA
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Obrazek 18: Sekundarni struktura 6S RNA u E. coli: Upraveno a prevzato z: (Wassarman, 2007)

6S RNA se podili na globalni regulaci transkripce svou interakci s RNAP. Pokud
dochazi k hladovéni bungk, 6S RNA vyvazuje faktor o'’ zholoenzymu RNAP
a potlacuje tak transkripci 6'°-dependentnich promotord. Vyvazanim '° se na RNAP

muzou navazat alternativni faktory sigma (Shephard et al., 2010).

V nutri¢né bohatém prostiedi se zvysuje hladina nukleosid trifosfatl, které umoziuji
rist buiiky. Opétovny rist je zaloZen na negativni zpétné regulaci, kdy 6S RNA
slouzi jako templat pro syntézu pRNA vldkna, dlouhého pftiblizné 14 — 20
nukleotidii. Komplex 6S RNA:RNA se stane nestabilni, coZ vede k uvolnéni z vazby
na RNAP a obnoveni transkripce housekeeping genl opétovnym navéazanim faktoru
6’° (Cavanagh et al., 2012). U B. subtilis nachazime dvé& formy nekodujici 6S RNA
(6S-1 a 6S-2 RNA), které interaguji s Ec™ RNAP (Trotochaud a Wassarman, 2005).
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pRNA vlakna a znovu obnoveni funkce 6 (Cabrera-Ostertag ef al., 2013).
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Obrazek 19: Mechanismus fungovani 6S RNA: Mezi DNA promotory a molekuly 6S
RNA dochazi ke kompetici o vazbu na RNAP v zavislosti na riistovych podminkach. Béhem
exponencialni faze rtstu jsou hladiny 6S RNA nizké. Naopak ve stacionarni fazi prevlada
piitomnost komplexti 6S RNA-6’°-RNAP, které inhibuji funkci ndkterych promotortl se
zamérem zvysit schopnost preziti bun€k ve stacionarni fazi ristu a béhem stresu. Ve chvili,
kdy se bunka dostava do nutricné bohatého prostfedi, se zvysi koncentrace nukleosid
trifosfatd (NTP) a 6S RNA slouzi jako templatové vlakno pro syntézu pRNA. Tato syntéza
destabilizuje komplex 6S RNA-6'*-RNAP , dochazi k uvolnéni faktoru ¢ a poté k degradaci
6S RNA. Uvolnénd RNAP se zapojuje do dalsi transkripce. Upraveno a pievzato z:
(Wassarman, 2007).

Nové studie ukazuji, ze na regulaci 6S RNA (a nékterych dalSich sSRNA: SibE, GevB
a OxyS) se v exponencialni fazi rustu podileji ribonukledzy. Pomoci testd in vitro
bylo prokazano, Zze RN4aza BN miize svou endoribonukléazovou aktivitou piimo
Stépit 6S RNA. Tento zavér je také podpotren faktem, ze polocas rozpadu 6S RNA
u bunék v exponencialni fazi ristu je ptiblizné 20 minut, zatimco ve stacionarni fazi,

pii které RNaza BN neni pfitomna, je 6S RNA zcela stabilni (Hua et al., 2016).
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Obrazek 20: Vliv RNazy BN na stabilitu 6S RNA béhem ruznych fazi ristu: (A)
Stabilita 6S RNA be&hem exponencialni faze rdstu u divokého kmene (wt) a A rbn
mutantnich bunék. Po ptidani rifampicinu bylo mnozstvi transkriptu stanoveno pomoci
metody Nothern blot. U divokého kmene doslo ke snizeni hladiny 6S RNA na polovinu
ptiblizn€ po 20 minutach od expozice rifampicinem. Naopak u mutantnich bunék A rbn byla
tato hladina stabilni po maximalni dobu meéteni, tedy 30 minut od expozice rifampicinem
(grafické znazornéni B). (C) Béhem stacionarni fize rustu nebyla pozorovana zadna
degradace 6S RNA u divokého kmene ani u bun€k A rbn (grafické znazornéni D). Upraveno
a prevzato z: (Hua ef al., 2016)
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4 MS1

Nedavno byla u modelového organismu M. smegmatis identifikovana nova
nekddujici SRNA — Msl o délce ~300nt. Msl je vysoce abundantni béhem
stacionarni faze ristu (jeji mnozstvi se zvysi ~115x oproti exponencialni fazi). Msl
interaguje s jadrem RNAP, ale bez piitomnosti jakéhokoliv primarniho faktoru o”*
nebo jin¢ho faktoru sigma. Zptisob interakce se tak liSi od 6S RNA, ktera interaguje
s holoenzymem RNAP obsahujicim navazany faktor sigma (Hnilicova et al., 2014;

Sikova et al., 2019).

Msl méa podobnou sekundéarni strukturu jako 6S RNA, tvofenou dvoufetézcovou
vlasenkou s centrdlni bublinou, ktera je esencidlni pro interakci s RNAP. Na 5’

a 3’konci nachazime dvé kratké vlasenky (Sikové et al., 2019).
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: ”ﬁm ' Obrazek 21: Sekundarni struktura Msl a

'y ¥ porovnani s 6S RNA: (A) Predpovézena
k! %! sekundarni struktura nové objevené sRNA -
(: lf Ms1 (B+C). Porovnani sekundéarni struktury 6S
£ & RNA u E. coli (B) a sekundarni struktury Msl u
31 M. smegmatis (C). Pievzato z: (Panek et al.,
4 2011).

Existence dal$ich homologti Ms1 RNA se ptedpoklada také u jinych mykobakterii a
aktinobakterii. AvSak Ms1 nebyla izolovéna/identifikovana u modelovych organismt
E. coli ani B. subtilis v zadné fazi bunécného ristu (Obrazek 22A) (Hnilicova et al.,

2014). Transkrip¢ni analyzou a metodou Nothern blot byl u M. tuberculosis objeven
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homolog Msl (pojmenovany jako MTS2823) o délce ~300nt, kumulujici se
prevazné béhem stacionarni faze rustu (Obrazek 22B); (Arnvig et al., 2011).

A B.s. Ec. Ms. B
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Obrazek 22: Objeveni nové nekodujici RNA — Msl: (A) PAGE gel obarveny pomoci
GelRed znazoriiuje celkové mnozstvi RNA izolované od B. subtilis, E. coli a M.smegmatis
béhem exponencidlni a stacionarni faze rtstu. Mnozstvi izolované Msl u M. smegmatis
odpovida mnozstvi 6S RNA izolované u B. subtilis a E. coli béhem stacionarni faze rustu.
Pievzato z: (Hnilicova et al., 2014). (B) Metodou Nothern blot byl u M. tuberculosis
izolovan pravdépodobny homolog Msl s ndzvem MTS2823, vysoce abundantni béhem
stacionarni faze rastu. Pfevzato z: (Arnvig ef al., 2011).

Ms1 ma vliv na intracelularni mnoZstvi RNAP. Jeho nepfitomnost snizuje produkci
mRNA zodpovédné za syntézu podjednotek B a B'RNAP, coz se projevi na mnoZstvi

proteinu (Obrazek 24); (Sikova et al., 2019).

Podjednotky B a B” jsou kodovany geny rpoB a rpoC a jsou transkribovany
zjednoho  operonu.

Tento operon ma u

mykobakterii

RpoB-RpoC mRNA 5'UTR
neobvykle dlouhou

rpoB-rpoC  5'UTR.
Ms1 Neobvykle dlouha

Obrazek 23: Predpovézena sekundarni struktura 5'UTR u rpoB-rpoC
RpoB-RpoC 5'UTR mRNA a porovnani se )
sekundarni strukturou Ms1 operonu byla objevena
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také pomoci RNA-seq experimenti u M. tuberculosis. (Arvig et al., 2011). Jedna
¢ast operonu rpoB-rpoC 5'UTR strukturné ptipomina Msl.
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Obrazek 24: Msl ma vliv na mnoZstvi RNAP béhem stacionarni faze ristu: (A)
Struktura kmene A Msl, zaloZend na deleci 255 nukleotidi z 304 nt dlouhého genu Msl.
Oblasti +3 az +257 byla nahrazena hygromycin-rezistentni kazetou. (B) Metodou qPCR byla
zméfena exprese gentl rpoB a rpoC kddujici podjednotky 3 a f° RNAP u: divokého kmene
(wt), kmene AMsl a AMsl+Msl (kmen slozeny zplazmidu nesouci kopii Msl pod
kontrolou jeho nativnim promotorem). U kmene AMs1 doslo k sniZeni exprese genl rpoB a
rpoC. (C) Kvantifikace RNAP metodou Western Blot za pouZiti protilatky proti podjednotce
B-RNAP. Kmen A Msl1 byl nasycen RNAP pfiblizné z 70% v porovnani s wt. Jinymi slovy,
nepiitomnost Ms1 béhem stacionarni faze snizuje mnozstvi RNAP az o 30%. Ptidanim kopie
Msl (AMs1+Msl) doslo k obnoveni hladin RNAP a tedy mezi AMsl+Msl a wt nebyly
pozorované zadné rozdily. Jako kontrola byl pouzit ribozomalni protein S3. Upraveno a
prevzato z: (Sikova et al., 2019).

Bylo zjisténo, Ze rozdilnd akumulace Msl béhem stacionarni a exponencidlni faze
ristu je ovlivnéna pfitomnosti ribonukleazy PNPazy. Exprese PNPazy s 3’ — 5’
fosforolytickou aktivitou je béhem exponencialni faze rGstu zvysena piiblizné 20x.
Béhem exponencialni faze se zvySuje také hladina RNazy E (28x) a RNazy J (8x).

Pro ovéteni, kterd ribonukledza ma vliv na degradace Msl in vivo, byly pomoci
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metody CRISPR pfipraveny kmeny s depleci RNazy J, RNazy E a PNPazy béhem
exponencialni faze ristu. Msl byla izolovana metodou Nothern blot a nasledné
kvantifikovana. Bylo zjisténo, ze RNaza E a RNéza J nezvysila hladinu Ms1. Naopak
depleci PNPazy se zvysila hladina Msl1 piiblizn€ o 30%. Predpokladalo se vSak, Ze
po depleci PNPézy budou hladiny Msl1 vyrazné Vy§§i nez 30%. Kromé PNPézy se

.....

(Sikova et al., 2019).

A

MnoZstwi Ms1 v exponencialni fazi
2 r -
rustu s redukowancu epresi RNaz

CRISPR knockdown

(EREE — — —

RNA recovery
marker

B 140
120

100
80
G0
20

0
a

&F -e?' Q-:.‘—\ cP

Hladina Ms1 [%]

CRISPR knackdown:

Obrazek 25: PNPaza se podili na regulaci exprese Msl: (A) Metodou Nothern Blot byla
izolovana Msl RNA z exponencialni faze rastu, po CRISPR depleci enzymi: RNazy E,
RNazy J a PNPazy. Pro kontrolu efektivity izolace RNA byl ptidan RNA recovery marker
(6S RNA z B.subtilis). (B) Nasledné byla hladina Ms1 kvantifikovana. Deplece RNazy E ani
RNézy J neméla vliv na zvySeni hladiny Msl béhem exponencialni faze ristu. Naopak
depleci PNPazy se zvysila hladina Ms1 pfiblizng o 30%. Pfevzato z: (Sikova et al., 2019).

Shrnuto, Ms1 je novy typ nekddujici SRNA, kterd interaguje s RNAP a ovliviiuje jeji
mnozstvi. Mechanismus, jakym Msl1 reguluje expresi RNAP podjednotek vSak neni
doposud znam. V této diplomové praci ptfispivdm k objasnéni funkce Msl v roli

regulace mykobakterialni transkripce.
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MATERIAL A METODIKA

4.1 Pristroje

Centrifugy

X/

¢ Universal 320 R (HETTICH) — chlazena stolni centrifuga, vyménné rotory,
max. otacky 15000 rpm

¢ Mini — Centrifuge (ROTILABO®) — stolni centrifuga o maximalnich otac¢kach
600 rpm

% Microfuge 20R (BECKMAN COULTER) — chlazena stolni centrifuga pro

mikrozkumavky, max. otacky 15 000 rpm

Termostaty

¢ Thermostat BT — 120 (LAB SYSTEM)
% Thermo Shaker TS — 100 C (BIOSAN) — blokovy termostat (pro
mikrozkumavky)

¢ Thermostat 5320 (EPPENDORF) — blokovy termostat (pro mikrozkumavky)
Trepacky

% Grant Bio PTR — 30 (P — LAB) — stolni tiepacky s moznosti vybéru programu
¢ Mini Rocker MR — 1 (BIOSAN) — pieklopna stolni tiepacka
¢ Horizontéalni tfepacka HS250 BS1 (IKA LABORATORTECHNIK)

Elektroforézy, zdroje napéti

¢ Owl™ EasyCast B1 A Mini Gel Electrophoresis System (THERMO
SCIENTIFIC) — horizontélni elektroforéza
% XCell SureLock™ Mini Cell Electrophoresis System (NOVEX) — vertikalni
elektroforéza
¢ Enduro 300V Power Supplies (LABNET INC.) — zdroj napéti
¢ Power Pac 3000 (BIO RAD) — zdroj napéti
% Mini Protean 3 Cell Electrophoresis System (BIO-RAD) — vertikalni

elektrofozéza vhodna pro Western Blot
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Dalsi pristroje
¢ UP200S ultrasonic device (Hielscher)
% Vortex Genie 2 (SCIENTIFIC INDUSTRIES)
s UV -1601PC UV — Visible (SHIMADZU) - spektrofotometr
¢ Ingenius (SYNGEN) — kamerovy systém
¢ Gene Pulser XCell (BIO-RAD) - elektroporator
« EG 2200 (KERN) — analytické vahy
% Termocykler MJ Research PTC-200
% Odyssey reader 9120 (LI-COR Biosciences)

4.2 Chemikalie a enzymy

V nasledujici tabulce (Tabulka 1) uvadim nejcastéji pouzivané chemikalie. VSechny
pouzité chemikalie, média a enzymy jsou uvedeny v popisech postupti jednotlivych

metod.
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Tabulka 1: Seznam nejcastéji pouzZivanych chemikalii

Seznam nejcastéji pouZivanych chemikalii, enzymu a dalSich

Nazev Firma
Sterilni H,O Braun
Bovine serum albumin (BSA) Sigma
Coomassie brilliant blue R - 250 Thermo scientific
Dimethylsulfoxid (DMSO) NEB
Ethanol 96% Penta
Formaldehyd Applichem
GelRed Bio-Rad
Glycerol Sigma
Glycin Serva
KCI (Chlorid draselny) Penta
Fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) P-LAB
Tween 80 Sigma
Tris-HCI Serva
Spektinomycin Serva
Streptomycin Serva
Kanamycin Serva
T4 DNA ligaza Takara
NaCl (Chlorid sodny) Lach-ner
5x GC pufr NEB
dNTP - ATP, CTP, GTP, UTP Roche
Phusion® High-Fidelity DNA Polymeraza NEB
6x Loading Dye Biolabs
Restrikéni enzymy (SCA 1, Nde [, Hind III, Xho I) Takara
Cutsmart pufr Biolabs
10x liga¢ni pufr Takra
MgCl, (Chlorid hotfecnaty) Penta
DTT (Dithiotreitol) Thermo scientific
Protedzové inhibitory Calbiochem
3x FLAG peptid Sigma Aldrich
PBS (Phosphate-buffered saline) Sigma
Reverse Mass DNA Ladder marker Biolabs
10x SAP pufr Takara
SAP (Shrimp alkaline phosphatase) Takara
5x GoTaq pufr Promega
GoTaq polymeraza Promega
Lachema

EDTA (ethylendiamintetraoctova kys.)
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Prehled pouzivanych pufra
% Lysis pufr

o 20 mM Tris (pH 7,9)
o 150 mM KCl
o 1mM MgCl,
o 0,5mM DTT
o 0,5mM PMSF
s Western pufr
o 25 mM Tris-Cl (pH 8,3)
o 195 mM glycin
o 20 % metanol
% IxTAE
o 2 M Tris-acetat
o 50 mM EDTA (pH 8.0)
¢ Bradfordovo ¢inidlo
o 100 mg Coomasie Brilliant Blue G -250
o 100 ml 8,5 % H3PO4
o 50 ml 96% ethanolu
o ddH;O (do 1 litru)
s Zpufrl
o 0,06 M Na,HPO,4 *12H,0
o 0.04 M NaH,PO4*2H20

o 0.001 M MgSO4*7H,0
o 0,01 M KCI
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4.3 Bakterialni kmeny

V nasledujicich tabulkach uvadim seznam pouzitych bakterialnich kment.

