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Abstrakt

Bacillus subtilis je gram-pozitivna sporulujuca baktéria. Pri nepriaznivych Zivotnych podmienkach
zahajuje sporulac¢ny proces, ktoré¢ho vysledkom je rezistentna spéra. Hlavnym regulatorom iniciacie
sporulacie je transkripény faktor SpoOA. Charakteristickym znakom sporulécie je tvorba asymetrického
septa na pole bunky, ktorym je bunka rozdelend na vécSiu materski bunku a menSiu presporu.
Asymetrické septum je umiestnené v 1/6 od najblizsieho polu bunky, a proces lokalizacie je komplexny.
Jednym z aktérov podielajucich sa na tejto lokalizacii je protein RefZ, oznacovany ako regulator
proteinu FtsZ, ktory vytvara Z-kruh. Z-kruh je délezity pre formovanie vegetativneho (v strede bunky)
aj asymetrického septa. RefZ konkrétne napoméaha relokalizacii Z-kruhu z medialnej casti bunky ku
p6lom v rannej faze sporulacie. Okrem toho je RefZ DNA viazbovy protein, ktory sa viaze na vézbové
motivy RefZ (RefZ binding motifs [RBMs]) v blizkosti pociatkov replikacie (ori) chromozémov, ¢im

podporuje presné umiestnenie ramien chromozémov pocas sporulécie.

Cely proces sporulacie je regulovany kaskadou priestorovo Specifickych sporula¢nych faktorov o,
ktoré rozpoznavaju Specifické konzervované (konsenzus) sekvencie v promotorovych oblastiach génov,
¢im umoznuji RNA polymeraze interagovat s promotorom konkrétneho génu a iniciovat’ jeho
transkripciu. Takto faktory 6 zabezpecuju priestorovo a casovo kontrolovani expresiu génov v bunke.

Aj ked’ je tento proces intenzivne Studovany, mnoho aspektov sporulécie je stale enigmatickych.

Cielom tejto prace bolo prispiet’ k hlbSiemu pochopeniu vybranych aspektov sporulacie. Prvym
hlavnym cielom tejto prace bolo charakterizovat’ expresiu a lokalizaciu proteinu RefZ v modelovom
organizme Bacillus subtilis. Pre identifikaciu potencionalnych promotorov génu refZ bola zvolena bio-
informaticka analyza, ktora identifikovala dva promotory — jeden zavisly na o™ a druhy zavisly na c"/¢
a d’alej véizbové miesta pre transkripény faktor SpoOA. Aktivita ndjdenych promotorov a ich zavislost’
na SpoOA bola uréend metddou transkripcie in vitro. Dalej bola pomocou mikroskopie SIM
charakterizovana expresia a lokalizacia proteinu RefZ (RefZ-GFP) in vivo v troch sporulacnych
vyvojovych S§tadidch u kmenov s génom refZ-gfp v ektopickom lokuse asgénom pre refZ-gfp
v nativnom lokuse. V druhej ¢asti diplomovej prace boli identifikovani interak¢ni partneri (interaktom)

proteinu RefZ pocas sporulacie. Zhrnuté, tieto vysledky prispeli ku vytvoreniu priestorovo-¢asového

obrazu expresie, lokalizacie a interakciam RefZ v priebehu sporulacie.

KPucové slova: transkripcia, prométor, sporulaéné faktory sigma, sporulacia, SpoA0, RefZ.



Abstrakt

Bacillus subtilis je gram-pozitivni sporulujici bakterie. Za nepfiznivych zivotnich podminek
zahajuje sporulacni proces, jehoz vysledkem jsou rezistentni spory. Hlavnim regulatorem iniciace
sporulace je transkripcni faktor SpoOA. Charakteristickym znakem sporulace je tvorba asymetrického
septa na bun¢éném polu, které rozdeluje buiitku na veétsi matetskou buriku a mensi presporu. Asymetrické
septum je umisténo v 1/6 od nejbliz§iho p6lu bunky, a proces lokalizace je komplexni. Jednim z aktért
podilejicich se na této lokalizaci je protein RefZ, ktery reguluje protein FtsZ, tvotici Z-kruh. Z-kruh je
dilezity pro formovani vegetativniho (uprostfed bunky) i asymetrického septa. RefZ konkrétné
napomaha relokalizaci Z-kruhu ze stiedu buiiky k polim v rané fazi sporulace. Kromé toho je RefZ
protein vazajici se na DNA, ktery se vaze na vazebné motivy RefZ (RefZ binding motives [RBMs]) v
blizkosti pocatkt replikace (ori) chromozomt, ¢imz podporuje piesné umisténi ramen chromozomi

behem sporulace.

Cely proces sporulace je regulovan kaskadou prostorove specifickych sporulacnich faktort o, které
rozpoznavaji specifické konzervované (konsenzus) sekvence v promotorovych oblastech genti, ¢imz
umoziuji RNA polymeraze interagovat s promotorem konkrétniho genu a zah4jit jeho transkripci. Takto
faktory ¢ zajist'uji prostorove a Casove fizenou expresi gentl v buice. Pfestoze je tento proces intenzivné

studovan, fada aspektti sporulace je stale enigmaticka.

Cilem této prace bylo prispét k hlubSimu pochopeni vybranych aspektti sporulace. Prvnim hlavnim
cilem této prace pak bylo charakterizovat expresi a lokalizaci proteinu RefZ v modelovém organismu
Bacillus subtilis. Pro identifikaci potencialnich promotorti genu refZ byla zvolena bioinformaticka

F/G 3 dale vazebna

analyza, ktera identifikovala dva promotory — jeden zavisly na ", a druhy zavisly na ¢
mista pro transkripcni faktor SpoOA. Aktivita nalezenych promotort a jejich zavislost na SpoOA byla
ur¢ena metodou transkripce in vitro. Dale byla pomoci mikroskopie SIM charakterizovana exprese a
lokalizaci proteinu RefZ (RefZ-GFP) in vivo ve tfech sporulujicich vyvojovych stadiich u kment
s genem pro refZ-gfp v ektopickém lokusu a s genem pro refZ-gfp v nativnim lokusu. Ve druhé ¢asti
prace byli identifikovani interak¢ni partneti (interaktom) proteinu RefZ béhem sporulace. Shrnuto, tyto
vysledky prispély k ¢asoprostorovému obrazu exprese, lokalizace a interakcim proteinu RefZ béhem

sporulace.

Klicova slova: transkripce, promotor, sporula¢ni faktory sigma, sporulace, SpoOA, RefZ.



Abstract

Bacillus subtilis is a gram-positive sporulating bacterium. Under unfavorable conditions, it initiates
the sporulation process that results in a resistant spore. The transcription factor SpoOA is a master
regulator of sporulation initiation. The hallmark of sporulation is the formation of an asymmetric septum
near a cell pole, which divides the cell into the larger mother cell and smaller prespore. The asymmetric
septum is localized at 1/6 of the cell length relative to the nearer pole. One of the players involved in
this localization is the RefZ protein, referred to as the FtsZ regulatory protein, which forms the Z-ring.
The Z-ring is important for the formation of both the vegetative (mid-cell) and asymmetric septa. RefZ
facilitates the relocalization of the Z-ring from midcell to the poles at an early stage of sporulation. RefZ
also binds DNA (RefZ binding motifs [RBMs]) near the ori site of the chromosome, thereby promoting

precise positioning of the chromosome arms during sporulation.

The entire sporulation process is controlled by a cascade of compartment-specific sporulation ¢
factors that recognize specific consensus sequences in the promoter regions of genes, thereby allowing
RNA polymerase to initiate transcription of sporulation-specific genes. These ¢ factors ensure spatially
and temporally controlled expression of genes in the cell. Although this process has been intensively

studied, many aspects of sporulation are still enigmatic.

The overall aim of this Thesis was to provide detailed insights into selected aspects of sporulation.
The first main aim of this Thesis was to characterize expression and localization of RefZ in the model
organism Bacillus subtilis. Bioinformatic analysis was used to identify potential promoters of the refZ
gene. This analysis identified ", 6"/ dependent promoters and binding sites for the transcription factor
SpoOA. In vitro transcriptional experiments were then used to test the activity of the predicted promoters
and their dependence on Spo0OA. By SIM microscopy, in vivo expression and localization of RefZ (RefZ-
GFP) was characterized in three developmental stages of sporulation in strains with refZ-gfp at the
ectopic locus and with refZ-gfp at the native locus. In the second part of the Thesis, the interaction
partners (interactome) of the RefZ protein during sporulation were identified. Taken together, these
results contributed to the spatio-temporal picture of RefZ expression, localization, and interactions

during sporulation.

Keywords: transkripction, promoter, sporulation sigma factors, sporulation, Spo0OA, RefZ.



Zoznam skratiek

AminCD — deletovany gén minCD
ArefZ — deletovany gén refZ
AspollE — deletovany gén spollE
A — Angstrém

B. subtilis — Bacillus subtilis

Bp — bazovy par

BSA — hovédzi sérovy albumin
dH»O — destilovand voda

E — jadro RNA polymerazy

E. coli — Escherichia coli

Eoc — holoenzym RNA polymerazy
G — gramnegativna baktéria

G" — grampozitivna baktéria

GFP — zeleny fluorescen¢ny protein
His-tag — histidinova kotva

HTH - helix-turn-helix

iH,O — injek¢na voda

IPTG - Izopropyl—-p—D—thiogalaktozid
kDa — kilodalton

ME - p—merkaptoetanol

Mg?" - kation horéika

NTP — nukleozidtrifosfat

OD - opticka denzita

Ori — pociatok replikacie chromozomu


https://cs.wikipedia.org/wiki/%C3%85

PAA — polyakrylamid

PAGE — polyakrylamidova elektroforéza
RBMs — RefZ vidzbové motivy

RE — restrikéna endonukledza

RNAP — RNA polymeraza

RPc — uzatvoreny komplex prométora a RNAP
RPo — otvoreny komplex promdtora a RNAP
SDS — dodecylsiran sodny

ssDNA — jednovlaknovd DNA

tzv. — takzvany

UP element — upstream element, oblast’ v proti smere transkripcie

WT — divoky typ



1 Uvod

Gram-pozitivna podna baktéria Bacillus subtilis vyuziva sporulacny cyklus ako jednu zo stratégii
prezitia pocas nepriaznivych zivotnych podmienok, ak vegetativny rast bunky uz d’alej nie je mozny.
Pocas sporulacie dochadza ku diferenciacii buniek, v ramci ktorej sa pdvodnd bunka rozdeli
asymetrickym septom na dva kompartmenty - vac¢Siu materskl bunku a mensiu presporu. Kone¢nym
vysledkom je vysoko rezistentnd spora. Hlavnym regulatorom iniciacie sporulécie je transkripény faktor
Spo0A (aktivator /represor) (Molle et al. 2003). Cely proces sporulacie je d’alej zavisly na kaskade
sporulacnych faktorov o, ktorych aktivita je viazana na urcité sporulacné stadium (Fujita a Losick 2003;
Losick a Stragier 1992). Faktory ¢ rozpoznavaju $pecifické konsenzus sekvencie v promotorovych
oblastiach génov, ¢im umoziiuji RNA polymeraze nasadntt’ na konkrétny promotor génu a iniciovat’
jeho transkripciu. Prostrednictvom sporula¢nych faktorov ¢ je v ramci bunkovych kompartmentov

zabezpecena priestorovo a ¢asovo kontrolovana expresia génov.

Umiestnenie a lokalizacia asymetrického septa pocas sporulacného Stadia je komplexny proces.
Jednym z hracov podielajticich sa na umiestneni asymetrického septa v 1/6 od blizsieho pola bunky je
RefZ (Barak a Muchova 2018). RefZ je oznacovany ako kl'aicovy regulator proteinu FtsZ, ktory vytvara
Z-kruh. Tento Z-kruh je esencialny pre tvorbu vegetativneho (v strede bunky) aj asymetrického septa.
Tento Z-kruh je esencialny pro tvorbu vegetativneho (v strede bunky) aj asymetrického septa. V rannom
Stadiu sporulacie prave protein RefZ napomdha relokalizacii Z-kruhu z medialnej Casti bunky na poly,
¢o vedie k vytvoreniu asymetrického septa (Wagner-Herman et al. 2012). Okrem toho je RefZ DNA
vizbovy protein, ktory sa viaze na RefZ viazbové motivy (RBMs) v blizkosti ori chromozémov, ¢im

podporuje presné umiestnenie ramien chromozoémov pocas sporulécie ( Miller et al. 2016).

V sticasnosti chybaju detailné informacie o expresii génu refZ a lokalizacii proteinu RefZ v réznych
fazach sporulacie. Rovnako nie je uplne definované s akymi proteinmi interaguje. Tato diplomova praca
je vprvej ahlavnej Casti zamerand na S$tidium expresie refZ pomocou transkripénych in vitro a
mikroskopickych in vivo pristupov. Transkripnymi experimentami in vitro sme charakterizovali
transkripénu aktivitu z promotorov génu refZ pod vplyvom zvySujicej sa koncentracie Specifickych
faktorov o a transkripéného regulatora SpoOA. Mikroskopicky bola overend expresia proteinu RefZ in
vivo na zaklade detekcie fluorescencného GFP signalu pocas konkrétnych vyvojovych sporulaénych
Stadii. V druhej casti diplomovej prace sme pomocou imunoprecipitacnej metody identifikovali
interakénych partnerov proteinu RefZ. Ziskané informacie umoznili vytvorit’ Casovo-priestorovy obraz

expresie, lokalizacie a interakcii RefZ v priebehu sporulacie.



2 RNA polymeraza

Struktira bakterialnej DNA zavislej RNA polymerazy (RNAP) bude popisovana hlavne na zaklade
doterajsieho vyskumu na modeloch z G modelového organizmu Escherichia coli a G" modelového
organizmu Bacillus subtilis. Pokial’ sa bude hovorit’ o inych organizmoch, bude to Specifikované. Jadro
RNAP je enzym skladajuci sa z piatich podjednotiek (a2,B,B’,w). Vyuziva DNA ako templat
a ribonukleozidtrifosfaty ako substrat na syntézu RNA pocas transkripcie. Podjednotky a2BB @ spolu
tvoria jadro RNAP (E) o velkosti priblizne 400 kDa (Zhang a Darst 1998). RNAP sa skladd podla
nasledujticej postupnosti:

ata2>o0m+tB>wmp+p > wpp

Tvar bakteridlnej RNAP pripomina krabie klepeto, jej Struktura je zndzornend nizsie (Obr. 1).
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Obrazok 1: Struktira jadra RNA polymerazy u Thermus aquaticus.

(A) Struktirajadra RNAP v tvare krabicho klepeta z Thermus aquaticus. Farebne su odlisené podjednotky RNAP.
Bézovou je znazornena podjednotka o/, bledo Sedou o/l, Zltou podjednotka B, tyrkysovou B” a modrou .
Zaroven je znazorneny primarny a sekundarny kanal a lokalizacia Mg?" iénov.

(B) Otocenie rovnakej Struktiry o 90°. Upravené podl'a potrieb diplomovej prace (Lee a Borukhov 2016).

2.1 Podjednotky RNAP
V organizme Bacillus subtilis je podjednotka a o velkosti 34,6 kDa koédovana génom rpoA.

(http:/subtiwiki.uni-goettingen.de/v4/gene?id=5996 A5C25E108 A3C4562686BF34A59CB14FD56EB).

Vseobecne u podjednotky a rozliSujeme N- a C-koncové domény. Domény prepéja flexibilny linker. N-
koncovd doména napomaha dimerizcii o podjednotiek, ¢im vytvara ,leSenie” a umoziiuje vdzbu
podjednotiek B a f’(Hayward et al. 1991). C-koncova doména a podjednotky rozpoznava AT bohatt
upstream promoétorovu oblast DNA, tzv. UP element (Ross et al. 1993). Pritomnost’ UP elementu vedie

ku zvySeniu sily iniciacie transkripcie, av§ak nie kazdy promotor tato upstream oblast’ obsahuje.


https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Thermus%20aquaticus
http://subtiwiki.uni-goettingen.de/v4/gene?id=5996A5C25E108A3C4562686BF34A59CB14FD56EB

Podjednotku B koduje gén rpoB, jej proteinova velkost je priblizne 133 kDa (http:/subtiwiki.uni-

goettingen.de/v4/gene?id=EC32328548BFB59D9026 ACE351C946DBBC0932BC).

Podjednotku PB° koduje gén rpoC o velkosti priblizne 134 kDa (http:/subtiwiki.uni-

goettingen.de/v4/gene?id=BC8B37355E6FADBASF4636C3879E99003BOF3ER4). Tieto informacie sa

vzt'ahovali na B. subtilis. Podjednotky f a B° svojim tvarom a usporiadanim udavaji jadru RNAP
charakteristicky tvar pripominajici krabie klepeto (Obr. 1). Vd'aka takémuto usporiadaniu je medzi
podjednotkami B a B” vytvoreny kandl o velkosti 27 A (2,7 nm) (Murakami a Darst 2003). Vo vntri
kanalu je lokalizované katalytické jadro RNAP s naviazanym Mg?" na zaporne nabité aspartaty

(Sosunov 2005).

Podjednotka ® je u B. subtilis kddovana génom rpoZ s proteinovou velkostou okolo 7,6 kDa

(http://subtiwiki.uni-goettingen.de/v4/gene?id=921933B6B893083F 151 AABDEDCBC65F2E55677BE). Je

najmensSou podjednotkou jadra RNAP a nema esencialnu funkciu.

Jadro RNAP (E) je konzervované naprie¢ baktériami, avSak u niektorych grampozitivnych baktérii
zo skupiny Firmicutes, kam patri napriklad Bacillus subtilis, boli popisané eSte dve podjednotky a to

delta () a epsilon (&).

Podjednotka d je kddovana génom rpoFE, ktorého expresia je najvysSia pocas prechodu medzi
exponencidlnou a stacionarnou fazou rastu bunky (Lopez de Saro et al. 1999). U B. subtilis je

podjednotka J viazané na podjednotku B° RNAP (Pei et al. 2020).

Podjednotka € je mald pomocna podjednotka RNAP kodovana génom rpoY, ktora bola pdvodne
pomenovana ako m; (Keller et al. 2014). Tato podjednotka je umiestena v dutine RNAP, vytvorenej N-

terminalnymi doménami podjednotiek a1/2 a castami podjednotiek f a B~ (Newing et al. 2020).

Doteraz popisované podjednotky tvoria uz spominané jadro RNAP, ktoré je schopné elongacie
v ramci transkripcie, avS§ak neumoziuje jej iniciaciu. Aby bolo mozné iniciovat transkripciu, je
nevyhnutna vizba faktoru ¢ (o) na RNAP (Ec, holoenzym RNAP). U B. subtilis primarnym a zaroven
esencialnym faktorom o je faktor 6, zabezpeujuci expresiu vacsiny génov pocas vegetativneho rastu.
V odpovedi na stres a pri zmene podmienok st u B. subtilis vyuzivané alternativne faktory o. Faktory

o Specifické v sporulaénom vyvojovom stadiu B. subtilis popisujem v kapitole 4 Faktory .

3  Promotor

Promotorova oblast DNA sa nachadza pred génom, v proti smere jeho transkripcie a je pre proces
transkripcie esencidlna. Tato oblast’ je rozdelena na -10 a -35 konsenzus sekvencie, medzi ktorymi sa
nachadza medzernik, tzv. spacer. Oznacenie -10 a -35 urcuje vzdialenost’ od +1 nukleotidu, z ktorého
je iniciovana transkripcia. Konsenzus sekvencie st obvykle hexaméry DNA asu rozpoznavané

konkrétnymi doménami faktoru . Hlavny faktor 6 u B. subtilis, 6*, rozpoznava nasledujiucu konsenzus


http://subtiwiki.uni-goettingen.de/v4/gene?id=EC32328548BFB59D9026ACE351C946DBBC0932BC
http://subtiwiki.uni-goettingen.de/v4/gene?id=EC32328548BFB59D9026ACE351C946DBBC0932BC
http://subtiwiki.uni-goettingen.de/v4/gene?id=BC8B37355E6FADBA5F4636C3879E99003B0F3E84
http://subtiwiki.uni-goettingen.de/v4/gene?id=BC8B37355E6FADBA5F4636C3879E99003B0F3E84
https://cs.wikipedia.org/wiki/%C3%85
http://subtiwiki.uni-goettingen.de/v4/gene?id=921933B6B893083F151AABDEDCBC65F2E55677BE

sekvenciu: -10 (5°-“TATAAT-3°) sa nachadza v pozicii -7 az -12 od +1 nukleotidu (Helmann 1995). Za
fiou nasleduje medzernik o dizke 16-19 nukleotidov. Sekvencia -35 (5‘“TTGACA-3°) sa nachadza
v pozicii -30 az -35 proti smeru transkripcie (zhrnuté v Haugen et al. 2008; Ruff et al. 2015). Oproti
hlavnému faktoru o, konsenzus sekvencie rozpoznavané alternativnymi faktormi o sa vyznacuju vicSou
variabilitou a nie vSetky su identifikované. Sila expresie z daného promotora moze byt tiez ovplyvnend
transkripénymi faktormi. Tieto transkripéné faktory po naviazani na DNA/RNAP moézu viest ku
aktivdacii inicidcie transkripcie alebo naopak, k jej potlaceniu. Niektoré transkripéné faktory dokonca
modzu mat’ dvojity charakter. V takom pripade funguju bud’ ako aktivatory alebo ako represory, podla
cielového prométora (Pérez-Rueda a Collado-Vides 2000).
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Obrazok 2: Schematické znazornenie interakcie Ec s promotorovou sekvenciou u E. coli

Jednotlivé interakcie Ec s promdtorovou oblastou génu st znazornené farebne. Modrou farbou je zndzornena
interakcia a podjednotky s UP elementom, tmavo modrou interakcia 6*2 s —35 hexamérnou sekvenciou, ¢ervenou
farbou interakcia 63 s roz§irenou promoétorovou oblastou (EXIT), Zltou interakcia 623
s —10 hexamérnou sekvenciou, oranzovou interakcia 6! s diskriminatorom (DISC). Zelenou farbou je zndzorneny
+1 nukleotid, za ktorym je Sedou znazornena DNA sekvencia. Medzi —35 a rozsirenou prométorovou oblast'ou —
10 je znazorneny medzernik (SPACER). CONS sekvencia predstavuje vSeobecny konsenzus sekvencie. Prevzaté
a upravené podla Ruff ef al. (2015).

a 6>! domén faktorov o

4 Faktoryo

Bakterialne faktory ¢ interaguju s jadrom RNA polymerazy, ¢im vytvaraju holoenzym RNAP (Eo).
Vdaka tomu je RNAP schopna rozpoznat' definovanii promotorovu oblast’ a iniciovat’ transkripciu
(Haldenwang 1995). B. subtilis méa 19 zndmych faktorov o (Rodriguez Ayala et al. 2020). Sporulacny
proces je pod kontrolou piatich alternativnych faktorov o, ktorych aktivita je priestorovo a ¢asovo
riadena. Medzi alternativne sporula¢né faktory o patria: H, E, F, G, K (Stragier a Losick 1996). Vacsina
faktorov o je po syntéze v neaktivnom stave, pokial’ nenastanii morfologické podmienky vyzadované
pre ich aktivaciu. V neaktivnom stave mdzu byt udrZzované faktormi anti-c. Aktivacia faktorov ¢ je
sprostredkovana faktormi anti-anti o, ktoré naopak funguju proti inhibi¢nej aktivite anti-c.

V nasledujucich kapitolach sa zameriam na sporulacné faktory ¢ H, F a G, ked’Ze st pre tato diplomovu



pracu najdolezitejsie. V d’alsich podkapitolach st popisané faktory o, ktorych aktivita bola Studovana

v tejto préci alebo su relevantné pre tuto pracu.

4.1 Sigma H (c")

Faktor " kddovany génom sigH (star$i nazov Spo0H) je alternativny faktor ¢ (Dubnau et al. 1988),
prepisovany zo ¢ zavislého promotora (Weir et al. 1991). Transkripcia sigH je priamo inhibovana
vézbou transkripéného represora AbrB (Strauch 1995). Transkripcia represora AbrB je inhibovana
zvySujucou sa hladinou hlavného regulatora iniciacie sporulacie, faktora SpoOA, konkrétne jeho
fosforylovanou formou (SpoOA~P). Vysledkom takejto regulacie je zvysenie expresie sigH a celkovej

hladiny tohto faktoru o (Perego et al. 1988; Britton et al. 2002).

Konsenzus sekvencie promotorov, ktoré st rozpoznavané faktorom o', maju vyssiu toleranciu
odchylok v ramci sekvencie oproti hlavnému faktoru o®. V pozicii —10 sa jedna o sekvenciu
R--GAATww, v pozicii —35 sa jedna o sekvenciu R-AGGAwWW. Medzi nimi sa nachadza medzernik
o dizke 11-12 nukleotidov. Ku pismenu R prisliicha A alebo G, ku W prislucha A alebo T (Britton et al.
2002).

Faktor o riadi expresiu génov, ktoré zabezpe€uju prechod z exponencialnej do stacionarnej fazy
rastu, vratane génov riadiacich prechod do sporula¢ného Stadia az koneénému formovaniu spory
(Grossman 1995). Pod priamou kontrolou o' je 87 génov a u mnohych inych je nim ovplyviiovana
transkripcia. Zaroven niektoré gény s promotorom zavislym na 6" maji d’alsie promoétory rozpoznavané
inymi faktormi c. Patri sem napr. gén kodujuci Spo0OA, ktorého expresia je kontrolovana aj z promotora
zé&vislého na o* (Britton et al. 2002). 6" zaroveti riadi expresiu operonu spollAA-spollAB-spollAC/sigF .
Z tohto operdnu je riadena expresia anti-anti o faktoru SpollAA, anti-c faktoru SpolIAB a faktoru ",

¢o je prvy faktor o vznikajtcej spory (De Hoon et al. 2010).

4.2 Sigma F (c")
Faktor of je kodovany génom sigF (star$i nazov spollAC), ktory je sucast'ou trojcistronného
operonu spollAA-spollAB- sigF’ (Schmidt et al. 1990). Zostavajice gény operonu koduju regulacné

proteiny anti-c, respektive anti-anti o faktory.

Proteiny SpolIAA, SpollAB ac' s syntetizované v bunke pred jej rozdelenim asymetrickym
septom v tzv. predivisional cell. V takejto bunke je SpollAB (anti-c faktor) viazany na faktor o' a tym
zabrafiuje expresii génov buducej prespéry z promotorov zavislych na o (Duncan a Losick 1993).
V prespore nastupuje SpolIAA (anti-anti ¢ faktor), ktory sa viaZe na ¢"-SpolIAB komplex a vyvizuje
SpolIAB zo oF, ¢im sa o' stdva aktivnym. Vnuatrobunkova koncentracia ATP stimuluje tvorbu of-
SpolIAB komplexu, naopak ADP vedie k vytvoreniu komplexu medzi SpollAA-SpolIAB (Alper et al.

1994). Ustrednym prvkom aktivacie 6" je membranovo viazana $pecificka fosfataza SpollIE, ktora



defosforyluje SpollAA~P, tym ju aj aktivuje a vznika SpollAA, ktoré inhibuje SpollAB (Duncan et al.
1995).

Faktor o' rozpoznava konsenzus sekvencie s vy$Sou variabilitou oproti o*. V literature sa uvadza
predpokladany konsenzus sekvencie v pozicii —35 GYATA, v pozicii —10 GG- - A - AHTR. Pismenu H
prislucha A/C/T, k pismenu Y prislucha C/T, pismenu R prislucha A/G. Tieto sekvencie su oddelené
medzernikom o diZke 14 nukleotidov (Wang et al. 2006).

Podl'a Wang et al. (2006) o reguluje expresiu 48 génov budlcej spory (prespory), ktoré su
usporiadané do 36 transkripénych jednotiek. Gény patriace do 6" regulonu mozno rozdelit’ na gény,
ktoré¢ koduju regulacné proteiny a gény kodujuce Struktirne proteiny a enzymy, ktoré priamo
ovplyviiuji odolnost’ a morfogenézu buducej spory (Wang et al. 2006). Medzi regulac¢né gény patri napr.
sigG (star$i nazov spolllG), kddujtci faktor 65, ¢o je druhy sporulaény faktor ¢ prespory (Sun et al.
1991), d’alej spollR, ktorého proteinovy produkt SpolIR vedie ku aktivécii faktoru ¢® (Karow et al.
1995).

4.3 Sigma G (¢%)

Druhym alternativnym sporulaénym faktorom o prespory je faktor 6¢, ktory je kodovany génom
spollIG (Sun et al. 1989). V pociatoénom $tadiu sporulécie je jeho expresia riadena faktorom c* (Sun et
al. 1991; Partridge et al. 1991). Sporula¢ny faktor € zostava po syntéze v neaktivnom stave, pokial’ nie
je dokonceny engulfment (pohltenie prespéry materskou bunkou) (Doan et al. 2009). Po dokonceni
engulfment-u je medzi materskou bunkou a presporou vytvoreny vnutrobunkovy kandl, tzv. feeding
tube. Tento kandl je tvoreny proteinmi materskej bunky SpollIAA az SpollIAH a proteinom prespory
SpollQ. Predpoklada sa, ze aktivita faktoru ¢ je zavisla na vytvoreni tohto kanala (Camp a Losick
2009).

