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Uvod

Tato diplomva prace je soucasti grantového projektu ,Interakce ribosomalnich RNA
promotorti s RNA polymerazou u Bacillus subtilis: definovani elementt duleZitych pro
regulaci“ (GACR, reg. &.: 204/05/P510), ktery fe$i mij externi 8kolitel Mgr. Libor Krasny,
Ph.D. Tento projekt studuje transkripci rRNA u gram pozitivni bakterie Bacillus subtilis.
Tento kliCovy bunéény proces je u této bakterie a pravdépodobné i dalSich gram pozitivnich
bakterii zasadn¢ odliSny od analogického procesu u Escherichia coli, sou¢asného hlavniho
modelového organismu pro studium transkripce rRNA. Definovani DNA elementti rRNA
promotortt zodpovédnych za regulaci exprese rRNA u B. subtilis vyznamné pfispéje
k pochopeni molekularniho mechanismu tohoto procesu.

Tato diplomovéa prace se sklada ze dvou &asti. Prvni ¢ast je vé€novana teoretickému
uvodu. Vysvétluje biologické a biochemické pozadi studovanych molekularnich déju a
struéné€ popisuje soucasny stav jejich poznani. Druhd experimentalni ¢ast popisuje provedené

experimenty na modelovém organismu B. subtilis in vitro.
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Literarni uvod

1. Potieba regulace poétu ribosomii v buiice

Ribosom, ustroji které v buiice zajistuje syntézu proteint, je sloZzen ze tfi
ribosomalnich RNA (rRNA) a~52 ribosomalnich proteinti (r-proteind). Na ribosomech
dochézi k ptekladu mRNA na proteiny.

Ribosomy v bakteridlni bufice pfedstavuji az 40 % veskeré suché hmoty. V bakterii,
ktera se rozdéli 4x za hodinu, se syntetizuje zhruba 70 000 ribosomtl a vétSina z nich se
aktivné podili na produkci proteinti. Tuto velkou energetickou investici do ribosomt je nutné
presné regulovat, aby buiika zbyte¢né neplytvala energii a Zivinami a pfitom byla schopna
efektivné pokryvat své potteby produkce novych proteini.

MnozZstvi proteinu na buriku se dramaticky neméni se zménou bohatosti Zivin
v prostiedi (obr. 1). RovnéZ rychlost pfekladu mRNA na ribosomu je konstantni bez ohledu
na mnoZstvi Zivin v prostfedi. Co se méni, je genera¢ni doba a rychlost vzniku novych bunék.
Obrazné fe€eno, pokud by burika byla tovarnou a ribosom strojem, pak by zrychleni produkce
a vznik dcefinného podniku byly moZné jen zvySenim poctu stroji a nikoli zménou
produktivity jednotlivych stroji. Buiika neméni mnoZstvi syntetizovanych proteind na buiiku,
ale dobu, za kterou jsou proteiny syntetizované. Bufika méni mnoZstvi svych ribosomd, které

jsou pro proces syntézy proteinti potieba (obr. 1) [1,2].

| zavislost syntézy ribosomu a proteini na rychlosti rlistu
bunky
35
30 RNA
25
20
15
10 proteiny
5 —
0 ] : :
0 1 2 3 4 5 6

J pocet zdvojeni za hodinu

relativni zvySeni syntézy

obr. 1: Graf znézoriluje, Ze pfi vzristajici rychlosti riistu obsah proteinti v butice nartistd jen mirn¢& (Eervena
k¥ivka), naopak pocet ribosomi v buiice vzriistd exponencialng (¢erné kfivka).



Pokud se rychle rostouci bakterie dostane do prostiedi chudého na Ziviny, musi sniZit
mnozstvi ribosomid a tedy snizit rychlost vyroby novych ribosomt, aby zbyte¢né
neinvestovala do ,,stroji“, které nepotfebuje. V opatném piipadé, pokud se bakterie z
prostfedi chudého na Ziviny dostane do prostfedi s dostatkem Zivin, musi zvySit pocet
ribosomt, aby pokryla zvyS$enou potfebu novych proteinti.

Burika musi fesit dva problémy souvisejici s vyrobou novych ribosomi. Prvnim je
koordinace syntézy rRNA s ekvimolarnim mnoZstvim r-proteini. Druhym je regulace syntézy
takového mnoZstvi ribosomd, které odpovidda momentdlnim potfebam builkky na syntézu
proteinti. Prvni problém je vyfesen tak, Ze produkce r-proteind je zavisla na mnoZstvi rRNA a
je regulovana mechanismy jako napf. atenuace [3]. Pro feSeni druhého problému jsou
rozhodujici mechanismy regulace syntézy rRNA.

Proces syntézy RNA podle zdznamu v DNA se souhrnné nazyva transkripce.
Transkripce se skladé ze tfi kroku: iniciace, elongace a terminace. V prvnim kroku, iniciaci,

naseda na DNA 'ggmplét enzym RNA polymeraza (RNAP). RNAP nasedd na DNA templat v

regula¢ni oblasti zvané promotor. V druhém kroku, elongaci, RNAP pfepisuje (transkribuje)
komplementarni vidkno RNA podle DNA. Ve tfetim kroku, terminaci, RNAP ukoncuje
transkripci DNA templatu v regulaéni oblasti zvané terminator.