Tabulka 2 Seznam pouzitych kmenu Escherichia coli

Escherichia coli

Cislo Kmen Genotyp Zdroj
LK1249 1249/pSM128 DH50 pSM128 |  (Dussurget e al., 1999)
LK1886 1886/pTetInt-dCas9 DH5§C1;1;§tInt- (Choudhary et al., 2015)
LKA151 2151/SigA-FLAG-pTetINT Dg;if)gfg? Tarmila Hrilicova
LKk2369| 2309 PSMI28+Py0p (-295 19) ?iﬁ%%?ﬁf Agnieszka Sude
Lk2370|  2370/pSMI28+P0 (-242 +9) ]lzfjosbipzig/[};? Agnieszka Sude
Lkazt|  BTUPSMIZ84P, (22249) | PO RIIEN | Agnieszka Sude
Lkoato|  2410PSMI28¢P, (375+9) | PIPCROMISR | Jamila Hnilicovi
koaao|  2449/SigAC-FLAG-pTelINT ])Sli{g?(gll;e[:[% Tato prace
Lkasag|  2526/MoaB2FLAGpTerNT | DI PIeEL Tato price
Lkasyy|  2527/CarDFLAG-pTeunt | DLDAPIEURT Tato prace
Lkasog|  2528/RbpA-FLAG-pTetINT Dé{bi ‘ZF_’EE%T Tato prace

Pozn.: Tato prace - ptiprava kment probihala ve spolupraci s pracovniky Laboratote
mikrobidlni genetiky a genové exprese, konkrétné: Jarmila Hnilicova, Michaela
Sikova, Martina Janouskova
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Tabulka 3 Seznam pouZzitych kmeni Mycobacterium smegmatis
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Pozn.: Tato prace - ptiprava kment probihala ve spolupraci s pracovniky Laboratote
mikrobidlni genetiky a genové exprese, konkrétné: Jarmila Hnilicova, Michaela

.

Sikova, Martina Janouskova
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4.4 Primery

im seznam pouzitych primert.

4

V Tabulce 4 uvad

Seznam pouZzitych primeru

Tabulka 4
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4.5 Vektory

4.5.1 Plazmid pSM128

Tento reportérovy plazmid byl zkonstruovany Dussurgetem a kol. (1999) a bézn¢ se
pouziva pro méteni genové exprese u mykobakterii. Je tvofen replikacnim pocatkem
oriE, ktery umoziiuje replikaci v E. coli. Déle obsahuje gen pro rezistenci na
spektinomycin (E. coli) / streptomycin (M. smegmatis), lacZ bez promotoru a
restrikéni mista Kpnl a Scal. Po transformaci vektoru do M. smegmatis dochazi

k integraci ptes attB oblast v chromozomu.

Kpnl Scal Kpni
Obrazek 26: Schéma vektoru pSM128 (Caroll a James, 2009)

4.5.2 Plazmid pTet INT

Integrativni plazmid o velikosti 9676 bp. Tento vektor obsahuje restrikéni mista pro
Stépeni endonukleazami Scal a Hind I11. Dale je tvofen genem pro rezistenci ke

kanamycinu.
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Tet

tet promoter
1268 Ndel

pTet_INT_dCas3.ape

9676 bp
KanR

orie” dCas9

5376 Hindlil
524¢1 Scal
4869 Scal

4374 Scal

Obrazek 27 Schéma vektoru pTet INT

4.6 Kultivace bakterii

4.6.1 Mycobacterium smegmatis

Pristroje:

X/
L X4
X/
L X4

X/
L X4

Termostat BT — 120 (LAB SYSTEM)

Laboratorni analytické vahy EG 2200 (KERN)

Vortex (GENIE 2)

Chlazena stolni centrifuga UNIVERSAL 320 R (HETTICH)
Spektrofotometr UV - 1601PC UV - VISIBLE (SHIMADZU)

Horizontalni tfepacka HS250 BSK1 (IKA LABORATORTECHNIK)

Kultivacni média:

1) Tekuté kultivaéni médium 7H9 s glycerolem

Tabulka 5: SloZeni tekutého kultivaéniho média pro mykobakterie

KULTIVACNI MEDIUM 7H9 S
GLYCEROLEM
Difco™ Middlebrook 7H9 Broth 47 ¢g
Glycerol (100 %) 2 ml
ddH,O 900 ml
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2) Tuhé agarové médium 7H10 s glycerolem

Tabulka 6: SloZeni tuhého agarového média pro kultivaci mykobakterii

KULTIVACNI MEDIUM 7H10 S
GLYCEROLEM
Difco™ Middlebrook 7H10 Agar 19¢g
Glycerol (100 %) S5ml
ddH,0 900 ml

Priprava kultivacniho média:

X/
L X4

*
L X4

X/
L X4

Podle Tabulky S byly jednotlivé komponenty smichany v lahvi tak, Ze doslo
k rozpusténi prasku.

Stejn¢ tak bylo namichano pevné agarové médium 7H10 s glycerolem
(Tabulka 6).

Nasledné byly nddoby s médiem autoklavovany a nechany vychladnout.

Postup kultivace:

X/
L X4

X/
L X4

Bakteridlni kmen, uloZzeny v glycerinovych konzervach (skladované pfi
teploté -80°C), byl pomoci sterilni klicky rozetfen na Petriho misku s pevnym
agarovym médiem 7HI10 a pfisluSnym antibiotikem. Nasledné byl inkubovan

pii teploté 37 °C, 3 dny.

Poté bylo do Erlenmayerovy banky o objemu 100 ml pfiddno 25 ml 7H9
média a 62,5 ul 20% Tweenu 80 (2,5 pl na 1 ml kultivatniho média), ktery
slouzi jako prevence proti agregaci bakterii. Do takto pfipravenych banék byl
sterilni klickou resuspendovan bakteridlni kmen M. smegmatis z Petriho

misky.
Kultura byla kultivovana v termostatu a na tfepacce pfi teploté 37 °C, pies noc

Nasledné byla zmétena optickd denzita na UV-spektrofotometru pii vinové

délce 600 nm.

Poté bylo do Erlenmayerovy banky o objemu 300 ml pfiddno 100 ml 7H9
média a 250 pul 20 % Tweenu 80. Nasledne byl napipetovan ptislusSny objem
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mykobakterii, ktery odpovidal ODggo 0,1 cm™. Piipravené baiiky s kulturami

se daly tfepat na tfepacku do termostatu pii 37 °C.

¢ Po tfech hodinach bylo ke vzorkiim exponencialni faze riustu piidano 10
ng/ ml anhydrotetracyklinu (ATC) Poté probihala kultivace dalsi 3 hodiny pfi
teploté 37°C.

¢ Nasledné byly kultury sto¢eny ve vychlazené centrifuze na 9 000 rpm, 4°C, po
dobu 10 min. Bunky byly resuspendovany v 5 ml Lysis pufru a opét stoceny
pii 9 000 rpm, 4°C, 10 min. Nasledn¢ byly kultury zamrazeny pfi teploté -70
°C

¢ Po 7-10 hodinach ristu bylo ke kulturdm stacionarni faze ptfidano 10 ng/ml

ATC. Poté byly buiiky kultivovany pies noc pii teploté 37 °C.

X/

¢ Nasledné byly kultury stoceny (po 24 hodindch ristu) ve vychlazené
centrifuze pii 9 000 rpm, 4°C, 10 min. Bunky byly resuspendovény v 5 ml
Lysis pufru a opét stoceny pii 9 000 rpm, 4°C, po dobu 10 min. Nasledné byly
kultury zamraZeny pii teploté -80 °C.

4.6.2 Escherichia coli

Pristroje:
% Termostat BT - 120
% Laboratorni analytické vahy EG 2200 (KERN)
% Vortex (GENIE 2)
% Chlazena stolni centrifuga UNIVERSAL 320 R (HETTICH)
% Spektrofotometr UV — 1601PC UV — VISIBLE (SHIMADZU)
% Horizontalni trepacka HS250 BSK1 (IKA LABORATORTECHNIK)

Kultivacni média:

Tabulka 7: SloZené LB média pro kultivaci Escherichie coli

KULTIVACNI MEDIUM Luria — Bartoni
(LB)
trypton 10 g
NaCl 10 g
kvasinkovy extrakt 5S¢
ddH,0 1 000 ml
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Postup kultivace:

e Bakterie z glycerinové konzervy (skladované pii teplot¢ -80°C) byly
zaoCkovany do 10 ml LB média spole¢né se spektinomycinem (100 pg/ml) a
nasledn¢ byly inkubovany ptes noc pii teploté 37 °C na tiepacce.

¢ Poté byly kultury stoceny pii 9 000 rpm, 10 minut pii teploté 4 °C a zmraZzeny

pfi teplote -80 °C.

4.7 Méreni optické denzity
Tato metoda slouzi k ureni koncentrace bunc¢k v suspenzi na zakladé méieni
intenzity dopadajiciho svétla neabsorbovaného vzorkem. Mnozstvi absorbovaného

zéfeni je umérné koncentraci latky (buné€k) ve vzorku.

Pristroje:

0,

¢ Spektrofotometr UV - 1601PC UV - VISIBLE (SHIMADZU)

Postup prace:

% Do kyvety bylo pipetovano 900 pl ddH,O a 100 pl vzorku ziskaného
kultivaci.

¢ Jako blank slouzil 1 ml ddH,O.

% Nasledn¢ byla zméfena absorbance vSech kyvet na spektrofotometru pii
vlnové délce 600 nm.

% Na zaklad¢ vysledku absorbanci jednotlivych vzorkti byl podle Rovnice 1
vypocitan objem kultury, ktery byl zaockovan do vétstho objemu

kultivaéniho média (7,,) tak, aby OD, kultury odpovidala 0,1 cm™.
Rovnice 1: Vypocet optické denzity

) Vm
* = ODvz/0D0,1

4.8 Priprava glycerinovych konzerv
Diky glycerolu mohou byt bakterie dlouhodobé skladovany pii teploté -80°C.

Pristroje:

% Termostat BT - 120 (LAB SYSTEM)
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s Vortex (GENIE 2)
Postup prace:
¢ Bakterialni kolonie byla v pfislusném kultivatnim médiu s antibiotikem
kultivovéna pies noc pii teplote 37 °C.
% Nasledné bylo 850 ul kultury pfidano k 150 ul 100% glycerolu a konzerva
byla fadn¢ promichéna na vortexu.

¢ Takto pripravena glycerinova konzerva byla skladovana pfi teploté -80 °C.

4.9 Polymerazova retézova reakce

Pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR) byly amplifikovany geny kddujici
transkripcni regulatory RbpA, CarD, dale MoaB2, sigma A (sigA), sigma AC (sigA4
bez N-termindlni domény). Jako templat vreakci slouzila genomickd DNA
Mycobacterium smegmatis mc” 155 nebo plazmidova DNA s ptisluSnym inzertem.

Primery pouzité pro PCR reakce jsou uvedeny v Tabulce 4

Pristroje:

% Termocykler MJ Research PTC-200

Postup prace:

% Podle Tabulky 8 byla namichana reakéni smés

Tabulka 8: SloZeni reakéni smési pro PCR

Reak¢éni smés PCR (50 pl)
Templat Sul
Phusion 5x GC pufr (NEB) 10 pl
dNTPs 10nM 1 ul
DMSO (NEB) 1,5 ul
Sterilni H,O (BRAUN) 31,5l
Reverzni primer 0,25 pl
Forward primer 0,25 pl
Phusion High-Fidelity DNA Polymeraza 0,5 ul
(NEB) ’

% Nasledné byly zkumavky preneseny do termocykleru a byl zvolen program

PHUSION. Jednotlivé kroky tohoto programu jsou uvedeny v Tabulce 9
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Tabulka 9: Program PCR PHUSION

PCR PHUSION program
Pocet

Proces cyklii | Teplota| Cas

Iniciace denaturace 1x 98°C 30s

Denaturace 98°C 10 s

Annealing 30x 50°C 30s
Elongace 72°C 2 min
Zavérecna elongace 1x 72°C 6 min

4°C )

4.10 Horizontalni gelova elektroforéza

Tato metoda je zalozena na separaci makromolekul (DNA po metodé PCR)

v zavislosti na jejich rGzné velikosti a naboji. DNA je zaporné nabitd, a proto se

v elektrickém poli pohybuje od katody k anod¢.

Pristroje:

*
L X4
X/
L X4

X/
L X4

Zdroj napéti PowerPack 3000 (Bio-Rad)
Kamerovy systém InGenius (Syngene)
Horizontalni elektroforéza Owl™ EasyCast™ B1A Mini Gel Electrophoresis

Systems

Postup prace:

7
°e

X/
L X4

X/
°

V Erlenmayerové baice bylo rozpusténo 0,5 g agardzy v 50 ml 1x TAE pufru
(2M  Tris-acetat, 50mM EDTA, pH 8.0). Agar6éza byla rozpusténa
v mikrovInné troub¢.

Poté byl roztok agar6zy ochlazen proudem studené tekouci vody pod teplotu
cca 50 °C a nasledné bylo ptidano 5 pl GelRed (Bio-Rad).

Roztok byl promichan pro dikladné rozpusténi fluorescencni barvy a pielit do
elektroforetické aparatury.

Nésledné byl do tekutého gelu osazen htebinek vytvarejici komirky pro
nanaseni vzorki a gel se nechal ztuhnout cca 30 min.

Do elektroforetické aparatury byl nalit pufr 1x TAE, do néhoZ byly ponoifeny
elektrody 1 ztuhnuty gel a hiebinek byl opatrné vyjmut z gelu.
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Poté bylo do jednotlivych komiirek naneseno: 5 pul marker Reverse Mass DNA
Ladder (Biolabs) a 10 ul kazdého vzorku smichaného s 1,6 pl 6x Loading Dye
(Biolabs).

Zdroj napajeni byl zapnut na 120 V, po dobu 30 min.

Gel se separovanou DNA byl poté analyzovan pomoci kamerového systému

s UV lampou.

4.11 Stépeni plazmida

Abychom uspésné klonovali ziskané inzerty DNA do jednotlivych plazmidi, bylo

nutné plazmidy nejprve linearizovat. Plazmid pSM128 byl izolovan z E. coli, kmen

LK1249 a plazmid pTetINT izolovany z kmene LK1886.

Pristroje:

7
L X4

Blokovy termostat THERMO SHAKER TS — 100 C (BIOSAN)

Postup prdce:

Byla vytvorena reakéni smés, uvedend v tabulkach: Tabulka 10 a 11.
Zkumavky byly vloZzeny do termostatu a Stépeni probihalo pii 37 °C, 1
hodinu.

Vzorek se §t€penym plazmidem pSM128 byl separovan pomoci horizontalni
gelové elektroforézy (kapitola: 4. 10 Horizontalni gelova elektroforéza) a poté
izolovan z gelu.

Plazmid izolovany z gelu byl pteciStén ptes kolonku podle kapitoly: 4.73
Izolace DNA z agarozového gelu.

Dalsi Stépené plazmidy byly také pteciStény pies kolonku podle postupu
uvedeného v kapitole: 4.14 Cisténi NK pies QlAgen kolonu.
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Tabulka 10: Reakéni smés pro vektor pSM128

Plazmid pSM128 (40 pl)
Cutsmart pufr
(Biolabs) 4 ul
Vektor 20 ul
Scal (TAKARA) 3ul
ddH,O 13 ul

Tabulka 11: Reaké¢ni smés pro vektor pTetINT

Plazmid pTetINT (40 pl)
Cutsmart pufr
(EFiallihe) 4 ul
Vektor 13 ul

Ndel (Takara) 1 ul
Scal (Takara) 1wl
HindIII (Takara) 1wl
ddH,O 20 pl

4.12 TA klonovani

V ptipad¢ plazmidu pSM128 byl pozadovany inzert DNA klonovan pomoci tzv. TA
klonovani. Tento proces je zaloZen na principu komplementarity mezi adeninem a
tyminem. Na 3’ konci PCR produktu je ptevis jednoho adeninu, ktery se spoji

s linearizovanym plazmidem nesoucim na svém 5’ konci pfevis jednoho tyminu.

Pristroje:

% Termocykler MJ Research PTC-200

Postup prace:

R/

¢ Byla namichéana reakéni smés, uvedena v Tabulce 12.
% Zkumavka byla vlozena do pfistroje pfi teploté 72 °C, 30 minut.
% Poté byl produkt piecistén ptres kolonku, na zakladé postupu uvedeného

v kapitole: 4.14 Cisténi NK pries QIAgen kolonu.
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Tabulka 12: SloZeni reakéni smési pro TA klonovani

TA klonovani (20 pl)

5x GoTaq pufr (Biolabs) | 3 ul
GoTaq Polymeraza
(Promega) 0.8 l
10 nM dATP/dTTP 0,6 ul
ddH,O 15,6 ul

4.13 Izolace DNA z agaro6zového gelu
Vétsi mnozstvi produkti PCR reakce mulze vzniknout pifi méné castych
nespecifickych interakcich primerdt s DNA. Pomoci izolace DNA z gelu jsme

schopni ziskat band o spravné velikosti. [zolace byla provedena u plazmidu pTetINT.