Protein, ktory udrziava faktor ¢ v neaktivnom stave pokial nie je dosiahnuté poZzadované
sporulacné vyvojové Stadium (dokonceny engulfinent), je faktor anti-c CsfB (iny uvadzany nazov Gin).
Transkripcia génu c¢sfB je pod kontrolou faktoru of. CsfB zaroven zabrafiuje aktivacii faktoru ¢
v materskej bunke. Faktor anti-c CsfB v neskorom sporulacnom S§tadiu blokuje v materskej bunke
aktivitu faktoru o® (Decatur a Losick 1996; Karmazyn-Campelli et al. 2008; Serrano et al. 2015).
Aktivaciou faktoru 6% sa stava faktor of neaktivnym. Na prepnuti of zavislej transkripcie génov na c°
zavislu transkripciu sa podiel'a maly protein Fin (stars$i ndzov YabK) (Camp et al. 2011).

Plne funkény faktor 6© umoziuje aktivaciu auto-regulaénych sluciek, ktoré zvySujii vnutrobunkovi
hladinu tohto faktoru o vdaka efektivnemu rozpoznavaniu vlastného promoétora (Sun et al. 1991;
Serrano et al. 2004).

Tak ako u predchadzajucich spominanych faktoroch o (6, 6%), aj faktor ¢ je schopny rozpoznavat
vysSie portfolio —10 a—35 sekvencii. Dokonca konsenzus sekvencie promoétorov, ktoré st riadené

faktormi " acY si si vzdjomne vysoko podobné. Rozdielnost' je v-10 sekvencii vo vysoko



konzervovanom G nukleotide, ktory sa nachadza upstream na poslednom mieste tejto sekvencie (Wang
et al. 2006). Predpokladany konsenzus sekvencie pre faktor ¢ je nasledovny. V pozicii —35 sa jedna
o sekvenciu GHATA, v pozicii —10 sa jedné o sekvenciu MAWAMTA. Pismenu H prislucha A/C/T, ku
M prislacha A/C, ku W prislucha A/T (Wang et al. 2006). Podl'a Haldenwang (1995) je medzernik
medzi tymito sekvenciami dlhy 18 nukleotidov. Podla Wang et al. (2006) bolo v reguléne c©
identifikovanych 95 génov. Rovnako ako u 6, aj regulon 6 mozno rozdelit' na gény kodujuce regulacné
proteiny a gény, ktoré priamo ovplyvituji morfogenézu (Wang et al. 2006). Jednym z regulac¢nych

génov je prave spo VT, kodujici DNA vézbovy protein SpoVT, ktory v bunke ovplyviiuje prepisovanie
d’alsich génov s prométorom zéavislym na 6 (Bagyan et al. 1996).

5 Transkripcia

V procese nazyvanom transkripcia je DNA na zaklade komplementarity prepisovana do RNA

prostrednictvom DNA zavislej] RNA polymerazy (RNAP). Tento proces je sti¢astou centralnej dogmy

......

elongécia a terminécia. Proces transkripcie je znazorneny nizsie (Obr. 3).
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Obrazok 3: Schematické znazornenie transkripéného cyklu.

Schematické znazornenie transkripéného cyklu, ktory zacina vytvorenim holoenzymu RNAP s faktorom o,
rozpoznanim promotorovej oblasti, ktora je sucastou iniciacie, vytvorenim uzatvorené¢ho komplexu a naslednou

abortivnou transkripciou a prechodom do elongac¢nej fazy. Termindacia transkripcie je znazornena, ako zavisla na
Rho a nezavisla na Rho faktore. Prevzaté a upravené podl'a Hu a Liu (2022).
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5.1 [Iniciacia

U baktérii je prvotnou fazou transkripcie iniciacia, ktord sa zacina rozpoznanim a naviazanim
holoenzymu RNAP (Ec) na promotorovu sekvenciu DNA. Naviazanim vznikd uzatvoreny komplex
RNAP-prométorova DNA, oznaCovany ako RPc (R-RNAP, P-promotor, c-closed).V tomto komplexe
je DNA stale dvojvlaknova. Nasledne izomeraciou a niekol’kymi stupfiami medzi stavov dochadza ku
rozpleteniu dvojvlaknovej DNA v oblasti priblizne 12-13 bazovych parov medzi —10 oblastou az +2
miestom. Vznikd tym otvoreny komplex RPo (R-RNAP, P-promotor, o-opened) oznacovany ako
transkripcna bublina (Chen et al. 2010). Nasledne za pritomnosti NTP je vytvoreny iniciacny
transkripény komplex (R-Pint). Do tohto komplexu je vtiahnutd DNA nachadzajiica sa po smere
transkripcie mechanizmom, ktory sa oznacuje ako scrunching. RNAP sa teda spoc¢iatku nepohybuje, ale
vt'ahuje do seba DNA (Winkelman et al. 2016). V ramci tohto komplexu méze dochadzat’ ku syntéze
kratkych RNA transkriptov (v zavislosti na promotori), k tzv. abortivnej transkripcii, pocas ktorej RNAP
neopusta promotor. Konecnym krokom inicidcie transkripcie je uvolnenie RNAP z promotora po
syntéze RNA transkriptu o kritickej dizke 11-15 nukleotidov a vytladeni faktoru ¢ z RNAP (zhrnuté
v Lee a Borukhov 2016).

5.2 Elongacia

Po uvol'neni RNAP z prométora nastava produktivna faza transkripcie nazyvana elongacia. Pocas
elongacie dochadza ku predlzovaniu vlakna RNA podl'a DNA, pocas ktorého je na 3"OH koniec RNA
pripojovany NTP substrat svojim a-fosfatom. Pripojenie NTP je sprostredkované nukleofilnym atakom

vd’aka Mg?* v katalytickom jadre RNAP (Hinton 2016).

5.3 Terminacia

Kone¢nym krokom transkripcie je terminacia. Ku termindcii, ktora je opisand hlavne u E. coli,
modze dochadzat’ 2 zékladnymi spdsobmi. Prvym typom je vnutorna (Rho-nezavisld) terminacia, ktora
je zavisla na vytvoreni RNA vlasenky (terminalneho segmentu) elongacnym komplexom RNAP (Larson
et al. 2008). Terminalny komplex je tvoreny ¢isto alebo prevazne uridinovymi nukleotidmi. Druhym
typom je terminacia zavisla na Rho RNA translokaze, ktorej aktivita je zavisla na ATP. Rho-
translokazou vznikaju Strukturalne zmeny v elongatnom komplexe, ktoré vedti ku uvolneniu RNA

(Molodtsov et al. 2023)

6 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je gram-pozitivna, tyCinkovitd baktéria. Ak v prostredi nastani stresové
podmienky, ako je nedostatok Zivin, je schopna zmenit’ génovu expresiu a prejst’ z vegetativneho rastu
do sporulécie, pricom asymetrickym delenim vytvori ve'mi odolna spéru. Samotné vytvorenie spory
baktérii trva priblizne 7 hodin pri 37°C (Piggot a Hilbert 2004). Ako nahle spora zaznamena priaznivé
podmienky, je schopna ,,vykli¢it* (germinovat’) a moze prejst’ do vegetativneho stadia a bunky sa mézu

opat’ delit.



6.1 Sporulacia

Sporulacny proces u baktérie B. subtilis je jednou zo stratégii prezitia, ktoré baktérie vyuzivaju na
to, aby prezili environmentalne zmeny a podmienky, ktoré nie su priaznivé pre bakteridlny rast.
Sporuldcia je zakladny priklad diferenciacie bunky v reakcii na stresové podmienky. Cielom je
produkcia spor. Spory su vel'mi odolné, neaktivne, spiace bunky, ktoré uskladiuju bakteridlny genom

pokial’ sa nezlepSia podmienky prostredia (Mckenney et al. 2013; Paredes-Sabja et al. 2011).

Pocas prechodu z vegetativneho rastu do sporulacie nastava morfologicka zmena chromozdémov,
kedy st chromozémy ,natiahnuté pozdiz celej dizky bunky, &im tvoria takzvany axialny filament,
zachytené na po6loch oblasti pociatku replikacie, ori (Bylund et al. 1993). Pri tvorbe axidlneho filamentu
su dolezité proteiny RacA a DivIVA. RacA je protein podobny kinetochéru, ktory sa viaze v blizkosti
ori chromozémov. RacA umoznuje ukotvenie pociatku replikacie chromozomov na poéloch bunky
prostrednictvom vézby na C-termindlnu doménu DivIVA. DivIVA lokalizuje na p6loch bunky ( Ben-

Yehuda et al. 2003, van Baarle et al. 2013).

Po tom, ako je vytvoreny axialny filament, dochadza ku re-lokalizacii Z-kruhu (Z-ringu)
z medialnej Casti bunky (kde sa podiela na vegetativnom deleni; Z-kruh je tvoreny proteinom FtsZ -
protein podobny tubulinu) smerom k pélom. M6zu tak vzniknit’ dva Z-kruhy, priCom len jeden z nich
bude nakoniec vytvarat’ sporula¢né septum. Doposial’ v§ak nie je zname, ¢o je rozhodujucim faktorom
o tom, ktory z nich bude napokon zachovany. . V ramci re-lokalizacie vytvara Z-kruh prechodné vlakna
v podobe $piraly. Proces re-lokalizacie je zavisly na pritomnosti SpoOA~P, zvysenej hladine proteinu
FtsZ a syntéze charakteristického sporula¢ného proteinu SpollE (Ben-Yehuda a Losick 2002; Levin
a Losick 1996; Feucht et al. 1996). SpollE prostrednictvom FtsZ lokalizuje na mieste buduceho
asymetrického septa (Levin et al. 1997).

Asymetrickym delenim je bunka rozdelena na vicSiu materskii bunku a menSiu presporu.
Vytvorenim asymetrického septa sa jeden z dvoch dcérskych chromozémov z 30% nachadza v prespore
a zo 70% v materskej bunke, ¢im vznika docasna geneticka asymetria. Zbytok chromozdému z materske;j
bunky je nasledne vtiahnuty pomocou translokazy SpolllE do prespory (Wu a Errington 1994).
Materska bunka obklopi svojou membranou presporu, ¢im dojde k pohlteniu Cize engulfmentu (Sharp
a Pogliano 1999). Tymto spoésobom sa vytvori prespéra obklopena dvoma membranami v cytozole
materskej bunky. Vnutorny obal (cortex) je tvoreny modifikovanym peptidoglykanom, ktory sa lisi od
vegetativneho peptidoglykanu v modifikovanom muramovom-d-laktimovom cukre a v nizSom pocte
peptidovych prepojeni medzi glykanovymi vlaknami (Popham 2002). Vonkajsi obal (coat) je zloZeny
7o 70 rdoznych proteinov, ktoré si produkované materskou bunkou (McKenney a Eichenberger 2012).

Materska bunka lyzuje a dozreta spora je uvol'nena do prostredia (Hosoya et al. 2007).



Proces sporulacie je riadeny hlavnym sporulaénym transkripénym faktorom SpoOA a kaskadou

G

Siestich faktorov o: 6, o', of, o, 69, 6*. Aktivita tychto faktorov o je kompartmentovo Specificka

(Fujita a Losick 2003; Losick a Stragier 1992). Proces sporulécie je zhrnuty na obrazku nizsie (Obr. 4).

Current Biology

Obrazok 4: Sporulacny cyklus B. subtilis.

Schéma znazoriuje zjednoduseny sporulacény cyklus baktérie B. subtilis. V jednotlivych fazach zivotného cyklu
baktérie sl znazornené priestorovo a ¢asovo $pecifické faktory 6. Cervenou farbou st znazornené chromozomy.
Pocas vegetativneho rastu je baktéria rozdelena symetrickym delenim na dve totozné dcérske bunky s jednou
kopiou chromozomu. Iniciaciou sporulacie sa chromozomy usporiadané do axialneho filamentu prichytenim origin
oblasti chromozémov na péloch bunku. Vytvorenim asymetrického septa na pdle bunky je bunka rozdelena na dva
kompartmenty ato viciu materski bunku a menSiu prespéru, tym je aktivovany prvy skory faktor of
charakteristicky pre presporu. Nasledne sa aktivuje prvy skory o faktor materskej bunky oF. Engulmentom vznika
Stadium ,.bunka v bunke*, aktivuje sa neskory druhy o faktor prespory ¢© a formuje sa kora prespory (znazornena
bledo Sedou farbou). V materskej bunke sa aktivuje o, formuje sa plast’ prespory (zndzornené &iernou farbou
okolo kory prespory), materska bunka sa rozpada (znazornené preruSovanou ¢iarou) a uvoliluje sa zrela spora. Po

odzneni stresu spora moze zacat’ germinovat (kli¢it)) a nasledne prejst’ do vegetativneho rastu. Prevzaté a upravené
podl'a De Hoon et al. (2010).

6.1.1 Iniciacia sporulacie

Ku pociatku vyvojového S§tadia sporulacie dochadza az vtedy, ak rast bunky v dosledku
nepriaznivych zivotnych podmienok, napr. pri hladovani, uz d’alej nie je mozny. Inicidcia sporulacie je
aktivovand prostrednictvom histidin kindzovych receptorov (KinA, KinB a KinC) na povrchu bunky
(Stephenson a Hoch 2002). Histidin kinazy st schopné auto-fosforylacie, ¢o vedie k naslednému
prenosu fosfatovej skupiny z histidin kinaz na SpoOF. Vznika tak fosforylovana forma SpoOF~P, ktora

odovzdava fosfat Spo0OB za vzniku SpoOB~P. Nakoniec je fosfatova skupina zo SpoOB~P prenesena na
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Spo0A, ¢im vznika aktivovana forma SpoOA~P (Jiang et al. 2000). Dalie informacie o transkripénom

faktore Spo0A st zhrnuté v nasledujucej kapitole.

6.1.2 Transkripcny faktor Spo0A

Transkripény faktor SpoOA je kddovany génom spo0A, pricom jeho proteinova velkost je priblizne
29,5 kDa. Spo0OA je protein viazuci DNA a hlavny regulator iniciacie sporulacie. V tejto kapitole
nadvédzujem na mechanizmus aktivacie proteinu Spo0OA, ktory bol popisany v kapitole 6.1.1 Iniciacia
sporulacie. Predtym ako je bunka rozdelend asymetrickym septom, je na zaklade pozitivnej spitnej

viizby zvySena transkripcia gén Spo0A zo sporulaéného promoétora zavislého o' (zhrnuté v De Hoon et

al. 2010).

Fosforylovana forma SpoOA ovplyviiuje viac ako 500 génov pocas skorého stadia vyvoja, aktivuje
gény nevyhnutné pre sporulaciu a 121 génov je priamo pod jeho kontrolou (Molle et al. 2003). Aktivna
forma SpoOA~P posobi ako transkripény regulator (aktivator/represor). Tieto regulacné vlastnosti st
sprostredkované interakciou C-terminalnej domény SpoOA so Specifickymi DNA sekvenciami (5'-
TGNCGAA-3") oznacovanymi ako ,,0A-boxy*, ktoré sa nachadzaju v blizkosti prométorov cielovych
génov (Stephenson a Hoch 2002). Fujita et al. (2005) rozdelili gény regulonu SpoOA na Styri kategorie
na zaklade odpovede na Spo0A. Prvou skupinou su gény aktivované pri nizkej hladine SpoOA. V druhej
skupine st gény, ktoré pre aktivaciu vyzadovali vysokl prahovi hladinu SpoOA. Do tretej skupiny patria
gény, ktorych prejav bol inhibovany pri nizkej hladine SpoOA. V poslednej, Stvrtej skupine, st gény
inhibované pri vysokej prahovej hladine SpoOA. Do druhej skupiny génov, ktoré st aktivované vysokou
prahovou hladinou SpoOA, patri gén refZ (starSi nazov ytP), ktorému bude d’alej venovana cela kapitola

6.3 Protein RefZ.

V skratke teda regulon SpoOA~P pozostava z génov s nizkou alebo vysokou prahovou hladinou
SpoOA (Fujita et al. 2005). Gény zabezpecujice remodeldciu chromozémov do axialneho filamentu
a gény zapojené do formovania asymetricky umiestneného (polarneho) septa v sporulujucej bunke, su
taktiez aktivované SpoOA~P (Molle et al. 2003). SpoOA~P zaroveii pdsobi ako pozitivny regulator
expresie génov z promotorov zavislych na ¢! tym, Ze SpoOA~P blokuje expresiu abrB. Produkt génu

abrB inak posobi ako represor faktoru ! (Weir et al. 1991).

6.2 Urcenie pozicie asymetrického septa

To, akym mechanizmom bunka B. subtilis umiestituje deliace septum pocas vegetativneho rastu, je
v sucasnosti pomerne dobre zname. AvSak to, akym spOsobom je urcend pozicia polarneho
asymetrického septa pocas sporuldcie, stale nie je tiplne objasnena u B. subtilis (Barak a Muchova 2018).
Prvym zjavnym morfologickym znakom sporulacie je polarne bunkové delenie, ktoré sa zaCina
prechodom Z-kruhu (tvoreny proteinom FtsZ) zo stredu bunky po Spiralovitej trajektorii smerom ku
obom jej poélom. Tento mechanizmus je zavisly na sporulacno Specifickej zvysenej transkripcii operénu

ftsAZ a pritomnosti SpollE (Ben-Yehuda a Losick 2002). Multifunkény protein SpollE lokalizuje
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s polarnymi Z-kruhmi, avSak jeden z kruhov neskor zanikne a d’al$i dozreje do sporulacného septa
(Barak a Muchova 2018). Spolo¢na lokalizéacia je umoznend priamou interakciou SpollE cez doménu II
s proteinom FtsZ (Lucet et al. 2000). SpollE preto sluzi ako dobry marker pre oznacenie miesta septacie.
Sporulatné septum je umiestené priblizne v 1/6 celkovej dizky bunky od jedného z pélov, pricom
SpollE, RefZ a MinCD maji kl'a€ovu tlohu pri jeho presnej lokalizacii. Je zrejmé, Zze pri formovani
Z-kruhov v tejto polohe musi dojst’ ku prekonaniu negativnych ucinkov systému Min, ktory lokalizuje
na poéloch bunky a zrejme reguluje poziciu asymetrického septa zo strany buducej prespory (Barak

a Muchova 2018).

Nepritomnost” SpollE znizuje efektivnost’ tvorby asymetrického septa a zaroven sposobuje posun
miesta septacie z 1/6 v priemere do 1/4 bunkovej dizky od najbliz§iecho bunkového poéla (Barak
a Muchova 2018). Zaroven bolo ukazané, ze sporulaéné septum v kmeni AspollE bolo uzZsie, nez
sporula¢né septum divokého typu (WT), pricom bolo skor podobné vegetativnemu septu. Takéto bunky
zaroven nemozu vytvarat' spory (Bardk a Youngman 1996; Illing a Errington 1991). Avsak to, ako

SpollE poméaha rozpoznat’ miesto asymetrického bunkového delenia, nie je stale jasné.

Protein RefZ takisto ovplyviluje mechanizmus urcujuci presnu lokalizaciu sporula¢ného septa.
V pripade jeho nepritomnosti (ArefZ) bunky umiestituju asymetrické septum d’alej od pdlu bunky
priblizne do 1/5 dizky bunky (Bardk a Muchové 2018). Blizsie informécie o proteine RefZ a jeho funkcii

su uvedené v kapitole 6.3 Protein RefZ.

Systém Min sa tieZz podiel'a na umiestneni asymetrického septa. V bunkach, v ktorych chybaja
proteiny MinCD, je asymetrické septum posunuté ovela blizSie ku polu bunky, a to v priemere do 1/8
jej celkovej dizky. Okrem toho moze byt sporulaéné septum u buniek s deléciou Min
systému (AminCD) umiestnené v blizkosti stredovej Casti bunky s nizSou frekvenciou a presnostou

(Barak a Muchova 2018).

Vysledky od Barak a Muchova (2018a) spolo¢ne naznacujui, Ze v tomto konkrétnom Stadiu vyvoja
systtm Min blokuje tvorbu sporulaéného septa v blizkosti polov a zaroven RefZ blokuje tvorbu
asymetrického septa d’alej nez v 1/6 dizky bunky. Tento model ukazuje, ako sa spominané proteiny

podiel’aju na rozpoznavani miesta tvorby asymetrického septa (Barak a Muchova 2018).

Dovodom, preco je dolezité umiestnenie sporulacného septa prave v tejto polohe, je zabezpecenie
morfologickej asymetrie pocas sporulécie pre priestorovo Specifickll génova expresiu v mensej prespore
a viciej materskej bunke (Errington 1996). Dalsim moznym dévodom je, Ze bunka po rozdeleni v 1/6
dizky bunky je dostatoéne velké na uskladnenie jedného chromozomu a zaroveti dostatoéne mald, aby
bola relativne odolna (Barak et al. 2019). Poloha vegetativneho septa a sporulacného septa v réznych

bakterialnych kmenioch je znazornena nizsie (Obr. 6).
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Obrazok 6: Modely ur¢enia miesta delenia pocas vegetativneho rastu a sporulacie u baktérie B. subtilis.

A) Pocas vegetativneho rastu, po segregacii chromozdémov (znazornené Sedou farbou vo vnutri bunky) sa v strede
bunky vytvara septum, vplyvom faktorov okluzie (znazornené modrou farbou nad nukleoidmi), kedy v strede
bunky uvol'nia miesto a zaroven vplyvom Min systému (znazornené Cervenou farbou) je blokovana tvorba Z-
prstencov na poéloch bunky (znazornené zelenou farbou).

B) Pocas sporulacie u divokého kmena je Z-kruh vytvarany s vysokou presnostou priblizne v 1/6 dizky od
jedného poéla bunky.

C) Nepritomnostou SpollE v bunke (AspollE) je asymetrické septum tvorené v priemere v % dizky bunky od
najblizsiecho p6lu, septum je podobné vegetativnemu septu, pri¢om oproti divokému typu sporulaéného septa
je hrubsie. Pri presnej lokalizacii sporula¢ného septa ma SpollIE kI'i¢ovi Gilohu.

D) Nepritomnostou RefZ v bunke (ArefZ) je asymetrické septum posunuté d’alej od p6lu bunky v priemere na
1/5 dizky bunky od najblizieho polu. RefZ ma mierny vplyv na lokalizaciu sporulaéného septa.

E) Nepritomnostou MinCD v bunke (AminCD) je asymetrické septum posunuté vyrazne blizsie ku pdlu bunky
v priemere na 1/8 dizky bunky od najblizsieho polu. Zaroven v takychto bunkach méze byt sporulaéné septum
umiestnené v blizko stredu bunky s nizSou frekvenciou a presnostou.

F) Nakresleny model ukazuje schopnost’ Z-kruhu (zelena farba) a E-kruhu (zIta farba) rozpoznat’ asymetrické
miesto septacie v izkom priestore, ktoré je tvorené negativnymi regulatormi bunkového delenia RefZ
(oranzova farba) a MinCD (Cervena farba). Prevzaté a upravené podl'a Barak a Muchova (2018).
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6.3 Protein RefZ

Protein RefZ je kddovany génom refZ (starsi uvadzany nazov y#tP). Velkost tohto génu je 624 bp
akoduje protein o velkosti priblizne 24,24 kDa. Protein RefZ nemé esencidlnu funkciu
(http://subtiwiki.uni-goettingen.de/v4/gene?id=C5F67C3ACB06A5029B4AE69A065BC55622372404). Nazov
RefZ, bol podl'a Wagner-Herman et al. (2012) odvodeny od jeho funkcie, ako regulator proteinu FtsZ
(Regulator of FtsZ), konkrétne ul’'ahcuje prechod Z-kruhu, tvorené¢ho FtsZ proteinom zo stredu bunky

ku jej podlom.

6.3.1 Funkcia RefZ

Protein RefZ ma niekol’ko funkcii, ktoré budu popisané v tejto kapitole.

RefZ je TetR DNA vizbovy protein, ktory obsahuje konzervovany helix-turn-helix (HTH) DNA
vidzbovy motiv na jeho aminokyselinovom konci. (Wagner-Herman et al. 2012). Wagner-Herman et al.
(2012) identifikovali za pomoci chromatinovej imunoprecipitacie (ChIP-seq) 6 vidzbovych miest
proteinu RefZ na chromozoéme, ktoré¢ st oznaCované ako RBMs (RefZ binding motifs). Z tychto 6
sekvenci je 5 lokalizovanych v jednom S$tvrtkruhu cirkularneho chromozému proximalne od oriC
oblasti (Obr. 8). Iba jedno z vizbovych miest v oblasti 225°C v géne hrcA sa nachadza v blizkosti
replikac¢nej terminacnej sekvencie (fer). RBMs lokalizované v blizkosti oriC (RBMri, RBM:,, RBMO,
RBMRg,, RBMk») maju palindromatické a konzervované sekvencie o dizke 20 bp, naopak vizbovy motiv
(RBMr) v blizskosti ter je degenerovany bez konzervovanej palindromatickej sekvencie (Wagner-
Herman et al. 2012; Miller et al. 2016). Sekvencie 6 RBMs a ich rozmiestnenie na cirkularnom

chromozdme st ukazané nizsie (Obr. 8).

Miller et al. (2016) identifikovali, Zze sa RefZ na pat OriC-proximalnych RBMs s najvacSou
pravdepodobnostou viaze v podobe diméru alebo ako dvojica dimérov. Na RBMr sa s najviacSou

pravdepodobnostou viaze RefZ ako dimér (Miller et al. 2016).

Zaroven komplex RefZ-RBM prispieva ku presnému zachyteniu chromozomalnych ramien
v prespore pocas sporulacie vzhl'adom na rovinu asymetrického delenia. Konkrétne mutanti ArefZ aj
mutanti RBM5S5mu (s bodovou mutaciou vo vsetkych piatich oriC-proximalnych RBMs) veda k tomu,
ze pri takychto podmienkach je v prespore zachytena aj ¢ast’ chromozému, ktora by sa za normalnych
okolnosti v nej nenachadzala (Miller et al. 2016). Tieto vysledky st v stlade so §tidiou autorov Barak
a Muchova, kedy ukazali posun asymetrického septa z 1/6 na 1/5 celkovej dizky bunky u buniek ArefZ
(Barak a Muchova 2018).
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Obrazok 8: Schematické zniazornenie umiestenia vizbovych miest na cirkulirnom chromozéme B. subtilis.

Na cirkularnom chromozéme je ciernymi bodkami oznaceny pociatok oriC aterminator ter. Velka Sedy
trojuholnik oznacuje umiestnenie hlavnych RMBs miest a malymi Sedymi trojuholnikmi oznacuji presnejsie
rozmiestnenie tychto vizbovych miest na chromozoéme. Prevzaté a upravené podl'a Miller et al. (2016).

Umela indukcia syntézy RefZ v bunke pocas vegetativneho rastu spdsobuje rozrusenie FtsZ kruhu
do $piral, bodov a oblukov. To nasledne sposobuje blokaciu delenia buniek (Wagner-Herman et al.
2012). Pri iniciacii sporulécie je FtsZ-kruh najskoér vytvoreny v strede bunky (Ben-Yehuda a Losick
2002), presun zo stredu bunky ku poélom podporuje RefZ (Wagner-Herman et al. 2012). Chybanie
proteinu RefZ sposobuje, ze FtsZ zostava dlhsie v strede bunky, ako Spiralovy medziprodukt, predtym,
ako je presunuty ku pélom bunky. Tento efekt je eSte viac podporeny pri chybani oboch proteinov RefZ
a SpollE, kedy len 12% buniek pri porovnani s WT (42%) malo v rovnakom ¢ase od iniciacie sporulacie

vytvoreny polarny FtsZ prstenec (Wagner-Herman et al. 2012).

RefZ sa lokalizuje v blizkosti polov bunky pocas tvorby axialneho filamentu (60 minut po indukcii
sporulacie) a zaroven pred nastupom polarneho delenia (Obr. 9). V ase polarnej septacie (75 mintt po
indukcii sporulacie) je RefZ lokalizovany hlavne v strede bunky, obvykle na bunkovej membrane alebo

v jej blizkosti (Obr. 9) (Wagner-Herman et al. 2012).
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B RefZ-GFP

Obrazok 9: Lokalizacia RefZ v roznych fazach sporulacie B. subtilis.

A) Lokalizacia RefZ-GFP (zelena farba) v slabych polarnych loziskach (oznacené ¢ervenymi Sipkou) v skorom
Stadiu sporulacie (60 min. po indukcii sporulacie).

B) Lokalizacia RefZ-GFP v ¢ase 75 min. po indukcii sporulacie v strede bunky (oznacené Zltou Sipkou) na
bunkovej membrane alebo v jej blizkosti. Prevzaté a upravené podl'a Wagner-Herman et al. (2012).

Brown ef al. (2019) identifikovali krystalovu Struktaru RefZ (Obr. 10). Zistili, ze RefZ je schopny
vytvarat homodimér, priCom kazda podjednotka je tvorena desiatimi helixami, ktoré su prepojené
sluckami (loops) a ohybmi (turns). Alfa helixy 1-2 vytvaraji HTH véazbova doménu, alfa helixy 4-10
vytvaraju regulanit doménu. Helixy 8-10 regula¢nej domény s antiparalérnymi alfa helixami

87-10"vytvaraju stvor-helixovy dimeriza¢ny motiv (Brown et al. 2019).

BEIZ Drystl Sttt Obrazok 10: Krystalova $truktira RefZ.