Buiika dosahuje regulace syntézlJ’ rRNA pomoci regulace iniciace transkripce rRNA,
jakoZto rychlost limitujiciho kroku pfi syntéze ribosomil. Tato regulace je zajist'ovana pomoci
riznych efektori at’ uz proteinovymi faktory nebo malymi nebilkovinnymi molekulami.
Regulaci lze rozdélit na dva piipady: (i) Dlouhodobou regulaci, tedy odpovéd na
dlouhodobéjsi stav prostiedi, ve kterém se builka nachazi a pravidelné se vném déli,
oznacovanou jako ,regulaci rRNA zavislou na rychlosti ristu“. (ii) Na okamzZitou regulaci,
kdy burika musi byt schopna reagovat na rychlou zménu dostupnosti Zivin, at’ uz pozitivni
nebo negativni. Piikladem tohoto typu regulace je strohd odpovéd’ (z angl. ,stringent
response”) [4]. To je situace, kdy buiika reaguje na dostupnost nabitych transferovych RNA
(tRNA) nutnych pro syntézu proteind.

Je tedy patrné, Ze v buiice musi fungovat sit’ signali zajist'ujicich pfesnou regulaci

syntézy ribosomu jakoZto limitujiciho faktoru pro syntézu bilkovin a rtist buriky.



2. Geny pro rRNA

2.1. rRNA operony

Geny pro rRNA jsou organizovany do rRNA operontl. VétSina mikroorganismii ma
v jednom operonu kédované vSechny tii rRNA tedy 16S, 23S, 5S, a to v tomto potadi (obr. 2).
Existuji vSak i1 vyjimky, kdy organismy maji oddélené operony pro 16S a 23S + 5S rRNA
(napt. u Thermus thermophilus), nebo maji pro kazdou rRNA samostatny operon (Leptospira
interrogans). Tyto samostatné operony nemusi byt vzajemné ve stejném pocetnim zastoupeni
(Borrelia burgdorferi) [2,5-7]. V rRNA operonech mohou byt obsaZeny i geny pro tRNA.

V operonech, kde jsou najednou obsaZeny vSechny tii geny pro rRNA, jsou jednotlivé
geny v operonu oddéleny dlouhymi mezerniky s komplementarnimi repeticemi, které tvofi
dvouvlékna rozpoznavana endonukleasami (RNasa III u E. coli) [8]. Tyto mezerniky musi byt
po priméarni transkripci vy$tépeny za vzniku funkénich rRNA. Pfitomnost vSech tii gentli pro
rRNA v jednom operonu za sebou zajist'uje jejich ekvimolarni zastoupeni.

Pocet operonti pro rRNA v chromozomu zéileZi na druhu organismu. V pomalu
rostoucich organismech, které maji genera¢ni ¢as (Cas, za ktery se bakterie zdvoji) dlouhy, je
pocet rRNA operond nizky, naopak v organismech, které se velice rychle mnoZzi, je pocet
rRNA operonti vysoky. Naptiklad Mycoplasma ma pouze jeden operon, Escherichia coli
s generanim ¢asem 20 minut ma operonti sedm, Bacillus subtilis se shodnou generaéni dobou
ma operonu deset, Vibrio natriegens s generani dobou krat$i neZ 10 minut ma operont
nejspise 13 [2,5-7].

[ 634981 p [ 640028 p

rrnE-16S rrnE-SSup
rrnE-23% :

trnE-Het
trnE-Asp

obr. 2: Ribosomalni operon rrnE u B. subtilis.

2.2. Organizace rRNA operonu u B. subtilis

rRNA operony jsou u B. subtilis oznatované rrn [9-11]. Kazdy operon obsahuje geny
16S, 23S a 5S rRNA (obr. 2) [12,13]. Vétsina rRNA operont je lokalizovana tésn¢ za
zaCatkem replikace, aby interval mezi replikaci a transkripci pti déleni buiiky byl co nejkratsi
(obr. 3, str. 11). Pokud jsou pfitomny geny pro tRNA, jsou lokalizovany mezi geny pro 16S a
23S nebo a2 za genem pro 5S (obr. 2). Sest rRNA operonii obsahuje tandem promotorti P1 a
P2 (pocétky transkripce), jeden mé jen P1 a tfi maji jen P2. OznaCeni promotora (P1 a P2)
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bylo historicky voleno podle pofadi pfed transkripénim startem. V soucasnosti je na zékladé

transkripce).

obr. 3: Umisténi ribosomalnich operonti v chromozomélni DNA u B. subtilis, rRNA operony jsou Cervené
oznaCeny na vné&jsi kruZnici. Pfevzato z [14].