K izolaci DNA ze vzorku byl pouzit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagene)

Pristroje:
% Blokovy termostat THERMO SHAKER TS — 100 C (BIOSAN)
% Laboratorni analytické vahy EG 2200 (KERN)
% Vortex (GENIE 2)
% Stolni centrifuga MICROFUGE 20R (BECKMAN COMLTER)

Postup prace:

e Gel ziskany horizontalni gelovou elektroforézou byl pomoci UV lampy
osvicen a nasledné€ byl z gelu sterilnim skalpelem vytiznut prouzek s DNA
o potiebné velikosti a vloZen do bezbarvé mikrozkumavky.

e Mikrozkumavka se vzorkem byla zvaZena na analytickych vahach.

e Nasledné byl ke vzorku ptidan trojnasobny objem QC pufru vzdy v zavislosti
na hmotnosti gelu (1 mg =3 pl).

e Poté byl vzorek inkubovan pfi teploté¢ 50 °C po dobu 10 minut. K lepSimu
rozpusteéni gelu byla mikrozkumavka obcas vortexovana.

e Po uplném rozpusténi gelu byl ke vzorku ptidan isopropanol v poméru 1:1
(100 mg vzorku -> 100 pl isopropanolu) a vzorek byl promichan.

e Roztok byl prepipetovan do QIAquick kolonky a stofen pii 13000 rpm,

1 minutu pti pokojové teploté.

60



o Cast vzorku protekla pies kolonku byla slita a nasledné bylo ptidano 0,5 ml
QC pufru a kolona se centrifugovala pii 13 000 rpm, 1 minutu pfi pokojové
teploté.

e Protekla ¢ast byla opét slita a nasledné bylo pfidano 0,75 ml PE pufru a
kolona byla opét stocena pti 13 000 rpm, 1 minutu pii pokojové teplote.

e Nasledné byla prazdnd QIAquick zkumavka stoc¢ena pii 13 000 rpm, 1 minutu
pfi pokojové teploté.

e Kolonka byla pfenesena do ¢isté mikrozkumavky a do stfedu membrany bylo
pipetovano 30 pl elu¢niho pufru EB.

e Nasledné byl vzorek inkubovan 1 minutu a poté centrifugovan pii 13000 rpm,

1 minutu pti pokojové teploté.

— ]  — ]| — ey —

@ | | | |

Solubilize Gel Bind Wash Elute Purified DNA

Obrazek 28 Izolace DNA z agarézového gelu (pievzato z manuilu PureLink® Quick
Gel Extraction Kit)

4.14 Cisténi NK pi‘es QIAgen kolonu
Pro procisténi PCR produktii nasleduje jejich purifikace pies QIAquick kolonu.
Timto procesem jsou jedno nebo dvoutetézcové fragmenty DNA z PCR procistény

od primerd, polymeraz, soli a nukleotidi.
K purifikaci byl pouzit QIAquick PCR purification kit

Pristroje:

Rl

% Stolni centrifuga MICROFUGE 20R (BECKMAN COMLTER)
% Vortex (GENIE 2)
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Postup prace:

Ke vzorku s PCR produkty byl piidan PB pufru v poméru 1:5 a zkumavka
byla promichéana (100 pl PCR produktu -> 500 ul pufru PB).

Nasledné byl vzorek piepipetovan do QIAquick kolonky se zkumavkou a
stocen piti 13 000 rpm, 1 minutu pii pokojové teploté.

Cast vzorku protekla pres kolonu byla slita a nasledné bylo pfiddno 0,75 ml
promyvaciho pufru PE a stoCena pii 13 000 rpm, 1 minutu pii pokojové
teploté.

Protekld cast byla opét slita a QIAquick kolonka opét vlozena do stejné
zkumavky a pro Uplné odstranéni promyvaciho pufru sto¢ena na prazdno na
13 000 rpm, 1 minutu pii pokojové teplote.

Po stoceni byla QIAquick kolonka pienesena do ¢isté mikrozkumavky.

Do stitedu QIAquick membrany bylo pipetovano 50 pl elu¢niho pufru EB
a inkubovano 1 minutu.

Nésledné byla kolona centrifugovéana pti 13 000 rpm, 1 minutu pii pokojové

teploté.

Fragment DNA Purification

o sein || spin Spin spin
D B B »-»
' ,i'fp | =,
PCR Product Add Binding DNA Binding  Washing Dry Add Elution  Purified
buffer buffer  fragment DNA

M Wew

Obrazek 29 Precisténi PCR produkti pies QIAgen kolonku (pfevzato z manualu
AccuPrep® PCR Purification Kit)

4.15 Ligace

Integrovani inzertu do vektoru se provadi pomoci tzv. ligace. DNA inzert byl ligovan

s ptislusnymi plazmidy: pTetINT a pSM128. Jako kontrola byl pouzit Stépeny

plazmid bez DNA inzertu. Pro liga¢ni reakci byla pouzita T4 DNA ligéza a liga¢ni
pufr (TAKARA).

Pristroje:

R/
¢

Blokovy termostat THERMO SHAKER TS-100 C (BIOSAN)
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Postup prace:
% Podle Tabulky 13 byla vytvofena ligaéni smés. Stpeny plazmid byl
v reak¢ni smési pripraven v poméru 1:5 ve prospéch inzertu.
% Zkumavky s ligacni smési byly vlozeny do blokového termostatu a reakce

probihala pfes noc pfi teploté 16 °C.

Tabulka 13: SloZeni liga¢ni smési

Ligace (10 pl reakce)
DNA inzert 1 ul
Stépeny plazmid 2 ul
10x ligacni pufr (TAKARA) 1 ul
T4 DNA ligaza (TAKARA) 1 ul
ddH,O 5ul

4.16 Transformace do bunék E. coli

Ligacni smés byla pomoci Sokového zmrazeni transformovéna do kompetentnich
bun¢k E. coli DHS5a. Pro ovétfeni uspesnosti transformace, byl do kompetentnich
bunék transformovan prazdny vektor. Jako negativni kontrola slouzily kompetentni
buiikky E. coli bez DNA inzertu, které v pfipad¢ spravné provedené transformace
nerostou na agarové pude¢ se zvolenym antibiotikem. Transformace probihala na led¢

pii sterilnich podminkach (mimo jiné pouZzitim Spicek s filtrem).

Pristroje:
¢ Blokovy termostat THERMO SHAKER TS — 100 C (BIOSAN)
% Termostat BT-120 (LAB SYSTEM)
¢ Horizontélni tfepacka HS250 BSK1 (IKA LABORATORTECHNIK)
¢ Stolni centrifuga MICROFUGE 20R (BECKMAN COMLTER)

Postup prace:
% Kompetentnich buiky E. coli DH5a ulozené v mrazaku pfi teploté -80 °C byly
rozmrazeny na ledu po dobu 15 minut.
% Do vychlazenych zkumavek byla piidana celda liga¢ni smés a 100 pl
kompetentnich bunék. Také byla pfipravena negativni kontrola ze 100 pl
kompetentnich bunck.

¢ Zkumavky byly opatrn€ promichany a nasledn¢ inkubovany 30 min na ledu.
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¢ Poté byly zkumavky vloZzeny do termostatu (BIOSAN) a byl proveden heat
shock (Sokové zahtati pii teploté 42 °C, 90 sekund).

X/

+ Nasledné byly vzorky inkubovany na ledu 3 — 5 minut.

¢ Poté bylo do vSech zkumavek pipetovanol ml LB média bez antibiotika a
inkubovano na tfepacce v termostatu pfi teploté¢ 37 °C, 60 min.

¢ Po inkubaci byly vzorky kratce stoCeny a vétSina supernatantu odstranéna.
Buiiky byly resuspendovany v 1/3 zbylého média.

« Na zahtaté¢ plotny z LB média se spektinomycinem (100 pg/ml) bylo za

sterilnich podminek rozetieno zbyl¢ mnozstvi bunék.

¢ Petriho misky byly inkubovany v termostatu pii teploté 37 °C ptes noc.

4.17 1zolace DNA metodou Miniprep

Lyzaty vzorki byly pipetovany do silikagelovych kolonek, na které se pifi vysokych
koncentracich soli selektivné vazou molekuly DNA. Aby byly odstranény
kontaminujici latky, je navdzand DNA promyvana a poté Cista plazmidova DNA

eluovana do elu¢niho pufru nebo vody.

Kizolaci DNA byl pouzit komeréné dodavany QIAprep Spin Miniprep Kit
(QIAgen).

Pristroje:
¢ Horizontélni tfepacka HS250 BSK1 (IKA LABORATORTECHNIK)
¢ Termostat BT-120 (LAB SYSTEM)
% Stolni centrifuga MICROFUGE 20R (BECKMAN COMLTER)

Postup prace:

% Z narostlych kolonii na plotn¢ ziskanych transformaci byly vybrany celkem
¢tyti kolonie oznacené Cisly 1 — 4.

% Tyto kolonie byly inokulovany do 5 ml LB média se spektinomycinem
(100 pg/ml) a falkony byly inkubovéany na tfepacce v termostatu pii 37 °C,
pies noc.

¢ Nasledné byly kultury stoc¢eny pii 9 000 rpm, 10 minut pti 4 °C.

¢ Po centrifugaci byl supernatant odstranén a bylo pfidano 250 pl pufru P1,

buiiky byly resuspendovany a pipetovany do mikrocentrifugacni zkumavky.
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¢ Poté bylo pfidano 250 pl lyza¢niho pufru P2 a béhem 5 minut byly vzorky 6x
promichany otocenim zkumavky.

« Ke smési bylo pfidano 350 ul neutralizacniho pufru N3 a zkumavky byly opét
pomoci otoceni 6x promichéany.

¢ Nasledné byly zkumavky stoceny pii 13 000 rpm, 10 minut pii pokojové
teploté.

« Po centrifugaci byl supernatant pipetovan do QIAprep zkumavek a stoCen pfi
13 000 rpm, 1 minutu pii pokojové teplot¢.

% Cast vzorku protekla pres kolonu byla odstrandna a poté bylo do kolonky
pridano 0,5 ml promyvaciho pufru PB.

¢ Vzorky byly stoceny na 13 000 rpm, 1 minutu pii pokojové teploté a protekla
cast op¢t odstranéna.

¢ Nasledné bylo pridano 0,75 ml promyvaciho pufru PE a kolonky stoceny pfi
13 000 rpm, 1 minutu pti pokojové teploté a protekld Cast vzorku opét
odstranéna.

¢ Pro uplné odstranéni promyvaciho pufru byla QIAprep zkumavka opét stocena
pti 13 000 rpm, 1 minutu pfi pokojové teploté.

¢ Kolonka byla pfenesena do ¢isté mikrozkumavky a do stfedu membrany bylo
pipetovano 30 pl elu¢niho pufru EB.

¢ Nasledné byl vzorek inkubovan 1 minutu a poté centrifugovéan pii 13000 rpm,

1 minutu pti pokojové teploté.

¢ Poté muze byt eluat DNA skladovan pfi teploté -20 °C.

4.18 Restrikéni analyza

Pro ovéfeni uspéSnosti klonovani DNA inzertu do plazmidu byla provedena
restrikéni analyza. Stépna reakce probihala za pouZiti stejnych reakénich podminek
jako v piipadé ptipravy linearizovaného plazmidu. Uspesnost klonovani byla

nasledn€ ovérena sekvenovanim.

Pristroje:

¢ Blokovy termostat THERMO SHAKER TS — 100 C (BIOSAN)

Pracovni postup:

R/

¢ Byla pfipravena reak¢ni smés, uvedena v tabulkach: Tabulka 10 a 11.
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X/
L X4

Zkumavky byly vlozeny do blokového termostatu a $tépna reakce probihala
pti 37 °C, 1 hodinu.

Poté byly vzorky separovany na 1% agar6zovém gelu pomoci horizontalni
gelové elektroforézy (4.10 Horizontalni gelova elektroforéza).

U vzorkt s spésné klonovanym inzertem DNA byla zméfena koncentrace na
nanodropu a vzorky byly sekvenovany.

Z kolonii obsahujici klonovany inzert byly vytvoieny glycerinové konzervy.

4.19 P¥iprava kompetentnich bunék M. smegmatis mc’ 155

Pristroje:

X/
L X4
*
L X4
*
L X4

*
L X4

Termostat BT-120 (LAB SYSTEM)

Horizontalni tfepacka HS250 BSK1 (IKA LABORATORTECHNIK)
Spektrofotometr UV - 1601PC UV - VISIBLE (SHIMADZU)
Chlazena stolni centrifuga UNIVERSAL 320 R (HETTICH)

Postup prace:

Bakteridlni kmen, uloZeny v glycerinovych konzervach (skladované pii
teploté -80°C), byl pomoci sterilni klicky rozetien na Petriho misku s pevnym
agarovym médiem 7H10 a piisluSnym antibiotikem. Nasledn¢ byl inkubovan

pfi teploté 37 °C, 3 dny.

Do Erlenmayerovy baiiky o objemu 30 ml bylo pfidano 100 ml 7H9 média a
62,5 ul 20% Tweenu 80 (2,5 ul na 1 ml kultivaéniho média), ktery slouzi jako
prevence proti agregaci bakterii. Do takto pfipravenych banck byl sterilni
kli¢kou resuspendovan bakteridlni kmen M. smegmatis.

Kultura byla pfes noc kultivovana v termostatu a na tfepacce pfi teploté 37°C.
Nasledné byla zmétena opticka denzita na UV-spektrofotometru pii vinové
délce 600 nm. Na zaklad¢ zméfené absorbance byl vypocten objem kultury,
ktery byl pfenesen do vétsiho objemu kultivaéniho média tak, aby OD,
kultury odpovidala 0,01, 0,005 a 0,0025 cm’.

Poté bylo do Erlenmayerovy banky o objemu 300 ml pfiddno 100 ml 7H9
média, 250 pl 20 % Tweenu 80 a 2 ml 10% azidu. Byl pipetovan vypocitany
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objem mykobakterii a kultura byla kultivovana pfi teploté 37 °C na tfepacce,
pies noc.

Rano byla opét zmétena opticka denzita.

Pti optické denzité 0,8 — 1 byla kultura vloZena na led, 30 — 90 minut.

Poté byly kultury ptelity do vychlazenych falkonek a stoceny pii 4200 rpm,
4°C, 10 minut.

Supernatant byl odstranén a do kazdé falkony bylo pfidano 50 ml
vychlazeného 10 % glycerolu, bunky byly resuspendovany a stoCeny pii
4200 rpm, 4 °C, 20 minut.

Po stoceni byl supernatant odstranén a opét bylo do kazdé falkony ptidano 50
ml vychlazen¢ho 10 % glycerolu, buiiky byly resuspendovany a stoceny pfi
4200 rpm, 4 °C, 20 — 25 minut.

Poté byl supernatant odstranén a do vSech falkonek bylo pfiddno 25 ml
vychlazeného 10 % glycerolu, buiiky byly resuspendovany a stofeny pfi
4200 rpm, 4 °C, 20 — 25 minut. Postup byl opakovan 2x.

Po posledni centrifugaci a sliti supernatantu bylo do vSech falkonek ptidano 4
ml vychlazené¢ho 10 % glycerolu, buiiky byly resuspendovany a alikvotovany
po 200 pl do zkumavek.

Kompetentni bunky byly zmrazeny pfii teploté -80°C.

4.20 Transformace do bunék M. smegmatis

Transformace do kompetentnich bun&k M. smegmatis mc* 155 se provadi pomoci

elektroporace. Béhem tohoto procesu je bunéénd sténa bakterie vystavena

elektrickému pulzu, ktery vede k vytvofeni trhliny a umozni tak vpraveni pfisluSné

nukleové kyseliny.

Pristroje:

Termostat BT - 120 (LAB SYSTEM)

Horizontalni tfepacka HS250 BSK1 (IKA LABORATORTECHNIK)
Stolni centrifuga MICROFUGE 20R (BECKMAN COMLTER)
Elektroporator Gene Pulser XCell (Bio-Rad)
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Postup prace:

Kompetentnich butiky M. smegmatis mc” 155 ulozené v mrazaku pii teploté
-80 °C byly rozmrazeny na ledu po dobu 15 minut.

Buiiky byly néasledné stoceny pti 15500 g, 3 minuty pii 4 °C.

Supernatant byl pomoci pipety odstranén a buiiky resuspendovany ve 200 pl
vychlazeného sterilniho 10 % glycerolu.

Poté bylo ptidano 5 pl (0,5-5 ng) plazmidové DNA.

Smés byla pfepipetovana do 2 mm elektroporacni kyvety Gene Pulser®
Cuvetes (Bio-Rad) a inkubovana na ledu po dobu 10 minut.

Kyvety byly vlozeny do ShockPod komory elektropora¢niho pfistroje Gene
Pulser XCell (2.5 kV, 25 uF, 1000 Q) a nasledn¢ byl zvolen pozadovany
program. Pomoci tlac¢itka byl spustén kratky elektricky pulz.