Krystalova struktiru homodiméru RefZ pri rozliseni 2.6
A. Podjednotky st zndzornené $edou farbou a tyrkysovou
farbou. Prevzaté a upravené podl'a Brown et al. (2019).
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Najnovsi model poésobenia RefZ pocas sporulacie navrhli Brown ef al. (2019). Podl'a neho je RefZ
pripraveny inhibovat’ polymeraciu FtsZ v blizkosti polov prostrednictvom Specifickej vizby RefZ na
polarne lokalizované RBMs na DNA. Doposial’ vietky publikované ¢lanky naznacuju, ze aktivita RefZ
posobi ako negativny regulator skladania Z-kruhu (Wagner-Herman et al. 2012; Miller et al. 2016; Barak
a Muchové 2018), a preto nebolo jasné, akym spdsobom by RefZ mohol v blizkosti pélov pdsobit’ pri
presnom umiestneni polarneho deliaceho aparatu pocas sporulacie. Brown et al. (2019) v ich modeli
navrhuji, ze RefZ pdsobi, ako lokdlny inhibitor FtsZ. PriCom jeho primarnou funkciou nie je
inhibovanie formovania polarnych Z-kruhov, ale skor sluzi na doladenie miesta, kde sa formuju polarne
Z-kruhy a to v bezprostrednej blizkosti RBMs. Toto bolo dokdzané na zaklade porovnavacej analyzy

mutantov rLOF (RefZ loss of function).

Ziaden z tychto variantov rLOF proteinu RefZ, ktoré mali zvySenu alebo znizent schopnost
dimerizovat’ neboli schopné zachytavat' chromozomy tak, ako divoky typ. To znamend, Zze bola
negativne ovplyvnena inhibi¢na funkcia RefZ a vSetky tieto varianty mali fenotyp, ako variant ArefZ.
Tieto vysledky st vsulade smodelom, vktorom RefZ sprostredkovava presné zachytenie
chromozémov modulaciou FtsZ aktivity (Brown et al. 2019). Brown et al. (2019) preto navrhli, Ze
dynamicky proces vymietiania monomérnej-dimérnej formy RefZ, pri ktorom nie je zachovany
Specificky oligomérny stav je dolezity pre spravne fungovanie RefZ. Podl’a nich jednou z moznosti je,
ze RefZ viazany na RBMs vo forme diméru, disociuje z DNA vo forme monoméru po spojeni s FtsZ

(Brown et al. 2019).

V najnovsej Stadii od Millera a Hermana (2022) skamali vznik syntetickych defektov pocas
sporulacie kombinaciou ArefZ s deléciami génov, ktoré sa podielaju na regulacii FtsZ a/alebo na
zachyteni chromozomov pocas sporulacie. Kombinacia ArefZ s deléciami ezrd, sepF, parA a minD
nemaju detekovatel'ny vplyv na sporulaciu. Deléciou oboch génov refZ a noc dochadza ku syntetickym
defektom sporulécie, ktoré sa vyznacuju aberantnym delenim a zastavenim sporulacie. V takychto
pripadoch dochéadza ku iniciacii sporulacie, ale bunka sa nedeli polarne a pokial’ sa deli polarne, tak
nedochadza ku aktivécii prvého faktoru o $pecifického pre presporu. Dalia skupina buniek ArefZ
a Anoc vykazovala rozsiahle poruchy regulacie bunkového delenia, kedy bunky tvorili bud’ extra septum
alebo ho nespravne umiestiiovali (Miller a Herman 2022). Vysledky studie autorov Miller a Herman
(2022) teda naznacuju, ze RefZ a Noc synteticky prispievaji ku reguléacii bunkového delenia a podpore

vyvoja spor.

Stadia Britton et al. (2002) priradila vtedy gén znamy pod nazvom y#tP (refZ) do regulonu o'
Zaroven predikovali konsenzus sekvencie —10 a —35. Inicia¢ny nukleotid +1 nebol identifikovany.
Predikovany konsenzus sekvencie s 11 nukleotidmi dlhym medzernikom je nasledovny (Britton et al.

2002): —10 CTTGAATAG:; -35 ACAGGAACA. Ako uz bolo spominané v kapitole transkripcny faktor

Spo0A, refZ patri do Spo0OA regulonu, pricom jeho expresia je aktivovana vysokou prahovou hladinou
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SpoOA (Fujita et al. 2005). Ako d’alsi transkripény aktivator refZ sa uvadza PhoP (Préagai et al. 2004),
naopak, ako represor expresie refZ je uvadzany protein CcpA (Blencke et al. 2003). Zarovent nami
vykonanou bio-informatickou analyzou bol predikovany doposial neznamy prométor, zavisly na
faktoroch of alebo o ktory sa nachadza v proti smere transkripcie od o' zavislého promoétora
predikovaného autormi Britton et al. (Britton et al. 2002). Expresia refZ nebola doteraz experimentalne
overend a v sucasnosti dostupné tidaje boli len dedukované, ¢o viedlo ku vypracovaniu tejto diplomove;j

prace vid’ Ciele prace.
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7 Ciele prace

* Prvym hlavnym cielom je charakterizicia expresie a lokalizdcie RefZ v modelovom
organizme Bacillus subtilis, konkrétne:

* identifikovat’ prométor/y génu refZ,

* charakterizovat’ regulaciu promoétora/ov génu refZ,

» definovat lokalizaciu RefZ v bunke pocas sporulédcie a ur¢it’ promotory zodpovedné za
pripadne rozdielnu Casovo-priestorovu expresiu.

*  Druhym hlavnym ciel'om je urcit’ interakénych partnerov RefZ.
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8
8.1

8.1.

Materialy a metody
Zoznam pristrojov

1 Centrifugy

Avanti J-26XPI (Beckman Coulter)

Chladena centrifuga s vymeniteInymi rotormi

Rotor JA-10 s maximalnou kapacitou 6 kyviet (0,51), maximalne zrychlenie 17 700xg.

Rotor JA-25.50 s maximalnou kapacitou 8 kyviet (50ml), maximalne zrychlenie 25 000xg.
Allegra X—15R Centrifuge (Beckman)

Chladena centrifiiga s vykyvnym rotorom SX4750A, maximalne zrychlenie 5 250xg

Maximadlna kapacita 28 kyviet (50ml) alebo 56 kyviet (15ml)

Microfuge® 20R (Beckman Coulter)

Chladena centrifiga s maximalnou kapacitou 24 mikroskiimaviek (2ml).

Rotor FA241.5, maximalne zrychlenie 20 627xg.

Mini-Centrifuge (Rotilabo)

Stolna centrifuga ur¢end na kratke staanie vzoriek. Maximalna kapacita 6 mikroskiimaviek (2ml).
Maximadlne zrychlenie 2 000xg.

Universal 320 R (Hettich)

Chladena centrifiga s vymenitelnymi rotormi

Rotor 1420-B s maximalnou kapacitou 24 mikroskimaviek (2 ml), maximalne zrychlenie
21 382xg.

Rotor 1620-A s maximalnou kapacitou 6 kyviet (50 ml), maximalne zrychlenie 9 509xg.

8.1.2 Trepacky a termostaty

Bio RS-24 Mini-Rotator

Rotator s vertikalnym otacanim.

Block Heater SBH 130D (STUART)

Blokovy termostat vyuzivany na inkubaciu s maximalnou kapacitou 36 mikrosktimaviek (1,5ml).
Teplotné rozmedzie 24-130°C.

Horizontal Shaker HS250 BS1 (IKA laboratortechnik)

Horizontalna trepacka s ¢asovacom vyuzivana na inkubaciu bunkovych kultur v Erlenmayerovych
bankach. Maximalne otacky 500 rpm.

Mini Rocker MR 1 (BIOSAN)

Stolna trepacka s preklapanim vyuzivana pri farbeni SDS-PAGE proteinovych gélov, 5-30
kmit/min.

Multi Bio RS24 (BIOSAN)

Rotator s nastavitelnym vertikalnym otadanim a CasovaCom. Maximalna kapacita 26

mikroskiimaviek.
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Multi — Functional Shaker PSU 20 (BIOSAN)

Stolnd trepacka s nastavitelnym typom trepania — reciprocné, vibracné, orbitalne. Otacky 20-250
rpm.

Thermo Shaker Ts 100C (Biosan)

Termostat s kapacitou 24 mikroskiimaviek (1,5ml) s moznostou ich trepania. Teplotné rozmedzie
24-100 °C, otacky 250-1400 rpm.

Thermostat (Brouwer)

Termostat vyuzivany na kultiviciu bunkovych kultar v Erlenmayerovych bankach a na Petriho
miskach .

Vortex Genie 2 (Scientific industries)

Vortex s volitelnym rezimom dotykovym/kontinualnym. NastaviteI'né ota¢ky v rozmedzi 600-3200

rpm.

8.1.3 Elektroforézy

OwI™ P10DS Dual Gel System (ThermoFisher Scientific)

Vertikalna elektroforéza vyuzivana na analyzu fragmentov RNA znacenych izotopom.

Xcell SureLock™ Mini Cell Electrophoresis System (ThermoFisher Scientific)

Vertikalna elektroforéza vyuzivana pri analyze proteinov spolu s komercne dostupnymi gélmi
NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris od firmy ThermoFisher Scientific.

Owl™ EasyCast B1A Mini Gel Electrophoresis System (ThermoFisher Scientific)

Horizontalna elektroforéza vyuzivana na analyzu fragmentov DNA.

8.1.4 Zdroje napitia

Enduro 300V Power Supplies (LABNET INC.)
Zdroj napétia pre elektroforetické zariadenia s maximalnym napétim 300V.
PowerPac 3000 (Bio Rad)

Zdroj napétia pre elektroforetické zariadenia s maximalnym napétim 300V.

8.1.5 DalSie pristroje

Amersham™ Typhoon (GE Healthcare)

Zobrazovaci systém pouZzivany pre skenovanie citlivych dosiek osvietenych radioaktivnymi gélmi.
BAS-MS2040 (FUJI)

Kazeta s citlivou doskou na vyhodnotenie transkripcii in vitro.

ABJ 220-4NM

Laboratdrna analytickd vaha (minimum 1 mg-maximum 220 g).

EG 2200 (Kern)

Laboratorna analytickd vaha (minimum 0,01 g — maximum 2200 g).

Quit™ 4 fluorometer (Invitrogene)
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Fluorometer vyuzivany na meranie koncentracie proteinov.
GD-4534 (Scie-Plas)
Viékuova susicka vyuzivand na suSenie polyakrylamidovych gélov.
KNFLAB (LABPORT)
Vakuova pumpa
MINI 900EP15 Contamination And Radiation Monitor (ThermoFisher Scientific)
Geigerov — Miillerov priru¢ny pocita¢ radioaktivity s citlivosti 0,5 — 2000 cps.
Nanodrop™ Lite (ThermoFisher Scientific)
Spektrofotometer vyuzivany na urenie koncentracie DNA.
T100 Thermal Cycler (BioRad)
PCR cyklovac.
pH/ION 510 (Oakton Instruments)
pH meter.
UP200S (Hielscher)
Sonikaéné zariadenie s moznost'ou vymeny sond.
UV-1601PC UV Visible (Shimadzu)
Spektrofotometer s viditeInym svetlom a UV.
UVT-20M (Herolab)
Transluminator vyuzivany na fluorescenc¢nu excitaciu vzoriek na elektroforetickom géle.
Slide A Lyzer Dialysis Cassette (ThermoFisher Scientific)
Dialyza¢na kazeta vyuZzivana na vymenu proteinového pufru.
DeltaVision OMX™
Zobrazovaci systém optimalizovany na poskytovanie stabilnej platformy pre super rozliSenie
Struktarovanej iluminacnej mikroskopie (SIM).
Objektiv: 60x 1,42, PlanApo N olejovy imerzny objektiv.
Softvér: softWoRx™ Imaging Workstation software.
Tecan Spark® 10M - Multimode Plate Reader (TECAN)
Citatka mikrodosti¢iek, ktora je schopnd merat absorbanciu, fluorescenciu, luminiscenciu

a polarizaciu fluorescencie. M4 moznost’ nastavitel'nej teploty.

8.2 Zoznam pouzitych chemikalii

[0-32P]-UTP — M.G.P

Agar6za pre molekularnu biologiu — Amresco

Amonium persulfat (APS) — Sigma

Ampicilin (Amp) — Biotika

Bromfenolova modra — Dr. G. Gruber & Co.
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BSA (Hovédzi sérovy albumin) — Sigma
CsHsNa3O7 (citronan sodny) - Lachema, a.s
Coomassie Brilliant blue G-250 — Serva
Dithiotreitol (DTT) — Serva

dNTP (dTTP, dCTP, dATP, dGTP) — Roche
Dusi¢nan vapenaty (Ca(NOs),) — Penta

EDTA (cely nazov) — Lachema

Erytromycin — Serva

Etanol 70% — Penta

Etanol 96% — Penta

Etyléndiamintetraoctova kyselina (EDTA) — Lachema, a.s
Expand High Fidelity PCR System — Roche

Fenol — AppliChem

Fenylalanin — Thermo Fisher
Fenylmetylsulfonylfluorid (PMSF) — P — LAB
Formamid — Penta

Fosforecnan draselny (KH,PO4) - Penta

Gel Red — Biotium

Glukoéza - Lachema

Glycerol — Sigma

GranuCult® Nutrient broth — Sigma

Heptahydrat siranu hore¢natého (MgSO4-7H,0O) — Penta
Hydrogénfosfore¢nan draselny (K:HPO4) — Ducheta Biochemie
Hydrogénfosfore¢nan sodny (Na,HPO,) — Lach-Ner
Hydroxid sodny (NaOH) — Penta

CH3COONa (Octan sodny) — Lachema, a.s

Chlorid draselny (KCI) — Lachema

Chlorid hore¢naty (MgCl,) — Penta

Chlorid sodny (NaCl) — Lach—Ner

Chlorid vapenaty (CaCl,) — Lach-Ner

Chloroform — Penta

iH20 (Aqua pro injection) — Braun
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Imidazol — Sigma

Izopropanol — Lach—Ner
Izopropyl—-—D-thiogalaktozid (IPTG) — Merck
Jod — Fisher Scientific

Kanamycin — Serva

Kazaminobova kyselina - Difco

Kvasinkovy extrakt — Difco

Kyselina borita (H3;BO;) — Penta

Kyselina fosfore¢na (H;POs) — Penta
Linkomycin - Sigma

Loading buffer — Takara

ME (B—merkaptoetanol) — Serva
Merkaptoetanol — Serva

NileRed — Sigma

Ni-NTA agaroza — Qiagen

NTP (ATP, UTP, CTP, GTP) — Roche
NuPAGE™ LDS Sample pufor (4x) — Invitrogen
PAA (Polyakrylamid) — Serva

Protein inhibitor kokteil — Sigma

Restrikéné endonukleazy (EcoRl, BamHI, Hindlll, Dpnl) — New England Biolabs
rSAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) — New England Biolabs
SAP pufor — NEB

SimplyBlue™ SafeStain — Invitrogen

Siran amonny ((NH4)2SOs) - Lachner s.r.o
Siran hore¢naty (MgSQO,) — Penta

Siran zeleznaty (FeSO.) — Lachema
Spektinomycin — Sigma

T4 DNA Ligac¢ni pufr — Takara

T4 DNA Ligaza — Takara

Tetracyklin — Sigma

Tetrametyletyléndiamin (TEMED) — Serva

Tris—HCI — Serva
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Tryptofan - Oxoid
Trypton — Oxoid
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8.3 Vektory

Plazmid p770

Od laboratornej skupiny Richarda Grouse (Ross et al. 1990) ziskalo nase laboratérium plazmid p770.
Tento plazmid bol vyuzity na vloZenie celej promodtorovej oblasti génu refZ medzi restrikéné miesta
EcoRI a HindIIl pomocou restrikénych endonukleaz. Plazmid s vlozenym promoétorom bol vyuzity
v transkripénych reakciach in vitro. Plazmid p770 obsahuje pociatok replikacie, gén kddujuci
B-laktamazu poskytujicu rezistenciu na ampicilin a terminator nezavisly na faktore Rho. Schéma

plazmidu je znazornena nizsie (Obr. 11).

ofi 17

‘ p770
\ 5080 bp
ampR
terminator
promotor
Hindll EcolR

Obrazok 11: Schéma plazmidu p770. Mapa plazmidu bola skonstruovana v programe SnapGene Viewer.
Dostupné na adrese https:/www.snapgene.com/snapgene—viewer/.
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Plazmid pDG1664

Plazmid pDG1664 umoziuje integrovat’ klonovany fragment do ¢47C lokusu chromozoému u B. subtilis.
Tento plazmid sluzil na vytvorenie bakteridlnych kmetov, ktoré obsahovali refZ s GFP znacenim.
Inzerty boli vlozené medzi restrikéné miesta EcoRl a BamHI pomocou restrikénych endonukledz EcoRI
a BamHI. Plazmid pDG1664 obsahuje gén kodujuci B-laktamazu poskytujlici rezistenciu na ampicilin,
gén erm kodujuci TRNA adenine N-6-metyltransferazu, ktora poskytuje rezistenciu na erytromycin
a linkomycin, d’alej gén spc, ktory koduje spektinomycin adenyltransferazu a umoznuje rezistenciu na
spektinomycin. Na plazmide sa d’alej nachadzaja thrC’ lokusy (5°a 3" segmenty thrC génu B. subtilis

168). Schéma plazmidu je znazornena nizsie (Obr. 12).

EcoRV

Aatll

SgrAl

~BamHI
 HindIll
- EcoRI

Pvul

pDG1664
6051 bp

“SnaBl

Drdl ~
Xhol .-
Nael /.
BssHIl
BstEIl " :

Ball -

Sacl

Smal
- Apal
“Sacll
 Bell
Bglll
Xbal

Obrazok 12: Schéma plazmidu pDG1664. Prevzaté z (Salahshourifar et al. 2002).
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Plazmid pET302

Plazmid pET302 (5712 bp) je expresny vektor vhodny na klonovanie génov a naslednti nadprodukciu
proteinov. Obsahuje T7 inducibilny promotor, sekvenciu 6xHis-tag (6 histidinova kotva), gén
poskytujuci rezistenciu na ampicilin. Do plazmidu bol vlozeny gén kdédujuci SpoOA metddou
klonovania PCR. Za 6xHis-tag bolo vlozené TEV miesto klonovanim PCR, toto miesto sa prirodzene
na plazmide nenachadza. Plazmid bol vyuzity na nadprodukciu proteinu SpoOA. Schéma plazmidu je

znazornena nizsie (Obr. 13).

Pmi |
EccR |
Xho |
Avr ll
BamH |

> E3E o]

pET302/NT-His

5712 bp

Obrazok 13: Schéma plazmidu pET302. Prevzaté z manualu of firmy Invitrogen.
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8.4 Bakterialne kmene

Tabulka 1: Zoznam bakteridlnych kmefiov.

Cislo A
kmeia Genotyp Pévod
E. coli
DH54 supE44; Al.acUl 69(D80 lacZAM15); hsdR17; recAl; endAl; laboratorna zésoba
2yrA96; thi—1; rel-Al
DE3 (BL21) | F— ompT hsdS(rB— mB—) gal decm M(DE3) laboratorna zasoba
RLG (Guérout-Fleury et
6904/LK5 | P30, pDG1664 al. 1996)
LK1177 |DHS5a, p770 Pveg (38/+1, +1G) %(r)is)“y a Gourse
LK1425 |BL21 (DE3), pET22b (+) sigF-6His g%‘;‘gmova ctal
LK1423 |BL21 (DE3), pET22b (+) sigG-6His laboratérna zasoba
Imrich Barak,
LK3764 | MM295, pSG61154 (+) refZ-3xFLAG SAV.BA.SK
LK1365 |BL21 (DE3), pET3/sig4 g%‘;ﬁmova ctal.
LK1208 |BL21 (DE3), sigH-6His g%g(ﬁmova ctal
LK3209 |BL21 (DE3), pET302/NT-His/CarD_NO tag laboratorna zasoba
LK1495 | DH5a, p770/PspollQ(-251/+9) g%‘;ﬁmova ctal
LK2994 | DHS5a, p770 (+) PhelD Full laboratérna zasoba
LK3357 | DHS5a, pDG1664 (+) refZ-gfp (SigH zavisly promotor) Tato praca
LK3523 DHS(x’, pDG1664 (+) refZ-gfp (SigG/SigF,SigH zavisly Této praca
promotor)
LK3813 | DH5a, pDG1664 (+) refZ-gfp (Shine Dalgarno) Tato praca
LK3228 | DH5a, p770 (+) refZ Full (SigG/SigF,SigH zavisly prométor) Tato praca
LK3604 |DH5a, pET302 (+) spo0A-6His Tato praca
LK3607 |BL21(DE3), pET302 (+) spo0A Tato praca
B. subtilis
(Youngman et al.
LK1629 |PY79, prototrof PSP
1984)
Imrich Barak,
LK3129 |PY79, KO refZ SAV.BA.SK
Imrich Barak,
LK2813 |PY79, refZ-GFP SAV.BA.SK
LK2711 Basys Bio (168trp+) Olivier Delumeau
LK1723 |PY79, MH5636 5’-10His (Qi a Hulett 1998)
(Kréasny a Gourse
LK1741 MO1099, trcC pheAl, amyE::ery MLS 2004)
LK3379 |PY79, refZ-gfp (SigH zavisly promoétor) Tato praca
LK3503 |PY79, refZ-gfp (Full - SigG/SigF,SigH zavisly promotor) Tato praca
LK3814 |PY79, refZ-gfp (Shine Dalgarno) Tato praca
LK3783 | PY79, refZ-3xFLAG Této praca
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8.5 Kaultivacia baktérii

ZloZenie médii:

Tabul’ka 2: Zlozenie LB média.

Latka MnoZstvo
Trypton 10g
Kvasinkovy extrakt 5¢g

NaCl 10g

dH»0 doplnit’ do 1L

Tabul’ka 3: Zlozenie DSM média.

Latka MnoZzstvo
Nutrient broth 8g

10% (w/v) KC1 10 ml

1,2% (w/v) MgSO4-7H,0 10 ml

1 M NaOH ~1.5 ml (pH to 7.6)

Tabul’ka 4: Aditiva DSM média.

Latka Koneéna koncentricia
Ca(NOs); 0,001 M

MnCl, 0,00001 M

FeSO4 0,001 mM

Bakterialne kmene B. subtilis a E. coli boli kultivované v tekutom LB médiu/DSM médiu s prisluSnym
antibiotikom alebo bez antibiotika. Kultivacia prebiehala v 50ml Falconovych skimavkach (v objeme
5-10 ml média) alebo v Erlenmayerovych bankach (maximalne v objeme 1/3 objemu banky). Baktérie
boli kultivované v 37°C za neustéleho premieSavania na trepacke. Na no¢ny rast boli baktérie nasadené
sterilnou Spickou z glycerolovej konzervy/misky s bakterialnymi koloniami do LB média s prislusnym
antibiotikom/bez antibiotika, kultivacia prebichala 16 hodin pri 37°C za neustaleho premieSavania na

trepacke.

Na pevnom LB médiu s 1,5% agarom boli baktérie kultivované v 37°C.
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8.6 Meranie optickej denzity
Postup:

Odobrata bakterialna kultira bola zriedena s dH,O v pomere 1:9. Na spektrofotometri UV — 1601PC
bola odmerana opticka denzita (OD) pri vinovej dizke 600 nm. Z nameranej hodnoty ODg bola

vypocitané OD nezriedenej kultary.

8.7 Tvorba glycerolovej konzervy

Z novo vytvorenych kmefiov v ramci tejto diplomovej prace boli vytvorené glycerolové konzervy.
Z bakterialnej kultary vypestovanej v tekutom LB médiu (kultivovanom cez noc) bolo odobratych 850
ul, ku ktorym bolo pridanych 150 pl sterilného glycerolu. Zmes bola dokladne premiesana a uskladnena
v -80°C. Tieto podmienky umozfiuju uchovéavat’ bakteridlne kmene dlhi bodu bez akéhokol'vek

poskodenia.

8.8 Izolacia chromozomalnej DNA
Na izolaciu chromozomadlnej DNA bol vyuzity komerény High Pure PCR Template Preparation Kit od

firmy Roche Life Science.
Zlozenie pufra 10x PBS: 18mM KH;PO4, 27 mM KCl, 1,37 M NaCl, 100 mM Na,HPO4
Postup:

1. Bunky boli kultivované cez noc v 10 ml LB média (postup kultivacie podl'a postupu v kapitole 8.5
Kultivacia baktérii).

2. Z bakterialnej kultary bol odpipetovany 1 ml do sterilnej mikrosktimavky.

3. Bunky boli centrifugované pri podmienkach 3000xg, 5 min, 23°C. Supernatant bol nésledne
odpipetovany.

4. Pelet bol resuspendovany v 200 ul 1xPBS.

5. Dalej bolo pridanych 5 ul lyzozymu o koncentracii 10 mg/ml (0,01 g lyzozym + 10 mM Tris-HCI
pH8 do 1 ml). Nasledovala inkubéacia v termoblocku 15 min v 37°C.

6. Po pridani 200 pl Binding pufru bola vzorka okamzite premiesavanad do momentu, pokial’ nebola
¢ira.

7. Po pridani 40 pl Proteinaza K bola vzorka okamzite premieSavana, do momentu pokial’ nebola Cira.

8. Nasledovala inkubacia v termoblocku 10 min v 70°C.

9. Ku vzorke bolo pridanych 100 pl izopropanolu.

10. Vzorka bola prepipetovana do predpripravene] filtraénej koldnky a bola centrifugovana pri
podmienkach 8 000xg, 1 min, 23°C.

11. Filtracna kolonka bola prenesena do cCistej mikroskiimavky. Na kolonku bolo nanesenych 500 pl

Inhibitor removal buffer. Centrifugacia prebiehala pri podmienkach 8 000xg, 1 min, 23°C.
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12.

13.

14.

15.
16.

17.

8.9

Filtracna kolonka bola opit’ prenesena do Cistej mikroskiimavky. Na kolonku bolo nanesenych 500
pl Wash pufra. Centrifugacia prebiehala pri podmienkach 8 000xg, 1 min, 23°C. Tento krok bol
vykonany 2x.

Preteceny supernatant bol vyliaty a kolénka bola centrifugovana 10 sek na maximdlne zrychlenie.
V nasledujucich krokoch je popisana elicia chromozomalnej DNA z koldnky. Filtraéna koldnka
bola premiestena do Cistej mikrocentrifugac¢nej skimavky.

Na kolonku bolo nanesenych 200 pl Elution pufra o teplote 70°C.

Chromozomalna DNA bola eluovand z koldnky centrifugaciou pri podmienkach 8 000xg, 1 min,
23°C.

Koncentrécia izolovanej chromozomalnej DNA bola odmerana na NANODROP™ LITE.

Izolacia plazmidovej DNA - Midiprep

Na ziskanie vacsich vytazkov izolovanej plazmidovej DNA bol vyuzity komer¢ny kit Wizard® Plus

Midiprep DNA Purification System od firmy Promega.

Postup:

1.

10.

11.
12.

13.

Bunky boli kultivované cez noc v 100 ml LB média (postup kultivacie podl'a postupu v kapitole 8.5
Kultivacia baktérii).

Noc¢na kultara bola ponechana na I'ade po dobu 15 minut (to zabezpecilo zastavenie rastu kultary).
Vychladené bunky boli centrifugované pri podmienkach 5 251xg, 10 min, 4°C.

Supernatant bol vyliaty apelet bol vortexovanim resuspendovany v 3 ml Cell Resuspension
Solution.

Nésledne boli pridané 3 ml Cell Lysis Solution, obsah falkonky bol premieSany jemnym
preklapanim.

Nasledovalo pridanie 3 ml Cell Neutralization Solution, obsah falkonky bol premiesany jemnym
preklapanim.

Roztok bol centrifugovany pri podmienkach 27 000xg, 10 min, 4°C.

Supernatant bol opatrne preliaty do ¢istej 5S0ml Falkonconovej skimavky.

Ku supernatantu bolo pridanych 7,5 ml Wizard Midiprep DNA Purification Resin, obsah falkonky
bol premiesany.

Kolona bola pripojena na vakuové odsavanie, roztok s Resinom bol naneseny na kolonu, roztok pod
vplyvom vakua pretiekol cez kolonu.

Po preteceni roztoku cez kolonku bolo pridanych 30 ml Column Wash Solution na premytie.

Po poslednom premyti a preteCeni Column Wash Solution, koléna bola nechana na vakuovom
odsavani este 30 sek. Po 30 sek, bola kolona odpojena z vakuového odsavania.

Skalpelom bola odrezana spodna Cast’ kolony, ktora obsahovala filter. Tato ¢ast’ bola vlozena do

1,5ml mikrosktimavky a nasledovala centrifugacia za podmienok 12 000xg, 1 min, 23°C.

32



14.

15.
16.
17.

18.

19.

20.
21.

22.
23.
24.
25.

Po centrifugacii bola kolona prenesena do cistej 1,5ml mikroskimavky, na kolénu bolo nanesenych
300 pl injekénej vody o teplote 65°C a koldna bola ponechana v izbovej teplote po dobu 1 min.
Centrifugécia za podmienok 13 200xg, 30 sek, 23°C, koldna bola odstranena.

Nasledovala centrifugécia za podmienok 12 000xg, 5 min, 23°C, odstranenie zbytkov rezinu.
Roztok bol prepipetovany do cistej 1,5ml mikroskiimavky. Pipetou bol odmerany objem
supernatantu a plazmidova DNA bola nasledne zrazana.