3. RNA polymeraza

3.1. Bakterialni RNA polymeriza

Transkripci u bakterii zajistuje enzym RNA polymeraza (RNAP) sloZend ze Sesti
podjednotek: ze dvou kopii podjednotky a, zjedné podjednotky B a jedné B° a zjedné
podjednotky o a o. a, tvoii dimer, ktery drzi pohromadé podjednotky B a B". az, B, B'a ® tvoii
jadro RNAP, které je konzervovano od bakterii aZ ke ¢lovéku. Proces skladani RNAP probiha
podle schématu: o + a — 0 + p — af + B° — a,pB a napomaha mu podjednotka w. Jadro
RNAP je katalyticky aktivni, ale neni schopno rozpoznat promotor. Katalytické misto
obsahuje dva atomy hotf¢iku koordinované tfemi aspartaty. Rozpoznani a nasednuti jadra na
promotor zajist'uje podjednotka o spolu s a;.

Tvar RNAP ptipomina krabi klepeto se Zlabkem nebo tunelem rozmérti odpovidajicich
navazani dvousroubovice DNA (obr. 4, str. 12). Déle ma ve své struktufe takzvany sekundarni

tunel, kterym vstupuji do enzymu nukleosid trifosfaty (NTP), a takzvany exit tunel, kterym

11
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z RNAP vychazi vytvafené RNA vlakno (obr. 5, str. 12). Pfesnd struktura a pfesné interakce

jednotlivych podjednotek jsou velmi sloZité a jesté nebyly zcela rozieSeny [15,16].

obr. 4: Model RNA polymerazy z T. thermophilus vytvoteny podle krystalové struktury: modfe podjednotky a,
zeleng B, hnédé P a fialové . Pfevzato z [16].

<4— 5" konec e 3’konec —*

NTP

Aktivni misto Sekundarni
kanal

Exit tunel

obr. 5: Komplex RNA pol ymerdzy s DNA a RNA.
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3.1.1. podjednotka a

Podjednotka a je tvofena zhruba 320 AMK a je sloZena ze dvou nezavisle sbalenych
domén. N-termindlni doména (aNTD) a C-termindlni doména (aCTD) jsou spojeny
flexibilnim mustkem. aNTD interaguje s podjednotkou p RNAP [17], aCTD interaguje s
DNA.

3.1.2. podjednotky p a p°

Podjednotka B je slozena ze zhruba 1340 AMK a podjednotka B° ze zhruba 1400
AMK. Dohromady tyto podjednotky tvofi takzvana klepeta RNAP, pfi¢emz kazda z nich tvofi
jedno rameno pomysiného klepeta. Obé podjednotky se spolu pevné vazi na dné ,kanalu“
tvofeného obéma rameny, tedy v mistech, kde tvoti aktivni centrum. Obé& podjednotky maji
kruhovy tvar, kdy N a C konce jsou v té€sné blizkosti.
bt A4

Podjednotka B obsahuje flexibilni bo¢ni ¢ast, kterd nejspise uzavira a chrani tvofenou
RNA pfi jejim vystupu z RNAP. Ze strukturnich analyz vyplyva, ze B’ tvoii v kanalu jeho
rozdvojeni (kormidlo) tam, kde DNA vystupuje z RNAP, tim separuje vlakna dsDNA (obr.
6). Podjednotka B° ve své struktufe obsahuje sekundarni kanal, ktery je asi 10-12 A Siroky, |
coz je nedostatecné pro jakékoliv vldkno DNA nebo RNA. Piedpoklada se, Ze jin;rochézi
NTP a vazi se zde dalsi proteiny ovliviiujici funkci RNAP (obr. 6) [15,16].

Rif upstream
poc'ket flexible
| flap (open)
upstream
fiexible
secondary X ﬂap (closed)
channel upstream
(nucleotide rudder
entry)

upstream

downstream ds DNA

wall

downstream
ds DNA

obr. 6: Schéma RNA polymerazy. Modré vélce - dsSDNA. Modra linka - templatové vlakno DNA, svétle modra -
netemplatové vlakno, Cervend - vznikajici RNA. Ve schématu je vidét i kormidlo v kanalu (rudder) rozdé&lujici
vlakna DNA vychazejiciho z RNAP (upstream dsDNA) a bo¢ni strukturu drZici RNA (flexible flap). Ptevzato z

[15].

13



3.1.3. podjednotka ®

Podjednotka o je slozena ze zhruba 90 AMK. Jeji funkce neni pfili§ definovand a
z experimentd vyplyva, Ze jejim vyfazenim se zpomaluje rust. Jeji funkce. je nahrazovana
proteinem GroEL. Sou¢asnym vyfazenim obou proteind je zpisobena Uplna ztrata funk&nosti
RNAP. Ze strukturalnich experimentt vyplyva, Ze se podjednotka @ vaZe najednou na C a N
konec podjednotky B°. V pokusech in vitro se o ucastni kroku sbaleni " s B v procesu
skladani RNAP (a +a — o + B — o + B~ — a2BB"). Ve sbalovani in vivo vSak tato ucast
neni prokézana. V pokusech in vitro bylo prokazano, Ze o zabratiuje agregaci §° podjednotek
a tim udrZzuje jejich rozpustnost [18]. Podjednotka @ ma vliv i na regulaci iniciace transkripce
[19].