Nasledné byly kyvety inkubovany na ledé po dobu 10 min.

Vzorek byl pipetovan do falkony a poté bylo ptidino 5 ml 7H9 média a
12,5 pl Tweenu 80.

Bunky se inkubovaly na tfepacce v termostatu pii teploté 37 °C, 3 hodiny.

Po inkubaci byly vzorky sto¢eny pii 9 000 g, 10 minut pti pokojové teploté
VétSina supernatantu byla odstranéna a buiky byly resuspendovany v 1/3
zbylého média.

Na zahtaté plotny 7H10 s pfisluSnym antibiotikem bylo za sterilnich
podminek rozetfeno zbylé mnoZstvi bunék.

Petriho misky byly inkubovany v termostatu pii teploté 37 °C, 3 — 5 dnf.
Poté byla vybrana kolonie, ktera se rozetfela na novou 7H10 pidu. Nasledné

byla vytvofena glycerinova konzerva.

4.21 Optimalizace exprese pro SigAC-FLAG a SigA-FLAG
Po Gisp&iné transformaci SigAC-FLAG a SigA-FLAG do M. smegmatis mc” 155 bylo

nutné zoptimalizovat jejich expresi.

Pristroje:
¢ Termostat BT — 120 (LAB SYSTEM)
s Vortex (GENIE 2)
¢ Chlazena stolni centrifuga UNIVERSAL 320 R (HETTICH)
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X/
°

X/
L X4

Spektrofotometr UV — 1601PC UV — VISIBLE (SHIMADZU)
Horizontalni tfepacka HS250 BSK1 (IKA LABORATORTECHNIK)

Postup kultivace:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Bakterialni kmeny skladované v glycerinovych konzervach byly pomoci
sterilni klicky rozetfeny na Petriho misku s pevnym agarovym médiem 7H10 a
kanamycinem (20 pg/ml) a kultivovany 3 dny pfi teploté 37°C.

Do Erlenmayerovy banky o objemu 100 ml bylo pfidano 20 ml 7H9 média a
50 ul 20% Tweenu 80. Do takto piipravenych banck byl sterilni klickou
resuspendovan bakterialni kmen z Petriho misky.

Kultura byla pies noc kultivovana v termostatu na ttepacce pfi teploté 37 °C
Nasledné byla zméfena opticka denzita na UV-spektrofotometru pii vinové
délce 600 nm.

Bylo pfipraveno celkem 18 Erlenmayerovych banek o objemu 100 ml. Do
kazdé bylo ptidano 25 ml 7H9 média a 62,5 pl 20% Tweenu 80. Nasledné byl
ptidan pfislusny objem mykobakterii. Kultury byly kultivovany v termostatu a
na tfepacce pfi teploté 37 °C.

Po 3 hodinach kultivace bylo do jednotlivych ban€k pro exponencidlni rist
pfidano 100 ng, 10 ng nebo 5 ng/ml anhydrotetracyklinu a vzorky se nechaly
kultivovat dalsi 3 hodiny. Poté byly stoceny pii 9 000 rpm, 4°C, po dobu 10
minut. Bunky byly resuspendovany v 5 ml Lysis pufru a opét stoceny pfi
9 000 rpm, 4°C, po dobu 10 min. Nasledné byly kultury zamraZeny pfi teploté
-80 °C.

Po 7 — 8 hodinach kultivace bylo do banék se stacionarni fazi 1 ptidano 100
ng, 10 ng nebo 5 ng/ml anhydrotetracyklinu. Po 24 hod ristu byly bakteridlni
kultury zpracovany stejné jako v ptipad€ vzorkii exponencialni faze.

Kultury stacionarni faze 2 se nechaly kultivovat 24 hodin a poté bylo pfidano
100 ng, 10 ng nebo 5 ng/ml anhydrotetracyklinu a vzorky se nechaly
kultivovat dal§i 3 hodiny. Poté byly zpracovany stejné jako vzorky

z exponencialni faze.
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4.22 Prace s proteiny

4.22.1 Ko-Imunoprecipitace

Metodou ko-imunoprecipitace lze izolovat proteiny nebo proteinové komplexy.

K imobilizaci proteini byla vyuzita fize FLAG-TAGu se zkoumanym proteinem.

Pouzitim vysoce specifické monoklonalni protilatky kovalentné¢ vazané k agarézové

pryskyfici byla vytvofena vazba s FLAG fuznim proteinem. Nékolikanasobnym

promytim nosi¢e byly odstranény nespecificky navazané proteiny. Proteiny byly

z nosice uvolnény denaturaci pomoci povaieni vzorka v denaturujicim pufru SDS

uréeného pro polyakrylamidovou elektroforézu (SDS-PAGE).

Pristroje:

UP200S ultrasonic device (Hielscher)

Chlazena stolni centrifuga UNIVERSAL 320 R (HETTICH)
Vortex (GENIE 2)

Stolni centrifuga MINI — CENTRIFUGE (ROTILABO®)
Stolni trepatka GRANT BIO PTR — 30 (P — LAB)

Stolni centrifuga MICROFUGE 20R (BECKMAN COMLTER)

Postup prace:

7
A X4

Bakterialni pelety ve falkonkéach, skladované pii teplot¢ -80 °C, byly
rozpustény na ledu a resuspendovany ve 4 ml Lysis pufru (20 mM Tris pH
7,9; 150 mM KCI, 1mM MgCl,, 0,5 mM DTT, 0,5 mM PMSF (+ inhibitory
proteaz — 5 ul/1 ml Lysis pufru).

Nasledné byly buiiky na ledu sonikovany 15x10s (amplituda 40 %) vzdy
s pauzou 1 minuta mezi kazdou sonikaci.

Po sonikaci byly falkony stoceny (UNIVERSAL 320 R) pii 9 000 rpm, 10
minut pii 4°C.

Pro kazdy vzorek bylo pfipraveno 25 pl MS2 afinitniho gelu, ktery byl
proplachnut v 1 ml Lysis pufru.

Nasledné byl pfidan lyzat vzorkd z exponencialni faze a obou stacionarnich
fazi ristu a zkumavky vloZeny na rotor do chladici mistnosti pti 2 — 8°C pies

noc.
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Nésledné byly vzorky 4x promyty 1 ml Lysis pufrem (po druhém promyti
byly vzorky pipetovany do novych zkumavek).

Poté bylo ptidano 60 pl 3x FLAG peptidu o findlni koncentraci 150 ng.
Zkumavky byly inkubovany na rotoru s tfepanim po dobu 30 minut, pfi
teplote 2-8 °C.

Po inkubaci byly vzorky kratce stoceny (MICROFUGE 20R) cca 30 sekund,
5000 — 8200 g, pti pokojové teploté a supernatanty byly pieneseny do novych
zkumavek.

Ziskané supernatanty 1 MS2 afinitni gel byly dale vyuzity pro
polyakrylamidovou elektroforetickou analyzu proteinti, uvedenou v kapitole:
4.22.2 Polyakrylamidova elektroforeticka analyza proteinii (SDS-PAGE) a
barveny podle postupu v kapitole: 4.22.3 SimplyBlueTM SafeStain barveni.
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A. Bacterial extracts preparation

CarD-FLAG pTetINT
RbpA-FLAG pTetINT
MoaB2—FLAG pTetINT
SighC—FLAG pTetINT
Sigh—FLAG pTetINT

B1. IP of expressed protein

ANTI-FLAG M2 affinity gel

Y

9000 rpm waSh

107 4°C
V

Sonicate l
10°x15
Cells l O
SUSDEI"ISIO 5000 rpm Lysate+ M2
Lg —_— » > affinity gel
\ ) { 10" 4°C "’
3X FLAG

B2. Co-IP

30° 4°C

O 50008200 g
30s

Eluate

<5

I
v

“U_, B ..

Peptide

!
N

Wash O
+—— +— « N
x4
o/n 4°C
M2 affinity gel

C. Sample analysis

SDS-PAGE, WB...

T

Obrazek 30 Schéma metody ko-imunoprecipitace (pfevzato a upraveno z BioProtoc.2678, Ana
Lechuga a spol., 2018)

4.22.2 Polyakrylamidova elektroforeticka analyza proteina (SDS-PAGE)

V pfitomnosti SDS nastavd denaturace proteini a na zakladé elektroforetické

pohyblivosti se proteiny pohybuji od zdporného polu ke kladnému. Denaturované

proteiny jsou déleny na zakladé jejich molekularni hmotnosti.

Pristroje:

s Vertikalni elektroforéza XCell SureLock™ Mini-Cell Electrophoresis System

(Thermo Fisher)
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Zdroj napéti PowerPack 3000 (Bio-Rad)
Blokovy termostat THERMOSTAT 5320 (EPPENDORF)

Postup prace:

X/
L X4

X/

Do slozené elektroforetické aparatury XCell SureLock ™ Mini-Cell byl vloZen
NuPAGE" Novex 4 — 12% Bis-Tris gel.

Nasledng byl pripraven 1x NuPAGE®™ MES SDS Running buffer (z4sobni
roztok fedén 20x - 25 ml pufru a 475 ml ddH,O) a poté nalit do
elektroforetické aparatury.

Nasledovala kontrola, zda je gel spravné vlozen do aparatury a pufr neprotéka
do okolniho prostiedi. Poté byl vytazen hiebinek z gelu.

Vzorky byly promichany s piislusnym objemem pufru 4x NuPAGE® LDS
Sample (ke kulitkim M2 resinu bylo pfiddno 20 pl 1x NuPAGE® LDS
Sample) a vlozeny do termostatu pfti teploté 95 °C, 5 minut.

Nésledné byl marker a jednotlivé vzorky napipetovany do komirek zvoleného
gelu.

Zdroj napajeni byl zapnut na 200 V, po dobu 35 minut.

Po elektroforéze byl gel opatrné vyjmut z plastového krytu a barven pomoci

SimplyBlueTM SafeStain.

4.22.3 SimplyBlue"" SafeStain barveni

Pomoci barveni SimpyBlue™ SafeStain jsme schopni vizualizovat proteinové

prouzky na polyakrylamidovych gelech.

Pristroje:

R/
A X4

MINI ROCKER MR-1 (BIOSAN)

Postup prace:

X/
o

X/
°

Gel byl vloZzen do nédoby se 100 ml demineralizované vody a minutu
zahtivan v mikrovinné troubé.

Poté byla nddoba s gelem pfemisténa na tfepacku na 60 sekund.

Tekutina byla znadoby odstranéna a opét bylo mnalito 100 ml

demineralizované vody a postup byl opakovan 2x.
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Po poslednim promyti bylo do nadoby nalito 20 ml SimplyBlue™ SafeStain a
nadoba s gelem byla zahtivana v mikrovinné troub& 1 minutu.

Po zahtati byla nadoba piemisténa na tfepacku na 5 minut.

Pot¢ bylo barvivo odstranéno a do nadoby opét nalito 100 ml
demineralizované vody a nadoba se vlozila na tfepacku na 10 minut.

Vyména demineralizované vody probéhla jednou az dvakrat.

4.22.4 Méreni koncentrace proteini

K detekci a kvantifikaci koncentrace proteinii ve vzorku bylo pouzito kolorimetrické

stanoveni podle Bradfordové. Navazanim Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) na

proteiny v kyselém prostiedi nastdvd zména barvy roztoku z Cerveno-hnédé na

modrou. Tuto zménu lze méfit spektrofotometricky.

Pristroje:

7
L X4

Spektrofotometr UV-1601PC UV-VISIBLE (SHIMADZU)

Postup prace:

7
L X4

R/
L X4

L)

Nejprve bylo pfipraveno 5 standardi hovéziho bovinniho albuminu (BSA) o
znamé koncentraci (0.4, 1, 2, 4, 8, 16 ug /ml) v celkovém objemu 40 pl.

Jako vzorky slouZzily bakterialni lyzaty ziskané sonikaci a jako blank 40 pl
vody.

Do vSech kyvet bylo pfidano 960 ul Bradfordova roztoku (ptfipravené¢ho
navdZzenim 100 mg Coomasie Brilliant Blue G-250 rozpusténého v 50 ml
ethanolu, 8,5 % H3;PO,4 a H,O doplnéna do celkového objemu 11) a kyvety
byly inkubovany 5 minut pfi pokojové teploté.

Nasledné byla métfena absorbance na spektrometru pii 595 nm.

Z namétenych hodnot absorbanci standardi byla sestavena kalibracni kiivka,
na zaklad¢ Rovnice 2:

Rovnice 2: Vzorec kalibraéni kiivky

0D =a *clug/pl]
a - smérnice primky, ¢ - koncentrace proteinu
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Vysledna koncentrace proteinil ve vzorcich byla vypocitana podle Rovnice 3:

Rovnice 3: Vypocet koncentrace proteinti ve vzorku

oD 1
clug/ml] = w

V - objem vzorku, c - koncentrace proteinu

4.22.5 Western Blot

Metoda umoznuje detekci specifickych proteinii ve vzorku. V prvnim kroku byla

provedena elektroforeticka separace proteinti metodou SDS-PAGE. Separované

proteiny byly pfeneseny na nitrocelul6zovou membranu a poté probihala interakce

s primarni protildtkou. Nasledné byla pfidana sekundarni protilditka znacena

fluorescencné, kterd vytvorila vazbu s primarni protilatkou. Postup metody je

schematicky uveden na Obrazku 31.

Pristroje:

A X4

°e

X/
°e

o

UP200S ultrasonic device (Hielscher)

Chlazena stolni centrifuga UNIVERSAL 320 R (HETTICH)
MINI ROCKER MR-1 (BIOSAN)

Mini Protean 3 Cell Electrophoresis System (BIO-RAD)
Odyssey reader 9120 (LI-COR Biosciences)

Postup prace:

R/
A X4

Bakteridlni pelety ve falkonkach, skladované pii teplot¢ -80 °C, byly
rozpustény na ledu a resuspendovany ve 4 ml Lysis pufru (20mM Tris pH
7,9, 150 mM KCI, ImM MgCl,, 0,5 mM DTT, 0,5 mM PMSF (+ inhibitory
proteaz — Spul/1ml Lysis pufru).

Nasledné¢ byly bunky na ledu sonikovany 2x1 minuta, vzdy s pauzou 1
minuta mezi kazdou sonikaci.

Po sonikaci byly falkonky sto¢eny piti 9 000 rpm, 10 minut pti 4°C.

Po centrifugaci byl supernatant pfelit do zkumavek.

Nasledovalo méteni koncentrace proteini podle Bradfordové (4.22.4 Meéreni

koncentrace proteinii).
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Poté byla provedena polyakrylamidovéa elektroforeticka analyza proteint,
uvedend v kapitole: 4.22.2 Polyakrylamidova elektroforeticka analyza
proteinii (SDS-PAGE).

Do nadoby s vychlazenym pufrem pro Western blot byly postupné vlozeny
houby, filtraéni papir a tésné pfed nanesenim gelu také nitrocelul6zova
membrana.

Gel ziskany SDS-PAGE celektroforézou byl opatrné vyjmut z plastového
krytu.

Na kazetu byly pomoci pinzety vlozeny: vlhcend houba, vlhéeny filtracni
papir, SDS-PAGE gel, nitrocelul6zovd membrana, vlhéeny filtracni papir.
Pomoci sklenéné ty€inky byly vytlaenim odstranény bubliny a na vlhéeny
filtra¢ni papir byla nanesena posledni vrstva- vlhéend houba a kazeta
uzaviena.

Do eclektroforetické aparatury byl nalit pufr pro Western blot a poté byla
kazeta do pufru ponofena.

Aparatura byla vlozena na led a zdroj napéjeni byl zapnut na 60 V, po dobu
60 minut.

Pro orienta¢ni kontrolu tuspesnosti blotovani, byla membrana nabarvena
pomoci Ponceau S a poté byla membrana pfenesena do tmavé nadoby.
Nasledné byla membrana promyta 1x PBS pufrem + 0,05% Tween 20.
Promyvaci pufr byl slit a nasledné byl pfidan 5% blokovaci pufr (2 g
suSené¢ho mléka rozpusténého v 40 ml 1x PBS+0,05% Tween 20). Nadoba
s membranou byla inkubovana na tfepacce 1 hodinu pifi pokojové teploté,
ptipadné pti 4 °C, pfes noc.

Poté byl blokovaci pufr slit a membrana promyta 1x PBS+0,05% Tween 20.
Promyvaci pufr byl slit a na membranu byla nanesena mySi primarni
protilatka (1xPBS+0,05% Tween 20 + 1% mléko + protilatka nafedéna ve
spravném poméru + 0,1% Azid) a inkubovana na tfepace hodinu pfii
pokojové teploté nebo pii 4°C, ptes noc.