Zrazanie plazmidovej DNA:

K supernatantu bol pridany octan sodny (CH3COONa, 3M) pH 5,2 (1/10 objemu supernatantu),
roztok bol premiesany prekldpanim.

Ku roztoku bol pridany 96% EtOH (2,2 nasobok objemu supernatantu) a roztok bol dokladne
premiesany.

Po pridani EtOH bol roztok vloZeny na 10 min do -80°C.

Po chladeni nasledovala centrifugacia pri podmienkach 13 200xg, 20 min, 4°C. Supernatant bol
odpipetovany.

Ku peletu bolo pridanych 100 ul 70% EtOH, pelet bol resuspendovany vortexovanim.
Centrifugécia pri podmienkach 13 200xg, 20 min, 4°C. Supernatant bol nasledovne odpipetovany.
Pelet bol suseny v exikatore, ktory bol pripojeny na vakuovu pumpu po dobu priblizne 10 min.

Po vysuseni bol pelet rozpusteny v 50 ul injekénej vody. Koncentracia izolovanej plazmidovej DNA

bola odmerana na NANODROP™ LITE.

8.10 Izolacia plazmidovej DNA-Midiprep a fenol-chloroformova extrakcia

Plazmid vyuzivany v transkripcii in vitro bol izolovany komerénym kitom Wizard® plus MidiPrep

DNA purification systém od firmy Promega. Vdaka tejto metdde je mozné ziskat’ vysSie vytazky

izolovaného plazmidu. Na odstranenie pripadnych RNA4z z izolovanej plazmidovej DNA bola vyuzita

fenol chloroformova extrakcia.

Postup izoléacie plazmidovej DNA je totozny, ako v kapitole Izolacia plazmidovej DNA-Midiprep po

krok 16. V tejto kapitole sa nadvédzuje na krok 16, krokom 1 pre tato kapitolu.

Postup:

1.

Ku izolovanej plazmidovej DNA bol pridany fenol v pomere vzorka : fenol = 1 : 1. Zmes

v mikroskiimavke bola vloZena na oto¢nu trepacku na 5 mintt.

Zmes bola nasledne centrifugovana pri podmienkach 13 200xg, 5 min, 24°C.

Horna vodna faza bola odpipetovana do sterilnej mikroskiimavky, ku ktorej bolo pridanych fenol
a chloroform v pomere fenol : chloroform : vzorka=0,5:0,5: 1.

Nasledovalo premieSavanie a centrifugacia rovnakym spdsobom, ako v predchadzajucich krokoch.
Horné vodna faza bola odpipetovand do sterilnej mikroskiimavky, ku ktorej bol pridany

chloroform v pomere vzorka : chloroform=1: 1.
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Nasledovalo premieSavanie a centrifugacia rovnakym spdsobom, ako v predchadzajtcich krokoch.
Horna vodna faza bola odpipetovand do sterilnej mikroskiimavky. Nasledujuce kroky popisuju
zrazanie plazmidovej DNA, podl'a postupu uvedenom v kapitole 8.9 Izolacia plazmidovej DNA —

Midiprep.

8.11 Izolacia plazmidovej DNA-Mini prep

Stuprava QIAprep® Spin Miniprep Kit (250) od firmy QIAGEN bol vyuzity na izolaciu plazmidove;j
DNA E. coli.

Postup:

L.

10.
11.

12.
13.

Bunky E. coli s pozadovanym plazmidom boli kultivované v 5 ml LB média poc¢as noci spdsobom
ako je uvedené v kapitole 8.5 Kultivacia baktérii.

Noc¢na kultira bola ponechana na 'ade po dobu 15 minut.

Vychladené bunky boli centrifugované pri podmienkach 5 251xg, 10 min, 4 °C, supernatant bol
vyliaty.

Pelet bol resuspendovany v 250 ul pufre P1 a prepipetovany do mikroskiimavky.

Nasledne bolo pridanych 250 pl pufra P2, obsah mikroskiimavky bol premiesany preklapanim 4x.
Nasledovalo pridanie 350 pl pufra N3, obsah mikroskiimavky bol po pridani okamzite premieSany
preklapanim 4x.

Mirkoskimavky boli centrifugované pri podmienkach 13 200xg, 10 min, 24°C.

Supernatant bol opatrne prepipetovany na Spin Column, ktora bola centrifugovana pri podmienkach
13 200xg,1 min, 24°C, tekutina, ktora pretiekla cez Spin Column bola vyliata.

Na kolonu Spin Colums bolo pridanych 500 pl pufra PB anasledovala centrifugacia pri
podmienkach 13 200xg, 10 min, 24°C, tekutina, ktora pretiekla cez Spin Column bola vyliata. Tento
krok je, nutny v pripade izoldcie plazmidu z kmeriov kédujiicich endonukledzu endA”™ (napr. DE3,
TG1).

Nasledne bolo pridanych 750 pl pufra PE.

Centrifugacia pri podmienkach 13 200xg,10 min, 24°C, pretecena tekutina bola vyliata a kolona
bola centrifugovana pri rovnakych podmienkach, aby boli odstranené zbytky pufra PE.

Koléna bola nasledne prenesena do 1,5ml mikroskiimavky, bolo pridanych 30 ul injekénej vody.
Po dvoch minutach bola plazmidova DNA eluovand do mikroskiimavky centrifugaciu pri

podmienkach 13 200xg, 1 min, 24°C.
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8.12 Polymerazova ret’azova reakcia (PCR)

Polymerazova retazova reakcia (PCR) bola vyuzita na amplifikaciu urcitych sekvencii DNA. Ako
templat bola vyuzitd chromozomalna DNA z B. subtilis. Pouzité primere su uvadzané v kapitole
Vysledky (Tabul'ka 19, Tabulka 20). V nizsie uvedenych tabulkach je rozpisand reakénd zmes PCR
(Tabul’ka 5) a amplifika¢ny program PCR (Tabulka 6).

Tabul’ka 5: Reak¢na zmes PCR.

Reak¢na zmes Objem [pl]
10x pufr s MgCl, 5
10mM dNTP (mix) 1
primer forward (100 pmol/pl) 1
primer reverse (100 pmol/ul) 1
templatova DNA (1 pg) 1
Expand High Fidelity PCR System 0,75
iH20 (injek¢na voda) 40,25

NamieSana zmes bola premieSana a nasledne vlozena do cycleru T100 Thermal Cycler s nastavenym

programom uvedenym v Tabulke 5.

Tabulka 6: Amplifikacny program PCR.

Pocet cyklov | Teplota [°C] Cas [s]
1x 95 120
1x 95 15
56 30
72 60
5x 95 15
52 30
72 60
24x 95 15
48 30
72 60

Spravnost’ reakcie PCR bola overena na horizontalnej agardzovej elektroforéze podla postupu

uvedeného v kapitole 8.14 Horizontalna agarozova elektroforéza.
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8.13 Klonovanie pomocou PCR
Klonovanie pomocou PCR (PCR cloning, Unger et al. 2010) bolo vyuzité na vytvorenie plazmidového
konstruktu pET302 obsahujuceho SpoOA s histidinovou kotvou.

Postup:

1. Podla Tabulky 7 bola namieSana reakéna zmes.
Mega primer (PCR produkt) bol pripraveny postupom, uvedenom v kapitole 8.12 Polymerazova
ret'azova reakcia PCR. Pouzité primery v PCR st uvedené v kapitole 9.1.2 Klonovanie a purifikéacia

faktoru SpoOA. Ako templatova DNA bol pouzity plazmid pET302.

Tabul’ka 7: Reak¢na zmes PCR.

Plazmid+inzert| Plazmid

Reakéna zmes Objem [pl] Objem [ul]

5x Phusion buffer HF 10 10
10 mM dNTP 1 1
100 ng Mega primer (PCR produkt) 2 -
20 ng templatova DNA (pET302) 4 4
Phusion polymerase 0,8 0,8
DMSO 1,5 1,5
iH20 30,7 36

2. Namiesana zmes bola premieSana anasledne vlozena do cycleru T100 Thermal Cycler

s nastavenym programom uvedenym v Tabulke 8.

Tabulka 8: Amplifikacny program PCR.

Pocet cyklov | Teplota [°C] Cas [s]
1x 98 30
95 30
30x 52 60
72 300
1x 72 420

3. Takto pripraveny plazmid (z inzertom/bez inzertu) bol Stiepeny restrikénou endonukleazou Dpnl (1
ul) 3 hod, pri teplote 37°C. Inaktivécia prebiehala 20 min, pri teplote 80°C. Stiepeny plazmid bez
inzertu sluzi ako negativna kontrola.

4. Stiepeny plazmid bol nasledne transformovany do buniek E. coli podla postupu uvedenom

v kapitole 8.19 Transformacia E. coli.
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8.14 Horizontalna agaro6zova elektroforéza

ZloZenie pufra:
S50xTAE: 2M Tris-acetat, SOmM EDTA (pH 8,0)
Postup:

1. Bola poskladand aparatira OWL™ EASYCAST BI1A.

2. 1% agar6zovy gél bol pripraveny v Erlenmayerovej banke rozpustenim 0,5 g agar6zy v 50 ml pufra
I1XTAE. Roztok bol ochladeny a nasledne bolo pridanych 5 pl (riedenie 1:10 000) fluorescencného
farbiva nukleovych kyslin Gel Red.

3. Roztok bol premiesany a preliaty do pripravenej aparatiry. Do roztoku v aparatire bol vlozeny
hreben, ¢im boli po zatuhnuti gélu (priblizne 30 mintt) vytvorené jamky, do ktorych boli nanasané
vzorky.

4. Po zatuhnuti bol gél zaliaty pufrom 1xTAE, tak aby gél a elektrody aparatury boli pod hladinou
pufra. Z gélu bol nasledne vybraty hreber.

5. Na gél bol vzdy nanaSany velkostny marker. Pouzivané markery: GeneRuler™ 1kbDNA ladder od
firmy Thermo Scientific, GeneRuler DNA Ladder MIX od firmy Thermo Scientific (Obr. 14).

bp ng/0.5 pg % bp ng/0.5p0 %
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20 40 g
éu
E 0.5 pg/lane, B cm length gal, 05 L::_!-'i»_':l‘.r! _-H cm length gel
1% TAE, 7 Vicm, 45 min 1% TAE, 7 Wfem, 45 min

Obrazok 14: Vyuzivané DNA markery

A) GeneRuler DNA Ladder MIX od firmy Thermo Scientific.
B) GeneRuler™ 1kb DNA ladder od firmy Thermo Scientific.

6. Vzorky nandSané na gél boli zmieSané so 6x Loading Dye od znacky Biolabs v pomere 1:6.
7. Aparatura bola pripojena na zdroj napitia POWER PAC 3000, na ktorom bolo nastavené napétie
5V/em po dobu priblizne 60 mintt.
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8.15 Izolacia z gélu

Na izolaciu z gélu bola vyuzivana suprava QIAquick Gel Extraction kit od firmy QIAGEN.

Postup:

1.

10.

Na UV lampe bol skalpelom z gélu vyrezany band nasho zaujmu. Vyrezany gél bol vlozeny do
mikroskumavky.

Gél bol odvézeny na laboratérnej vahe EG 2200. Ku gélu bol pridany pufor QG (3 nésobné
mnozstvo hmotnosti gélu — mnozstvo QG pufra odpovedalo v pl 3x hmotnosti gélu v mg).

G¢él bol nasledne rozpusteny v 50°C (po dobu priblizne 10 minat), s 2 minatovymi intervalmi
premiesavania na vortexe.

Ku rozpustenému gélu bol pridany izopropanol (mnozstvo izopropanolu pl v odpovedd hmotnosti
gélu v mg). Roztok bol premiesany preklapanim 4x.

Vzniknutd zmes bola prepipetovana na kolénu QIAprep so silikagélovou membranou a kolona bola
vlozena do Cistej mikroskumavky.

Nasledovala centrifugacia pri podmienkach 17 900xg, 1 min, 23°C (tieto podmienky boli
zachované v ramci celého postupu). PreteCena zmes cez membranu na kolone bola odliata. Tymto
sposobom bol odstraneny zbytok agardzy.

Na kolonu bolo nanesenych 500 ul pufra QG, koldna bola centrifugovana za rovnakych podmienok
po dobu 1 min, pretecena tekutina bola vyliata.

Na kolénu bolo pridanych 750 ul pufra PE, koldona bola centrifugovana za rovnakych podmienok
po dobu 1 minuty, pretecend tekutina bola vyliata.

Koldna bola opitovne centrifugovand, ¢im bolo zabezpetené odstranenie zbytku purfa.

Koldna bola prenesena do Cistej mikroskimavky a DNA bola eluovana do 30 pl injekénej vody.
Po pridani iH>O na kolonu, koloéna bola ponechana v laboratérnej teplote po dobu 2-3 minut

a nasledne bola centrifugovana za rovnakych podmienok 1 minutu.
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8.16 Stiepenie DNA

Izolované plazmidy (podl'a postupu uvedenom v kapitole 8.9 Izolacia plazmidovej DNA-Midiprep/ 8.11
Izolé4cia plazmidovej DNA-Miniprep) a PCR produkty (Inzert) (podl'a postupu uvedenom v kapitole
8.12 Polymerazova retazova reakcia (PCR) boli Stiepené restrikénymi endonukledzami (RE). Pouzité

RE s prislusnym pufrom st zhrnuté v Tabul'ke 9.
Postup:

1. Reak¢nd zmes bola namie$ana podl'a Tabulky 10, nasledne premiesand a ponechana 1 hod 30 min
v 37°C.

2. RE boli inaktivované, tak ako je uvedené v Tabulke 9.

3. Spréavnost’ Stiepenia bola overend na 1% agar6zovom géle, podla postupu uvedenom v kapitole 8.14

Horizontalna agardzova elektroforéza.

Tabulka 9: Zoznam restrikénych endonukleaz a pufrov.

Restrikéna endonukleaza (RE) Pufor Znacka | Plazmid Inaktivacia
EcoRI-HF Pridanie EDTA, izolaci
rCutSmart | NEB | pDGlee4 | o O e0Ac
BamHI-HF 2 gélu
EcoRI-HF Pridanie EDTA, izolaci
NEBuffer 2.1r | NEB p770 ridanie EDTA, izolacia
HindIII-HF 7 gélu

Tabulka 10: Reak¢na zmes pre Stiepenie plazmidov.

Zlozka Mnozstvo [pl]
DNA (1-2 pg)
10x pufor 2
RE (A) 1
RE (B) 1
iH20
celkovy objem 20 pl

8.17 Defosforylacia plazmidu
Stiepené plazmidy restrikénymi endonukledzami boli defosforylované fosfatazou rSAP (Shrimp

Alkaline Phosphatase), ktora defosforyluje 5° koniec DNA.
Enzym: rSAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) od znacky NEB
Pufor: 10x rSAP pufor od znacky NEB

Postup:

1. Reak¢na zmes bola namieSana podl'a Tabulky 11.

2. Zmes bola nésledne premiesand a bola ponechana 1 hod v 37°C.
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3. Fosfataza rSAP bola inaktivovana inkubaciou 15 min v 65°C.

Tabulka 11: ZloZenie defosforylacnej zmesi.

Zloika MnozZstvo [pl]
Plazmid (1 pg)
10x rSAP pufor 1 ul
rSAP 1l
iH20
celkovy objem 10 pl

8.18 Ligacia
Do stiepenych a defosforylovanych plazmidov boli vlozené Stiepené PCR inzerty ligacnou reakciou,

vd’aka ¢omu boli ziskané plazmidy s prislusSnym inzertom. Pomer plazmidu a inzertu bol 1:3 az 1:10.

Enzym: T4 DNA ligaza od znacky Takara
Pufor: 10x T4 DNA ligac¢ny pufor od znacky Takara

Postup:

1. Ligacna zmes bola namiesana podl'a Tabulky 12, premiesana a ponechana v 16°C v termoblocku
pocas noci.
2. Nasledne bola vykonana transformacia buniek do E. coli podl'a postupu uvedenom v kapitole 8.19

Transformacia E. coli.

Tabulka 12: ZloZenie ligacnej zmesi.

Zlozka Mnozstvo [pl]
Plazmid (50ng-100ng)
Inzert v pomere 1:3-10

10x T4 DNA ligacny pufor 2
T4 DNA ligaza 1
iH20

ATP (10 mM) 2

celkovy objem 20 ul

40



8.19 Transformacia E. coli

Podla Hanahan (1983) bola vykonand transformdcia buniek E. coli teplotnym Sokom. Vyuzivané
kompetentné bunky E. coli: DH5alpha, DE3 (BL21).

Postup:

1. Kompetentné bunky E. coli boli pripravené v laboratoriu. Kompetentné bunky E. coli uskladiiované
v -80°C boli vybraté na I'ad, na ktorom boli ponechané do tplného rozmrznutia.

2. Ku liga¢nej zmesi/plazmidu bolo pridanych 100 pl kompetentnych buniek E. coli. Ako negativna
kontrola sluzila iH>O spolu s kompetentnymi bunkami E. coli. Bunky boli ponechané na l'ade 20
min.

3. Bunky boli inkubované 90 sek. v 42°C, nasledne boli prenesené na I'ad, na ktorom boli ponechané
3 mintty.

4. Ku bunkédm bolo napipetovanych 800 pl LB média bez antibiotika. Nasledovala kultivacia na
trepacke v 120 rpm, 1 hod, 37°C.

5. Po kultivacii boli bunky centrifugované (6000xg, 1 min, 24°C). Supernatant bol vyliati, tak aby
v mikroskiimavke ostalo ¢ast’ média, v ktorom boli bunky nasledne resuspendované.

6. Resuspendované bunky boli vysiate sterilnou hokejkou na misky s tuhym LB agarom s prislusnym
antibiotikom.

7. Vysiaté bunky boli inkubované v termostate v 37°C cez noc.

8. Narastené bunky boli kvantifikované. Na miskach s negativnou kontrolou nenarastli ziadne bunky.

8.20 Priprava kompetentnych buniek B. subtilis
Touto metddou boli pripravené kompetentné bunky s genotypom PY79 B. subtilis KO RefZ (LK3129).

ZloZenie roztokov:

Spizizenove soli 10x: 151 mM (NH4)2SO4; 804 mM K,;HPO4; 440 mM KH,PO4; 34 mM CsHsNazO7; 8

mM MgSO4*7H,O

SPI: 1x Spizizenove soli; 0,02% Kazaminové kyseliny; 0,10% yeast extract; 0,5% Aminokyseliny

(fenylalanin, tryptofan); 0,5% glukoza

SPII: 1x Spizizenove soli; 0,045% Aminokyseliny (fenylalanin, tryptofan); 0,5mM CaCl,; 2,5 mM

MgCl,; 0,5% glukdza

Postup:

1. Bunky B. subtilis PY79 z glycerolovej konzervy (LK3129) boli naockované do LB média na no¢ny
rast, tak ako je popisané v kapitole 8.5 Kultivacia baktérii.

2. Bunky boli z no¢nej kultiry prenasadené na ODeoo = 0,03 do objemu 2x50 ml SPI média v dvoch
300 ml Erlenmayerovych bankach.
Optické denzita bola merana len u jednej z kultur.

4. Po dosiahnuti stacionarnej faze (ODegoo = 1) bolo 10 ml bunkovej kultiry, z banky, ktora nebola

merana (aby nedoslo ku kontaminacii) prenasadenych do 90 ml SPII.
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Prenasadené bunky boli ponechané 90 mintt pri 37°C na trepacke.

Bunkova kultira bola nasledne ponechana na I'ade po dobu 15 minut.

Bunky boli centrifugované 1 467xg, 5 min, 4°C.

Supernatant bol preliaty do sterilnej Erlenmayerovej banky. Bakteridlny pelet aj supernatant boli
ponechané na l'ade.

Do dalSej sterilnej nadoby bolo odobratych 9 ml supernatantu, ku ktorému bol pridany 1 ml

glycerolu. Zmes bola dékladne premieSana.

10. V zmesi supernatantu s glycerolom bol resuspendovany pelet.

11. Z resuspendovanych buniek boli vytvorené alikvoty o objeme 500 pl.

8.21 Transformacia B. subtilis

Podl'a Dubnau a Davidoft-Abelson (1971) bola vykonan4 transformacia buniek B. subtilis.

Postup:

1.

Kompetentné bunky B. subtilis boli pripravené v laboratoriu.

Kompetentné bunky B. subtilis uskladiované v -80°C boli rozmrazené v 37°C v termoblocku do
uplného rozmrazenia.

Ku plazmidu bolo napipetovanych 100 pl kompetentnych buniek B. subtilis. Ako negativna kontrola
sluzila iH>O spolu so 100 pl kompetentnych buniek B. subtilis.

Nasledovala kultivécia na trepacke v 120 rpm, 1 hod, 37°C.

Po kultivacii boli bunky vysiate sterilnou hokejkou na misky s tuhym LB agarom s prislusSnym
antibiotikom.

Vysiate bunky boli inkubované v termostate v 37°C cez noc.

Narastené bunky boli kvantifikované. Na miskach s negativnou kontrolou nenaréstli ziadne bunky.
Pokial' bol inzert vlozeny do plazmidu, boli bunky schopné narast na LB agare s danym

antibiotikom.

8.22 AmyE test

Tento test je vyuZivany overenie spravneho vloZenia inzertu do miesta amyE. Vlozenim do tohto miesta

nastava rozrusenie génu amyFE, ktory kéduje a-amylazu a tym bunka straca schopnost’ Stiepit’ skrob

(Bron et al. 1999).

Postup:

1. Najskor boli pripravené misky s tuhym agarom s pozadovanym antibiotikom.

2. Na misky bola rovnomerne naliata tenka vrstva (priblizne 5 ml) rozpusteného 1% agaru s 1%
Skrobom. Takto pripravené misky sa nechali zatuhntt'.
Na misky boli preciarknuté pozadované kolonie.

4. Baktérie boli kultivované v 37°C v termostate cez noc.
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5.

Druhy deni prebiehalo testovanie schopnosti Stiepit’ skrob pomocou joédovych par nasledujucim
postupom: do vécsej sklenenej Petriho misky boli nasypané krystaliky jodu, na ne bola prilozena
miska s bunkami.

Na zéklade sublimacie jodovych par bolo médium s 1% Skrobom zafarbené do fialova. Baktérie,
ktoré boli schopné Stiepit’ Skrob vytvaraju okolo seba ,,halé* bez fialového zafarbenie. V takom

pripade nenastalo vloZenie inzertu do mieste amyE.

8.23 Praca s proteinmi

Metddou afinitnej chromatografie boli prostrednictvom agardzy Ni-NTA od firmy QIAGEN izolované

proteiny, ktoré vo svojej Strukture obsahuju kotvu His-Tag, ktord ma vysoku afinitu ku niklovym iénom.

Takymto spésobom boli izolované oF, 9, jadro RNAP z B. subtilis a transkripény faktor SpoOA.

8.23.1 Indukcia expresie proteinu

ZlozZenie pufra:

Pufor P: 300 mM NacCl, 50 mM Na,HPOs, 5% glycerol, 3 mM B-mercaptoetanol

Postup:

L.

N e

Bunky E. coli DE3 (BL21) z glycerolovej konzervy boli naockované do LB média, tak ako je
popisané v kapitole 8.5 Kultivacia baktérii. Tieto bunky obsahovali plazmid s vlozenym génom,
ktory kodoval pozadovany protein na izolaciu.

Bunky z no¢ného rastu boli prenasadené do cerstvého LB média na ODgoo= 0,03.

Po dosiahnuti pozadovaného ODgoo ((ODgoo (67/6%) = 0,6-0,8; ODgoo (Spo0A) = 0,8)) bola kultira
prenesena do laboratdrnej teploty, kde bola indukovana expresia proteinu pridanim IPTG (6"/6 0,8
mM IPTG, Spo0A 0,3 mM IPTG). V pripade RNAP po dosiahnuti pozadovaného ODgno ((ODeoo =
1)) neprebiehala indukcia IPTG, ale kultura bola schladena 20 minut na l'ade.

Kultira bola indukovana na trepacke v laboratornej teplote 3 hodiny (cf/c%) a 4 hodiny (Spo0OA).
Kultara bola nasledne chladena 20 mintit na l'ade.

Bunky ochladenej kulttry boli centrifugované pri podmienkach 6000xg, 10 min, 4°C.

Supernatant bol odstraneny, pelet bol resuspedovany v 40 ml pufra P a nésledne prepipetovany do
sterilnej 50ml Falconovej skiimavky.

Naésledne prebiehala centrifugacia 5 251xg, 15 min, 4°C. Supernatant bol odstraneny.

Pelet bol uschovany do -80°C.
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8.23.2 Izolacia proteinu metodou afinitnej chromatografie

ZloZenie pufra:

Pufor P: 300 mM NacCl, 50 mM Na,HPOs, 5% glycerol, 3 mM B-mercaptoetanol

Postup:

1.

10.
11.

12.

Pelety uchované v -80°C boli vybraté na l'ad, kde boli ponechané do tiplného rozmrazenia. Po
rozmrazeni boli pelety resuspendované v 15 ml pufra P (s I mM PMSF).

Na rozbitie buniek bol vyuzivany ultrazvukovy sonikator. Vzorky boli sonikované na l'ade 15 x 10
sek s 1 minttovym intervalom (bunky E. coli), 20 x 10 sek s 1 min intervalom (bunky B. subtilis)
Zosonikované bunky boli centrifugované pri podmienkach 27 000xg, 10 min, 4°C. Supernatant bol
opatrne preliaty do Cistej 50ml Falconovej skimavly, tak aby nedoslo ku uvolneniu peletu.
Agar6za Ni-NTA od firmy QIAGEN (1 ml) bola 2x premyté 12,5 ml pufrom P centrifugaciou pri
podmienkach 2 000xg, 3 min, 4°C.

Ku takto premytej agardze Ni-NTA bol pridany supernatant s proteinom. Zmes bola ponechana
v l'ade vo vodorovnej polohe na trepacke pri podmienkach 110 RPM, 1 hodinu.

Na kolonu afinitnej chromatografie bola pripojena 5 cm dlha silikonova hadicka, ktora
zabezpeCovala rychlejsi prietok kolonou. Takto pripravena kolona bola vlozend na 50ml
Erlenmayerovej banky, kolona bola premyta 10 ml pufrom P a nasledne bola vlozena do chladnicky.
Tymto spésobom bola zabezpecena ekvilibracia.

Na preekvilibrovanu kolonu bola preliata zmes agarozy Ni-NTA so supernatantom a supernatant sa
nechal pretiect’.

Koléna bola premyta 30 ml pufra P.

Nasledne bola kolona premyta 30 ml pufra P s 30mM imidazolom.

Po premyti bola silikonova hadicky odstranend. Kolona bola vlozena do mikroskiimavky.
Nasledovalo eluovanie piatich frakcii pufrom P s 400mM imidazolom. Kazda frakcia bola eluovana
500 pl do cistej mikroskiimavky.

Frakcie boli analyzované na géle SDS-PAGE.

8.23.3 SDS polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAGE)

SDS polyakrylamidova elektroforéza bola vyuzita na overenie velkosti proteinov, Cistoty a ti€innosti

postupov v suvislosti s pracou s proteinmi. V ramci tejto techniky je vyuzivané denaturacné ¢inidlo SDS

(s6dium dodecyl sulfat), ktoré uruje proteinom jednotny negativny naboj, vdaka comu je mozna

separacia proteinov v polyakrylamidovom géli (boli vyuzivané komeréné predpripravené NuPAGE®

Novex 4-12% Bis-Tris gély od firmy ThermoFisher Scientific) podl'a ich vel’kosti.

Zlozenie roztokov:

Pufor 4 x SDS: 500 mM Tris-HCI (pH 8); 40 % glycerol; 0,4 % SDS; 0,2 % bromfenolova modra; 8 %
-mercaptoetanol.
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Pufor NuPAGE MESS SDS (Invitrogen): 1000 mM MES; 1000 mM zaklad Tris (pH 7,3); 2 % SDS, 20
mM EDTA.

Postup:

1. Bola pouzitd Aparatira XCELL SURELOCK™ MINI CELL. Do aparatiry bol vlozeny
predpripraveny NuPAGE® Novex 4-12% Bis—Tris gél.

2. Gél v aparature bol zaliaty pufrom 1x NuPAGE® MES SDS Running buffer.

3. Vzorky boli zmieSané s pufrom 4xSDS, vlozené do termostatu THERMOSTAT 5320 na 5 min pri
95°C.

4. Takto pripravené vzorky boli nanesené na gél. Ako proteinovy marker bol pouzity Novex™ Sharp
Pre-Stained, Protein standards od firmy Invitrogen, PageRuler™ Prestained Protein Ladder 10 to

180 kDa od firmy Thermo Scientific™ (Obr. 15).

A B

kDa kDa
260 —~180
160 =130
110
80 ==100
Bl
a0
40 MY -
30 — i)
20 - ~35
15 - =25
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— — ~15
3.5
Gel

Obrazok 15: VyuZivané proteinové marke.

A) Novex™ Sharp Pre-Stained, Protein standards od firmy Invitrogen,
B) PageRuler™ Prestained Protein Ladder 10 to 180 kDa od firmy Thermo Scientific™.

5. Aparatira bola pripojena na zdroj napdtia POWER PAC 3000 pri podmienkach 200 V, 35 min.
6. Aparatiira bola rozobrata, gél bol vlozeny do krabicky, kde bol farbeny pomocou SimplyBlueTM
SafeStain.
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8.23.4 Farbenie pomocou SimplyBlue™ SafeStain
Postup:

1. Gél SDS-PAGE bol vlozeny do plastovej krabicky a zaliaty 100 ml dH,O. Krabicka s gélom bola
vlozena do mikrovinnej rura a gél bol zahrievany 1 minttu.