3.1.4. podjednotka ¢

*wr

Podjednotek o je vice typl, nejpouZivanéjsi je rodina vegetativnich podjednotek o
ucastnici se transkripce provoznich (z angl. ,,housekeeping®) gent, kam patti i podjednotka
6"’z E. coli. N |

Podjednotky o ztéto rodiny se skladaji ze zhruba 610 AMK a jsou rozdéleny na
né€kolik ¢asti: N-terminalni domény 1 a 2 (ND1, ND2), miistek (LD), a C-terminalni doménu
(CD). Tyto ¢asti jsou pak déleny na dal$i mensi iseky oznaGovanymi &isly 1-4 (obr. 7). Motiv
tvaru pismena U tvofeny useky 1.2, 2.1, 2.2 a 2.4 se vaZe s jadrem podjednotky B’ (s a-
helixem coiled-coil motivu podjednotky B°). Tato interakce je nejsiln€jsi z dal§ich slabSich
interakci pmlotek o a p’. Casty motiv objevujici se ve struktufe podjednotky o je helix-
otacka-helix (HtH), ktery je strukturné funk¢&ni (obr. 8, str. 15) [15,16].

. ;

C/ { Not resoved) ND1 ND2 LD cp
r N7 N NV N
1 ol an m L] "o 1”0 N 100 1”0 20 220 240 200 280 X an M0 n0 » 400 a0
L H 1 11 1 i ) U W WS S | | U G G W Wt U G SY U Y U T P | 1 L 1 1 1 1 I St 1
N R el Tl 0 D) R meeTeTTh) R e s A S mmﬂmc

obr. 7: Rozdéleni podjednotky 6 z RNAP na domény. Pfevzato z [16].
hied
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obr. 8: Podjednotka 6 z RNAP. Barvy odpovidaji jednotlivym doméndm (obr. 7, str. 14). HtH ozna&uji
jednotlivé helixy-otacky-helixy. Prevzato z [16].

3.2. RNAP z Bacillus subtilis

Jadro RNAP u Bacillus subtilis je stejné jako u E. coli slozeno z dimeru podjednotek
a, z jedné podjednotky B a jedné podjednotky B’. Na rozdil od E. coli obsahuje RNAP jadro
B. subtilis dvé podjednotky o, které jsou velmi kyselé a maji nespiSe také funkci chaperonti
pfi skladani RNAP. Navic je§t¢ RNAP obsahuje kyselou podjednotku & (zhruba 170 AMK).
Podjednotka & zvySuje selektivitu RNAP k promotorim, zamezuje nasedani na
nepromotorovych mistech a urychluje odtrZeni vysledné RNA od RNAP po transkripci. Tim
umozituje RNAP opétovné nasednuti na promotor [20].

Dale RNAP obsahuje také podjednotku o rozpoznavajici DNA promotor. U B. subtilis

se vyskytuje celkem 17 druhi podjednotek o. Zakladni podjednotka o j‘e ze stejné rodiny
jako 6’ z E. coli. Vazbu RNAP na promotor zajistuji i jiné podjednotky o, podle toho
v jakém stadiu vyvoje se buitka nachazi. o® je podobna stresové o° u E. coli, dal3i Hdi
transkripci napt. pii sporulaci (6") nebo tvorbé bigiku (c°). Obecné B. subtilis vice nez E. coli
pouziva rtiznych podjednotek o k expresi a regulaci soubori genti u€astnicich se né&jakého
stadia vyvoje. Podjednotek o je u E. coli celkem 7 typu. U jinych organismti mtize byt tento

pocet odlisny (Streptomycetes jich maji vice nez 60).
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Podjednotky RNAP z B. subtilis maji oproti podjednotkdm E. coli niZ§i molekulovou
hmotnost (Tabulka 1). Geny pro nékteré podjednotky RNAP jsou u B. subtilis jinak
uspofadany neZ u E. coli, z toho vyplyvaji i odli§nosti pfi regulaci jejich syntézy [5,20].

V soucasné dobé je u B. subtilis vytvofen homologni model jadra RNAP spolu

s podjednotkou 6?, ur&ujici n&které jejich vzajemné interakce [21].

" ) \,
Tabulka 1: Srovnégi,.mo]ékulovych hmotnosti e}‘\'poéet AMK jednotlivych podjednotek RNAP z E. Coli a B.
subtilis. - ~

Organismts | Eeoli | E. coli B_subtilis. | B. sublilis | B-subtikis \e\\‘c\“
Pod J\ 2\ w fi| kDa pocet AMK | gen kDa pocet AMK V\;Q"/’
podjednotka a 36,5 329 | rpoA 34,8 314

podjednotka B 150,7 1342 | rpoB 133,6 1193

podjednotka B’ 155,2 1407 | rpoC 134,2 1199

podjednotka w; 10,2 91 | yloH 7,8 67

podjednotka w; X X | ykzG 8,1 69

podjednotka & X X | rpoE 20,4 173

podjenotka o 70.3 613 | sigAd 42,8 371

(6™ a o)

celkem 4229 3782 381,7 3386

4. Obecné usporadani promotoru

Sekvence DNA v misté promotoru je velmi dileZitd pro rozpoznani startu transkripce.