Poté byla primarni protilatka slita a membrana promyvana 1xPBS+0,05%

Tween20, 5 minut. Postup byl opakovan ¢tytikrat.
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Nésledné byla aplikovana sekunddrni mys$i chemiluminiscencni protilatka

(1xPBS+0,05% Tween 20 + 1% mléko + 1:80 000 HRP / Horse Radish

Peroxidase) a inkubovana na tiepacce hodinu pii pokojové teploté.

« Poté byla sekundarni protilatka slita a membrdna promyvana 1xPBS+0,05%
Tween20, 5 minut. Postup byl opakovan ¢tytikrat.

¢ Membrana snavdzanou chemiluminiscen¢ni protilatkou byla vyvolana
v temné komote na rentgenovy film.

« Pro uchovani byla membrana vlozena do folie a zmrazena pii teploté -25 °C.

(tento krok je mozné provést pred piidanim blokovaciho pufru nebo po

pozorovani membrany v pfistroji).

A SEPARATION B TRANSFER
"""""""""" B o S e T ]
Sponge
Filter Paper
Nitrocelullose
Gel
Filter Paper
SDS-PAGE GEL Sponge
B i I
C STAINING D VISUALIZATION
Signal g _32“: d
- MEAT MDa > &
Substrate ;’ F
Secondary * Enzyme - — - -
Antibody
Primary
Antibody
. Protein

Obrazek 31 Schéma metody Western Blot (pirevzato a upraveno z NovusBio - Western
Blotting) Proteiny jsou separovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy (A) a nasledné
pfeneseny na nitrocelulézovou membranu (B). Na membranu je aplikovana primarni mysi
protilatka (C) specifickd pro protein SigAC-FLAG a SigA-FLAG. Nasledné je piidana
sekundarni protilatka znacena fluorescencné, kterd se vaze na komplex antigent+protilatka.

Detekce a vizualizace (D) byla provedena pomoci zobrazovaciho systému Odyssey reader
9120
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4.22.6 Rychla amplifikace konci cDNA (RACE)

Metoda RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) slouzi k nalezeni celych

transkript v buiice. Pomoci reverzni transkripce byla prevedena mRNA na cDNA a

poté byl transkript amplifikovan metodou PCR. Metodou 5' RACE jsem se pokusil

identifikovat poc¢ate¢ni mista transkripce RpoB-RpoC mRNA.

Pristroje:

X/
L X4

X/
L X4

*
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Zdroj napéti PowerPack 3000 (Bio-Rad)

Kamerovy systém InGenius (Syngene)

Horizontalni elektroforéza Owl™ EasyCast™ B1A Mini Gel Electrophoresis
Systems

Vortex Genie 2 (SCIENTIFIC INDUSTRIES)

Thermostat BT — 120 (LAB SYSTEM)

Microfuge 20R (BECKMAN COULTER)

Postup prace:

% Byla pfipravena reakéni smés, uvedena v Tabulce 14

Tabulka 14 Reakéni smés DNase treatment

DNase treatment (25 pl)
Stacionarni faze | Exponencidlni faze
RNA vzorek 3,2 ul 12,2 ul
Turbo Dnase pufr

(ThermoFisher) 2,5 ul 2,5 ul
Turbo Dnase

(ThermoFisher) 2,5 ul 2,5 ul
Sterilni voda

(Braun) 16, 8 pl 7,8 ul

Nasledn¢ byly vzorky inkubovéany 30 minut pii teploté 37 °C.

Poté bylo ke vS§em vzorkliim pfidano 2,5 pl inaktivaéniho reagens a vzorky
byly inkubovany 3 minuty, po kazdé minuté kultivace byla reakéni smés
promichéna poklepanim na dno zkumavky.

Vzorky byly stoceny 90 sekund, 10 000 rpm, pti pokojové teplote.

Do novych zkumavek byla pfipravena reakéni smés podle Tabulky 15.
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Tabulka 15 Reakéni smés TEX

TEX (10 pl)
10x TEX pufr A 1 ul
(Epicentre) K
TEX enzym 1 ul
(Epicentre) H
RNA vzorek 8 ul

Zkumavky byly inkubovany hodinu pii teploté 37 °C.

Ke vSem vzorkiim bylo pfidano 90 pl sterilni H,O pro doplnéni objemu na
100 pl.

Nasledné¢ bylo piidano 100 pl Trizolu a 20 ul chloroformu.

Zkumavky byly vortexovany na 20 — 30 sekund a poté stoceny 5 minut pii
5000 rpm.

Po stoceni byl bezbarvy supernatant pipetovan do nové zkumavky.

Poté bylo k supernatantu pfiddno 0,5 —1 pl glycerolu, 14 ul octanu sodného a
vzorky promichany.

K reakéni smési bylo pipetovano 375 pl Cistého ethanolu a zkumavky byly
promichany a inkubovany 10 — 20 minut, pii teploté -25 °C nebo 5 minut pfi
teploté -70°C.

Poté byly vzorky centrifugovany 20 minut, pfi 4 °C na maximalni otacky.

Po sto¢eni byl supernatant slit a vzorek promyt 7 pl 70 % ethanolu.
Zkumavky byly centrifugovany 5 minut, 5000 rpm.

Supernatant byl opatrné slit a vzorky vysuSeny v exikatoru 15 minut.

Poté bylo ke vzorklim pipetovano7 pl sterilni vody.

Vzorky byly napipetovany (0,5 ul) na 1 % gel agardzy a separované pomoci
horizontélni gelové elektroforézy.

Podle Tabulky 16 byla pfipravena reakéni smés a vzorky inkubovany hodinu

pfi teploté 37 °C.
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Tabulka 16 Reakéni smés TAP
TAP (10 pl)
10xTAP enzym
(Epicentre) 1 ul
TAP pufr (Epicentre) | 1 pl
Sterilni voda (Braun) | 1 ul
RNA vzorek 7w

Ke vsem vzorkiim bylo pfidano 90 ul sterilni vody pro doplnéni objemu na
100 pl.

Nasledné bylo ptidano 100 pl Trizolu a 20 pl chloroformu.

Zkumavky byly vortexovany na 20 — 30 sekund a poté stoCeny 5 minut,
5000 rpm. Po stoCeni byl bezbarvy supernatant pipetovan do nové
zkumavky.

Poté bylo k supernatantu ptidano 0,5 — 1 pl glycerolu, 14 pl octanu sodného a
vzorky promichany.

K reakéni smési bylo pipetovano 375 pl Cistého ethanolu a zkumavky byly
promichény a inkubovany 10 — 20 minut, pfi teploté -25 °C nebo 5 minut pfi
teploté -70°C.

Poté byly vzorky centrifugovany 20 minut, pfi 4 °C na maximalni otacky.

Po stoc€eni byl supernatant slit a vzorky promyty 7 pl 70% ethanolu.
Zkumavky byly centrifugovany 5 minut, 5000 rpm.

Supernatant byl opatrné slit a vzorky vysuSeny v exikatoru 15 minut.

Poté bylo ke vzorkiim pipetovano 7 pl sterilni vody.

Vzorky byly inkubovany 15 minut s obasnym promichanim poklepanim na
dno zkumavky.

Poté byla pfipravena reakéni smés uvedend v Tabulce 17 a vzorky byly

inkubovany hodinu pii teploté 37 °C.

Tabulka 17 Reak¢éni smés RNA ligace

RNA ligace (10 pl)
10xT4 liga¢ni pufr 1 ul
(NEB) H
10nM ATP 1l

T4 RNA ligaza (NEB) 0,5 ul
5" RACE RNA oligo 0,25 ul
Sterilni voda (Braun) 0,25 wl

RNA vzorek 7
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¢ Poté probéhla cDNA syntéza namichanim reak¢ni smési uvedené v Tabulce

18.
Tabulka 18 Reakéni smés cDNA syntézy

c¢DNA syntéza (14,5 pl)
Sterilni voda
(Braun) 7,5 ul
dNTPs 1 ul
Primer A/B 0,5ul/0,5ul
RNA vzorek Sul

¢ Poté byly vzorky vlozeny do termostatu na 5 minut pfi teploté 65 °C.
Nésledné byly zkumavky inkubovany minutu na led€ a poté byly do vSech

zkumavek pipetovany reagens uvedené v Tabulce 19.

Tabulka 19 Reakéni smés cDNA syntézy 2

c¢DNA syntéza (34,5 pl)
First Strand pufr
(ThermoFisher) 4 ul
DTT 1 ul
Super Script RT
(Thermofisher) 0,5 ul
RNA vzorek 14,5 ul

¢ Vzorky byly vlozeny do blokového termostatu a inkubovany 50 minut pfi
55°C.

Poté probehla inaktivace pfi teploté 70 °C, 15 minut.

Poté byla podle Tabulky 20 pfipravena reakéni smés pro PCR a podle
Tabulky 21 zvolen patficny program. Produkty ziskané PCR reakci byly

rozdéleny na 2% agarazovém gelu pomoci metody horizontalni gelové
elektroforézy.

o

**

Tabulka 20 Reakéni smés PCR reakce

Reak¢ni smés PCR (20 pl)

cDNA 2 ul

Taq pufr (Biotools) 2 ul
dNTPs 10mM 0,4 ul
Sterilni H,O (BRAUN) 14,7 ul
Reverzni primer-stejny z Tabulky 17 0,2 ul
Forward primer 0,2 ul

Taq polymeraza (Biotools) 0,5 ul
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Tabulka 21 Program PCR reakce

PCR program
Pocet
Proces cyklii | Teplota| Cas
Iniciace denaturace 1x 94°C 3 min
Denaturace 94°C 15s
Annealing 35x 55°C 30s
Elongace 72°C 1 min
Zavérecna elongace 1x 72°C 5 min
4°C 0

4.22.7 p-galaktosidazovy test

Konstrukty s plazmidem pSMI128 slouzily k testovani B-galaktosidazové aktivity.
K méfeni se pouzival substrat ONPG (o-nitrofenyl-beta-D-galaktopyranosid). Enzym
B-galaktosiddza umi S$tépit laktozu a jeji analogy. Intenzita zabarveni po piidani
substratu odpovida mnozstvi p-galaktosidazy a tedy sile promotoru. Po ptidani
ONPG vzniké barevny (zluty) produkt vhodny k spektrofotometrickému stanovent,

na zéklad¢ kterého lze vypocitat aktivitu promotoru.

Pristroje:
% Spektrofotometr UV - 1601PC UV - VISIBLE (SHIMADZU)
¢ UP200S ultrasonic device (Hielscher)
¢ Chlazena stolni centrifuga UNIVERSAL 320 R (HETTICH)

7
°e

Thermo Shaker TS-100 C (BIOSAN)

mikrozkumavky)

Chemikalie:

X/
L X4
X/
°

X/
°

>

— Dblokovy

Z-pufr 1 upraveny na pH 7.0, skladovany pti 4°C

Z-pufr 2: Ptipraveny pfidanim 2,7 pl B-merkaptoethanolu na 1 ml Z-pufru 1
ONPG roztok: Cerstvy roztok pfipraveny rozpusténim 4 mg ONPG na 1 ml

Z-pufru 1
1M N32CO3
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Postup prace:

Bakteridlni kmeny wurcené ktestovani [-galaktosiddzové aktivity byly
kultivovany podle postupu, ktery je uveden v kapitole: 4.6.1Mycobacterium
smegmatis. Ke kultivaci bylo pouzito 7H9 médium o objemu 30 ml.
Bakterialni pelety ziskané sto¢enim bun¢k byly promyty 500 pl Z-pufru 2.
Nasledné byly zkumavky centrifugovany pii 17 900 x g, 10 min pfi teploté
4°C.

Supernatant byl odstranén a bunky byly resuspendovany v 500 pl Z-pufru 2.
Nasledné byly buiiky na ledu sonikovany 3x 20 sekund, vzdy s pauzou 1
minuta mezi kazdou sonikaci,

Poté byly zkumavky stoceny pii 17 900 x g, 10 min pii teploté 4°C.

Do zkumavky o objemu 2 ml bylo ptiddno 200 pl lyzatu a 800 pl Z-pufru 1.
Zkumavky byly inkubovany 5 min pfi teploté 30 °C.

Do vsech zkumavek bylo ptidano 200 ul ONPG a byl zapsan ¢as ptidani.
Reakce byla méfena do vytvoteni zluté barvy nebo maximalné 20 minut.

Poté bylo do reakéni smési piidani 500 pl Na,COs a byl zapsan €as pridéani.

U vsech vzorki bylo zméfeno OD4yp a ODss.

Blank byl vytvoien namichanim: 200 pl Z-pufru 2, 800 ul Z-pufru 1, 200 ul
ONPG a 500 pl Na,COs.

Koncentrace proteint byla zmétena podle Bradfordové.

B-galaktosidazova aktivita byla vypoctena podle vzorce:

Rovnice 4: Vypocet p-galaktosidazové aktivity
1000 = (0D420— 1,75+ OD550)

V[ml]+T [min]+c [mg,/ml]
1000 = (0OD420—1,75+ OD550)
V[ml]*T [min]+c [mg/ml]

aktivita =

aktivita =

V- objem vzorku, T- cas reakce, c- koncentrace proteinii
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5 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo pfispét k lepsimu pochopeni mykobakteridlniho

transkripéniho aparatu, konkrétné:

e Identifikovat promotory rpoB-rpoC a zjistit, jaka je role malé nekodujici Ms1
v regulaci expresi z téchto promotorti.

e Charakterizovat nové objeveny protein MoaB2 u M. smegmatis.

e Zjistit, zda se pii interakci mezi MoaB2 a 6” uplatiiuje také RNAP.

e Objasnit, jestli pfi interakci vyzaduje protein MoaB2 N-terminalni doménu a

zda vaze MoaB2 dalsi mykobakterialni transkripéni faktory.
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6 VYSLEDKY

6.1 Hledani transkrip¢niho poé¢atku mRNA RpoB-RpoC

Transkripéni podatek kmenu M. smegmatis mc* 155 wt (LK865) byl identifikovan
metodou 5 RACE. K degradaci monofosforylovanych 5’koncli byla celkovda RNA
oSetfena pouzitim 5’-dependentni exonukledzy (TEX) a nasledné byla provedena
metoda 5'RACE. Poté byly PCR produkty rozd€leny na agar6zovém gelu. Hledani
transkripéniho  pocatku  rpoB-rpoC  kmene LK&865 bylo provedeno jak
v exponencidlni, tak ve stacionarni fazi rstu. Z vysledku ziskaného gelu je patrné, Ze
se nepodafilo nalést transkripcni pocatek z 5" konce, ktery by byl nasledné

osekvenovan. Moznym pfi¢inam a feSenim se vénuji v kapitole 7 Diskuze.

M. smegmatis (LK865)

700

500
400

300

200
100

Obrazek 32: Hledani transkripéniho poéitku mRNA RpoB-RpoC: Snimek
2% agar6zového gelu po rozdéleni produkti PCR reakce ziskanych metodou 5'RACE.
Transkrip¢ni pocatek mRNA RpoB-RpoC nebyl nalezen. Vzorky byly méfeny v duplikatech
pro kazdou rlstovou fazi. Jako marker byl pouzit Low Range Ladder (ThermoFisher). St. -
stacionarni faze, Ex.- exponencialni faze, M - marker.
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6.2 Priprava bunék M. smegmatis s inzerty promotori genu rpoB

Na zékladé vysledktit RNA-seq v nasi laboratofi bylo zjisténo, ze se pravdépodobné
pfed promotory P1 a P2 nachdzi tfeti neznamy promotor (nepublikovand data). Pro
predpokladané hlavni promotory pro rpoB gen byly navrzeny primery specifické pro
tuto oblast DNA. Ke strategii testovani promotorové aktivity jsme zvolili test
[B-galaktosidazy, ktery se cCasto vyuzivd pro studium regulacnich prvka gent
a kvantifikaci jejich G€inkli na expresi. K méfeni byla pfipravena fada fragmentt
promotoru P,,,z 0 rizné délce. Tyto fragmenty byly klonovany do plazmidu pSM128
do restrikéni oblasti pro enzym Scal pted reportérovym genem lacZ. Takto
ptipravené fragmenty byly transformovany do kompetentnich bunék E. coli (DH5a).
Uspésnost klonovani DNA inzertu do plazmidu byla u nékolika vybranych kolonii
ovéfena pomoci restrikéni analyzy. Z Gspé$n€ transformovanych bunck byly
vytvoteny glycerinové konzervy. Po ovéfeni sekvence konstruktu sekvenaci byly
izolované plazmidy transformovany do kompetentnich bungk M. smegmatis me* 155.
Obrazek 33 znazoriiuje schéma piipravenych promotorovych fragmett P,z 0 rizné

délce.