2. Nasledne bol polozeny na kyvacku na 1 minutu.
Voda bola odstranena. Premytie takymto spdsobom bolo vykonané este 2x.

4. Po premyti, bolo ku gélu pridanych 15 ml farbiva SimplyBlue™ SafeStain. Gél bol zahrievany 45
sek v mikrovinnej rire.

5. G¢él bol umiestneny na 5 minut na kyvacku.

6. Farbivo bolo odstranené, ku gélu bolo pridanych 100 ml dH»O. Gél s vodou bol opét’ polozeny na
kyvacku, na ktorej bol ponechany 10 minit. Takéto odfarbovanie bolo opakované, pokial’ nebolo

dosiahnuté pozadované odfarbenie.

8.23.5 Dialyza
Dialyza¢na metoda umoziuje prostrednictvom dialyzacnej kazetky (Slide-A-Lyzer® Dialysis Cassette

od firmy Thermo Scientiffic) previest protein v jednom pufre do druhého podl'a potreby.
Zlozenie dialyzanych pufrov:

Dialyzacny (storage) pufor: 50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 100 mM NacCl, 0,5 mM EDTA, 50% glycerol, 3
mM B-mercaptoetanol.

Pufor TEV: 50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 100 mM NacCl, 0,5 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 5% glycerol.
Premyvaci pufor (Spo0A): 50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 300 mM NaCl, 2 mM ME, 5% glycerol.

Postup:

1. Dialyza¢na kazetka s pozadovanym objemom a velkostou poérov bola vlozena do penového
plavaku. V tomto plavaku bola namocena na 2 minuty do dialyza¢ného pufru.

2. Pomocou injek¢nej striekacky bola proteinova vzorky nanesena do kazetky, tak aby v kazetke
nezostal vzduch po jej naneseni.

3. Kazetka so vzorkou bola umiestnena do penového plavaku a ponorena do 500 ml dialyzacného
pufra. Na dno pufra bolo ponorené magnetické miesadlo, ktoré na zabezpecilo premiesavanie pufru.

4. Dialyza prebichala cez noc. Dalsi defi bol dialyza¢ny pufor vymeneny za Gerstvy (500 ml) a dialyza
prebichala d’alSie 4 hodiny.

5. Pomocou injekénej striekacky bol protein z kazetky odsaty. Po dialyze proteinu do pozadovaného
pufru, bol protein uschovany do 4°C, v pripade storage pufra do -20°C.

6. Cistota proteinu bola analyzovana na SDS-PAGE géle, koncentracia bola uréena postupom, ktory

je uvedeny v kapitole Meranie koncentracie proteinu.
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8.23.6 Meranie koncentracie proteinu

Koncentrécia proteinov bola ur¢end pomocou Bradfordovej metédy (Bradford 1976) a pomocou Qubit
merania.

8.23.6.1 Bradfordova metoda

Zlozenie Bradfordovho ¢inidla: Comossie Briliant Blue G-250 (100mg) v 50 ml etanolu, 85% H3PO4
(100 ml) a doplnené do 11 dHO.

Postup:

1. Na vytvorenie kalibracnej krivky bolo pouzité BSA (hovddzie sérum albumin) so zasobnou
koncentraciou 400 ng/pl, ktoré bolo pouzité ako $tandard. Standardy boli pripravené podla Tabul’ky
13.

Tabulka 13: ZloZenie Standardov kalibra¢nej krivky.

Standard | BSA [ul] | BSA [ng] | iH2O [u] iﬁiﬁﬁfc[lﬁlv]e
1 5 2 95 900
2 10 4 90 900
3 15 6 85 900
4 20 8 80 900
5 25 10 75 900

2. Vzorky na meranie koncentracie boli pripravené podla nasledujucej Tabulky 14.

Tabulka 14: ZloZenie meranych vzoriek.

_ Bradfordové
Vzorka [p] | THO [ull | e cano ]
> 08 900
n 9% 900

3. Vzorky boli premie$ané a 5 min inkubované pri izbovej teplote.

4. Na spektrofotometri bolo odmerana opticka denzita (OD) $tandardov a vzoriek pri vinovej dizke A
=595 nm.

5. Na zaklade ODsos Standardov bola zostrojena kalibracna krivka s rovnicou. Podl’a tejto rovnice

a ODsos vzoriek bola vypocitana koncentracia proteinovych vzoriek.

8.23.6.2 Qubit meranie

Na odmeranie koncentracie pomocou metody Qubit bol vyuzity komerény Qubit™ Protein Assay Kit
od firmy ThermoFisher Scientific. Toto meranie umoziuje presnejsie meranie koncentracie vzorky

s niz§im Sumom, vd’aka fluorescenénému farbivu, ktoré selektivne viaze svoj cielovy protein, DNA

alebo RNA.
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Postup:

1.

4.

Najskor bol pripraveny Working solution pre vSetky vzorky (na vzorku = 199 ul Buffer + 1 pl
reagent).

Boli namieSané 3 Standardy (190 pl Working solution + 10 pl Standard), ktoré sluzili na
vytvorenie kalibracnej krivky.

Proteinova vzorka (2 pl) bola zmieSana s Working solution (198 pl) a 15 min inkubovana

v izbovej teplote.

Proteinova vzorka bola odmerana na zariadeni 3 fluorometer.

8.24 Imunoprecipitacia

Imunoprecipitana metoda slizi na izolaciu proteinovych komplexov pomocou protilatky, ktora sa

Specificky viaze na dany protein. Proteinovy komplex je nasledne z protilatky eluovany.

ZlozZenie pufra:

Lyzacny pufor: 20 mM Tris-HCI (pH 8), 150 mM KCI,1 mM MgCl..

Postup:

1.

10.

11.

Bunky B. subtilis z glycerolovej konzervy boli naockované na no¢ny rast do LB média, tak ako je
popisané v kapitole 8.5 Kultivacia baktérii. Tieto bunky obsahovali gén kodujuci pozadovany
protein s obsahujucim 3xFLAG peptidom na C-konci.

Bunky z noéného rastu boli prenasadené do DSM média na ODsoo = 0,1. Predtym boli do DSM
média pridané aditiva.

Od prenasadenia bola kultura ponechan na trepacke pri podmienkach 150 RPM, 6 hod, 37°C.

Po 6 hodinach kultivacie bolo z kultiry odobratych 20 ml do sterilnej 50ml Falconovej skimavky.
Bakterialna kulttra bola nasledne centrifugovana pri podmienkach 5 251xg, 10 min, 4°C.
Supernatant bol zliaty a pelet bol uschovany do -80°C do d’alSieho spracovania.

V nasledujucich krokoch je popisana priprava bakterialneho lyzatu. Bunky boli z -80°C vybraté
a ponechané na l'ade do tiplného rozmrznutia.

Rozmrazené bunky boli resuspendované v 4 ml lyza¢ného pufra s pridanymi aditivami (1 mM DTT,
0,5 mM PMSF, Protein inhibitor kokteil 5 pul/ml pufra).

Na rozbitie buniek bol vyuzivany ultrazvukovy sonikator. Sonikacia buniek prebiehala na 'ade 20
x 10 sek s 1 minatovym intervalom.

Bunky boli centrifugované pri podmienkach 4 000xg, 10 min, 4°C. Supernatant bol nasledne
preliaty do sterilnych 5ml eppendorfovych skimaviek.

Koncentracia proteinov v supernatante bola odmerana postupom popisanym v kapitole Meranie
koncentracie proteinov — Bradfordova metoda.

Do 2ml mikroskimaviek (Costar® Low Binding Snap Cap Microcentrifuge Tube) bolo

odpipetovanych 1,5 ml supernatantu.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.
21.
22.

23.

V nasledujucich krokoch je popisana priprava afinitného gélu M2 (SIGMA-ALDRICH). Afinitny
gél M2 (35 pl) bol preplachnuty lyzacnym pufrom (1 ml) a centrifugovany 60 sek na stolnej
centrifuge.

Po centrifiigacii bol odpipetovany supernatant, tak aby nad afinitnym gélom M2 ostalo malé
mnozstvo lyza¢ného pufru. To zabezpecilo lepSiu manipuldciu s gélom M2.

Takto premyty gél M2 (35 pl) boli pridané ku 1,5 ml supernatantu.

Zmes supernatantu a gélu M2 bola ponechana cez noc na rotatore v 4°C.

Nasledujuci dent boli vzorky sto¢ené na stolnej centrifige 60 sek. Supernatant bol nasledne
odpipetovany.

Afinitny gél M2 bol premyty 500 ul lyzacného pufra, sto¢ené 60 sek na stolnej centrifiige a nasledne
bol odpipetovany supernatant. Takymto spésobom bol afinitny gél M2 premyty este 3x priCom po
druhom premyti boli prepipetované do €istej mikrocentrifugacnej skimavky (Costar® Low Binding
Snap Cap Microcentrifuge Tube) .

V nasledujucich krokoch je popisana elticia pozadovaného proteinu peptidom 3xFLAG od znacky
SIGMA-ALDRICH. Bol pripraveny elu¢ny roztok zmie$anim TBS (150 ng/ml) a peptidu 3xFLAG
(5 pg/nb).

Ku afinitnému gélu M2 bolo pridanych 60 pl elu¢ného roztoku.

Vzorky boli inkubované 3 hod 30 min na rotatore v 4°C.

Vzorky boli napokon centrifugované pri podmienkach 5000xg, 1 min, 4°C.

Nasledne bol opatrne odobraty supernatant od afinitného gélu M2 do Cistej mikrocentrifugacnej
skamavky.

Vzorky boli analyzované na géle SDS-PAGE.
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8.25 Transkripcia in vitro

Transkripcia in vitro (Sudzinova et al. 2021) bola vykonana na plno dizkovom prométore génu refZ
vlozenom do plazmidu p770. V ramci tejto promotorovej sekvencie sa v proti smere transkripcie od refZ
nachadza predpokladany konsenzus sekvencie pre faktor 6%, faktory 6"/ a viizbové miesta pre Spo0OA.
Nékres celej promotorovej oblasti je uvedeny v kapitole 9.1.1 Priprava templatu pre transkripcie in vitro

(Obr. 11).

Zlozenie roztokov:

Diluény pufor: 50% glycerol, 100 mM NaCl, 50 mM Tris—HCI (pH 8)

Transkripény pufor (1x koncentrovany): 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 40 mM Tris—HCI (pH 8)

STOP pufor: 0,05% bromfenolova modra, 95% formamid, 0,05% xylene cyanol, 20 mM EDTA (pH 8)

Postup:

1. Rekonstitucia RNAP s konkrétnym faktorom o:

Jadro RNAP bolo rekonstituované so ¢'/c%/c% /diluénym pufrom v 37°C po dobu 30 min. Kone¢na
koncentracia rekonstituovanych proteinov bola: RNAP 300 nM; o 3000 nM; findlne koncentracie
faktorov o' a 6 v riediacich radach st zhrnuté v Tabul'ke 15 a Tabul'ke 16. Finalna koncentracia 6" a 6©
bola 6000 nM v transkripénych reakciach s faktorom SpoOA. Finalna koncentracia RNAP v transkripcii
bola 30 nM.

TabulPka 15: Riediaca rada faktoru oF.

Riediaca rada ¢"
Pomer RNAP:c" 1:5 1:10 1:20 1:40 1:80
Zasobna koncentracia (nM) 3000 6000 12000 24000 48000
Finalna koncentracia v transkripcii (nM) 150 300 600 1200 2400
o' (ul) o koncentracii 48 000 nM 5 5 5 5 10
Dilu¢ny pufor (ul) 5 5 5 5 0
Tabulka 16: Riediaca rada faktoru ©.

Riediaca rada ¢©
Pomer RNAP:c" 1:5 1:10 1:20 1:40 1:80
Koncentracia zasobna (nM) 3000 6000 12000 24000 48000
Finalna koncentracia v transkripcii (nM) 150 300 600 1200 2400
oY (ul) o o koncentrécii 48 000 nM 5 5 5 5 10
Diluény pufor (ul) 5 5 5 5 0

2. Master mix bol pripraveny podl'a Tabulky 17
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Tabulka 17: ZloZenie master mixu na jednu reakciu.

ZloZenie Objem [ul]

20x pufor 0,45

20 mM ATP (200 pM konec¢na koncentracia) 0,1

20 mM CTP (200 uM konec¢na koncentracia) 0,1

20 mM GTP (200 uM koneéna koncentracia) 0,1

1 mM UTP (10 pM koneéna koncentracia) 0,1

a*2P UTP 0,2

plazmid 100 ng/ pl 1

iH,O 6,55

100xBSA 0,1

KCI (1M zasobny; 30 mM kone¢na koncentracia) 0,3
celkovy objem 9 ul

Pripraveny master mix (pre pozadovany pocet reakcii) bol prepipetovany do Cistych
mikrocentrifugaénych skimaviek po 9 ul v pripade titracie 6" a 6%. V pripade transkripcii so SpoOA bol
master mix rozpipetovany po 8 pl do mikrocentrifuga¢nych skumaviek, ktoré uz obsahovali 1 pl
Spo0A/dilu¢ného pufru. Riediaca rada SpoOA bola pripravena podl'a Tabul'ky 18. V oboch pripadoch
nasledne prebiehala inkubacia 5 minaut v 37°C. Transkripcia in vitro bola iniciovand 1 pul
rekonstituovanej RNAP (findlna koncentracia v transkripcii 30 nM). Samotna transkripcia prebiehala
15 min v 37°C, po 15 minutach bola okamzite zastavend pridanim 10 pl STOP pufrom, naslednym
vortexovanim a umiestnenim na 'ad. Vzorky boli nasledne nanesené na 7% polyakrylamidovy gél, ktory

bol pripraveny podla postupu v kapitole 8.24.1 Vertikalna PAA elektroforéza.

Tabulka 18: Riediaca rada Spo0OA.

Riediaca rada Spo0A
Pomer RNAP:Spo0OA 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 | 1:32
Zasobna koncentracia (nM) 300 600 1200 2400 4800 9600
Finalna koncentracia v transkripcii
(nM) 30 60 120 240 480 960
SpoOA (pl) o koncentracii 9600 nM 5 5 5 5 5 10
Dilu¢ny pufor (ul) 5 5 5 5 5 0
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8.25.1 Vertikalna PAA elektroforéza

ZloZenie pufra:

Pufor 10 x TBE: 0,9 M Tris—HCI (pH 8,0); 0,02 M EDTA; 0,9 M H3;BO;

Postup:

1.
2.

10.

11.

12.
13.

Bola zostavena elektroforeticka aparatira (OWL™ P10DS DUAL).

Medzi dve skla aparatiry boli na kraj vlozené 1mm hrubé medzerniky (spacery). Takto zlozené skl
boli zafixované svorkami.

Spodna cast’ skiel bola dokladne zalepena elektrikarskou paskou, tak aby bolo vytvorené tesnenie.
Medzi takto pripravené skla bol naliaty PAA gél (30 ml 7% PAA, 300 pl 10% APS, 30 ul TEMED).
Medzi skla do gélu bol vlozeny hreben, ktorym boli po zatuhnuti gélu (priblizne 2 hodiny)
vytvorené jamky pre nanasanie vzoriek.

Po zatuhnuti gélu bol zo spodnej Casti skiel odstranena istiaca paska a skl s gélom boli vlozené do
aparatiry.

Do aparattry bol naliati 1 x TBE, bol vybraty hrebeii, vzniknuté jamky boli preplachnuté 1 x TBE
pufrom pomocou automatickej pipety.

Na gél bolo nanesenych 10 ul vzoriek, ktoré boli ziskané metddou transkripcie in vitro.

Aparatura bola pripojend na zdroj napétia, elektroforéza prebichala pri podmienkach 175V 2
hodiny.

Aparatura bola rozobrata, skla oddelené od seba, gél bol preneseny na filtrany papier a bol prekryty
foliou, nasledne bol vlozeny na vakuovu susicku (MIDIDRY D62) na 2 hodiny. Pocas prvej hodiny
prebiehalo susenie pri 80°C, v ramci druhej hodiny prebiehalo chladnutie.

Gél bol nasledne vlozeny do kazety BAS-MS2040, v ktorej bol ponechany s citlivou doskou pocas
noci.

Citliva doska bola druhy defi skenovana na skeneri Amersham™ Typhoon (GE Healthcare).

Vysledny sken bol analyzovany v programe Bio-RAD Quantity One.

8.26 Struktirovana ilumina¢na mikroskopia (SIM)

SIM patri medzi super-rezoluénii mikroskopiu. Rozlisenie fotografii ziskanych touto mikroskopiu je

okolo 100 nm. V nasom pripade bolo vyuzité GFP znacenie cielového proteinu RefZ. Pre oznacenie

membran bolo vyuzité ¢ervené lipofilné fluorescen¢éné farbivo Nile Red. Proteiny znacené GFP boli

vizualizované pri excite¢nej vinovej dizke 488 nm, Nile Red pri excitatnej vinovej dizke 568 nm.

Vzorky boli pozorované pomocou mikroskopu Delta vision OMX™,

8.26.1 Priprava mikroskopického preparatu

Kultivacia buniek:

1.

Bunky B. subtilis PY79 (LK2813, LK3503, LK3379, LK3814) z glycerolovej konzervy boli

nao¢kované na no¢ny rast do LB média, tak ako je popisané v kapitole 8.5 Kultivacia baktérii.
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2. Bunky z no¢ného rastu boli prenasadené do 10 ml DSM média na ODggo = 0,1. Predtym boli do 10
ml DSM média pridané aditiva podl'a postupu uvedenom v kapitole 8.5 Kultivacia baktérii.

3. Od prenasadenia bola kultira ponechané na trepacke pri podmienkach 150 RPM, 6 hod, 37°C.

4. Po 6 hodinach kultivécie bolo z kultary odobratych 995 nl do Cistej mikroskimavky. Ku bunkdm
bol pridany NileRed o kone¢nej koncentracii 5 pg/ml.

5. Takto pripravené bunky boli ponechané 7 minut v tme andsledne boli centrifugované pri
podmienkach 6000xg, 3 min, 24°C.

6. Po centrifugicii bol odpipetovany supernatant, pelet bol resuspendovany v 300 ul 1xPBS. Takto
pripravené bunky boli vyuzité na pripravu mikroskopického preparatu podl'a postupu nizsie.

Priprava preparatu:

1. 1,5% agar bol pripraveny v 50ml Falconovej skimavke rozpustenim 0,15 g agar6zy v 10 ml 1xPBS.

2. Priblizne 7 ml rozohriatého agaru bolo naliatych do sterilnej Petriho misky.

3. Krazivy pohyb miskou zabezpecCil rovnomerné mnozstvo agaru po celom dne misky. Tymto
spdsobom bola docielend priblizne 1,5mm hrubka agaru.

4. Uplné zatuhnutie agaru trvalo priblizne 15 min.

5. Zatuhnuty agar bol sterilnym skalpelom narezany na $tvorceky o velkosti priblizne 0,8x0,8 mm

6. Na podlozné sklicko o velkosti 18x18 mm bol naneseny 1 pl premytych buniek v 300 pl 1xPBS
(postup pripravy buniek je popisany v kapitole Mikroskopia), na ktoré bol nasledne prilozeny
nazerany agarozovy Stvorcek.

7. Na takto pripraveny preparat bol kvapnuty imerzny olej s indexom lomu 1,516.

8.27 TECAN

Tymto pristupom bola merana sti€asne rastova krivka a intenzita fluorescencného signalu bakterialnych

kultir v mikrotitracnej dosticke nepretrzite podl'a pozadovanej doby. Vzorky boli merané na Tecan

Spark 10M - Multimode Plate Reader.

Nastavenie: Teplota: 37°C; Meranie kazdych 30 minut, orbitalne trepanie(216 rpm).

ReZim: Absorbancia; Merana vlnova dizka [nm]: 600

ReZim: Meranie fluorescencie; Excita¢na vlnova dizka [nm]: 485 ; Emisnd vinova dizka [nm]: 535

Postup:

L.

Bunky B. subtilis PY79 (LK2813, LK3503, LK3379, LK3814) z glycerolovej konzervy boli
naockované na no¢ny rast do LB média, tak ako je popisané v kapitole 8.5 Kultivéacia baktérii.

Bunky z no¢ného rastu boli prenasadené do mikrotitracnej dosticky do 200 ul DSM média na ODsoo
= 0,05. Predtym boli do DSM média pridané aditiva podl'a postupu uvedenom v kapitole 8.5

Kultivacia baktérii.
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3. Takto pripraveny preparat bol vloZzeny do meracicho zariadenia TECAN. Meranie prebichalo 24
hodin, pri 37°C.
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9 Vysledky

Tejto praci predchadzala bio-informatickd analyza vykonana Ing. Marekom Schwarzom, PhD
z Laboratéria bio-informatiky Mikrobiologického tstavu, AV CR. Touto analyzou boli identifikované
dve prométorove oblasti a 12 Spo0A vizbovych miest v ramci upstream sekvencie o dizke 800 bp od
génu refZ. Sekvencia na ktorej bola vykonana analyza s identifikovanymi prométorovymi oblastami
a Spo0A vézbovymi miestami je uvedena v kapitole 13 Prilohy (Obr. S1). V ramci tejto sekvencie bola
identifikovand promotorova oblast s konsenzom sekvencie pre faktor o''. Tento vysledok je
konzistentny s vysledkom od autorov Britton et al. (2002). Vo vzdialenosti 47 bp v proti smere
transkripcie od identifikovaného promotora zavislého na o' bol identifikovany novy, doposial’ neznamy
promotor zavisly na 66, Za promotorom zavislym na ¢'’¢ v protismere transkripcie v 616 bp dlhej
sekvencii bolo identifikovanych 12 vidzbovych miest pre SpoOA. Sekvencie identifikovanych
prométorovych oblasti a SpoOA vazbovych miest su uvedené v kapitole 13 Prilohy (Tab.S1-2; Obr.
S2). Schéma celej promdtorovej oblast’ s identifikovanymi promoétormi a SpoOA viazbovymi miestami
bola zostavena na zaklade vysledkov bio-informatickej analyzy (Obr. 16). Informacie ziskané touto
analyzou sluzili na pripravu konstruktov vyuzivanych v experimentalnych systémoch in vitro (Obr. 16)
a in vivo (Obr. 17). Ich priprava bude popisovana v kapitole 9.1.1 Priprava templatu pre transkripcie in

vitro, 9.3.1 Klonovanie kmenov s GFP znacenym génom refZ.

G/F H

o
— -

fa

Upstream oblast (616 bp)

. N IV. V. VI VIL VI X, x XI. |47bp [260p

EEEEEEEEE % refZ

|GAAAACCCTCACTTTTTCTATAATATAAAACAAAGT| [AGGAACAGCGGCTTTCTGCTTGAATAGTATCAA]

Obrazok 16: Schéma promotorovej oblasti génu refZ. Schematické znazornenie prométorovej oblasti
génu refZ. Vo vzdialenosti 26 bp v proti smere transkripcie od génu refZ (Cierna Sipka, prva z pravej strany) sa
nachéadza promotor zavisly na 6™, bledo Sedou farbou je zvyraznena predpokladana —10 (GAAT) a —35 (AGGA)
konsenzus sekvencia, predpokladana dizka medzernika je 17 bp. Iniciaény nukleotid +1 nie je identifikovany. Vo
vzdialenosti 47 bp v proti smere transkripcie je umiesteny prométor zavisly na ¢/, bledo Sedou farbou je
zvyraznend predpokladana —10 (AATATAA) a-35 (GAAAA) konsenzus sekvencia, predpokladana dizka
medzernika je 16 bp. Iniciaény nukleotid +1 nie je identifikovany. Sedé obdizniky v ramci 616 bp dlhej oblasti
znazoriuji vazbové miesta Spo0A, ktoré st oznacené rimskymi ¢islicami. Hviezdi¢ky odpovedaju p-hodnote.
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Obrazok 17: Znazornenie konstruktov klonovanych do plazmidu pDG1664. Tmavo $eda $ipka
znazoriuje gén kodujuci GFP, ¢ierna Sipka znazornuje gén kodujuci RefZ.

A) Konstruktu s plno diZkovou prométorovou oblastou obsahujiicou prométory zavislé na faktoroch oV, ¢
a viizbové miesta Spo0A (Sedé obdizniky).

B) Konstrukt so ¢! zavislym prométorom.

C) Znazornenie konstruktu bez promotora, sekvencia obsahuje len oblast’ Shine Dalgarno.

F/G

9.1 Promotorova aktivita in vitro

Pre samotné transkripéné experimenty in vitro bolo najskor potrebné pripravit’ nevyhnutné nastroje.
Ich priprava je popisovana v nasledujtcich kapitolach: 9.1.1 Priprava templatu pre transkripcie in vitro,
9.1.2 Klonovanie a purifikacia faktoru SpoOA, 9.1.3 Purifikacia proteinov (o, o, 69, RNAP)
vyuzivanych v transkripciach in vitro. Detailné technické udaje su uvedené v kapitole 8 Materialy

a metody.

9.1.1 Priprava templatu pre transkripcie in vitro
Na vytvorenie plno diZkovej prométorovej oblasti génu refZ boli vyuzité poznatky z bio-
informatickej analyzy. Plno dizkova prométorova oblast génu refZ (Obr. 16) bola klonovana do

plazmidu p770.

Plno dizkova prométorova oblast’ bola amplifikovand metoédou PCR, pri ktorej boli vyuzité primery
podl'a Tabulky 19. Velkost PCR produktu bola overena na agar6zovom géle, z ktorého bol nasledne
izolovany. PreCisteny PCR produkt bol Stiepeny restrikénymi endonukleazami EcoRI, HindlIll.
Rovnakymi endonukleazami bol Stiepeny plazmid p770, nasledne defosforylovany a najskor ligovany
bez PCR inzertu. Na agar6zovom géle sme tak boli schopni selektovat’ plazmid, ktory bol nezaligovany.
Takyto plazmid bol izolovany z gélu a nasledne bol do neho vlozeny inzert ziskany pomocou PCR.

Tento postup bol zvoleny kvoli problémom pri ligacii plazmidu a PCR inzertu. Plazmid s inzertom bol
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transformovany do kompetentnych buniek E. coli DH5a.. Sekvena¢nou analyzou bola overena spravnost’

vlozenej sekvencie v plazmide.

Tabulka 19: Zoznam primerov pouzitych v PCR.

Cislo Nazov Sekvencia 5¢- 3¢ RE
LK4090 | RefZ Full R | GCTTGAATAGTATCAAGAGGAAGGAAAGCTTCCC | Hindlll
LK4101 | RefZ Full F | CCCGAATTCAGCTTGTGCATGAGGCAGATG EcoRI

9.1.2 Klonovanie a purifikacia faktoru Spo0A

Analyza promotorovej oblasti génu refZ identifikovala vdzbové miesta pre SpoOA a z toho dovodu
ho bolo potrebné pripravit’ pre nasledujuce experimenty in vitro. Na purifikaciu faktoru SpoOA bol
pripraveny expresny plazmid pET302, do ktorého bol metodou klonovania pomocou PCR vlozeny inzert
so sekvenciou koédujucou Spo0A, sekvenciou rozpoznavanou TEV proteazou, pred ktorou bola na
plazmide sekvencia kodujuca histidinovi kotvu (His-tag). Histidinova kotva slizi na purifikaciu

proteinov pomocou metddy afinitnej chromatografie.
Prvotne boli navrhnuté PCR primery (Tabulka 20) pre amplifikdciu spominaného inzertu.

Tabulka 20: Zoznam primerov pouZzitych v PCR.

Cislo Nazov Sekvencia 5°-3 * RE

AAACTTTAATTTTCTCCATACCCTGGAAG
LK4547 | BsuSpoOA p302F TACAGGTTTTCCTCG -

LK4548 | BsuSpoOA p302R GTTAGAGCATAAGGCTTCTTAAGGATCC i

GGCTGCTAACAAAGCCCGAAAG

Velkost” PCR produktu bola overena na agarézovom géle, z ktorého bol nasledne izolovany.
Klonovanim PCR bol inzert vlozeny do plazmidu pET302, podla postupu uvedenom v kapitole 8.13
Klonovanie pomocou PCR. Takto pripraveny plazmid bol transformovany do kompetentnych buniek E.
coli (DH5a) a bola vytvorena glycerolova konzerva (LK3604). Sekvenovanim bola overena spravnost’
vlozeného inzertu. Plazmid s inzertom bol transformovany do expresného kmena E. coli DE3 (BL21)

a bola vytvorena glycerolova konzerva (LK3607).

Funkénost” expresného kmetia (LK3607) bola overena pilotnym experimentom, kedy boli bunky
kultivované v 200 ml LB média s ampicilinom do ODggo 0,8. Po dosiahnuti pozadovanej optickej denzity
bola indukovana expresia SpoOA 0,3 mM IPTG. Sonikaciou boli bunky lyzované, lyzat bol
centrifugovany a supernatant odobraty. MnoZzstvo indukovaného proteinu SpoOA zo supernatantu bola

overena na géle SDS-PAGE (Obr. 18).
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Po overeni funkénosti expresného kmena, bol kultivovany v 1L LB média s ampicilinom do
ODg00=0,8. Po dosiahnuti pozadovaného OD bola expresia proteinu Spo0OA indukovana 0,3 mM IPTG.
Sonikaciou boli bunky lyzované, lyzat bol centrifugovany. Po centrifugécii bol odobraty supernatant,
z ktorého bol protein SpoOA purifikovany afinitnou chromatografiou cez histidinova kotvu na Spo0OA
naviazanim na agar6zu Ni-NTA. Z agar6zy Ni-NTA bolo eluovanych 5 frakcii po 0,5 ml. Frakcie boli
analyzované na géle SDS-PAGE (Obr. 19).