DNA sekvence se zapisuje jako sekvence od 5° k 3" konci netemplatového vlakna DNA a to

znaménko a sekvence pfed nim zaporné, pfi€emz nukleotid 0 neexistuje (obr. 9).

mezernik diskriminator
-35 << » -10 —-—.-,;1

TTGTCAGGCCGGAATAACTCCCTATAATGCGCCACCA

promotorové jadro

obr. 9: Schéma promotorového jadra u promotoru rrnB z E. coli.

U promotord rozpoznavame takzvané promotorové jadro v uiseku od -40 do +1, které

obsahuje &tyfi definované useky (obr. 9). (i) Diskriminator je rizné dlouhd oblast mezi

.....

16



5'-TATAAT-3’, (iii) mezernik je rizné dlouha oblast (obvykle 15 — 19 bazi) mezi -10 a -35
hexamerem, (iv) -35 hexamer - konsenzus sekvence 5'-TTGACA-3".

Rozpoznani promotoru, respektive -10 a -35 hexamert?, zajiStuje podjednotka ¢ |
RNAP. Riizné podjednotky o rozpoznavaji rizné promotory. Podjednotka ¢’ zE. Loli Q
rozpoznava promotory s hexamery s konsenzus sekvenci a délkou mezerniku 17 bp. Stresova
podjednotka ¢° je funkéni s nekonvecnimi hexamery a je flexibilni k riznym délkam \
mezernikii. Geny potfebné pfi stresu maji pravé nekanvencni hexametry a mezemlky [16,22].

Tohoto mechanismu je v buiice vyuzivano pfi transkripci riznych gent podle situace, ve které
se burika nachazi.

S. Mechanismus iniciace transkripce

Zahijeni iniciace transkripce se ucastni promotor a RNA polymeraza. U E. coli se

iniciace transkripce mohou ucastnit je§té dalsi proteiny interagujici jak s DNA templétem tak

......

nukleosid trifosfat (iNTP), tedy ten nukleotid, kterym zaina fetézec syntetizovaného RNA
vldkna. Iniciace se mohou ucastnit dal$i malé nebilkovinné molekuly, které riznymi
mechanismy iniciaci transkripce ovliviiuji.

Celkovy prubeh iniciace transkripce vyjadiuje schéma:
R+P 2 RPc212 RPg 2 RPyxp = RPg

(R =RNAP, P = promotor, RP¢c = uzavieny komplex, I = kinetické intermediaty, RPo =
otevieny komplex, RPnxrtp = RNAP s navazanym iNTP, RPg = elonga¢ni komplex)

Iniciace transkripce je vicekrokovy proces [23], kdy v prvnim kroku musi RNAP
nasednout na DNA templat v misté promotoru za vzniku takzvaného uzavieného komplexu
(RP¢) (obr. 10, 11 str. 17). DNA je v tomto komplexu ohnutd, protoZze 16 nebo 17 parovy

mezernik je moc dlouhy na to, aby zde dsSDNA mohla byt v nataZzené pozici.
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obr. 10: Schéma interakci RNAP a promotoru. Cary naznaduji interakce mezi podjednotkou a a ¢ RNAP a
riznymi iseky DNA promotoru. CTD - C-terminélni doména podjednotky a, &isla - jednotlivé &asti podjednotky
o, NCR - miistek podjednotky o, +1 - traskrip¢ni start, Dis - diskriminétor, -10 hexamer, Ext - &4st mezerniku, -
35 hexamer, UP Element - roz§ifena ¢ast promotoru. P¥evzato z [24].

obr. 11: Model navézani dsDNA na RNAP (RP¢), zelen¢ dsDNA: modfe -35 oblast, oranZov& pokradujici -10
oblast, ¢ervené& -10 oblast, fialové podjednotka c. P¥evzato z [16].

Uzavieny komplex mutzZe poté pies fadu kinetickych meziprodukti (I) piejit do
takzvaného otevieného komplexu (RPo), neboli také komplexu rezistentnimu ke kompetitoru.
DNA templat je v této situaci uz rozpleten a je utvofena transkripéni bublina (od -12 do +2
nukleotidu). RNAP je vtéto chvili chranénd proti navazani jinych molekul naptiklad
heparinu, ktery ireverzibiln€¢ vaze volnou RNAP.

V soucasné dobé je dokazan intermediat RNAP E. coli a promotoru, kde je dsDNA
vnofena do kanalu aktivniho mista, ale je$t€ neni rozpletena (obr. 12, str. 19). Coz je
v rozporu s piivodni teorii, Ze kanal je pfili§ uzky na to, aby mohl pojmout ptili§ objemné

vlakno dsDNA, a naznacuje to nutnost flexibility molekuly RNAP [25]. U RNAP z B. subtilis
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byl nalezen intermediat, kde jsou navazana vlakna DNA parcidlné separovana v oblasti pozice
-4 [20].