~460 nt

< >
=

1461000 1461 200 1461 400 1461600 1461800
[ E | | | I

MSMEG_1367, rpoB t AMe1

QO—————llaEZ""" plazmid pSM128 (1 K1442, L K2581)
ilacZ ' 222 bp upstream (LK2364, L K2366)

{ljgcZz" » 242 bp upstream ([ K2360, | K2362)

{5621 295 bp upstream (LK2418, LK2358)
k { JacZ 375 bp upstream (L K2421, | K2585)
Obrizek 33 Schéma pripravenych promotorovych fragmentd P,z Na ziklad¢
nepublikovanych dat RNA-seq byly pfipraveny fragmenty promotoru P, 0 riizné délce od
pocatku transkripce genu rpoB. Tyto fragmenty, klonované do plazmidu pSM128, slouzily

k testovani promotorové aktivity in vivo v M. smegmatis. P1 a P2 jsou predikované
potencialni promotory pro gen rpoB-rpoC. Ex - exponencialni faze, St - stacionarni faze.
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6.3 Testovani aktivity promotora genu rpoB v exponencialni fazi
rustu

Vybrané bakteridlni kmeny uvedené v Tabulce 3 byly kultivovany do exponencialni
a stacionarni faze ristu. Vzorky byly v obou fazich rastu odebrany v duplikatech:
i) exponencialni faze rastu (ODgo 0,5, pfiblizn€é po 6 hodinach kultivace) a ii)
staciondrni faze rastu (ODgy 2 — 3, po 24 hodinové kultivaci). Méfeni
[-galaktosidazové aktivity probihalo u vzorkt ziskanych z exponencidlni faze rastu.
Pro testovani promotorové aktivity béhem stacionarni faze je presnéjsi méteni lacZ
mRNA metodou qPCR. Pro kazdy kmen wt a AMsl byly provedeny celkem tii

biologické opakovani.

6.3.1 Srovnani aktivity P,,,z mezi kmeny M. smegmatis wt a AMs1

Graf 1 znazornuje rekombinantni konstrukty pouzité v této diplomové praci
a shrnuje vysledky testovani B-galaktosidazové aktivity u kmenti M. smegmatis wt a
AMsl. Konstrukt LK1442 / LK2581, tvoteny plazmidem pSM128 bez klonovaného
fragmentu P,,,p, slouZil jako negativni kontrola a pii méfeni nebyla pozorovana
zadnd vyznamnd aktivita. Nejsiln€jsi exprese proteinu LacZ u wt kmene byla
sledovéana u protomorového fragmentu kmenu LK2364 (fragment sloZeny z -222 +9
hexamert). U fragmentu P,z kmene LK2360 (fragment slozeny z -242 +9
hexamer) poklesla aktivita promotoru vice nez 3x. Rozdily v expresi proteinu LacZ
mezi konstrukty LK2360 (fragment slozeny z -242 +9 hexamertl) a LK2418
(fragment slozeny z -295 +9 hexamert) byly minimalni. U kmene LK2418 stoupla
aktivita P,z piiblizné o 4%. Dalsi rozsifeni oblasti upstream o 80 bp (kmen
LK242] - fragment sloZeny z -375 +9 hexamertl) uvolnilo inhibi¢ni efekt a aktivita

promotorového jadra P,,,p se zvySila témét dvojnasobné.

U kmend M. smegmatis AMs1 byla nejsilngjsi exprese proteinu LacZ sledovana u
protomorového fragmentu kmenu LK2366 (fragment slozeny z -222 +9 hexamera).
U kmene LK2362 (fragment slozeny z -242 +9 hexamerd) doslo k poklesu aktivity
P05 vice nez 3x. U kmenii LK2358 (fragment sloZzeny z -295 +9 hexamerll) a
LK2585 (fragment slozeny z -375 +9 hexamer() se nasledné zvysila aktivita P,,.z
piiblizné 1,5x. Mezi kmeny LK2358 a LK2585 nebyly pozorovany rozdily v aktivité

P rpoB-
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Mezi kmeny LK2364 wt a LK2366 AMsl (fragmenty slozené z -222 +9 hexamert)
doslo k poklesu aktivity P, 0 vice nez 20 %. Mezi kmeny LK2360 wt a LK2362
AMs1 (fragmenty sloZzené z -242 +9 hexamer(l) byl sledovan pokles aktivity P,,,z
017 %. U kmene LK2358 AMs] stoupla aktivita promotoru P,,,p pfiblizné o 27%
v porovnani s kmenem LK2418 wt (fragment sloZzeny z -295 +9 hexameri). Nasledné
byl sledovan pokles aktivity P,,,z 0 30% mezi kmeny LK242] wt a LK2585 AMsl

(fragmenty slozené z -375 +9 hexameri).

Srovnani 3-gal aktivity promotorovych
fragmenti P ,,; u M.smegmatis wt a AMs1

2500
wt
B AMs1

2000 I

1500
(1]
E
=
g 1
® 1000
[
oo
[-=

500 I

0 T T T T
pSM128 (kontrola) pSM128 +222bp pSM128 +242bp  pSM128 + 295bp  pSM128 + 375bp
upstream usptream upstream upstream

-500
Konstrukt / poéet bazi

Graf 1 Srovnani p-galaktosidazové aktivity mezi kmeny M. smegmatis wt a AMs1: Graf
znazoriiuje srovnani hodnot vysledkli meéteni p-galaktosiddzové aktivity u vzorkl z
exponencialni faze ristu mezi kmeny wt (kmeny LKI1442, LK2364, LK2360, LK2418,
LK2421) a AMsl (kmeny LK2581, LK2366, LK2362, LK2358 a LK2585). M¢teni bylo
provedeno celkem tiikrat, pricemz kazdy vzorek byl méfen v duplikatu. Chybové usecky
predstavuji standardni odchylku od méfeni.
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6.3.2 Efekt dvou Shine-Dalgarno sekvenci na aktivitu promotoru P,,,z

Graf 4 znazornuje rekombinantni konstrukty kment LK2364 wt a LK2366 AMsl
(fragmenty slozené z -222 +9 hexamertl) a LK2360 wt a LK2362AMs]1 (fragmenty
slozené z -242 +9 hexamert). Vice nez trojnasobny pokles aktivity u kmenti wt i
AMsl je zpisoben piitomnosti druhé Shine-Dalgarno sekvence v oblasti -242 +9

hexamera.

Efekt dvou Shine-Dalgarno sekvenci

2500

2000

——

1500 ————

wt

1000 ———

B-gal aktivita

B AMs1

500 ———

pSM128 + 222bp upstream pSM128 + 242bp usptream
Konstrukt / pocet bazi

Graf 2 Efekt dvou Shine-Dalgarno sekvenci u kmenti M. smegmatis wt a AMsl: Graf
znazoriiuje pokles promotorové aktivity P,,,; mezi kmeny wt (LK2364, LK2360) a AMsl
(LK2366, LK2362) v dusledku pfitomnoti druhé Shine-Dalgarno sekvence. Chybové usecky
predstavuji standardni odchylku od méfeni.

6.4 Priprava FLAG-znacenych proteint

Proteiny MoaB2, CarD, RbpA, SigA (s N-terminalni doménou) a SigAC (bez N-
termindlni) byly fizovany s FLAG-afinitni znackou. Nasledné byly klonovany do
plazmidu pTet INT. Pfipravené konstrukty byly transformovany do kompetentnich
bun¢k E. coli (DH5a). Poté, co byla uspésnost klonovani DNA inzertu ovéfena
pomoci restrikéni analyzy, se zuspéSné transformovanych bunék vytvotily
glycerinové konzervy. Sekvenace vytvofeného konstruktu byla ovéfena

sekvenovanim. Izolované plazmidy byly transformovany do kompetentnich bunék
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M. smegmatis mc* 155. Na Obrazku 34 je uvedena ukazka (A) ziskani PCR inzertu
transkripcnich faktord CarD a RbpA a ukézka restrikéniho stépeni (B) po klonovani
s plazmidem pTet INT.

b Low Range | RPPA-FLAG |CarD-FLAG 5 0] ® o 5
p DNA Ladder| PSR PRODUKT PCR PRODUKT o S o> £ > (o e}
' 2 8 2% 23 | §%
bp 25 TE z2 | 85| bp
2« | fuw | Qu =<
=z ab @ oz
=] o O =]
700 2000
1500
500
1000
400
750
300 700
500 -
200 400
150
250 300
100 200
100

Obriazek 34 Ukazka piipravy FLAG-znacenych proteini: (A) Ziskané PCR produkty
transkripénich faktortit RbpA a CarD na 2 % agarovém gelu: (1) RbpA — 350 bp (2) CarD —
500 bp. Jako marker byl pouzit Low Range DNA Ladder (ThermoFisher). (B) Ukazka
restrikéniho Stépeni na 1 % agarovém gelu: RbpA (1), CarD (2), plazmid pTet INT (3)
Stépeny restrikénimi endonukleazami Ndel a Hindlll. Jako marker byl pouzit: 1kb DNA
Ladder a Low Range Ladder (ThermoFisher)
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6.4.1 Interakéni partneii vybranych FLAG-znac¢enych proteini u
M. smegmatis

Bakteridlni kmeny byly kultivovany pfi teploté¢ 37 °C do exponencidlni faze rlstu
(ODgoo 0,5 — 0,6; ~6 hod kultivace) a stacionarni faze rtstu (ODgo 2,5 — 3; 24 hod
kultivace). Imunoprecipitace byla hodnocena v obou rustovych fazich. Pro kazdy
kmen byly provedeny celkem tfi biologické opakovani. Eluované proteiny pfitomné
v supernatantu i navazané na anti-FLAG M2 afinitni gel byly separovany metodou
SDS-PAGE a nésledné vizualizovany. Na Obrazku 35 je ziskany SDS-PAGE gel
s interakénimi partnery FLAG-znacenych proteinti (FLAG — sigA, sigAC, RNAP)
izolovanych ze stacionarni faze rastu. Vysledky potvrzuji interakci faktoru o
s proteinem MoaB2. Mimo to se interakce s faktorem o" ucastnila RNAP
a transkripéni faktory RbpA a HelD. Piedb&zné jsme imunoprecipitovali také ¢ bez
N-termindlni domény (sigAC), abychom zjistili, zda je tato doména potitebna pro
vazbu proteinu MoaB2 na o”. Zjistili jsme, Ze MoaB2 se sigAC komplex nevytvafi.

A A . I3 I3 r . W . r 4
a ¢ bez N-termindlni domény je vSak velmi rozdilna

Vzéjemna exprese faktorli ¢
proto, abychom mohli posoudit, jaka je role této domény pii interakce. Proto bylo
potfebné nejprve optimalizovat expresi téchto dvou proteinti na takovou uroven,
abychom je mohli vzdjemné¢ porovnat. Spole¢né s sigAC jsme ko-imunoprecipitovali
RNAP, HelD a 6”. FLAG-zna¢ena RNAP interagovala s faktorem ¢*, transkripénimi
faktory RbpA a HelD, nikoliv v§ak s MoaB2. Z téchto vysledkl teda vyplyva, ze
jedinym interakénim partnerem proteinu MoaB2 je faktor . Jako kontrola byl
pouzit kmen wt, ktery neobsahoval Zzadné¢ FLAG-znafené proteiny. Jednotlivé
proteiny oznacené¢ v ramecku na Obrazku 35 byly odeslany pro analyzu metodou
hmotnostni spektrometrie. Vysledky hmotnostni spektrometrie (Tabulka 22)

% NIRRT A - . , y . . .
upftesiiuji, ze s faktorem o" interaguje zkracena verze proteinu MoaB2 o velikosti 15

kDa.
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Obrazek 35 Imunoprecipitace FLAG-
znaCenych proteini ze stacionarni faze
rastu: Interakeni partneti FLAG-znacenych
proteind (eluaty) ze stacionarni faze (24 hod
kultivace). Byly provedeny celkem tii
biologickda  opakovani Jako negativni
kontrola byl pouzit kmen M. smegmatis wt
bez FLAG-znafenych proteini. Marker -
Novex Sharp Pre-stained Protein Standart
(ThermoFischer).  Ocislované  proteiny
v Cerveném ramecku byly zaslany na
analyzu pomoci hmotnostni spektrometrie
(Tabulka 22).

Tabulka 22  Vysledek  hmotnostni
spektrometrie  spojeny s  analyzou
proteinovych prouzkii, oznacenych
rimetkem na Obrizku 35: Cisla

proteinovych prouzkii odpovidaji cCislovani
Obrazku 35
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K nalezeni interak¢nich partnerti proteinu MoaB2 byl piipraven FLAG-znaceny
kmen (MoaB2-FLAG). Z Obrazku 36 je patrné, Ze spolecné s FLAG-znacenym
proteinem MoaB2 jsme stdhli pouze MoaB2 a jeji kratSi formy, zadny jiny protein
nebyl ko-imunoprecipitovan. Poté jsme zjiStovali, zda by mohla MoaB2 interagovat
s esencidlnimi transkripénimi faktory mykobakterii — CarD a RbpA. Pro tento
experiment byly vytvofeny FLAG-znaené kmeny CarD a RbpA a nasledné
imunoprecipitovany. Na Obrazku 36 mizeme vidét, Ze MoaB2 neinteraguje ani
s jednim z téchto transkripcnich faktort. S transkripénim faktorem CarD interagovala
pouze RNAP a faktor ¢*. S transkripénim faktorem RbpA byl v komplexu navic
protein HelD.
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Obrazek 36 Imunoprecipitace FLAG-znacenych transkripénich faktoria: (A) Interakcni
partnefi FLAG-znaCenych proteint (eluaty) ze stacionarni faze (24 hod kultivace). Byly
provedeny tfi biologické opakovani. V modrém ramecku (1) je protein MoaB2, v ¢erveném
ramecku (2) jsou zobrazeny podjenotky  a f° RNAP, v zeleném ramecku (3) protein HelD,
ve fialovém ramecku (4 a 5) je zobrazen faktor ¢*, v oranzovém ramecku (6) je transkrip&ni
faktor CarD a ve Zluty ramecku (7) je transkripéni faktor RbpA. Jako negativni kontrola
slouzil kmen M. smegmatis wt bez FLAG-znacenych proteind. Marker - Novex Sharp Pre-
stained Protein Standart (Thermo Fischer).

93



6.5 Vysledek optimalizace exprese mezi SigA-FLAG a SigAC-
FLAG

Nasledné¢ byla optimalizovana exprese u kment SigA-FLAG (s N-terminalni
doménou) a SigAC-FLAG (bez N-terminalni domény). Bakteridlni kmeny byly
kultivovany v pfitomnosti rizné koncentrace anhydrotetracyklinu (100ng, 10ng nebo
5 ng/ml) do exponencialni faze (ODgoo 0,5 — 0,6; ~6 hod kultivace). Stacionarni faze
byla kultivovdna ve dvou krocich, které se liSily casem ptidani ATC. Pro ¢asnou
stacionarni fazi bylo po ~7 hodinach kultivace ptfidano 100 ng, 10 ng nebo 5 ng/ml
ATC a nasledn¢ kultivovano do druhého dne (celkem 24 hod rist). Pro kmeny
pozdni staciondrni faze probihala kultivace 24 hodin bez ptidani antibiotika. Po 24
hodinach bylo pfidano 100 ng, 10 ng nebo 5 ng/ml ATC a kmeny byly kultivovany
dal$i 3 hodiny. Néasledné byly proteiny separovany pomoci SDS-PAGE, metodou
Western Blot pfeneseny na nitrocelul6zovou membranu a nasledné detekovany
pomoci specifickych protilatek. Mnozstvi proteinti, které bylo naneseno na gel, bylo
optimalizovano na zéklad¢ zmeéfeni koncentrace proteinit ve vzorku podle
Bradfordové, ptipadné optimalizaci na zdkladé hodnot zméfené ODgg. K detekei byl
pouzit chemiluminiscencni substrat na bazi luminolu, ktery detekuje kienovou
peroxidazu (HRP) jako sekundérni protilatku v komplexu s primarni protildtkou na
imunoblotu. Upravou ¢&asové expozice rentgenového filmu s imunoblotem
s navazanym substratem bylo mozné ziskat signal potiebny k detekci. Na Obrazku
37 miizeme pozorovat RNAP, faktor 6* s pfibliznou molekulovou hmotnosti 58 kDa
a ¢" bez N-terminalni domény s piibliznou molekulovou hmotnosti 35 kDa. Na
zaklad¢ intenzity ziskanych protenovych prouzkii bylo uréeno mnozstvi ATC

potiebného pro optimalizaci exprese mezi obéma faktory sigma.
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Obrazek 37: Uprava exprese FLAG-sigA (s N-terminalni doménou) a FLAG-sigAC
(bez N-terminalni domény): Z detekovaného chemiluminiscencniho signalu na rentgénovy
film je patrny nejsilngjsi signal sigAC pii koncentraci ATC 100 ng/ ml detekovany u vzorkd
z Casné stacionarni faze. V pozdni fazi nebyl detekovan zadny signdl. Sekundéarni protilatka
byla namifena proti ¢”. Jako kontrola byla pouZita sekundarni protilatka namifena proti
RNAP. Rentgenovy film byl exponovan 10s. Jako marker byl pouzit Novex Sharp Pre-
stained Protein Standart (ThermoFischer). Marker neni pfi cheminilumiscenci detekovan,
proto orientacné uvadim marker ziskany barvenim Ponceau S, které¢ predchdzelo ptipravé
imunoblotu.
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6.5.1 Role N-terminalni domény ¢* p¥i interakci s MoaB2