Koncentrované frakcie boli dialyzované do pufra vhodného pre Stiepenie proteazou TEV.
Bradfordovym meranim proteinov bola stanovena koncentracia, na zaklade ktorej bola ku proteinu
pridana proteaza TEV v pomere 1:10 (TEV : protein). Odstiepenie histidinovej kotvy zo SpoOA bolo
overené na géle SDS-PAGE (Obr. 19).
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Obrazok 19: SDS-PAGE analyza purifikovanych frakcii Spo0A, Stiepenie Spo0A proteiazou TEV.
A) SDS-PAGE piatich eluovanych frakcii SpoOA s kotvou His-tag: Linia M ozna¢uje marker Novex™ Sharp Pre-
Stained Protein Standard s nanesenym mnozstvom 5 pl. Linia 1-5 oznacuje eluované frakcie SpoOA. Celkovy
objem nanesenych frakcii je 12 ul s 3 pl pufru 4xSDS. Sipka oznacuje purifikovany SpoOA. Prerusované &iary
indikujt elektronické zostavenie jednotlivych drah, ktoré pochadzali z rovnakého gélu

B) SDS-PAGE stiepeného SpoOA protedzou TEV: Linia M ozna¢uje marker Novex™ Sharp Pre-Stained Protein
Standard s nanesenym mnozstvom 5 pl. Linia Stiepeny oznacuje SpoOA po odstiepeni kotvy His-tag. Linia
nestiepeny oznacuje SpoOA s kotvou His-tag. Celkovy objem vzoriek je 12 ul s 3 pl pufru 4xSDS. Sipky oznaduji
uroven Stiepeného a nestiepeného SpoOA.

Takto Stiepeny protein bol dialyzovany do pufru vhodného na vymyvanie proteinu cez agardézu Ni-
NTA. Dialyzovany protein bol nasledne naneseny na agar6zu Ni-NTA ¢o zabezpecilo naviazanie
odstiepenej kotvy His-tag na agar6zu Ni-NTA a pretecenie proteinu bez histidinovej kotvy. Celkovo

bolo ziskanych 9 frakcii. Frakcie boli analyzované na géle SDS-PAGE (Obr. 20). Koncentrované

frakcie boli dialyzované do uchovavacieho pufru umoznujiuceho skladovanie proteinu v — 20°C.
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Obrazok 20: SDS-PAGE frakcii
Spo0A bez kotvy His-tag. Linia M
oznatuje  marker  Novex™  Sharp
Pre-Stained Protein Standard s nanesenym
mnozstvom 5 pl. Linie 1-9 oznacuju frakcie
vymytého Spo0OA bez kotvy His-tag.
Celkovy objem nanesenych frakcii je 16 pl
s 4 ul pufru 4xSDS. Sipka oznaduje frakcie
SpoOA.

9.1.3 Purifikacia proteinov (¢",6%, 6%, RNAP) vyuzivanych v transkripciach in vitro

Dalej bolo potrebné pripravit faktory o, ktorych vizbové miesta boli bud’ skér identifikované alebo

predpovedané naSou bio-informatickou analyzou. Rovnako bolo potrebné pripravit’ jadro RNAP.

Proteiny boli purifikované z kmetiov (LK1723 [jadro RNAP], LK 1425 [cf], LK1423 [¢“], LK1208

[6"]), ktoré boli uz skor pripravené v laboratoriu. Purifikacia proteinov of, 69, RNAP bola vykonana

podla postupu uvedenom v kapitole 8.22 Praca s proteinmi. Purifikacia o™ po niekol’kych opakovaniach

nebola tspesna kvoli vysokej zrazanlivosti proteinu. Z tohto dévodu bol v transkripénych in vitro

experimentoch vyuzivany faktor o', ktory nebol izolovany v ramci tejto diplomovej prace. Koncentracia

proteinov bola overend Bradfordovou metdédou uvedenou v kapitole 8.22.6.1 Bradfordova metoda

a proteinova velkost’ bola overena na géle SDS-PAGE (Obr. 21).
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Obrazok 21: SDS-PAGE proteinov
RNAP, ¢¢, o', o'

A) SDS-PAGE purifikovanegj RNAP po
dialyze. Linia M ozna¢uje marker Novex™
Sharp  Pre-Stained  Protein  Standard
s nanesenym mnozstvom 6 pl. Celkovy objem
nanesenej vzorky RNAP je 24 ul s 6 pl pufru
4xSDS.

B) SDS-PAGE purifikovanych 6%, cf , 6" po

dialyze. Linia M oznaCuje marker Novex™

Sharp  Pre-Stained  Protein Standard
s nanesenym mnozstvom 5 pul. Nanesené
mnozstvo vSetkych vzoriek su 3 pg.

Hviezdic¢ky oznacuju jednotlivé proteiny.



9.2 Overenie prométorovej aktivity refZ transkripénymi experimentami in vitro

Cielom transkripénych experimentov in vitro bolo identifikovat promoétor/y génu refZ
a charakterizovat' jeho reguldciu, ked’ze jeho expresia je v sucasnosti malo charakterizovana.
V literattre je uvadzané, Ze prepisovanie refZ pravdepodobne prebieha z promoétora zavislého na o',
Bio-informatickou analyzou bol predikovany d’alsi promoétor. Konkrétne promotor zavisly na o"/C.
Nasim cielom bolo experimentalne overit' transkripéni aktivitu tychto promoétorov. Pripraveny
plazmidovy konStrukt (LK3228) obsahoval oba predpokladané promoétory a zaroven niekol'ko
vazbovych miest pre transkripny faktor SpoOA. V experimentoch boli vyuzivané zaroven purifikované
proteiny of, o, 65, RNAP a SpoOA. Transkripéné experimenty in vitro boli vykonané postupom
uvedenom v kapitole Transkripcie in vitro a analyzované na polyakrylamidovom géle podla postupu
uvedenom v kapitole 8.24.1 Vertikdlna PAA elektroforéza. Program Bio-Rad Quantity One sluzil pre
kvantifikaciu zachyteného signalu na citlivej doske. V programe SigmaPlot boli kvantifikované data
prevedené do grafickej podoby.

V prvotnych experimentoch boli optimalizované transkripéné podmienky, kedy stanoveny
pomer pre jadro RNAP a jednotlivé faktory ¢ bol 1:10 (RNAP: ). Pri tychto podmienkach bola
transkripcia sice detegovana, avSak bola vel'mi slaba. Napriek tomu sme boli schopni potvrdit
transkripénti aktivitu izolovanych faktorov ¢ a RNAP na danych prométoroch porovnanim dizky
transkriptov s markerom velkosti (Pveg = 145 nt, PhelD = 230 nt; jedna sa o relevantné dizky pre
pouzity transkripény vektor, kde boli promotory zaklonované). Predpokladana vel'kost’ transkriptu zo

/

o!! zavislého promotora bol ~150 nt, predpokladana velkost’ transkriptu zo ¢"'% zavislého promotora

bola ~230 nt (Obr. 22).

PrefZ | Pveg | PrefZ | PrefZ | PhelD
~150 nt| 145 nt |~230 nt| ~230 nt|~230 nt

Obrazok 22: Overenie velkosti transkripénych produktov z PrefZ promotorov zavislych na
6"/6"/6C. Porovnanie velkosti transkriptov z PrefZ prométorov (100 ng/ul) zavislych na 6/6/c% so znamym
vel’kostnym markerom (Pveg/PhelD = 100 ng/pl). Tabul'ka nad primarnymi datami zhriiuje v jednom stipci faktor
o, templat a vel'kost’ transkripéného produktu. Pomer RNAP:c je 1:10. PreruSované Ciary indikuju elektronické
zostavenie jednotlivych dréh, ktoré pochadzali z rovnakého gélu. Cervené hviezdicky ukazuji konkrétny
transkripény produkt.
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Takto identifikované promotory suhlasili s promotormi, ktoré boli predpovedané bio-
informaticky. Transkripna aktivita tychto promotorov bola zarovenl porovnand s transkripénou
aktivitou vegetativneho promotora Pveg. Jeho aktivita bola priblizne 100x vyssia oproti promdtorom
PrefZ (Obr. 23). Taktiez bolo overené ¢i pozorovand transkripcia je zavisld na danom faktore o
vykonanim transkripcie in vitro len s jadrom RNAP bez akéhokol'vek faktoru o. Ked'Ze aktivita zo o'
zavislého promotora PrefZ bola najvysSia a zarovefi o' zavisly promoétor bol podla literatary jediny
predpokladany, pre d’alsie experimenty bol zachovany pomer RNAP:c" 1:10. Pre 67/C zavisly promotor

sa musel stanovit’ optimalny pomer RNAP:6"/c% kapitola 9.2.1 Titracia faktoru ¢* a 6.

10
1
0.1
0.01 = I
- F ‘
PrefZ | PrefZ | PrefZ | Pveg
H F G A
4] o 4] 4]
RNAP | + + + +

Obriazok 23: Transkripcia in vitro z PrefZ promoétora zavislého na ¢''/6"/ ¢ a Pveg prométora
zavislého na ¢*. Graf zobrazuje transkripciu in vitro z PrefZ prométorov (100 ng/ul) a prométora Pveg (100
ng/ul). Reprezentativne primarne data st ukazané pod grafom. Transkripénd aktivita refZ promotorov je
normalizovana na hodnotu prométora Pveg. Tabulka pod primarnymi datami zhriiuje v jednom stipci templat,
faktor c a RNAP pre jednu reakciu. Pomer RNAP:c je 1:10. Prerusované Ciary indikuju elektronické zostavenie
jednotlivych dréh, ktoré pochadzali z rovnakého gélu. Stipce st priemery z 3 opakovani (aktivita Pveg bola
nastavena ako 1), chybové usecky indikuji smerodatni odchylku.
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9.2.1 Titracia faktoru o* a ¢©

Vzhl'adom na nizku transkripént aktivitu z promotora zavislého na 6™/¢

v transkripénych reakciach
bud’ s faktorom o' alebo 65, bola vykonana transkripcia s dvojnasobne rasticou koncentraciou faktorov
of alebo 6“ (Obr. 24). Titratna rada bola vykonana podl'a postupu uvedenom v kapitole 8.24
Transkripcia in vitro. Na zéklade vysledkov bol stanoveny optimalny pomer RNAP:c pre dalSie

experimenty (1:20).
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Obriazok 24: Titracia faktorov ¢" a 6© na prométore refZ. Grafy zobrazuju transkripciu in vitro z refZ
promotora (100 ng/pl). Reprezentativne primarne data st ukdzané pod grafmi. Transkripéna aktivita refZ
promotora je normalizovand na najnizSiu hodnotu. Tabul'ka pod primarnymi datami zhriiuje pomer RNAP:c.
Chybové usecky indikuju smerodatntl odchylku.

A) Titracia faktoru oF.

B) Titracia faktoru 6€. Stipce st priemery z 3 opakovani (aktivita refZ s pomerom RNAP:c" = 1:5 bola nastavena
ako 1).

9.2.2 Transkripcia in vitro s faktorom Spo0A

Ked’ze transkripéna aktivita promotora zavislého na o™ bola najvyssia a v literatire je uvadzany
pozitivny efekt transkripéného faktoru SpoOA na expresiu génov z promotorov zavislych na o¥, boli
vykonané experimenty so SpoOA. Zaroveini bol testovany efekt na mieru expresie z PrefZ promotora
zavislého na oS, Experimenty boli vykonané s dvojnasobne rastiicou koncentraciou SpoOA
a s nemennou koncentraciou RNAP. Pomer RNAP:c! bol 1:10, pomer RNAP:6"/c¢ bol 1:20.
Experimenty boli prevedené podl'a postupu uvedenom v kapitole 8.24 Transkripcia in vitro. Tymito
experimentami sme potvrdili expresiu génu refZ z promotora zavislého na ! a zaroven sme potvrdili
narast transkripénej aktivity so zvySujlicou sa koncentraciou SpoOA (Obr. 25). V transkripénych
reakciach zo of/cC zavislého promotora refZ sme zaznamenali taktieZ narast transkripénej aktivity,
avSak nie tak razantny, ako v pripade promotora zavislého na o''. Pri porovnani efektu SpoOA
v reakcidch so 6© alebo of mozno povedat, Ze transkripénd aktivita je vyraznejSie ovplyvnena

v reakcidch so 6° (Obr. 26B). Efekt Spo0A so c' je pozorovany, av§ak minimalny (Obr. 26A).
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Obrazok 25: Titracia faktoru Spo0A za pritomnosti 6" na promoétori refZ. Titricia faktoru Spo0A
s dvojnasobne rastiicou koncentraciou z pravej strany do 'avej. Pomery RNAP:SpoOA su zhrnuté v tabul’ke pod
primarnymi datami. Reprezentativne primarne data s ukézané pod grafom. Stipce st priemery z 3 opakovani,
chybové usecky indikuju smerodatnt odchylku. Déta st normalizované na transkripciu bez SpoOA (nastavené ako
1). Koncentrécia ' je konstantna v pomere 1:10 (RNAP:c').
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Obrazok 26: Titracia faktoru Spo0A za pritomnosti 6 a 6° na prométori refZ. Titracia faktoru
Spo0A s dvojnasobne rastiicou koncentraciou z pravej strany do l'avej. Pomery RNAP:Spo0OA st zhrnuté v tabulke
pod primarnymi datami. Reprezentativne primarne data st ukazané pod grafmi. Stipce st priemery z 3 opakovani,
chybové usecky indikujt smerodatnti odchylku. Déta st normalizované na transkripciu bez SpoOA (nastavené ako
1). Koncentrécia 6"/6% je konstantna v pomere 1:20 (RNAP: ¢"/c%).

A) Titricia faktoru SpoOA za pritomnosti oF.

B) Titracia faktoru SpoOA za pritomnosti 6.
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9.2.2.1 Transkripna aktivita promdtorovej oblasti refZ in vitro — zhrnujici experiment

Na zéaver bloku experimentov in vitro boli vybraté podmienky, ktoré najlepSie demonstrovali
dosiahnuté vysledky, tak aby identita faktrov o, promotorova aktivita + SpoOA boli zachytené v jednom
prehladom grafe. Na porovnanie miery expresie boli vybraté nasledujuce koncentracie faktorov o
a RNAP — RNAP:c" (1:10), RNAP: 6"/6% (1:20). Pomer RNAP:Spo0A bol pre vietky reakcie rovnaky
ato pomer 1:8. Vysledok znacne ukazuje najvyssiu mieru expresie v pripade transkripcnej reakcie so
o' a Spo0A (Obr. 27), priCom miera expresie bez SpoOA je 60x nizSia. Transkripénd aktivita z
promoétora 67/¢ s0 6" a Spo0A je trojndsobne vyssia nez bez SpoOA. V pripade transkripcie 6% so Spo0A

je pozorovany dvojnasobny narast aktivity promotora 'Y nez bez faktoru SpoOA.
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= 06! ] i
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® 0.2 | e ]
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Obrazok 27: Miera expresie prométorov refZ za pritomnosti a nepritomnosti Spo0A.

Prvé dva stipce prislichajii transkripcii zo 6™ zavislého prométora bez Spo0A alebo so SpoOA. Treti a §tvrty stipec

FIG 5 faktorom 6" bez Spo0A alebo so SpoOA. Posledné dva stipce

prislicha transkripcii z promoétora zavislého na 6
prisluchaju transkripcii z prométora zavislého na /¢ s faktorom 6 bez Spo0A alebo so SpoOA. Pomer RNAP:c"
1:10, RNAP: /6% 1:20. Pomer RNAP:SpoOA 1:8. Reprezentativne primarne data su ukédzané pod grafom.
Prerusované &ary indikuju elektronické zostavenie jednotlivych drah, ktoré pochadzali z rovnakého gélu. Stipce
su priemery z 3 a viac opakovani. Body predstavuju jednotlivé experimenty. Data si normalizované na hodnotu
transkripcie 6 so SpoOA (nastavené ako 1), chybové usecky indikuju smerodatni odchylku. Hviezdicky

prisluchaju p-hodnote.
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9.3 Lokalizacia expresie RefZ in vivo

Na vysledky promoétorovej aktivity génu refZ v transkripnom systéme in vitro sme naviazali
experimentami v systéme in vivo. Pre samotné experimenty in vivo boli pripravené bakterialne kmene
s fluorescencne znaenym proteinom RefZ (RefZ-GFP), ktory umoznil sledovat’ expresiu a lokalizaciu

RefZ. Priprava je popisovana v kapitole 9.3.1 Klonovanie kmetiov s GFP znacenym génom refZ.

9.3.1 Klonovanie kmenov s GFP zna¢enym génom refZ

V kapitole je popisovand priprava bakterialnych kmeiiov, ktoré su vyuzivané d’alej vyuzivané
v kapitolach 9.4 Tecan — meranie promotorovej aktivity, 9.5 Mikroskopia SIM. Pomocou PCR
amplifika¢nej metddy boli pripravené 3 konstrukty (Obr. 17). Konstrukt jedna (Obr. 17A) pozostaval
z celej prométorovej oblasti (o rovnakom zloZent, ako v pripade plno diZkového promoétora vyuZivanom
v transkripciach in vitro), génu refZ a sekvencie kodujucej GFP. Konstrukt dva (Obr. 17B) pozostaval
zo skratenej promotorovej oblasti len zo o' zavislym promoétorom, génu refZ a sekvencie kodujicej
GFP. Treti konstrukt (Obr. 17C) pozostaval z oblasti Shine Dalgarno, génu refZ a sekvencie kodujuce;j

GFP (negativna kontrola ur¢ujica mieru neSpecifickej expresie).

Na pripravu tychto konstruktov boli pouzité primery podl'a Tabulky 21. Velkost PCR produktov
bola overena na agarézovom géle, z ktorého boli PCR produkty nasledne izolované. Precistené PCR
produkty boli Stiepené restrikénymi endonukleazami EcoRI, BamHI. Rovnakymi endonukleazami bol
Stiepeny plazmid pDG1664. Stiepeny plazmid bol nasledne defosforylovany a ligovany bez PCR
inzertu. Na agar6zovom géle sme tak boli schopni selektovat’ plazmid, ktory nebol opét’ spojeny. Takyto
plazmid bol izolovany z gélu a nasledne bol do neho vloZzeny PCR inzert. Tento postup bol zvoleny
kvoli problémom pri ligacii plazmidu a PCR inzertov. Plazmid s inzertom bol transformovany do
kompetentnych buniek E. coli DH5a. Sekvenacnou analyzou bola overena spravnost sekvencie vlozenej
do plazmidu pDG1664. Nasledne boli vytvorené glycerolové konzervy: LK3357 (DHS5a, pDG1664 (+)
refZ-gfp, promoétor = o' zavisly), LK3523 (DH5a, pDG1664 (+) refZ-gfp, promotor = ¢ zavisly),
LK3813 (DHS5a, pDG1664 (+) refZ-gfp, Shine Dalgarno.

Tabulka 21: Zoznam pouZitych primerov v PCR.

Cislo Nazov Sekvencia 5¢- 3¢ RE
CACATGGCATGGATGAACTATACAAATA
LK4103 | RefZGFP R AGCATCCGATGATGAT BamHI

CCCGAATTCATGAAAGTAAGCACCAAAG
LK4768 | Full RefZGFP_F ACAAAA EcoRI

LK4778 | RefZGFP_SD F CCCGAATTCAGAGGAAGGAGTGAGCCGT | EcoRI

LK4089 | SigH RefZ GFP F ggg((:}?ATTCCTGCCGGCATTTGTCGATAA EcoRl
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Plazmid s inzertom bol transformovany do kompetentnych buniek B. subtilis, ktoré maju
deletovany gén refZ. Tento bakteridlny kmen B. subtilis nase laboratorium ziskalo od Dr. Imricha Baraka
pod originadlnym kodom KM1473 a bol zavedeny do nasej kniznice bakteridlnych kmetiov, pod ¢islom
LK3129 (pod tymto ¢islom bude d’alej uvadzany). Rekombinaciou bol inzert na plazmide vlozeny do
thrC miesta v ramci gendmu kompetentnych buniek LK3129. VloZenie do toho miesta bolo overené
kombinaciou spravne zvolenych antibiotik a boli vytvorené glycerolové konzervy (LK3379 [refZ-gfp
v ektopickom lokuse, promotor = ot zavisly], LK3503 [refZ-gfp v ektopickom lokuse, promotor = gt
zavisly], LK3814 [refZ-gfp v ektopickom lokuse, Shine Dalgarno]). Tieto kmene boli d’alej vyuzivané

na meranie promoétorovej aktivity zariadenim Tecan ana kvantifikiciu GFP signalu zo SIM

mikroskopickych fotografii.

9.4 Meranie promotorovej aktivity in vivo

Kmene s GFP znacenim proteinu RefZ (LK3379, LK3503, LK3814)boli vyuzité na meranie
prométorove] aktivity na zaklade detekcie fluorescencného signalu GFP a meranie rastovej krivky
v priebehu 24 hod. Ako pozitivna kontrola bol zvoleny bakteridlny kmen s GFP znaCenym génom refZ
v nativnom lokuse B. subtilis. Tento kmen nase laboratérium obdrzalo od Dr. Imricha Bardka (SAV,
Bratislava) pod origindlnym kodom KM 1390 a bol zavedeny do nasej kniznice bakteridlnych kmetiov,
pod cislom LK2813 (pod tymto ¢islom bude d’alej uvadzany). Kmeit LK3814 sluzil, ako negativna
kontrola na overenie, Ze nedochadza ku neSpecifickému prepisu génu refZ-gfp. Tento kmeinl v ramci
oblasti proti smeru transkripcie od refZ obsahuje len sekvenciu Shine-Dalgarno. Podl'a postupu
uvedenom v kapitole 8.27 TECAN, bolo vykonané meranie optickej denzity pri vinovej dizke 600 nm
a meranie intenzity fluorescenéného signalu GFP. Ziskané hodnoty prislichajice rastovej krivke
a intenzite fluorescenéného signalu GFP boli vyhodnotené deskriptivnou Statistickou analyzou.
Vyhodnotené data boli prevedené do grafickej podoby v programe SigmaPlot (Obr. 28). Fluorescen¢ny
GFP signal bol detegovany az po 12 hodinach od zaciatku kultivacie. Hodnoty prisluchajuce kmenu
LK3814 boli odpocitané od nameranych hodnét, ktoré prisluchali kmeniom LK2813, LK3379, LK3503.
Vdaka tomu sme boli schopni odstranit’ pripadnti falo$nu pozitivitu GFP signalu. Tento typ experimentu
sluzil na overenie expresie refZ-gfp z pripravenych kmenov. Intenzita fluorescencného signalu GFP
v troch kmenoch (LK2813, LK3379, LK3503) je priblizne rovnaka a nedetegovali sme vyrazné rozdiely
v expresii refZ-gfp v zavislosti od rozdielneho promoétora. Avsak ukmena LK3503 (refZ-gfp

v ektopickom lokuse, prométor = ¢St

zavisly) sme detegovali nizSiu intenzitu GFP signalu pri
porovnani s kmefiom LK3379 (refZ-gfp v ektopickom lokuse, promotor = ' zavisly), u ktorého by sme
cakali nizSiu expresiu refZ-gfp. Kmeitt LK2813 (refZ-gfp v nativnom lokuse, promotor = nativny)
vykazuje podla oCakavani najvysSSiu intenzitu GFP. Na zaklade tychto vysledkov bola vykonany

mikroskopia SIM.
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Obrazok 28: Rastové krivky a intenzity GFP signalu. Modré body prislachaji kmetiu 2813 (refZ-gfp
v nativnom lokuse, promotor = nativny). Oranzové body prisliichaju kmenu 3503 (refZ-gfp v ektopickom lokuse,
GFH 74visly). Zelené trojuholniky prislachaju kmetiu 3379 (refZ-gfp v ektopickom lokuse, prométor
= o'l zavisly). Data st vynesené ako priemer za 3 replikaty.

A) Na ose X st uvedené hodnoty &asu v hodinach [hod]. Na ose Y st uvedeny hodnoty ODggo. Sipka znadi ¢as, od
ktoré¢ho bola intenzita GFP detegovana.

prométor = ¢

B) Na ose X st uvedené hodnoty ¢asu v hodinach [hod]. Na ose Y su uvedené hodnoty prisluchajiice intenzite
GFP signalu. Chybové usecky grafov A a B predstavuji hodnotu $tandardnej odchylky (SD).

9.5 Lokalizacia RefZ v bunke - Mikroskopia SIM

Vysledky z kapitoly 9.4 Meranie promotorovej aktivity potvrdili funkénost' kmenov s GFP
znacenym proteinom RefZ a tieto kmene (LK2813 [refZ-gfp v nativnom lokuse] , LK3503 [refZ-gfp
v ektopickom lokuse, promotor = 6 zavisly], LK3379 [refZ-gfp v ektopickom lokuse, promotor = o'
zavisly], LK3814 [refZ-gfp v ektopickom lokuse, Shine Dalgarno] sme vyuzili v mikroskopickej
analyze SIM. Mikroskopia SIM bola vykonana podl'a potupu uvedenom v kapitole 8.26 Mikroskopia
SIM. Kmen LK3814 sluzil na odstranenie pripadnej faloSnej pozitivity GFP signalu. Zhotovené
mikroskopické fotografie sluzili na kvantifikaciu troch bakteridlnych kmenov (LK2813, LK3503,
LK3379) v troch §tadiach. Stadium 0-I = §tadium pred vytvorenim asymetrického septa (Obr. 29A).
Bunky v tomto stadiu boli rozdelené do dvoch nasledujtcich tried: RefZ detegované v bodoch/RefZ
detegované diftizne. Stadium II = $tadium, v ktorom je vytvorené asymetrické septum (Obr. 29B).
Bunky $tadiu II boli rozdelené do nasledujucich tried: RefZ nedetegované/RefZ detegované v materskej
Casti bunky/RefZ detegované v buducej prespore/RefZ detegované v materskej Casti aj v budicej
prespore. Stadium IV-V = §tadium, v ktorom je vytvoreny budica spora (Obr. 29C). Bunky $tadiu IV-
V boli rozdelené do nasledujucich tried: RefZ nedetegované/RefZ detegované v materskej Casti/RefZ
detegované v prespore/RefZ detegované v materskej Casti aj v prespore. Vo vsetkych troch kmenoch,
v §tadiu 0-1, boli najviac zastupené bunky, u ktorych bolo RefZ detegované v bodoch. V stadiu II boli
najviac zastupené bunky, u ktorych bolo RefZ detegované v materskej Casti bunky. Toto platilo pre
vSetky 3 kmene. Bunky kmena LK2813 boli najviac zastipené v stadiu IV-V bez detekcie RefZ. Bunky
kmenov LK3503 a LK3379 boli najviac zastupené v stadiu IV-V s detekciou RefZ v prespore.
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Obrazok 29: Triedy buniek z hPadiska
lokalizacie RefZ pocas sporulacie. Pod
osou X su znazornené bunky v jednotlivych
Stadiach. Na ose Y je percentualne
zastipenie buniek v danom $tadiu. RefZ-
GFP (Nativny) = kmen LK2813 s refZ-gfp
v nativnom lokuse. RefZ-GFP (Ektopicky;
P = oY) = kmet LK3503 s refZ-gfp
v ektopickom lokuse, prométor = ¢St
zéavisly. RefZ-GFP (Ektopicky; P = ot) =
kmen LK3379 srefZ-gfp v ektopickom
lokuse, prométor = o' zavisly. Popis je pre
kazdy graf rovnaky. Kvantifikacia bola
vykonana zo 100 buniek, z kazdého Stadia,
z3 opakovani, z3 kmenov LK2813,
LK3503, LK3379. Zastipenie buniek
v kazdom §tadiu je vyjadrené v percentach.
Body predstavuju jednotlivé experimenty.
A) Bunky v s§tadiu 0-I pred vytvorenim
asymetrického septa. Prvé 3 stipce vlavo =
RefZ detegované v bodoch; 3 stipce vpravo
= RefZ detegované difuzne.

B) Bunky vstadiu II po vytvoreni
asymetrického septa. Prvé 3 stipce vlavo =
RefZ nedetegované; 3 stipce vedla = RefZ
detegované v materskej Casti bunky;
predposledné 3 stipce = detegované
v budtcej prespore; posledné 3 stipce =
RefZ detegované v materskej casti aj
v budtcej prespore.

C) Bunky vstadiu IV-V s vytvorenou
presporou. Prvé 3 stipce vliavo = RefZ
nedetegované; 3 stipce vedla = RefZ
detegované v materske;j Casti; predposledné
3 stipce = RefZ detegované v prespore;
posledné 3 stipce = RefZ detegované
v materskej Casti aj v prespore.