Downstream DNA

obr. 12: Model intermediatu RNAP a promotoru. ('Jervengmi,sta chrénéna proti_st€peni OH radikaly, fialové
mista &4stedn& chran&na, Sedivé mista nechranéna. Cisla uréuji pozice na DNA. Prevzato z [25].

Jakmile RNAP piejde do RPo, je pfipravena zacit transkripci RNA prvnim NTP. Poté,
co RNAP prerusi kontakt s promotorem, ptechéazi do elongaéni faze transkripce (RPg).

Muze se vSak stat, Ze se polymerace po spojeni n€kolika NTP zastavi za vzniku
takzvanych abortivnich produktd. V této situaci RNAP sklouzne zpét do pocate¢ni pozice
v RPg za vzniku kratkych nékolika nukleotidovych transkriptu.

Proces tvofeni otevieného komplexu je popsan nasledujicim schématem (obr. 13),

ks

o
R(RNAP) _ Ks

ki
— RP * RP
P (promoter) © °

Ka

obr. 13: Proces tvofeni RPg Pfevzato z [26].

kde k, je rychlostni konstanta asociace RNAP s promotorem: RNAP + promotor — RPo.
Tento d&j se de€li na tvorbu uzavieného komplexu: RNAP + promotor — RPc, ktery je

[RF]

charakterizovan rovnovaZznou konstantou Kg: K, = [RNAP][p . ]
romotor

ki je rychlostni

konstanta izomerizace RP¢ na RP, kg4 je rychlostni konstanta celkové disociace.
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Rizné promotory se lisi tim, jak rychle jsou schopny asociovat s RNAP za vzniku RP¢
a jak rychle jsou schopny utvofit RPo. Déle jak stabilni je jejich RPo, tedy jaky maji utvofené

RPo polo¢as rozpadu.

6. Reakce polymerace nukleosidii

Bylo prokazano, Ze polymerace (d)NTP u enzymu s touto funkci (RNA a DNA
polymeréza, reversni transkriptdza) probiha stejnym principem. K polymeraci jsou nezbytné
nutné dva ionty hoif¢iku Mg2+, které jsou koordinovany v katalytickém centru aktivniho mista
kyselymi aminokyselinami, konkrétné tfemi zbytky kyselin asparagovych v konzervovaném
motivu sledu aminokyselin -NADFDGD- B podjednotky, a fosfaty (d)NTP. Polymerace
(d)NTP probiha vytvofenim vazby mezi 3" koncovym kyslikem sacharidu a o-fosfatem
dalsiho (d)NTP za odstépeni pyrofosfatu. Mechanismus reakce je nukleofilni atak
deprotonizované hydroxylové skupiny sacharidu na a-fosfat. pKao OH skupiny je zvySovana
koordinaci kysliku Mg?* jontem &. 1 (obr. 14). Katalytické misto umozZiiuje i opa&nou reakci,
tedy hydrolyzu [27].

Template

¥ B.ll.“ B...'.. B'l.l.o

obr. 14: Schéma uspofadani polymerace NTP. 1. Mg®* koordinuje 3° O" sacharidu s a-fosfitem a udruje thel
3'0-P-O 90°. 2. Mg®* stabilizuje pentagonické uspofadani okolnich kyslikii a usnadiluje odtrzeni pyrofosfatu.
Pfevzato z [27].
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7. rRNA promotory u E. coli
Transkripce ribosomalnich operonti u E. coli za¢ind na dvou promotorech, P1 a P2

(obr. 15). Kazdy tento promotor je rizné€ aktivni v riznych ristovych fazich buriky.

-----

bohatym diskriminatorem od -10 hexameru. -10 hexamer je oddéler},l 6-bazovym mezernikem
od -35 hexameru. A .

ProtoZe afinita RNAP k jadru promotoru je nizka, nachézi se navic oproti ostatnim
promotorim u rRNA promotori takzvany UP element a Fis oblast, které afinitu zvySuji
(mechanismus viz kap. 8.1.1.). UP element je usek od -59 do -38, a Fis oblast od -150 do -60
(obr. 16, str. 22). UP element se d€li na proximalni a distalni ¢ast. ProtoZe se u promotort
vétSinou vyskytuje jen proximalni nebo distalni ¢ast, méné Casto pak ob& €asti najednou,
jejich ustalené sekvence byly uréeny oddélené. Samotna proximalni sekvence ma sled bazi od
-46 do -38 5'-AAAAAARNR-3'(R = purin, N = jakakoliv baze), distalni sekvence od -59 do -
46 5'(N'l\})AWWWWWTTTT'I(N)-3'(W = A nebo T). Pokud se v promotoru nachéazeji ob&
Casti  najednou mé sekvence UP elementu konsenzus od -59 do -38 5'-

;\!NN’)\AAWWTWTTTTNNNAAAQNN)B' [2,17,28]. Je vidét ze, UP element je u rRNA
promotori A a T bohaty s vyskytem dlouhych useki obsahujicich vZdy jeden typ baze.