Podle vysledku zoptimalizované exprese byl kmen FLAG-sigA kultivovan do ¢asné
stacionarni faze (24 hodin) pii koncentraci ATC 5 ng/ml a kmen FLAG-sigAC pfi
koncentraci 100 ng/ml (pfidané po ~7 hodinach kultivace). Izolované bunky byly
ko-imunoprecipitovany. Vzhledem ktomu, ze signal izolovanych proteinovych
prouzkli sigA a sigAC (Obrazek 38) nebyl kvantifikovan o stejné intenzité,
optimalizace exprese se nevydafila. K semikvantitativnimu vyhodnoceni byl pouzit
program Quantity One a bylo zjiSténo, Ze zvysledkd intenzity ziskanych
proteinovych prouzkl nelze urcit, zda je N-termindlni doména o™ pro vazbu MoaB2
potiebna. Intenzita proteinovych prouzku MoaB2 je vice neZ 2x niz$i neZ o,
intenzita 6*¢ vice nez 2,5x niZ8i neZ o™ (eluaty). Intenzita izolovanych proteinovych
prouzkii faktoru o bez N-terminalni domény je v M2 afinitnim gelu pfiblizné
0 29 % intenzivnéj$i nez v elutdtu (vysledky semikvantitativniho vyhodnoceni
v eluatech a M2 efinitnim gelu si vSak pfiblizné¢ odpovidaji). VEtsi mnozstvi proteinti

v M2 afinitnim gelu mohlo byt zptisobeno jeho nedokonalym promytim.
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7 DISKUZE

Identifikace transkripéniho po¢atku RpoB-RpoC mRNA

Geny rpoB a rpoC koéduji podjenotky B a B° RNAP. Oba tyto geny jsou
transkribovany ve spolecném operonu rpoB-rpoC. Nedavno byly popsany dva
promotory, které transkripci tidi (Zhu et al., 2018). Na zdkladé RNA-seq bylo v nasi
laboratoti zjiSténo, ze transkripce z operonu rpoB-rpoC je iniciovana i pred
promotory P1 a P2, kde se pravdépodobn¢ nachézi tieti, doposud nezndmy promotor

(nepublikovana data).

Vramci této diplomové prace jsme se pokusili identifikovat pocateCni misto
transkripce mRNA RpoB-RpoC pouzitim metody 5'RACE. Specifickd amplifikace
5" konct transkriptu usnadituje mapovani transkripéniho pocatku a informuje
o pfiblizném umistnéni jednotlivych promotorovych prvka (Olivarius et al., 2009).
Zvolili jsme obdobny pfistup, jako u predchozich, Gspésné provedenych experimentt
pii hledani podatku transkripce u homologu Msl v M. tuberculosis (Sikova et al.,
2019). Produkty PCR 5'RACE byly rozdéleny na agarovém gelu. I pfesto, ze se
nepodaftilo zjistit pocate¢ni misto transkripce mRNA RpoB-RpoC, je tato metoda
rutinn€ pouzivana pro sekven¢ni analyzu upstream oblasti bunéénych mRNA. AvSak
nevyhodou je jeji finanéni a Easova naroénost (Dallmeier a Neyts, 2013). Usp&snost
5'RACE je vyrazné ovlivnéna Uc€innosti a specificnosti PCR. V zavislosti na
konkrétnim pouzitém primeru a cilové sekvenci se také méni optimalni podminky
pro amplifikaci. Postup metody tak muiZe vyzadovat upravu protokolu (zménu
koncentrace Mg®", dNTP nebo primerd, pfipadné i upravu tepelného cyklovani). I
pfesto, Ze pocatecni misto transkripce nebylo nalezeno, byly pfipraveny konstrukty
promotorovych fragment, které slouZily k méfeni promotorové aktivity. Piiprava
jednotlivych promotorovych fragmenti P,,,p urCenych k testovani B-galaktosidazové

aktivity predchazela nezavisle publikaci Zhu et al., 2018.
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Priprava bunék M. smegnatis s inzerty promotori P,,,z

Pti zahgjeni transkripce dochdzi k vazbé holoenzymu RNAP s promotorovou
sekvenci, kterd se vétSinou nachazi na zacatku prepisovaného genu. V blizkosti jadra
promotoru muzeme u bakterii nachdzet dal$i oblasti, které mohou mit vliv na
regulaci genové transkripce. Pfipravené fragmenty promotoru P,z obsahovaly sadu
sekvencnich elementli potiebnych k regulaci transkripce a zahajeni syntézy vlakna
RNA. Vzijemn¢ se liSily délkou upstream oblasti. Pro klonovani byl pouzit vektor
pSM128, ktery se bézné¢ pouziva pro meéteni genové exprese. Tento integrativni
plazmid je vkladdn do chromozomu jako jedna kopie prostiednictvim attP
rekombinace (Arnold et al, 2018). Hlavni vyhodou integrativnich plazmidl je
vytvoreni stabilnéjSich buné€k, pficemz na kazdou buiiku ptipadd pouze jedna kopie
konstruktu (v porovnani s replikacnimi plazmidy, kdy vznikaji vicenasobné kopie,

které je nutné pfi vyhodnoceni zohlednit); (Guérout-Fleury et al., 1996).

Aktivita P,,,p se stanovila pomoci B-galaktosiddzové metody. Jako heterologni
reportérovy gen slouzil lacZ, kodujici B-galaktosiddzu (Stephen Smale, 2010).

Testovani probihalo u vzorku ziskanych z exponencialni faze ristu.

a) Efekt délky promotorovych inzerti na transkripci genu rpoB u bunék

M. smegmatis wt

Nejsiln€j8i promotorova aktivita byla nameéfend v oblasti 222 bp upstream od
startovaciho kodonu genu rpoB. V této oblasti je lokalizovan promotor P2
s konzervovanym motivem 5-CGCTATNGTT-3’, ktery je rovnéZ oznacovan jako
promotor majoritné zodpovédny za iniciaci transkripce (Cortes et al., 2013; Zhu et
al, 2018). V oblasti od 242 do 222 bp od startovaciho kodonu genu rpoB byla
zjiSténa pfitomnost druhé Shine-Dalgarno (SD) sekvence. Pfitomnost druhé
konsensus sekvence 5'-AGGAGG-3" (Hahn ef al., 2017) v oblasti rozsitené o 20 bp
vedla k vice nez trojnasobnému poklesu aktivity P,,,z. Druha SD sekvence tak méla
vliv na translaci proteinu LacZ. Translace je zahajena startovacim kodonem (obvykle
AUG), ktery predstavuje trojici nukleotidii rozpoznavanych ribozomalni
podjenodnotkou, ktera skenuje fetézec mRNA a pokousi se iniciovat translaci (Jin et

rrrrrrr

nukleotidové komplementarité mezi 3" koncem 16S rRNA a 5" SD sekvenci, ktera je
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obvykle lokalizovana 4 az 10 bazi upstream od startovaciho kodonu (Yurovsky et
al., 2018). Dva a vice startovacich kodonti mohou mit vliv na kinetiku translace a
vést k tvorbé zkracenych produkti (Buskirk ez al., 2017). Stejné tak druha SD
sekvence zkracuje Cas potfebny ke spravnému parovani mezi ribozomem a mRNA
a tim snizuje efektivitu translace (Hockenberry et al., 2017). Mutace v SD sekvenci
narusuji iniciaci translace bakteridlnimi ribozomy a ovlivnéni stability mRNA (Jacob
et al, 1987; Agaisse a Lereclus, 1996; Yang et al., 2016). V posledni dobé odhaluji
studie sekvencni diverzitu SD motivil prokaryotickych genomi (Kuo et al, 2020),
pficemz i nekonsenzudlni SD motiv miize slouzit jako vazebné misto pro ribozom
apro iniciaci translace lze pouzit i jiné startovaci kodony (ATG, UTG, atd.);
(Jenning et al., 2016). Mnoho studii potvrzuje, Ze k zah4jeni translace lze pouzit i
alternativni startovaci kodony, u E. coli to mohou byt napi.: GUG (14% iniciaci
translace) nebo UUG (3% iniciaci translace); (Hecht et al., 2016; Belinky el al.,
2017). Do budoucna navrhuji vytvotfeni konstruktu bez inzerce druhé SD sekvence.
Tim bude mozné 1épe zodpovédet na otdzku, zda je v oblasti mezi 242 a 222 bp
upstream ptitomna regulaéni sekvence nebo zda dochazi k vazbé nezndmého

represoru, ktery je zodpoveédny za pokles promotorové aktivity genu rpoB.

Druhd nejsilngj$i promotorova aktivita genu rpoB byla zméfena u fragmentu
375 upstream od startovaciho kodonu genu rpoB . Ptiblizné 330 bp upstream od
startovaciho kodonu genu rpoB nachdzime promotor P1, ktery ma mensi vliv na
tvorbu transkripti ze spole¢ného operonu rpoB-rpoC. Tento promotor je prednostné
inhibovan rifampicinem, coz vede ke zvySeni exprese genu rpoB z promotoru P2
(Zhu et al., 2018). Rifampicin je diky svému baktericidnimu G¢inku nejpouzivané;si
antibiotikum pfi 1écb€ tuberkuldzy zpiisobené M. tuberculosis. Zaznamenané
rezistence k rifampicinu jsou vice neZ z 95 % zplsobené mutaci genu rpoB (Zaw et
al., 2018). Rifampicin nezndmym mechanismem ovliviiuje vybér promotoru P2, coz
vede k upregulaci genu rpoB v subpopulaci bun€k. Tato upregulace umozni jejich
rist a déleni pfi takovych koncentracich antibiotika, které jsou bézn& pro buiky
letalni (Zhu et al., 2018). Neni ani vylouceno, Ze se tfeti nezndmy promotor nachazi
dale upstream od promotororu P1. Na efektivnéj$i transkripci v oblasti 375 bp
usptream od startovaciho kodonu genu rpoB mlZe mit vliv pfitomnost A/T bohatych

oblasti, které zvySuji promotorovou silu (Krasny et al., 2000). A/T bohaté oblasti
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(UP elementy) se podili na rozpoznavani promotort na zaklad¢ jejich interakce s C-
termindlni doménou podjednotky oo RNAP (Grainger a Busby, 2008). Do této oblasti
se vSak miiZe vazat 1 neznamy regulator, ktery zvySuje aktivitu P,,,5. Proto, abychom
mohli zjistit, kde se nachazi nami hledany promotor v této oblasti, navrhuji do
budoucna vytvofit rozsifené promotorové fragmenty. Na zdkladé méteni jejich B-
galaktosidazové aktivity mizeme konstatovat, zda dal$i rozSifeni promotorové
oblasti ma nebo nema vliv na aktivitu promotorového jadra. Pro piesnéjs$i navrzeni
délky promotorovych fragmentl doporucuji v prvnich krocich najit transkripcni

pocatek RpoB-RpoC mRNA pouzitim metody 5'RACE.

Mimo jiné byly také pozorovany zmény v rychlosti ristd jednotlivych kment wt.
Krom¢ kontrolniho kmene LKI[442 rostly vSechny kmeny pomaleji. Pfitomnost
5'UTR oblasti by tedy mohla mit vliv na regulaci mnozstvi RNAP a tzn., Ze mohla
ovliviiovat celkové mnozstvi RNAP v buiikdch a zpusobit jejich pomalejsi rast.
Intracelularni mnozstvi RNAP vzajemné souvisi s okamzitou schopnosti bunééného
rustu (Klumpp a Hwa, 2008). Studie Lloyd-Price ef al., se zabyvali méfenim relativni
koncentrace RNAP u bunck péstovanych na rtizné¢ bohatych mediich. Pomoci
metody RT-PCR genu rpoC, ktery kdduje podjednotku B', bylo zjisténo, ze
koncentrace RNAP vyrazné stoupala se zvysujici se koncentraci Zivin v rastovém
médiu, avSak volnad frakce RNAP pro tranksripci zlstala v ur€itém rozmezi téchto

podminek piiblizné konstantni (Lloyd-Price et al., 2016).

b) Efekt délky promotorovych inzerti na transkripci genu rpoB u bunék M.

smegmatis AMs1

Zajimavosti je, ze S'UTR oblast operonu rpoB-rpoC strukturné¢ pfipomind Msl,
ktery je ptedpovézen v dalSich mykobateriich a aktinobateriich, jako je rod Nocardia
nebo Rhodococcus (Hnilicova et al., 2014). Ptiblizn¢ 460 nt dlouhd 5"UTR oblast
byla mimo jiné prokdzana také pomoci RNA-seq v M. tuberculosis (Arvig et al.,
2011). Nasledné jsme predpokladali, Ze pokud ma Msl vliv na regulaci operonu
rpoB-rpoC prostiednictvim 5'UTR oblasti, mély by se vysledky B-galaktosidazové
aktivity mezi kmeny wt a AMsl1 lisit. V promotorové oblasti 375 bp upstream od
startovaciho kodonu genu rpoB byl sledovan pokles aktivity o 30 % v porovnani

s kmenem wt. Jinymi slovy nepfitomnost Msl (AMsl) vedla ke snizeni aktivity

100



promotoru P1 a/nebo tfeti nezndmého promotoru pfiblizné ~ 1,5x. Na zéklad¢ dat
z RNA-seq je zndmo, ze béhem stacionarni faze riistu dochdzi u Msl ke snizeni
exprese podjenodtek B a B° RNAP na polovinu a k poklesu hladiny RNAP o ~30 %
v porovndni s kmeny wt. U bunék AMsl tedy chybi rezervoar RNAP, ktery je
pritomny v komplexu Ms1+RNAP u bun¢k wt. Vzhledem k tomu, ze Msl je vysoce
abundatni béhem stacionarni faze rGstu a béhem exponencidlni faze rlstu tvoii
~0,1% non-rRNA transkriptti (Hnilicova et al., 2014; Sikova et al., 2019), nebyl
doposud u kmenit AMs1 béhem této riistové faze méfen pokles exprese podjednotek
B a " RNAP a ani stanovena hladina RNAP na urovni proteinu. Pro kompletnost
vysledki by bylo dobré ur¢it mnozstvi RNAP izololované z bunék wt a AMsl

ziskanych z exponencialni faze ristu na trovni RNA a proteind.

Dale byl u kmenii AMsl sledovan piiblizné¢ ~20% pokles aktivity genu rpoB
transkribovaného z oblasti 222 bp upstream od transkripcniho pocatku. K poklesim
sily promotoru muize také dochazet diky pfitomnosti palindromu, ktery vytvari
(Krasny et al., 2000). Neptitomnost Ms1 vSak dale uvolnila inhibi¢ni efekt v oblasti
295 bp od transkripéniho pocatku genu rpoB. Narlst o pfiblizné 27 % mulze byt
zpusoben uvolnénim neznamého faktoru ze sekvence, ktera se u mutovaného kmene
bez Msl nenachazi. 1 presto, Ze je vazba Msl béhem exponencidlni fdze vyrazné

niz§i (Sikova et al., 2019), stale mize ovliviiovat expresi z operonu 7poB-rpoC.

Ptitomnost Ms1 zvySuje mnozstvi mRNA kddujici pojednotky B a B~ RNAP ve
stacionarni fazi (Sikova et al., 2019). Je tedy pravdépodobné, ze Msl je dilezita pro
regulaci mnoZstvi podjednotky B a B” RNAP. Jaky je regulatni mechanismus Msl
z M. smegmatis ovlivijici expresi z operonu rpoB-rpoC zistava 1 nadale
nezodpovézeno. Do budoucna by bylo dobré otestovat hypotézu, zda RNAP reguluje
svou vlastni expresi a/nebo pfitomnost Ms1 v komplexu s molekulami RNAP béhem
staciondrni faze nepfimo umoZznuje uniknout této vlastni regulaci. Ochrana jadra
RNAP pied degradaci pak napomahd bunce 1épe prezivat neptiznivé podminky
okolniho prostiedi (Gengenbacher a Kaufann, 2012). RNAP v komplexu s Ms1 se
nepodili na regulaci exprese rpoB-rpoC, takze celkové mnozstvi RNAP izolované u

wt je vys$si nez u AMsl (Sikova et al., 2019). Do budoucna by bylo dobré zjistit, zda
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RNAP asociuje s 5’"UTR oblasti operonu rpoB-rpoC. Rozdily ve vazbé RNAP by se

mély vzajemné liSit mezi kmeny wt a AMsl.