V bunkéch v $tadiu 0-I s detekciou RefZ v bodoch a vo faze II s detekciou RefZ v materskej Casti
bunky bol spocitany pocet bodov RefZ v jednotlivych bunkach. Vysledné hodnoty pre bunky vo faze
0-I (Obr. 30) a pre bunky vo faze I (Obr. 31) boli prevedené do grafickej body. Reprezentativne
primarne mikroskopické fotografie buniek B. subtilis ukazuju lokalizaciu RefZ (RefZ-GFP) v divokom
kmeni LK2813 v troch sporula¢nych stadiach (Obr. 32).
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Obrazok 30: Pocet bodov RefZ v bunkach v §tadiu pred vytvorenim asymetrického septa. Na ose
X je uvedeny pocet detegovanych bodov RefZ v bunke v §tadiu 0-I pred vytvorenim asymetrického septa. Na ose
Y je uvedeny pocet buniek v stadiu 0-1 pred vytvorenim asymetrického septa.

A) Pocet bodov RefZ v kmeni 2813 s refZ-gfp v nativnom lokuse, nativny promotor.

B) Pocet bodov RefZ v kmeni 3503 s refZ-gfp v ektopickom lokuse, 6™ zavisly promoétor.

C) Pocet bodov RefZ v kmeni 3379 s refZ-gfp v ektopickom lokuse, 6™ zavisly promotor.

70



A #2813 (Nativny) B #3503 (Ektopicky; P = ™) C #3379 (Ektopicky; P = ")

60 120 120,
50 100 - 100 |
40 80 - 80 -

30 60

Pocet buniek
Poé&et buniek
Pocéet buniek

20 40 |

10 20

12 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 35
Pocet bodov RefZ Pocet bodov RefZ Pocet bodov RefZ

Obrazok 31: Pocet bodov RefZ v bunkach v §tadiu po vytvoreni asymetrického septa. Na ose X je
uvedeny pocet detegovanych bodov RefZ v materskej casti bunky v $tadiu II po vytvoreni asymetrického septa.
Na ose Y je uvedeny pocet buniek v stadiu II.

A) Pocet bodov RefZ v kmeni 2813 s refZ-gfp v nativnom lokuse, nativny promoétor.

B) Pocet bodov RefZ v kmeni 3503 s refZ-gfp v ektopickom lokuse, 6% z4visly promotor.

C) Pocet bodov RefZ v kmeni 3379 s refZ-gfp v ektopickom lokuse, o' zavisly promotor.

A B C

Obrazok 32: Primarne mikroskopické fotografie lokalizacie RefZ v troch sporulaénych $tadiach. Fotografie
zobrazuju lokalizaciu RefZ (RefZ-GFP) v divokom kmeni LK2813 (refZ-gfp v nativnom lokuse). Mierka =1 pm.
A) Sporulaéné stadium 0-1, lokalizacia RefZ (RefZ-GFP) v bodoch na membrane.

B) Sporula¢né stadium II, lokalizacia RefZ (RefZ-GFP) v bodoch na okrajoch polarneho septa.

C) Sporula¢né stadium IV-V, horny obrazok zobrazuje lokalizaciu RefZ (RefZ-GFP) v prespoére, spodny ukazuje
bunku bez detekcie RefZ.
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9.6 Identifikacia interakénych partnerov RefZ

Na identifikdciu proteinovych interakénych partnerov proteinu RefZ bola zvolena
imunoprecipitacna metoda s protilatkou anti-FLAG. Na pripravu bakterialneho kmetia potrebného na
imunoprecipitaciu, bol vyuzity plazmid pSGrefZFLAG. Tento plazmid naSe laboratérium ziskalo od Dr.
Imricha Bardka pod origindlnym kédom KM1490 a bol zavedeny do nasej kniznice bakteridlnych
kmenov, pod ¢islom LK3764. Tento plazmid bol izolovany a transformovany do kompetentnych buniek
B. subtilis s deletovanym génom refZ (LK3129). Plazmid bol integrovany do miesta amykFE.
Amylazovym testom vykonanym podl'a postupu v kapitole 8.21 AmyE test, bola overena integracia do
miesta amyE, ktorou bunky stratili moZnost’ Stiepit’ $krob. Ako negativna kontrola bol zvoleny kmen,
ktory nemal schopnost’ Stiepit’ Skrob LK1741. Ako pozitivna kontrola bol zvoleny divoky kmen B.
subtilis LK1629, ktory je schopny prirodzene Stiepit’ Skrob. Test bol vykonany pre 6 nahodnych kolonii,
z ktorych bola napokon vybrata koldnia jedna (Obr. 33), z ktorej bola urobena glycerolova konzerva

LK3783.

Obrazok 33: Test integracie do miesta amyE. Amylazovy test na pevnom médiu. WT =LK 1629 pozitivna
kontrola, MO 1099 = LK 1741 negativna kontrola, testované kolonie 1-6. V pripade koldnie 5 nenastalo vlozenie
do miesta amyE, ma neporuseny gén amyE, je schopna Stiepit’ Skrob. Fialové zafarbenie signalizuje interakciu
jodovych par so skrobom. Baktéria bez poruseného génu amyE Stiepi Skrob vo svojom okoli, vytvara hal6 bez
fialového zafarbenia.

A) Test integracie do amyE bez antibiotik.

B) Test integracie do amyE s antibiotikami.

Kmen LK3783 bol nasledne vyuzivany v imunoprecipita¢nej metode, ktora bola vykonana podla
postupu v kapitole 8.23 Imunoprecipitacia. Ako negativna kontrola bol vyuzivany divoky kmen B.
subtilis LK1629, ktory nemé vo svojom gendome za génom refZ 3xFlag. U takého kmena nie je mozné
naviazanie protilatky anti-Flag na 3xFlag a teda neumoziiuje izolovanie daného proteinu s interakénymi

partnermi. Vzorky ziskané z troch opakovani boli overené na géle SDS-PAGE (Obr. 34).
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Obrazok 34: SDS-PAGE analyza
imunoprecipitovanych vzoriek. Linia M
oznatuje marker Novex™ Sharp Pre-Stained
Protein Standard s nanesenym mnozstvom 5 pl.
Linie s ozna¢enim 1-3 pod RefZ-Flag prislichaju
trom opakovaniam, kmen LK3783. Linie
soznacenim 1-3 pod WT prislichaji trom
opakovaniam, kmein LK 1629. Sipka oznacuje RefZ.
Celkovy objem nanesenych vzoriek je 20 pl s 5 pl
pufru 4xSDS.

(UOCHB, Praha). Ziskané data boli nasledne prevedené do grafickej podoby, zobrazujuci nabohatenie

proteinov zo vzorky RefZ-Flag oproti kontrole. Celkom sme identifikovali 89 vyznamne nabohatenych
proteinov (Obr. 35). Najviac zastiipené skupiny nabohatenych proteinov boli proteiny podiel’ajuce sa

na sporulacii a bunkovom deleni. VSetky nabohatené proteiny st zhrnuté v kapitole 13 Prilohy, Tabulka

S4.
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Obrazok 35: Volcano plot dat z hmotnostnej spektrometrie. Na ose X st uvedené hodnoty nabohatenia
Logy, na ose Y st uvedené p-hodnoty (- Logio). Vodorovna preruSovana ¢iara ukazuje prahovu hranicu p-hodnoty
1.5 [- Logl0 (1.5) = 0,03]. Zvisla preruSovana ¢iara ukazuje prahova hranicu nasobnej zmeny (Fold Change) 1.5
[Log2 (1.5) =0,58]. Bledo $edé body predstavuji proteiny nespiiiajice podmienky prahovych hranic (p-hodnoty
>1.5, Log, (Folf Change) >1.5). Modry bod = RefZ, ¢ervené body = proteiny delenia, zeleny body = proteiny
sporulécie, tmavo $edé body = proteiny inych kategorii.
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10 Diskusia

V tejto diplomovej praci sme sa zamerali na protein RefZ, zucastiiujiiceho sa procesu sporulacie.
Konkrétne, identifikovali sme a experimentalne overili transkripénymi pristupmi in vitro aktivitu
prométorov génu refZ. Ich aktivitu sme rovnako &iastotne charakterizovali pristupmi in vivo. Dalej sme
urcili lokalizaciu RefZ v bunke vtroch sporulacnych Stadidch. Nakoniec sme identifikovali

interakénych partnerov proteinu RefZ.

10.1 Promédtorova aktivita useku predchadzajiuceho gén refZ in vitro

Nasim prvym cielom bolo charakterizovat’ promoétory a expresiu génu refZ. Doteraz uvadzané
udaje v literatare boli len dedukované a doposial neboli experimentidlne overené. Jedinym
predpokladanym promotorom podl'a Britton et al. (2002) bol prométor zavisly na o', Bio-informatickou
analyzou bol identifikovany d’al$i promotor, ktory méa konsenzus sekvencie pre faktory ¢ a 6% rovnaky.

F/G sa

Z tohto dovodu je uvadzany ako promotor zavisly na ¢S, Predpokladany promotor zavisly na o
nachadza 47 bp v proti smere transkripcie od predpokladaného c'-z4vislého promoétora. Na zéaklade
tychto informacii bola vytvorend plno dizkovd promotorova oblast (Obr. 16). Vramci celej
promotorovej oblasti boli identifikované aj vdzbové miesta pre transkripény faktor SpoOA (Stephenson

a Hoch 2002).

Transkripénymi experimentami in vitro sme zaznamenali vel'mi slabu transkripént aktivitu
promotorov refZ v pritomnosti kazdého z faktorov ¢ (¢', o a 6°). Transkrip&na aktivita prométorov
refZ v porovnani s vegetativnym silnym promoétorom Pveg (Fukushima et al. 2003) je 100 nasobne
nizSia. Na zaklade toho moZeme povedat, Ze transkripcnd aktivita promotorov refZ bez akychkol'vek
aditivnych transkripénych faktorov je vel'mi slaba. Zarovefi v ivodnom experimente promotor c/¢
(Obr. 25) vykazoval niz§iu aktivitu ako promoétor zavisly na o'. Na zaklade toho bola stanovena
optimalna koncentracia RNAP : 6 (RNAP : 6"/6%) titratnou radou. Transkripéna aktivita promotora c/¢
bola vy$Sia pri zvySujicich sa koncentraciach oboch faktorov of acS. Pozorované zvysenie
transkripénej aktivity je vy$8ie v pritomnosti faktora 5. Tieto vysledky naznaCuji, Ze nami
predpokladany prométor 67/C svojim konsenzom sekvencie vyhovuje pravdepodobne viac faktoru .

Overenie tohto pozorovania méze byt predmetom d’alSicho skumania.

Kedze transkripcna aktivita promotorov refZ s uvadzanymi faktormi ¢ nebola dostatocne silna,
bolo otazkou, ¢o ich aktivitu zvySuje. Autori Fujita et al. (2005) uvadzaju transkripcny faktor Spo0OA
ako pozitivny regulator expresie génov so o' zavislym promotorom. Zaroveni gén refZ zaradili do
skupiny génov s promotorom zavislym na o', ktorych expresia je aktivovana vysokou prahovou
hladinou SpoOA. Vysledok nizkej transkripénej aktivity z promotora zavislého na o' pri absencii
d’alsich faktorov teda nebol prekvapivy. Mozna stimuldcia promotora zavislého na o' potom bola
predpovedand na zéklade naSej bio-informatickej analyzy. Na overenie efektu SpoOA v transkripénych

reakciach in vitro bol gén SpoOA klonovany a nésledne izolovany cez histidinovil kotvu pomocou
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afinitnej chromatografie. Izolovany transkripény faktor SpoOA bol nésledne vyuzity v titracnej rade
v transkripénych reakciach in vitro. Vykonané transkripéné experimenty in vitro potvrdili
predpokladany pozitivny vplyv SpoOA na expresiu refZ s promotorom zavislym na o™ tak, ako uvadzaja
autori Fujita ez al. (2005). Dokonca mozno povedat’, Ze aktivita promotora zavislého na 6" refZ je zavisla

na vysokej hladine SpoOA (Obr. 25).

Efekt SpoOA na ¢"/S-zavisly prométor refZ bol rovnako testovany v titraénej rade transkripénych
reakcii in vitro. Na zaklade vysledkov mdZzeme povedat, Ze SpoOA ma vyraznejsie vplyv na ¢S zavisla
transkripciu nez na ot zavisla transkripciu. Pozitivny efekt SpoOA je zaujimavy, pretoze of a ¢ patria
do skupiny o faktorov prespory a transkripény faktor SpoOA sa v tomto kompartmente prirodzene
nevyskytuje. Dokonca $tadia Fujita a Losick (2003) ukazala, ze aktivovana forma SpoOA v buducej
prespore negativne narasa sporulaciu. Nase vysledky ukazuju, Zze Spo0OA sice zvysuje aktivitu promoétora
zéavislého na 69 a of, avsak nie tak vyrazne, ako z promoétora zavislého na o'l. Transkripéna aktivita zo
c'’S zavislého prométora pri najvyssej koncentracii SpoOA klesla. Dokonca zo 6© zavislého promoétora
transkripcna aktivita klesla pod tiroven transkripcie bez SpoOA (Obr. 26B). Vysledky naznacuju, ze
promotor zavisly na oS potrebuje pre zvySenie transkripénej aktivity omnoho nizSiu koncentraciu
Spo0A, nez promotor zavisly na o', Zaroveih mozeme povedat’, Ze gén refZ sa pravdepodobne moze
v prespore transkribovat’, dokonca zvyskové SpoOA v prespére mdze mat’ potencial zvySovat’ Groven
transkripcie v prespore. Vplyv Spo0OA na o zavisla transkripciu z prométora PrefZ je pozorovany, avsak

nie je tak evidentny, neZ z promotora zavislého c' a ¢S,

Na zaklade predchadzajicich optimaliza¢nych experimentov sme navrhli a vykonali sthrnny
experiment, zachytavajici prométorovu aktivitu oblasti pred génom refZ. Na porovnanie vplyvu SpoOA
na transkripénu aktivitu zo o', 6 a 6© zavislych promotorov bola zvolen4 jednotna koncentracia SpoOA.
Zaroven bola vykonana transkripcia bez SpoOA. Z vysledkov vyplyva, Ze najvyssi pozitivny efekt na
zvySenie aktivity promotorov ma SpoOA na c" zavisly prométor, pozorovali sme aZ 60 nasobné zvySenie
aktivity. U promoétora zavislého na ¢ sme pozorovali trojndsobné zvySenie aktivity v pritomnosti
prométorovej aktivity. Na zaver mdzeme povedat’, Ze transkripcia refZ moze prebiehat’ z promdtorov
zavislych na o' a 6"/, Promotor o' sa javi ako hlavny a jeho aktivita je silno stimulovana SpoOA.

Transkripcia zo c/¢

zavislého promotora je slabsSia, jej stimuldcia faktorom SpoOA nie je zrejma
(Obr. 27). Jednako aj tato relativne nizka expresia moze byt dolezitd v prespore napr. pri usporiadani

DNA v jej priestore prostrednictvom RefZ a jeho vizbovych miest na DNA a interakcii s membranou.

10.2 Promotorova aktivita génu refZ in vivo
Promotorova aktivita refZ v transkripénom systéme in vitro bola overena pristupmi in vivo. Pre
overenie vplyvu Spo0OA na promotor zavisly na o' bol vytvoreny kmefi so skratenou promotorovou

oblastou. Promotorova oblast’ obsahovala len prométor zavisly na o' bez SpoOA vizbovych miest.
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Predpokladali sme, Ze v takomto kmeni by mala byt vyrazne nizSia expresia refZ v systéme in vivo.
Vychadzali sme z predchadzajtcich vysledkov transkripcie in vitro a préace Fujita et al. (2005), ktori
uvadzaji faktor SpoOA ako pozitivny regulator expresie génov so 6" zavislym prométorom. Dalsim
predpokladom bolo, Ze expresia refZ s promotorom zavislym na o' by mala byt’ detegovana v skorom
Stadiu sporulacie. V pokroc¢ilom sporulaénom $tadiu IV-V by expresia refZ z promotora zavislého na o't
nemala byt pozorovana, ked’ze faktor o v tomto $tadiu uz nie je aktivny. Aktivita faktoru o' je
uvadzand v skorom S§tadiu, kedy riadi expresiu génov, ktoré riadia prechod do sporula¢ného Stadia
(Grossman 1995). Na overenie tejto hypotézy bol vytvoreny kmeti s plno dizkovym prométorom, ktory
obsahoval vsetky predpokladané promotory (ot zavisly promotor; c/C zavisly promoétor) a vizbové
miesta pre SpoOA. Kedze v transkripnych reakciach bola pozorovana promotorova aktivita refZ
z promotora zavislého na ¢"'9, ofakavali sme expresiu refZ v neskorsich §tadiach sporulacie, kedy st
faktory o a c% aktivne v prespore (de Hoon et al. 2010). Zarovetr by mal mat’ tento kmen fenotyp
podobny divokému typu. Ako pozitivnu kontrolu, divoky typ, sme zvolili bakteriadlny kmen s refZ-gfp

v nativnom lokuse B. subtilis.

Promotorova aktivita refZ vo vsetkych troch uvedenych kmenioch bola merana pristrojom TECAN.
Vysledky prekvapivo ukazuju, ze i kmef so skratenym o' zavislym prométorom vykazuje podobnt
aktivitu ako kmefi s plno dizkovym prométorom alebo kmen s refZ-gfp v nativnom lokuse. Z tohto
dovodu sme poziadali kolegu Ing. Mareka Schwarza, PhD o bio-informaticku analyzu. V ramci nej bola
skimané pritomnost SpoOA vézbovych miest aj na samotnom plazmide pDG1664 vyuzitého na
pripravu konstruktov pre ucely experimentov in vivo. Analyza potvrdila pritomnost’ SpoOA vidzbovych
miest v oblasti upstream od klonovacieho miesta EcoRI (Prilohy, Obr. S3), ¢o pravdepodobne
sposobuje pozorovanie fenotypu podobného divému kmefu aj u kmefia so skratenym o' zavislym

prométorom. Pravdepodobne teda nastala nechcena stimulacia transkripce.

Vysledky z merani TECAN sme overili mikroskopickou analyzou SIM s rovnakou hypotézou.
Expresia refZ v sporulaénom §tadiu 0-1 bola vo vSetkych pozorovanych kmenoch je priblizne rovnaka
(Obr. 29A). V tomto §tadiu by expresia génov mala prebiehat’ z promotora zavislého na . V pripade
kmefia so skratenym o' zavislym prométorom (bez SpoOA vizbovych miest) viak opit’ nebolo v bunke
detegované nizsie zastupenie proteinu RefZ (RefZ-GFP). Vysledky u tohto kmetia teda nemozno pouzit’
na overenie pdvodnej hypotézy. V budiicnosti bude potrebné zvolit’ iny vektor a prvotne u neho vykonat’

doslednu analyzu pritomnosti Spo0OA vézbovych miest.

V sporulaénom Stadiu II, po vytvoreni asymetrického septa, bola uroven detegovaného RefZ
v materskej bunke priblizne rovnaka u vsetkych troch kmenov (Obr. 29B). V prespore sme celkovo
detegovali vyrazne nizSie mnozstvo RefZ ako v materskej bunke (Obr. 29B). V tomto Stadiu je
v prespore uz aktivovany faktor ot, ktory riadi expresiu génov so 6" zavislym prométorom (Wang et al.

2006). V kmenoch s refZ-gfp v ektopickom lokuse je RefZ (RefZ-GFP) detegované v prespore vo vyssej
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miere, nez u divokého kmena. Tento efekt je pravdepodobne sposobeny lokalizaciou refZ-gfp v genome,
ked'ze ektopicky thrC lokus sa v rdmci gendmu nachadza blizSie ku oriC nez refZ. Z tohto dévodu
konstrukty s refZ-gfp v ektopickom (t4rC) lokuse maji pravdepodobne vyssiu Sancu exprimovat’ skor
z prométora zavislého na o v prespore a zvySovat’ efekt oproti divokému typu. Nadprodukcia RefZ
(RefZ-GFP) v prespore v divokom kmeni pravdepodobne prirodzene nastava neskor. Taktiez je otdzna
pritomnost’ a vplyv faktoru Spo0OA v tomto S§tadiu ato ako velmi prispieva ku zvySeniu aktivity
prométora, ked’ze autori Fujita a Losick (2003) uvadzaju, ze aktivovand forma SpoOA v buducej
prespore negativne narusa sporulaciu. Ak by sme predpokladali, Ze expresia refZ v prespore prebieha
a detegovany RefZ (RefZ-GFP) nie je protein vytvoreny z predchadzajticeho $tadia, tak mozno povedat,
7e expresia z promoétora zavislého na of v prespore je velmi nizka, tak ako to bolo v pripade

transkripénych experimentov in vitro.

Fenotyp v sporula¢nom §tadiu IV-V sa medzi divokym typom a kmenmi s refZ-gfp v ektopickom
lokuse (plno diZkovy prométor/skrateny o' zavisly promoétor) vyrazne ligil (Obr. 29C). V divokom
kmeni bunky vykazovali prevazne fenotyp bez detekcie RefZ (RefZ-GFP). Kmeii s plno dizkovym
prométorom vykazoval fenotyp, v ktorom bolo RefZ (RefZ-GFP) najviac detegované v prespore,
konkrétne v bodoch okolo celej vytvorenej prespory. V tomto Stadiu sporulacie prebieha expresia génov
so0 6 zavislym promoétorom (Doan et al. 2009). Je evidentné, Ze v kmeni s refZ-gfp v ektopickom lokuse
je zvySena jeho expresia ateda aj detekcia RefZ oproti kmeiu s refZ-gfp v nativnom lokuse.
Rozdielnost’ medzi kmetimi s vel’kou pravdepodobnostou sposobuje uz spominana lokalizacia refZ-gfp
v ramci gendmu v nami vytvorenych kmenoch. V divokom kmeni expresia refZ z promotora zavislého

na ¢ nastava pravdepodobne neskor a pre toto overenie bude potrebné vykonat’ d’alSie experimenty.

Suhrnne vysledky ukazuju, Zze expresia refZ prebieha prednostne z promotora zavislého na o' aj
ked’ sa nepodarilo potvrdit’ hypotézu nizkej transkripénej aktivity zo skrateného 6" zavislého promoétora
bez Spo0A vézbovych miest. Pristupmi in vivo sa ndm vsak nepodarilo potvrdit’ ani vyvratit’ expresiu
z promdtora zavislého na ¢/ kvoli nevhodne zvolenému klonovaciemu vektoru. To spdsobilo, Ze ani
jeden z ektopickych konstruktov nemimikuje biologicku realitu nativneho konstruktu, pricom je dolezité
poznamenat’, ze umiestnenie refZ-gfp v thrC lokuse pravdepodobne sposobuje skorsiu expresiu refZ-gfp
nez nativny lokus refZ. Do buducna dolezitou vS§eobecnou informéaciou je teda aj poznatok, ze pri tvorbe

ektopickych integracii je nutnd obozretnost’ ohl'adom pouzitého vektora aj miesta integracie.

10.2.1 Lokalizacia RefZ v sporulacii
Dal§im cielom v ramci tejto diplomovej prace bolo identifikovat’ lokalizaciu RefZ v bunke pocas

sporulacie v rovnakych troch vyvojovych stadiach, ktoré boli uvedené vyssie.

V sporula¢nom §tadiu 0-I pred vytvorenim asymetrického septa sme detegovali lokalizaciu RefZ
(RefZ-GFP) najcastejsie v bodoch, ktoré boli lokalizované z vnutornej ¢asti membrany bunky. To sme

zaznamenali vo vSetkych troch pozorovanych kmenoch. Difuzne lokalizované RefZ (RefZ-GFP) bolo
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zastipené minimalne s najCastejSim zastipenim v kmeni s refZ-gfp v nativnom lokuse. Ked'Zze RefZ
(RefZ-GFP) najcastejSie lokalizovalo v bodoch z vnutornej strany membrany bol pre kazda bunku
zaznamenany pocet bodov. Co sa tyka zastipenia poétu bodov v bunke moZzeme povedat, Ze z tohto
hl'adiska kmene s umiestnenim refZ-gfp v ektopickom lokuse pod rozdielnym promotorom (skrateny o™t
zavisly/plno diZkovy) nemimikuju divoky typ. U buniek s ref-gfp v nativnom lokuse dominuje jeden
bod RefZ (RefZ-GFP). Taktiez maji vyznamné zastipenie bunky s3 bodmi RefZ (RefZ-GFP).
U kmetia s plno dizkovym prométorom refZ a so skratenym 6" zavislym prométorom dominoval taktie
jeden bod, avSak pocetnost’ d’alSich bodov sa v porovnani s divokym typom lisil. V §tudii od autorov
Wagner-Herman et al. (2012) v Case pred vytvorenim asymetrického septa v 60 minute od iniciacie
sporulacie detegovali RefZ difizne alebo v podobe jedného slabého bodu na oboch pdloch bunky.
Fenotyp difuzneho RefZ v naSom pripade vykazoval v malej miere kmen s refZ-gfp v nativnom lokuse.
Tento rozdiel méze byt’ spésobeny zaznamenanim buniek v inom ¢asovom bode, ako v studii od autorov

Wagner-Herman et al. (2012) a taktieZ vyuzitim iného typu mikroskopie.

V sporula¢nom $tadiu II po vytvoreni asymetrického septa na pdle bunky, bola lokalizacia RefZ
(RefZ-GFP) najviac pozorovana v materskej casti bunky v bodoch z vntitornej asti membrany bunky.
Najcastejsie sa jednalo o zastipenie 2 bodov RefZ (RefZ-GFP) vo vsetkych troch kmetioch. Lokaliz4cia
tychto bodov bola Casto pozorovand na krajoch polarneho septa z materskej casti bunky. Barak
a Muchova (2018) uvadzaju, ze Min systém pravdepodobne blokuje tvorbu sporulacného septa
v blizkosti polov zatial’ co RefZ by mal zabrainiovat’ vo vytvoreni asymetrického septa d’alej nez v 1/6
od najblizsieho pola. Nase pozorovanie lokalizacie RefZ by mohlo podporovat’ myslienku blokacie

vytvorenia asymetrického septa za strany materskej bunky.
Lokalizacia RefZ (RefZ-GFP) v sporulacnom §tadiu IV-V je popisovana vyssie v ramci diskusie.

10.3 Interaktom proteinu RefZ

O interakénych partneroch RefZ nie je vel'mi zname. Mikroskopickou analyzou SIM bola
detegovana lokalizacia RefZ (RefZ-GFP) v ramci bunky pocas sporulacie. Ciel'om bolo rozsirit’ znalosti
o komplexoch, v ktorych sa RefZ moze nachadzat. Urcili sme interakénych partnerov proteinu RefZ
po 6 hodinach od prenasadenia kultiry do sporulacného média. Rovnaké ¢asové podmienky boli
dodrzané aj v mikroskopii SIM, keby boli pozorované bunky v 3 §tadiach (v kultire bola ich zmes).
Bunky sa vyskytovali v sporula¢nom §tadiu 0-I pred vytvorenim asymetrického septa, II po vytvoreni
asymetrického septa a v Stadiu IV-V s vytvorenou presporou. Z tohto dévodu nemozno presne urcit,
v ktorom §tadiu detegované proteiny interaguji s RefZ. V dosledku toho bude nizsie uvedeny zoznam
interakénych partnerov, ktorych funkcia bude diskutovana. Zaroven z vysledkov tohto experimentu
nemozno potvrdit’ ani vyvratit’ priamu vézbu medzi proteinmi. Overenie priamej interakcie proteinov

mdze byt predmetom d’alSiecho skimania.
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Imunoprecipitatnou metodou bol izolovany protein RefZ s interakénymi partnermi
prostrednictvom interakcie protilatky anti-flag s 3xFLAG proteinom na C-konci proteinu RefZ.
Hmotnostnd spektrometria vykonand Dr. Martinom Hubalkom (UOCHB, Praha) ndm poskytla data so
zoznamom proteinov interaktomu RefZ. Identifikované proteiny boli rozdelené do troch hlavnych
kategorii. Do prvej kategorie boli zaradené proteiny s funkciou v sporulécii, do druhej kategorie boli
zaradené proteiny zapojené do delenia buniek. Do tretej kategdrie patrili vSetky ostatné proteiny, ktoré
nespadali do kategdrie sporulacnych proteinov alebo proteinov delenia. Konkrétne do tretej kategorie

spadalo 68 proteinov a ich funkcia nebude diskutovana.

Do prvej kategorie sporulacnych proteinov, ktoré boli identifikované ako interakény partneri RefZ
bolo zaradenych 9 proteinov (YaaT, SpollQ, SpollB, SpoVD, KinE, FtsX, SpollAA, YngE, YngF,
YwqlJ).

Interakény partner YaaT je protein, ktory zohrava tlohu v sporulacnom §tadiu 0 zacastiiujuci sa
fosforylacnej drahy veducej ku aktivacii SpoOA (Hosoya et al. 2002). Zarovenn Hosoya et al. (2002)
pozorovali lokalizaciu YaaT pocas sporulacie na okraji asymetrického septa v podobe dvoch bodov.
V nami vykonanej mikroskopickej analyze sme pozorovali lokalizaciu RefZ taktiez na okrajoch
asymetrického septa v podobe dvoch bodov. Na zdklade pravdepodobne vel'mi podobnej lokalizacie
mozno povedat, Zze RefZ spolu s YaaT vytvaraju s d’alSimi proteinmi komplex, ktory usmernuje

lokalizaciu asymetrického septa na péle bunky.