P1 P2 16SMRNA 1RNA 23S rRNA 55 rRNA
e - HH x—m-ﬂ;
l' .......... 1
’ 3-5 Fis s#es UP element Cctepmmoher---
— - o H
=35 -10__+1
lewhm
——

obr. 15: Obecné schéma rRNA promotoru z E. coli. Ptevzato z [2].
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~ UP Element
Fig sny> ( Distal - . Proximal
L
<70 40 0 -40

-80
| I | | !

mBP1 atttggttgaatgttgcgecggtcagaaaattattttaaatttce

rmEP1 trtgetggggaatgcagcagtcagtcatttttctgcaattttt

30 20 10 o
rmB P1 ctdttatcdagccggaataactccdtataaggecgccacca
mEP1 ctattgcgdecctgeggagaactccdtataatdgegectceca

obr. 16: Sekvence rRNA promotori z E. coli, v rame&ku -10 a -35 hexamer. Oblast distalniho, proximalniho UP
elementu a Fis oblasti je ozna¢ena nad sekvencemi. P¥evzato z [29].

8. Faktory ovliviiujici regulaci rRNA promotori u E. coli -€ v (‘QV ehCe

Regulaci promotoru je zde myS$lena schopnost jeho DNA sekvence ovliviiovat rychlost

iniciace transkripce. U tohoto procesu lze rozlisit dvé urovné, (i) interakci RNAP s DNA, tedy
vzéajemnou afinitu, (ii) rychlost izomerizace RP¢ na RPg a jeho naslednou stabilitu.

(i) Pro afinitu RNAP k promotoru je dulezitad vlastni sekvence promotoru (viz. 4.) a
sekvence DNA pifed promotorem, tedy UP elementy a Fis oblast. UP elementy ovliviiuji
interakci DNA s podjednotkami o, Fis oblast ovliviiuje interakci RNAP s transkripnim
faktorem Fis. Vz4jemnou interakci RNAP a promotoru ovliviiuje i transkripéni faktor H-NS.

(ii) Oteviené komplexy rRNA promotorii s RNAP jsou velmi nestabilni a maji kratky
polo¢as rozpadu. Rychlost limitujicim krokem transkripce je tedy u rRNA promotorti praveé
Cas, po ktery je RNAP s promotorem v RPo. Stabilita RPo uréuje, zda bude mit iNTP dostatek
¢asu na to vstoupit do transkripéni bubliny a jestli bude RNAP schopna vytvofit prvni vazbu
mezi iniciaénim a druhym NTP.

Pro tvorbu a stabilitu RPo jsou dulezité koncentrace malych efektorovych molekul,
iNTP a guanosin-5'-(tri)difosfat-3"-difosfat ((p)ppGpp), a sekvence jadra promotoru.
Koncentrace malych efektorovych molekul uréuji jakysi regulaéni signal. Da se fici, Ze
transkripéni faktory funguji jako zesilovace signalu tvofeného regulaci malymi regula¢nimi

molekulami [2].
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8.1. Afinita RNAP k rRNA promotoru

8.1.1. UP element

S UP elementem promotoru interaguje aCTD, a to ze stejné strany helixu DNA jako
podjednotka ¢ s-35 hexamerem. Pro interakci s DNA jsou dulezité aminokyseliny T263,
R265, G296, K298 (obr. 17). Tato oblast je témé&F 100 % konzervovana v bakteridlnim své&te.
aCTD se vaZze do malého zlabku DNA v sekvenci adenini UP elementu, ktery je diky

sekvenci adeninli uZ§i neZ standardni maly Zlabek. Podjednotka a interaguje také
s podjednotkou 6 RNAP (AMK D259, E261) a tim zrychluje iniciaci transkripce (obr. 17)
[17,30].

obr. 17: Interakce podjednotky a s DNA. Zelen& a modfe oznatené AMK interaguji s DNA v malém Zlabku,
Zlut¢ ozna¢ené AMK interaguji s podjednotkou c. P¥evzato z [30].

Pokud méa UP element idealni konsenzus sekvenci zvySuje za pfitomnosti podjednotek
a transkripci z jadra rRNA promotoru P1 aZ 330 x in vivo. To je 10 x vice neZ u pfirozeného
UP elementu rRNA promotoru. Pokud je v UP elementu obsaZena jen proximalni ¢&ast,
interaguje s ni jedna podjednotka o a transkripce je zvySena 170 x in vitro, pokud jen distalni
¢ast, transkripce je zvySena pouze 16 x. 340 x je iniciace transkripce zvy$ena in vitro, pokud
jsou obsazeny ob¢ Casti a interaguji obé podjednotky o, zvySeni je tedy srovnatelné jako in
vivo. Pokud podjednotka a interaguje jesté s proteinem Fis, je rychlost transkripce jesté

zvyS$ena a to nejspise jesté vétsi afinitou RNAP k promotoru [17,29].
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8.1.2. Fis faktor

Fis je heterodimerni protein, ktery stimuluje transkripci pfi dostatku Zivin. Tento
protein interaguje jak s DNA templatem, tak s RNAP. S DNA interaguje na Fis mistech
promotoru a to na velkém Zlabku DNA. Kontakt s RNAP probihé pies jednu podjednotku a,
konkrétn€ pies jeji AMK E273 (obr. 18), a to vétSinou s podjednotkou navazanou na
podjednotku B’. Z experimenti se zda, Ze samotna podjednotka o interaguje s DNA jinak neZ

za pfitomnosti Fis [29].

obr. 18: Interakce Fis a podjednotky a s DNA: modry Fis, Eervend interakce Fis — podjednotka a, Zluté kuli¢ky
interakce podjednotky o s DNA. Pfevzato z [29].