Na zékladé¢ dat z RNA-seq (nepublikovana data) je zfejmé, Ze tfeti, doposud
nepopsany promotor, je aktivni zejména ve stacionarni fazi rtstu. V rdmci této
diplomov¢ prace byly kultivovany vzorky do ¢asné stacionarni faze. Ziskané vzorky
budou do budoucna slouzit ke stanoveni aktivity inzerti promotord genu rpoB
pomoci kvantitativni PCR (qPCR). LacZ protein je stabilngjsi a vice se kumuluje
béhem exponencidlni faze rastu, a proto je vhodné jeho pouziti pro méfeni -
galaktosidazové aktivity. AvSak na zaklad¢ diive provedenych experimentt (Krasny
et al., 2008; Sikova et al., 2019) bylo zjisténo, ze b&hem stacionarni faze riistu je
presnéjsi stanovit hladinu lacZ mRNA pomoci qPCR (Wong a Medrano, 2005;
Corbisier et al., 2015).

Vazebni partneri proteinu MoaB2

Ko-imunoprecipita¢ni techniky jsou Siroce pouzivané metody umoznujici studium
meziproteinovych interakci (Antrobus a Borner, 2011). V ramci této diplomové
prace byly proteiny MoaB2, CarD, RbpA, ¢ a 6" fuzovany s afinitivni znatkou
FLAG. Pouziti FLAG-znaceni bylo zvoleno ztoho divodu, Ze se nepodafilo

piipravit vysoce specifické mysi ani krali¢i protilatky.

Znacka FLAG je oktapeptidovy uméle vytvoreny antigen, ktery miize byt fuzovan
s N- nebo C- koncem studovaného proteinu. Diky specifickym vysoce afinitnim
monoklondlnim protilatkdm, Ize pouzit FLAG-znaceni kizolaci proteinovych
komplexi o dostatecné Ccistot¢ (Einhauer a Jungbauer, 2001). FLAG-znacené
fizované proteiny byly klonovany s vektorem pTet INT a nésledné transformovany
do bunék M. smegmatis. Pomoci anti-FLAG M2 monoklondlni protilatky byly
proteiny imunoprecipitovany a nasledné separovany metodou SDS-PAGE. Ziskané

proteinové prouzky byly analyzovany pomoci hmotnosti spektrometrie.
a) Faktor *

Bylo potvrzeno, 7e faktor 6™ byl stazen spole¢né s novym proteinem MoaB2 u
vzorkll izolovanych ze stacionarni faze rastu. Interakce proteinu MoaB2 s faktorem

o™ je obzvlast zajimavé, protoze doposud bylo popsano malo proteint, které primo
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interaguji s bakteridlnimi faktory sigma. Napftiklad u transkripéniho faktoru RbpA,
studovaného u M. tuberculosis, bylo zjisténo, ze je schopny piimo interagovat jak se
o” tak o® (Bortoluzzi et al., 2013). U E. coli a Salmonella enterica je studovan
protein Crl, ktery piimo interaguje s doménou 2 faktoru ¢° a podili se na iniciaci
transkripce (Banta et al., 2014). Funkce proteinu MoaB2 je doposud neznama. Je
mozné, 7e obdobn& jako protein Crl, ktery stimuluje ¢° dependentni transkripci
(Zhao et al., 2019), ma MoaB2 stimula¢ni vliv na ¢” dependentni transkripci. Neni

viak ani vylou&eno, Ze miize protein MoaB2 v komplexu s 6™ transkripci inhibovat.

Pro potvrzeni interakce, ¢ MoaB2 je novym interakénim partnerem o, jsme se
pokusili stahnout 6" pfes FLAG-znadeny protein MoaB2. Tuto interakci se vsak
nepodaftilo potvrdit a metodou ko-imunoprecipitace jsme ziskali nejspiSe jen volnou
formu proteinu MoaB2 a jeji kratii formy. Srovnanim sekvenci z FLAG-c" a FLAG-
MoaB2 ziskané z hmotnostni spektrometrie jsme ale zjistili, Ze faktor ¢” stahuje
krat$i formu proteinu MoaB2 o velikosti 15 kDa. Do budoucna by bylo vhodné
pfipravit kmeny se zkracenou formou MoaB2-FLAG a pomoci ko-imunoprecipitace
a SDS-PAGE zjistit, zda stdhneme o”. Je mozné, e FLAG-znacky na N- nebo C-
koncové ¢asti MoaB2 mohou ménit konformaci proteinu, kterd mize branit vazb¢ na
o". Nasledna zména konformace miize zpiisobit ztratu aktivity piisluiného proteinu
(Bréuer et al., 2019). Druhou pfi¢inou mizZe byt, Ze N- a/nebo C-termindlni st
proteinu MoaB2 je orientovdna smérem do faktoru 6", FLAG-znatka tak neni

pfistupna pro vazbu na FLAG-znacenou protilatku.

Existuji vSak 1 alternativni metody, kterymi lze do budoucna testovat protein-
proteinové interakce. Jednou znich je gelova retarda¢ni analyza (EMSA -
Electrophoretic Mobility Shift Assay), diky které lze stanovovat komplexy riznych
stechiometrii a konformaci (Hellman a Fried, 2007). EMSA je jedna z nejcitliv§jSich
metod urend k méfeni kvalitativnich 1 kvantitativnich informaci o DNA-
proteinovych interakcich. Princip metody je zalozen na rozdilné elektroforetické
pohyblivosti komplexu DNA-protein vici samotné DNA, pficemz volnd DNA
vykazuje na gelu vys$§i mobilitu. Vytvofeny komplex Ize potvrdit piidanim
sekundarni protilatky a néasledné ho lze detekovat pomoci DNA sekvence znacené
radioizotopem **P nebo fluoforem (Gaudreault et al., 2009). Druhou moznosti studia

proteinovych interakci je pouziti mikroskopické termoforézy (MST — MicroScale
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Thermophoresis), ktera je zaloZzena na fizeném pohybu molekul v teplotnim
gradientu v zavislosti na molekuldrnich vlastnostech (Jerabek-Willemsen et al.,

2011).

b) CarD a RbpA
Dale nas zajimalo, zda MoaB2 védze mykobakteridlni transkripcni faktory RbpA
aCarD. MoaB2 by se mohla vézat pies tyto transkripéni faktory na o
U mykobakterii se tyto esencidlni transkripéni faktory uplatituji pii stabilizaci
promotorového komplexu s RNAP (Srivastava ef al., 2013). Spole¢né s faktorem o
a MoaB2 byl stazen také protein RbpA, ktery jak je znamo stabilizuje vazbu RNAP
s faktorem o” (Hu e al., 2012). Se samotnym proteinem MoaB2 viak neinteragoval
ani transkripcni faktor RbpA ani CarD. Pfi detailnim studiu ziskanych SDS PAGE
gelil byla potvrzena piitomnost komplexu transkripéniho faktoru RbpA, RNAP, o a
proteinu HelD, ktery zabranuje nespecifickym interakcim mezi RNAP a DNA, coz
ptispiva k efektivnimu fungovéni transkripéniho aparadtu (Kouba et al, 2020).
Obzvlast’ zajimava je spolecnd ptitomnost proteinu HelD a faktoru o" na RNAP,
protoze u doposud provedenych studii u B. subtilis nebyla tato vazba zjiSténa
(Burnley et al., 2017). Z naSich vysledkt pak vypliva, ze transkripcni faktor CarD
interaguje jak s o” , tak RNAP, ale ne s proteinem HelD. Je mozné, ze HelD
kompletuje o vazbu s transkripénim faktorem CarD na RNAP nebo na RbpA. I
pfesto, Ze pfim4 interakce mezi RbpA a CarD neni pomoci strukturniho modelovani
predpovézena, neni ani vylou€eno, Ze k takové interakci muze dochazet. Roli
v interakci mezi CarD a RbpA muzZe hrat zakladni doména faktoru RbpA, jejiz
v tésné blizkosti C-koncové domény transkripéniho faktoru CarD (Rammohan ef al.,

2016).

Mimo jiné bylo také zjiSténo, ze FLAG-znafeny protein MoaB2 neinteraguje
s RNAP. Aviak " v komplexu s navazanym faktorem RbpA a zkracenou formou
MoaB2 asocijuji s RNAP. Na ziklad¢ predikované modelové struktury bylo
navrzeno, ze MoaB2 a RbpA nekompetuji o vazbu na RNAP a mohou se vazat

soucasn¢ (nepublikované data). Ziskané vysledky tento model podporuji.

104



Role N-terminalni domény o p¥i interakci s MoaB2

Z nasSich dosud nepublikovanych vysledkl jsme zjistili, Ze protein MoaB2 interaguje
jen s faktorem o™ a s zadnym dal$im faktorem sigma. Faktor 6 u mykobakterii sdili
sekvenéni homologii s faktorem o, svyjimkou jedine¢né, piiblizné 150
aminokyselin dlouhé N-termindlni domény (Hubin et al, 2017). Pro zjisténi
odpovédi, zda je tato doména nezbytnd pro interakci s faktorem o®, byly pro
testovani in vivo piipraveny FLAG-znagené konstrukty ¢ (s N-terminalni doménou)
a o*C (bez N-terminalni domény). FLAG-fuzované proteiny byly klonovany
s plazmidem pTet INT. Prvotni vysledky imunoprecipitace naznacily, ze MoaB2
vyzaduje pro vazbu s faktorem ¢” N-terminalni doménu. Aby bylo moZné tuto
skute€nost potvrdit, bylo nutné nejprve optimalizovat expresi obou sigem. Vektor
pTet INT je vybaven promotorem tet, ¢imz je mozné regulovat expresi v zavislosti
na pridani rizné koncentrace anhydrotetracyklinu (Evans a Mizrahi, 2015). Nésledna
identifikace proteinii probihala metodou Western blot. K detekci proteinii jsme
zvolili chemiluminiscenéni pfistup, ktery je citlivéjsi nez detekce pomoci
fluorescence. Jako reportérovy enzym byla pouzita kienovd peroxidaza, ktera
katalyzuje pfeménu chemiluminiscen¢niho substratu. Tato reakce je doprovazena
emitaci svételného zareni (Charette et al., 2010). I pies snahu zoptimalizovat expresi
6" a 6", je zintenzity novych proteinovych prouzkil patrné, Ze se optimalizace
nevydafila. I nadale tedy zlstava otdzkou, zda protein MoaB2 skute¢né vyZaduje pro
vazbu s faktorem o™ p¥itomnost N-terminalni domény. Avsak z SDS PAGE gelu je
patrné, ze po deleci ~ 150 aminokyselin dlouhé N-terminalni domény se muze faktor
o™ stale vazat na RNAP. Obdobny efekt byl sledovan také u faktoru o (Syed
a Gralla, 1998). SniZenim intenzity proteinovych prouzkii faktoru ™ o 20 % by
znamenalo, Ze se u faktoru 6" pohybujeme na trovni $umu pozadi. Divodem velmi
slabého signalu miize byt, ze N-terminalni doména ma vliv na stabilitu faktoru o” a
tedy na mnozstvi " stazené p¥i imunoprecipitaci. Role N-terminalni domény, ktera
se u mykobakterii li§i od N-termindlni domény E. coli i B. subtilis (Zachrdla et al.,
2017), zstava stale nejasna. Pro zvyseni citlivosti detekce pomoci protilatky anti-
FLAG M2 lze do budoucna fuzovat faktor ¢*¢ s 3xFLAG-znatkou. Tato fiize
umoziuje az 200x citlivéjsi detekci v porovnani s jinymi systémy (6xHis-tag, GST,
atd.) a bézné se pouziva pro studium alternativnich faktort sigma (Edgar et al., 2017,

Lago et al., 2017). DalSim pfistupem mulZe byt piipraveni deple¢niho kmene
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s faktorem o metodou CRISPR, ti¢inou metodou pouZivanou v genovém inZenytstvi
(Ran et al., 2013). Je vSak spekulativni, nakolik by byla tato deplece tspésnd, nebot’
faktor o® je esencialnim faktorem mykobakterii (Wu et al., 2004) a zbytkové
mnozstvi ¢* by mohlo tuto interakci ovliviiovat. SloZitost deplece housekeeping
faktorii sigma u bakterii demonstruje jejich nutnost pti zachovani jednotlivych

regulacnich procesti v buiice (Rebets ef al., 2018).

Pro zjiténé funkce N-terminalni domény faktoru ¢* navrhujeme do budoucna na
zékladé zoptimalizované exprese provést daldi ko-imunoprecipitaéni testy se o
a 6. Spole¢nd s testy in vitro za pouZiti purifikovanych proteinii nam tato data

v o v ’ . T . : A
umozni ziskat povédomi o tom, jak dochazi k interakci mezi MoaB2 a ¢™.
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8 ZAVER
V prvni ¢asti této diplomové prace byly pro kmeny wt a AMs1 piipraveny fragmenty
promotoru P,,,z 0 rlizné délce. Nasledné byly tyto komponenty pouZzity pro testovani

promotorové aktivity in vivo v buitkkdch M. smegmatis, izolovanych z exponencialni

faze rastu.

Na zéklad¢ vysledkti méfeni B-galaktosidazové aktivity jednotlivych promotorovych

oblasti, bylo vyvozeno nékolik zavéra:

e Promotorova oblast 375 bp upstream od transkripcniho pocatku genu rpoB
zvysila svou aktivitu téméf dvojnasobné a miize mit vliv na regulaci experese
genu rpoB.

e Nepfitomnost Msl (AMsl), vede k snizeni aktivity této promotorové oblasti

priblizn¢ ~1,5x.

Z toho vyplyva, Ze mala nekddujich SRNA — Msl, ktera strukturné pfipomina 5'UTR
oblast operonu rpoB-ropC, ma pravdépodobné vliv na expresi genu rpoB a tedy na
regulaci RNAP. Oblast 375 bp upstream muze byt klicovou oblasti, ktera se do této

regulace zapojuje.

V druhé &asti této diplomové prace byly u proteini: MoaB2, CarD, RbpA, ¢* a 6",
fuzovanych s FLAG-znackou, sledovany meziproteinové interakce. Na zakladé

vysledkl ko-imunoprecipitacnich technik bylo zjisténo, ze:

Spoleéné s faktorem o™ interaguje zkracena verze proteinu MoaB2.

Volna forma proteinu MoaB2 neasocijuje s RNAP.

Transkripéni faktor RbpA a CarD se na interakci s MoaB2 nepodili.

Dilezitost N-terminalni domény o* pro interakci s MoaB2 nebyla stale

potvrzena.

107



Tato diplomova préce prispéla k ¢astecnému pochopeni a doporuceni novych smért
studia mechanismil, jakymi mald sRNA Msl reguluje mnozstvi RNAP. Také se
podaftilo pfispét k charakterizaci nov€ objeven¢ho proteinu MoaB2, ¢imz bude do

budoucna lépe pochopeno, jaka je role tohoto proteinu v mykobakterialni transkripci.

. Ewo+1

/AMsl
PrpOB l 1,5x

S

PSr

-375 -295  -242 -222

o mnois['

A

Obriazek 37 Shrnuti regulace mykobakterialni transkripce v kontextu s vysledky této prace: (1)
Schéma mozného plisobeni malé nekodujici SRNA Msl v oblasti, kde se nachazi o dependentni
promotor P1 genu rpoB (piiblizné 330 bp upstream od transkripéniho pocatku) a/nebo tfeti, doposud
neznamy promotor. 5'UTR oblast operonu rpoB-rpoC (dlouhd piiblizné 460 nt) strukturné pfipomina
Msl a domnivame se, ze oblast 375 bp upstream muze mit v této regulaci sviij vyznam. V oblasti 375
bp upstream od transkripéniho pocatku genu rpoB byla sledovana druha nejvyssi promotorova aktivita
testovanych kmenl M. smegmatis wt a také nejvyssi pokles aktivity (~1,5x) u kmenl bez Msl
(AMsl). Jaké je mnozstvi RNAP v kmenech bez Msl v exponencialni fazi rGstu neni znamo. (2) A
S faktorem o interaguje zkracena verze proteinu MoaB2 o velikosti 15 kDa, mykobakterialni
transkripéni faktory RbpA a CarD jsou v komplexech s faktorem o*, nikoliv viak s proteinem MoaB2.
Spoleéné s RNAP, 6" a faktorem RbpA byl staZen také protein HelD. Tento protein se v komplexu
s CarD nenachazi. Volna forma proteinu MoaB2 s RNAP neinteraguje. (B) Role N-terminalni domény
(6™-N) nebyla stale potvrzena (pfevzato a upraveno z: Hubin et al., 2017; model proteinu MoaB2-Jiti
Zahradnik-nepublikovano). (C) Je mozné, Ze N-terminalni ¢ast proteinu MoaB2 s fuzovanou FLAG-
znackou a/nebo také C-terminélni &ast proteinu je orientovana smérem do faktoru 6*, coz znemoziiuje
vazbu anti-FLAG M2 protilatky
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