SpollQ je sucastou trans-membranového spojovaciecho kanala medzi materskou bunkou
a presporou. Zaroven SpollQ je potrebny pre spravne umiestnenie a stabilizaciu fosfatdzy SpollE
(Flanagan ef al. 2016). Protein SpollE priamo interaguje cez doménu Il s proteinom FtsZ (Lucet ef al.
2000). Podl'a Barak a Muchova (2018) SpollE mé vyznamnt tlohu v umiestneni asymetrického septa
na pole sporulujucej bunky pretoze jeho delécia sposobuje posun asymetrického septa z 1/6 bunky na
1/4 bunky. Interakciu RefZ so SpollE sme nezaznamenali avSak mdzeme predpokladat, Ze SpollE moze
vytvarat’ proteinovy komplex s RefZ interakciou cez FtsZ a SpollQ pripadne YaaT. Na overenie tohto

predpokladu bude potrebné vykonat’ d’alSie experimenty.

Identifikovany protein SpollB zabezpecuje spravne umiestnenie komplexu SpollD-SpollM-
SpollP (DMP komplex) v blizkosti asymetrického septa pocas sporulacie. Nepritomnost' proteinu
SpolIB vedie ku nespravnej lokalizacii komplexu DMP, neefektivnej hydrolyze peptidoglykanu
a narusenému engulfimentu (Chan et al. 2022). Interakcia SpollB s RefZ mdze napomahat’ spravne;j
lokalizacii komplexu DMP. Taktiez je mozné, Zze SpollB je sucastou proteinového komplexu, ktory

urcuje lokalizaciu asymetrického septa na pole bunky.

Dalsimi identifikovanymi sporulaénym interakénym partnerom je protein SpoVD, ktory lokalizuje
na povrchu spory prostrednictvom interakcie so SpoVM (Kraj¢ikova et al. 2021). SpoVM potom

rozpoznava povrch spory prostrednictvom jeho konvexného tvaru (Ramamurthi et al. 2009). Interakcia
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SpoVD s RefZ by mohla vysvetlovat’ pozorovanie z mikroskopie SIM vykonanej v tejto praci, kedy
bolo RefZ (RefZ-GFP) lokalizované v prespore z vnutornej strany membrany. V prespore sa nachddza

tiez protein SpollAA, anti-anti ¢ faktor regulujuci aktivitu faktoru ¢ (Igoshin et al. 2006).

Kinaza KinE fosforyluje SpoOF v ramci inicidcie sporulacie (Jiang et al. 2000). FtsX je
membranovy protein, podiela sa na spravnej aktivacii SpoOA v skorom S§tadiu sporulacie. Proteiny

YngE a YngF st proteiny metabolizmu materskej bunky. Funkcia YwqJ nie je doposial’ identifikovana.

Do druhej kategorie proteinov delenia bolo zaradenych 12 proteinov (FtsZ, RecD2, DnaX, SsbA,
ParE, SftA, PIsX, LdcB, MreBH, RodZ, PbpC).

V literarnych zdrojoch je doposial’ FtsZ protein uvadzany ako jediny interakény partner RefZ.
Protein FtsZ vytvara Z-kruh pocas vegetativneho delenia bunky v jej strede alebo na poéloch bunky
v skorom $tadiu sporulacie (de Boer et al. 1992; Ben-Yehuda a Losick 2002). Jednou z funkcii RefZ je
regulacia FtsZ proteinu, konkrétne ul'ahéuje jeho prechod zo stredu bunky smerom ku pélom v rannom
Stadiu sporulacie (Wagner-Herman et al. 2012). Autori Wagner-Herman et al. (2012) sa pokusali overit’
priamu vdzbu RefZ na FtsZ protein prostrednictvom bakteridlneho a kvasinkového dvojhybridného
systému a biochemickymi pristupmi in vitro. Na zaklade ich vysledkov nemozno potvrdit’ ani vylacit
priamu vidzbu RefZ na FtsZ. Nase vysledky potvrdzuju cielenie RefZ na FtsZ, avSak ani z naSich

vysledkom nie je mozné potvrdit’ priamu vizbu RefZ na FtsZ.

Protein RecD2 bol zaradeny do skupiny proteinov zicastiujucich sa replikacie v ramci bunkového
delenia. RecD2 sa zucastnuje replikacie pricom napomaha prekonat’ replikacny stres odstrafiovanim
jeho interakéného partnera RecA z jednovlaknovej DNA. RecD2 sluzi, ako negativny regulator vldkna
RecA na jednovliknovej DNA (Ramos et al. 2022). Dalsimi identifikovanymi proteinmi, ktoré
interaguju s RefZ a DNA boli DnaX (DNA polymeraza III), SsbA (protein viazuci sa na ssDNA), ParE
(podjednotka DNA topoizomerazy 1V), SftA (DNA translokaza). Interakcia RefZ s proteinmi
interagujucimi s DNA nie je prekvapiva, pretoze samotny RefZ je klasifikovany ako DNA vézbovy
protein viazuci sa na RBMs védzbové domény na DNA (Wagner-Herman et al. 2012). Pritomnost’
d’alsich DNA vézbovych proteinov mdze byt v tomto pripade spoésobena artificialne, cez DNA viazani

na RefZ.

Protein PlsX je fosfatova acetyl-transferaza, ktora u B. subtilis lokalizuje do regionov so zvysenou
fluiditou membrany (RIFs) (Miiller er al. 2016). V studii od autorov Miiller et al. (2016) bol PlsX
zaznamenany v bodovych ohniskach vo faze Log (rychla faza rastu). Predpokladd sa, Zze prave
mikrodomény s nizSou fluiditov membrany mozu sluzit' ako platforma na organizaciu proteinov pre
fyziologicky dolezité procesy bunky (Jiang et al. 2019). V d’alSom skumani by bolo zaujimavé
pozorovat lokalizaciu PlsX v rannom §tadiu sporulécie. Interakcia RefZ s PlsX naznacuje, ze PIsX spolu
s RefZ lokalizuje prave v RIFs. Mikrodoména RIFs by mohla sluzit’ ako ,,znacka* spolu s PIsX pre

viazbu RefZ a ostatnych interakénych partnerov v Specifickom mieste bunky, ktoré by determinovalo
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umiestnenie a lokalizaciu asymetrického septa v skorom sporulacnom Stadiu. Pre ich overenie budi

potrebné d’alSie experimenty.

Protein LdcB je LD-karboxypeptidaza, uvolniuje D-alanin a podiel'a sa na syntéze bunkovej steny.
Dal3imi identifikovanymi proteinmi interagujiicimi s RefZ boli MreBH a RodZ. Protein RodZ priamo
interaguje s proteinmi MreB, MreBI, MreBH, MreD a spolu sa podiel’ajii na determinacii a udrzovani
spravneho tvaru bunky B. subtilis (Carballido-Lopez et al. 2006; Muchova et al. 2013). V ramci tejto
diplomovej prace bola pozorovana SIM mikroskopiou lokalizacia RefZ v stadiu O-I v niekol’kych
bodovych ohniskach z vnutornej strany membrany bunky. Interakcia s proteinmi MreBH a RodZ, ktoré

lokalizuju z vnutornej strany membrany bunky nie je prekvapiva. Funkcia proteinu PbpC nie je znama.

Na zaver mozno povedat’, ze niektori identifikovani interakéni partneri RefZ sa pravdepodobne
podiel’aju na tvorbe proteinového komplexu, ktory determinuje fyziologické umiestnenie asymetrického
septa v 1/6 bunky. Na potvrdenie tejto hypotézy je vSak potrebné vykonat dalSie experimenty so

zameranim na recipro¢né overenie jednotlivych interakcii in vivo/in vitro.
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11 Zaver

Tato praca priniesla nové poznatky o sporulécii u B. subtilis a Glohe proteinu RefZ v tomto procese.

Bio-informatickou analyzou boli v ramci sekvencie predchadzajucej gén refZ identifikované promotory
zavislé na o' a 6"'% spolu s viizbovymi miestami pre transkripény faktor SpoOA. Podl’a tejto analyzy bol
pripraveny plno dizkovy prométorovy konstrukt a faktor SpoOA. Aktivita plno dizkového prométora
bola overena transkripénymi experimentami in vitro. Potvrdili sme aktivitu vSetkych promotorov
a zavislost’ ich aktivity na faktore SpoOA. Dominantnym promotorom bol 6 zavisly promotor aktivny
v skorych fazach sporulécie. Jeho aktivita bola rddovo stimulovana faktorom SpoOA. Prométor zavisly
na 60 vykazoval slabgiu aktivitu. Spekulujeme, Ze tato aktivita promoétora sa moze podielat’ na expresii

RefZ v prespore.

Aktivita prométorov bola d’alej overend pristupmi in vivo na konstrukte refZ-gfp s plno dizkovym
promotorom, skratenym promotorom zavislym na o a nativnym prométorom. Zaroveh bola uréena
lokalizacia RefZ (RefZ-GFP) v troch sporulacnych stadiach B. subtilis — od difuzneho rozptylu (faza 0-

I) az po bodov1 lokalizaciu na asymetrickom septe, a to zo strany materskej bunky (faza II).
Dalej boli identifikovani interakéni partneri RefZ pocas sporulacie u B. subtilis.

Tieto vysledky prispeli ku charakterizacii expresie génu refZ, identifikacii promoétorov génu refZ
a definovaniu lokalizacie RefZ (RefZ-GFP) v bunke pocas sporulacie u B. subtilis. Identifikovanie
interakénych partnerov proteinu RefZ prispelo ku vytvoreniu obrazu interakcie RefZ v priebehu

sporulacie a ku smerovaniu budutcich experimentov.

Vysledky tejto prace st sucastou pripravovaného rukopisu o proteine RefZ ajeho ulohe pocas

sporulacie u B. subtilis.
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13 Prilohy

5’GGTAACCATTTCCTGCGGTATCTCCTGCTGGACGACAGAAACAAAAAAGTCGCTGAAA
GAGCTTGTGCATGAGGCAGATGAAGCGCTCTACAGCGCGAAACGGAGCGGGAAAAACCG
CTTGATGATTCATGACTCAATAAAATAAAAAAAGCCCAAAACGATATCAGTTTTGGGCTT
TTATATTACTGCGCTAACGCTTTTTCTAGCGTTTCGGCAAATTGAGTTAAGTATTTTTCATC
AATTTCGTCGAAACGGTTTTTCACTGGGCTGTCGATGTCCAAGACGCCGACAATTTTTCCG
TCTACACGAATCGGAAGCACAATTTCTGATTGAGACGCTGCATCGCAGGCGATATGTCCC
GGAAACGCGTTTACATCCTCAATACGTTCCACTTITTCCGTTTGCGTACGCTGTGCCGCAAA
CCCCTCTGCCGAAAGGAATCCGAACACATGCCGGCAGGCCTTGGAACGGACCTAACACA
AGCTGTCCATCCTCTTCTTTGGCAAAATAGAAACCCGCCCAGTTGACTTCAGGCAGCGAA
TGATACAGCAGTGCTGAGGCATTTGCATAGTTAGCTATTTGGTCTGTTTCGTCTTCGGTCA
TGGCTTCGAGCTGTTTTAGCAGAAGCTGATAGTCTTTTTCTTTATCTCCAGATTGTTTTTCG
ACATGGAACATGGAAAACCCTCACTTTTTCTATAATATAAAACAAAGTTCCGGCTTTTCTG
CCGGCATTTGTCGATAAGTTCTTACAGGAACAGCGGCTTTCTGCTTGAATAGTATCAAGA

GGAAGGAGTGAGCCGT3¢

Obrizok S1: Bio-informaticky analyzovany usek sekvencie predchadzajiicej gén refZ o dizke 800
bp.

Tabul’ka S1: Bio-informatickou analyzou identifikované prométorove motivy.

Motiv | p-hodnota | Sekvencia v smere 5°>3°
ol 5,49x10¢% | ACAGGAACAGCGGCTTTCTGCTTGAATAGTATCAAGAG
o6 6,49x10° | AACATGGAAAACCCTCACTTTTTCTATAATATA

Tabulka S2: Bio-informatickou analyzou identifikované vizbové miesta Spo0A.

Cislovanie od L.-XI. je v smere 5°>3° v ramci sekvencie.

Cislo | p-hodnota | Sekvencia

L. 0.00373 TTCGGCA
II. 0.000971 CGTCGAA
1. |0.00453 TGTCCAA
IV. 10.000205 TGCCGCA
V. 0.000167 TGCCGAA
VL. |0.00533 ATCCGAA
VII. |0.00882 CTTGGAA
VIIIL. |{0.00273 TTTGGCA
IX. ]0.00233 TGAGGCA
X. 0.00486 TTTAGCA
XI. |0.00864 TTCGACA

5°GGTAACCATTTCCTGCGGTATCTCCTGCTGGACGACAGAAACAAAAAAGTCGCTGAAA
GAGCTTGTGCATGAGGCAGATGAAGCGCTCTACAGCGCGAAACGGAGCGGGAAAAACCG
CTTGATGATTCATGACTCAATAAAATAAAAAAAGCCCAAAACGATATCAGTTTTGGGCTT
TTATATTACTGCGCTAACGCTTTTTCTAGCGTTTCGGCAAATTGAGTTAAGTATTTTTCATC
AATTTCGTCGAAACGGTTTTTCACTGGGCTGTCGATGTCCAAGACGCCGACAATTTTTCCG
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TCTACACGAATCGGAAGCACAATTTCTGATTGAGACGCTGCATCGCAGGCGATATGTCCC
GGAAACGCGTTTACATCCTCAATACGTTCCACTTTTCCGTTTGCGTACGCTGTGCCGCAAA
CCCCTCTGCCGAAAGGAATCCGAACACATGCCGGCAGGCCTTGGAACGGACCTAACACA
AGCTGTCCATCCTCTTCTTTGGCAAAATAGAAACCCGCCCAGTTGACTTCAGGCAGCGAA
TGATACAGCAGTGCTGAGGCATTTGCATAGTTAGCTATTTGGTCTGTTTCGTCTTCGGTCA
TGGCTTCGAGCTGTTTTAGCAGAAGCTGATAGTCTTTTTCTTTATCTCCAGATTGTTTTTCG
ACATGG A A A ACAAAGTTCCGGCTTTTCTG
CCGGCATTTGTCGATAAGTTCT TN G GGG GG GGGV CRAGHA

BGAAGGAGTGAGCCGT3®

Obrazok S2: Lokalizicia identifikovanych promdtorov a Spo0A vizbovych miest v ramci
analyzovanej sekvencie. Cervena znazoruje lokalizaciu predpovedaného o zavislého prométora. Zelena
znézorfiuje lokalizaciu predpovedaného /S zavislého promoétora. Zlta znazoriuje lokalizaciu predpovedanych
Spo0A vézbovych miest.

Tabulka S3: Identifikované Spo0A véizbové miesta v ramci plazmidu pDG1664 vo vzdialenosti

1000 bp upstream od klonovacieho miesta EcoRI.

Motiv | Vlikno | Start | Koniec | p-hodnota | Sekvencia
Spo0A + 893 899 0.00851 |TTCTTAA
Spo0A + 922 928 0.00218 | TTTGGAA
Spo0A + 1957 963 0.00626 | TTTCAAA
Spo0A + 981 |987 0.00121 | TGCGTAA
Spo0A - 1054 | 1060 |0.00328 |TTTGTAA
Spo0A + 1137 | 1143 |0.00921 |TTTGAGA
Spo0A + 1214 (1220 |0.00115 |TTCGTAA
Spo0A + 1246 | 1252 |0.00228 |TTCGTCG
Spo0A + 1428 [1434 |0.00921 |TGCTTAA
Spo0A - 1458 | 1464 |0.00626 |TTTCAAA
Spo0A - 1493 1499 |0.00413 |TTCTTCA
Spo0A - 1567 | 1573 |0.00706 | TGCTGAA
Spo0A - 1589 | 1595 |0.00808 |TTCCGCT
Spo0A + 1696 (1702 |0.00152 | TTTGAAA
Spo0A - 1766 | 1772 |0.00418 |TTTGGCG

3’AATTCTTGAAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGAT
AATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTAT
TTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAA
ATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTT
ATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGT
AAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACA
GCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTA
AAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTC
GCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATC
TTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACA
CTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGC
ACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCC
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ATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAA
ACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGA
GGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCT
GATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGAT
GGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAA
CGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGAC
CAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCT
AGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCA
CTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGC
GTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGAT
CAAGAGCTATCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAAT
ACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTA
CATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCT
TACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGG
GGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTA
CAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCC
GGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCC
TGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGAT
GCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCCGACCTCGAGCT
GGATACTTCCCGTCCGCCAGGGGGACATGCCGGCGATGCTGAAGGTCGCGCGCATTCCCG
ATGAAGAGGCCGGTTACCGCCTGTTTGAGGATATAGTAATCTTTCTAAATAGCTTTGGATT
GGAGGAGTATGGCCACTAATACTAAGTTCAGCTAATAAAAAAATTTGCTAAAGAACTCCA
GAAAAGTAAGCACCTGTTATTGCAATAAAATTAGCCTAATTGAGAGAAGTTTCTATAGAA
TTTTTCATATACTTAACGAGTGCTTTCACCTTTGAATATAGTCCTTCCCACTTATCATCACA
CTCTCCCCGATAGCCTTTTCTAGCTATATCCAGTAAAGTTACATGCTCTTTAGGTAAAAGA
GGTATAGCCCATTCTGCAGCGACATCTTTCGAGGTAATTTCACCAGTAGTCACTGTTTGCC
ACATTCGAGCTAGGGTTAAAATTACATTACGCTCATCACCTTTTATCCCCTCAATTAGTTC
TGGCAAAGAATCCTTAATTGCTCTTCGAATATCTGTCAAAGGTACGGAGACAAGTATACT
TGAAGAATCAGGACCAAATAGAGAAATACTATTCTTTCTTGCTTGTGCTAAAACAATAGC
CAAATCAGGATCATAGCTTGGTTCCTGAATTTGTCCATTCTCAAATTCACCCCTGAGCCAC
TCACCGTATATAAATTCTCTTTTTGGAGGATATTGCCAAGGGACAACTTCACTCCTATTTA
TAACCGTAACTTCAAGTGGTCTAACAGAATCCGTATTTCCAATCTTTCCTGATATAGTCAT
TAGTCTTTCTGTTAGTTTTTTTCGAGTTAATTGAGGTAAACTATGATTCACGACGACTAGA
ACATCTACATCGCTGTTAATGCGTAAACCACCATTTACTGCTGAACCAAATAGATATACT
CCAACTATTGAACTTCCAAATAAATCTTTTACGATTTTTAATGTTTGAATCGCTTGATTTG
GTATTTTTCCGTTAATCAAATTGCTCATGATTTCACCTCGTTGATTATGTTCATATAAAGTT
TATATTGATACTCAATTTACTTACCCTAGATTGGACATATACTTAAATTACTGTTCAATAA
AGCTGACCGTTAGCGTTTAAGTACATCCTTTCACAATTTGTCTACAGATTAATAATTATTC
TTTATTATACAGATCGATCCTCTAGACCTAGGCCTTAAGATCTGATCATATGCATCCGCGG
GCCCGGGTTAACGCGTAATCCATGGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATT
GAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGAAAGAGCTG
GTAGTTGGCGCACTGTTCGAAGAACTGCCGATGTCCAGTAAGATTCTTACTATGCTGGTT
GAACCGGATGCTGGTAAAGCTACTTGGGTTGCTGCTTCTACTTATGGTACCGATACAACT
ACTGGTGAGGAAGTTAAAGGAGCTCGAATTAATTCCGGCGACTGTTTCTGTTTCAGCCTC
AAAAGACCATTTGTCGCTTTCAAAGACGGTCAGCTTCAAATATCTGCTGAGCGCCATTCC
GACTGAATCAAAGCCGGGGCCTAGGTTAGCTGTGCTTCCGGGAACAGTGACAGAGAACA
GCATGTCGGCTTCGTTCATACACGGGCCGCTCCTTTTACATATTCAAGGATGCTGTCTTCA
TCAGTCGGCAATGTGACAGGCTTGATTTCTGAAATGTCGACCGCTGTGTTCGGATCTTTCA
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GTCCGTTTCCTGTTAACACAGCTACGACCTTGCTGCCTTTCGGAATTTCTCCGGATTTCAC
CTGTTTCAGCACTCCTGCGATAGACGCGCAAGAACCTGGTTCTGCAAACACGCCTTCTAC
ACGGGCGATCAGCTGATATGCGTGAAGGATTTCATCATCAGTGACTTCGTCAATTTTCCC
ATTGGATTCCTCGGCTGCCTTTACAGCTTTGTCCCAGCTTGCCGGGTTTCCGATACGAATG
GCTGTCGCTATTGTTTCCGGATTTTCAATCACTTCATTGCGCACGATTGCCGCCGCACCCT
CAGCTTCAAAGCCGCGCATTTTCGGAAGGCCTGTGCCGTTTTTCTCATGATATTCCTTGAA
GCCCTTCCAGTACGCAGTGATGTTTCCAGCATTTCCGACCGGGATCGCTAAAACATCAGG
CGCTTCCCCCAGCTGTTCGCACACTTCGATACAAATTCCCCGTAGGCGCTAGGGACCTCTT
TAGCTCCTTGGAAGCTGTCAGTAGTATACCTAATAATTTATCTACATTCCCTTTAGTAACG
TGTAACTTTCCAAATTTACAAAAGCGACTCATAGAATTATTTCCTCCCGTTAAATAATAGA
TAACTATTAAAAATAGACAATACTTGCTCATAAGTAACGGTACTTAAATTGTTTACTTTGG
CGTGTTTCATTGCTTGATGAAACTGATTTTTAGTAAACAGTTGACGATATTCTCGATTGAC
CCATTTTGAAACAAAGTACGTATATAGCTTCCAATATTTATCTGGAACATCTGTGGTATGG
CGGGTAAGTTTTATTAAGACACTGTTTACTTTTGGTTTAGGATGAAAGCATTCCGCTGGCA
GCTTAAGCAATTGCTGAATCGAGACTTGAGTGTGCAAGAGCAACCCTAGTGTTCGGTGAA
TATCCAAGGTACGCTTGTAGAATCCTTCTTCAACAATCAGATAGATGTCAGACGCATGGC
TTTCAAAAACCACTTTTTTAATAATTTGTGTGCTTAAATGGTAAGGAATATTCCCAACAAT
TTTATACCTCTGTTTGTTAGGGAATTGAAACTGTAGAATATCTTGGTGAATTAAAGTGACA
CGAATGTTCAGTTTTAATTTTTCTGACGATAAGTTGAATAGATGACTGTCTAATTCAATAG
ACGTTACCTGTTTACTTATTTTAGCCAGTTTCGTCGTTAAATGCCCTTTACCTGTTCCAATT
TCGTAAACGGTATCGGTTTCTTTTAAATTCAATTGTTTTATTATTTGGTTGAGTACTTTTTC
ATTCGTTAAAAAGTTTTGAGAATATTTTATATTTTTGTTCATGTAATCACTCCTGAAGTGA
TACATCTATAAATAAATACAGAAGTTAAACGATTTGTTTGTAATTTTAGTTATCTGTTTAA
AAAGTCATAAGATTAGTCACTGGTAGGAATTAATCTAACGTATTTATCTGCGTAATCACT
GTTTTTAGTCTGTTTCAAAACAGTAGATGTTTTATCTACATTACGCATTTGGAATACCAAC
ATGACGAATCCCTCCTTCTTAATTACAAATTTTTAGCATCTAATTTAACTTCAATTCCTATT
ATACAAAATTTTAAGATAATGCACTATCAACACACTCTTAAGTTTGCTTCTAAGTCTTATT
TCCATAACTTTAGGGTTATCGAATICGATAAGCTTCTAGGATCCGAAGGCAGCAGTTTTTT
GGCCTTCAATGCGGTAAGGGTTGACTGAGTTGACAAGGGCAATCGGTGATTTCTCACAGA
TGGAACGGACAATTTTAAGCGCATCGTCAAAGTTTCCGTCAATTGCGATAATCTCGGCTC
CGTACATGACAGCTTGAGCGAGTTTTCCAAATGCAATTTTTCCGTTCGGGATGATGACAA
TGCATTTCATGTTAGCACGGGCTGCATATGCTGCCGCAGCAGCGGAAGTGTTACCTGTTG
ACGCGCACATAATCGTGTCATTGCCTTCTTCTTTTGCCTTTGCCACAGCCATAACCATTCC
GCGATCTTTAAATGATCCCGTAGGATTGACGCCTTCCGTTTTGACATGAAGCTCAATTCCG
AGCTGCTCAGACAGCTTCGGCAGGTGAATAAGAGGTGTGTTTCCTTCATGTAAAGTTAGC
GCCGGTGTTTGATCTGTTACAGGTAAAAATTCTTTATATTGATGGATAAGTCCTTTCCACA
TTAGCTCCAACCGTTCCCTTCTACACGATATGTGCTTTTGACTTCTTGAACGACTTCCAAA
TCATTTAGGTTTTGCAGGATATCACTGAAATCAGCTTCTGATGTATGATGTGTGACAATTA
CGATTTCAGCTAACTCATCATGGCCTTTAATTGGCAGCTGAAGGATTTTTTCAAACGTCAC
GCCCCGCTCTGAGAACACAGATGTAATTTTCGAGAATGAACCAACCTCATCTTTTACATG
AATTS’

Obrazok S3: Sekvencia plazmidu pDG1664 s identifikovanymi Spo0A vizbovymi miestami vo
vzdialenosti 1000 bp upstream od klonovacieho miesta EcoRI. Zelena oznacuje klonovacie miesto
EcoRlI, $eda znazoriiuje klonovacie miesto BamHI, 7Itd oznaCuje Spo0A vézbové miesta v ramci
plazmidu pDG1664 vo vzdialenosti 1000 bp upstream od klonovacieho miesta EcoRI.

94



Tabulka S4: Identifikovani interakéni partneri RefZ.

Protein p-hodnota (-Logio) ‘ Nabohatenie (Log>)
Sporulacné proteiny
Ywql 1,945608536 1,973924319
YaaT 1,613081934 1,734054565
SpollAA 1,648672906 1,768267314
SpollQ 1,512054943 4,36001269
KinE 1,726417772 2,088194529
YngE 1,952479163 2,352497737
YngF 1,696805533 1,662032445
RefZ 3,077827852 5,582488378
SpolIB 1,661440307 2,574265162
SpoVD 1,602567892 1,875427246
FtsX 3,649578274 3,480942408
PbpC 5,038506748 1,576911926
DnaX 2,36658907 1,746816635
SsbA 2,516360067 1,504251798
MreBH 1,671330944 1,503787359
PIsX 2,277592107 1,573063533
IdcB 1,880362123 2,447872798
FtsZ 1,967780268 1,690290451
ParE 2,725295286 1,530884425
RecD2 3,870458234 6,59274133
SftA 1,815304273 2,081905365
RodZ 1,542626381 2,016452154
YxbB 2,160551519 3,469198863
YgaC 1,79389436 2,956931432
YcsA 1,706252216 2,804034551
YjhA 1,966192547 2,54137516
YojO 2,472587272 2,522212346
YqaP 1,907056583 1,972800573
CinA 2,039796784 1,902838707
YfjR 2,913944782 1,81533432
YIbA 1,616365071 1,773347219
YicD 2,776131815 1,542904536
YkaA 2,179672668 1,531305949
YhgD 1,800408681 2,281965892
Ytol 1,69885932 1,839091619
YkoM 2,206830188 1,659910838
RsbV 2,583214744 2,096862793
CheV 1,744686731 2,26219209
SigA 2,739187937 2,569355011
YtxH 3,198256824 3,445108414
SwrC 3,526290095 3,233291626




YtpB 1,740167607 1,608100255
McpA 1,789899028 1,879700343
YknX 1,734304013 2,002134323
SweD 2,814306698 2,849193255
LepA 1,599321725 1,866912842
AtpE 1,620778226 4,776761691
AtpH 2,901387031 2,301212947
AroA 1,734294459 2,751125654
DhbF 1,625950029 1,85432752
PapB 1,624722237 2,923126539
FadF 1,526615114 3,416084607
CheA 1,548251039 1,871162415
RqcU 2,102066355 2,178863525
PdhB 1,779003717 1,624186198
HepT 2,131464329 2,405576706
MtnU 1,824698523 2,137799263
Fth 2,447897663 1,822397868
clpX 2,200502983 1,593395233
GroEL 3,914969634 3,5588576
YrbF 3,44228594 2,027873357
PurM 1,52515433 1,596975962
Pdp 2,631478935 3,617809931
CysL 2,926958061 1,990732193
YcbG 1,990849487 1,622110685
GmuR 1,523849195 1,623360952
GlpP 3,399578124 2,645687421
PurR 1,830035524 1,755737305
CymR 2,013126469 1,967816989
QoxA 2,621168311 4,132514318
QcrA 1,556323245 3,428596497
CtaE 1,826108874 3,275451342
RbsK 1,775396106 2,293658892
Era 1,683187955 1,569259644
RpsL 2,191407658 3,103469531
YpfD 1,84623328 1,643274943
YfiY 2,694762435 2,10007604
Pgk 2,204740791 1,684878031
PtsG 2,045729686 2,228039424
GItT 2,499723637 3,749705315
FecC 1,552907964 2,622346878
MetQ 2,319540189 1,81116422
BmrA 2,283845306 3,516537348
YknZ 1,572543984 1,98393631
RbsB 1,763855001 2,161996841
FhuD 2,113920483 3,311605771
SufC 1,543527333 2,681549072
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NupN

1,731462785

2,706336975

MelE

2,266201588

2,374683062

AppC

3,545477249

2,867902438
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