8.1.3. Bilkovina H-NS

H-NS byl popsan jako stabilizujici protein dilezity pfi reakci na teplotni $ok, protoZe
sbaluje DNA do smy¢ek a zajist'uje tim jeji stabilizaci. In vitro ma H-NS vliv na topologii a
kondenzaci DNA. Nyni je vSak jasné, Ze hraje dileZitou roli v regulaci transkripce [31].

Za piitomnosti proteinu H-NS je nasedani RNAP na DNA znemoZiiovano jeho
interakci s DNA. (i) Tvofenim smy¢ek DNA v oblasti promotoru a tim znemoZnéni nasednuti
RNAP (obr. 19). (ii) Chycenim nasednuté RNAP na promotoru a vytvoienim smy¢ky DNA
vlaken pfed a za nasednutou RNAP (obr. 20, str. 23).

B RNA polymerase occlusion by H-NS
-33
-10
+ ‘ +
— _—> —_—
H-NS RNAP

obr. 19: Zablokovéni promotoru proteinem H-NS. Pfevzato z [31].
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A “ RNA polymerase trapping by H-NS O

obr. 20: Zachyceni RNAP nasedlé na promotoru pomoci proteinu H-NS. Prevzato z [31].

8.2. Stabilita otevireného komplexu RP a jeji role v regulaci rRNA promotoru

Pfi nahlych zménéach prostfedi (zménou koncentrace Zivin) musi builka reagovat
okamzit¢ zménou rychlosti transkripce rRNA. Tato reakce se nedéje pomoci regula¢nich
proteinti, jejich syntéza de novo by trvala pfili§ dlouho. Rychla regulace transkripce je
zajiStovana ovlivnénim rychlosti iniciace transkripce pomoci malych molekulovych efektort,
iNTP a (p)ppGpp, a to zménou jejich koncentrace.

Pozitivni regulaci zajistuje iNTP, jehoZ zvySena koncentrace ma za nasledek zvyseni
rychlosti transkripce (obr. 23) [2,26,32,33]. Tento vliv [iINTP] na promotorovou aktivitu je
vyznamny pouze u promotort, které jsou senzitivni vii¢i zmé€nam [iNTP]. ,,Senzitivita“ zde
znamena, Ze promotor vyzaduje relativné vysokou [iNTP] pro maximalni rychlost iniciace
transkripce in vitro. Tato charakteristika pak koreluje s jeho regulaci pomoci [iNTP] v burice.

Mechanismem aktivace iniciace transkripce zvySenim [iINTP] je pravdépodobné zvySeni

stability RPo [33].
C
guo| FNAL 3 .
€ (] o
é 0.75
% os0 rmB P1
g 0.25 1 ¢
0.00

O 200 400 600 80 1000 1200
[ATP] (kM)

obr. 23: Vliv koncentrace iNTP na rychlost transkripce. Graf pfedstavuje zavislost relativni rychlosti (vzhledem
k maximu) transkripce na koncentraci ATP u urrmBPla neregulované RNA 1. Pfevzato z [33].
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ppGpp je syntetizovan proteinem RelA, ktery je navdazan na ribosomu, a je
odbourdvan proteinem SpoT. Za pfitomnosti nenabitych tRNA (tRNA bez navazané AMK)
VA miste Mr»i_l?(.i?f’__r?ﬂ, zatne enzym RelA syntetizovat ppGpp. ppGpp obecné u vsech
promotorti zvySuje k; i kq u procesu iniciace transkripce, zrychluje tedy tvorbu RPQ, ale
zaroven snizuje jeho stabilitu.

U promotord s velkou stabilitou RPo (polo€as rozpadu fadové desitky aZ stovky
minut) nema koncentrace ppGpp vyrazny vliv na rychlost transkripce, protoZe tvorba a
stabilita RPo u nich neni krokem ur¢ujicim rychlost iniciace transkripce.

U promotord, kde je rychlost iniciace transkripce limitovana rychlosti izomerizace
(nizka k; naptiklad u promotori pro tvorbu AMK), ppGpp urychluje izomerizaci a tim
iniciaci transkripce. ppGpp u téchto promotord sice urychluje rozpad RPo (zvySuje ky), ale
jelikoz je u t€hto promotori kg vysokd, nema toto sniZzeni za nasledek sniZeni rychlosti
iniciace [26]. o

U rRNA promotort, které maji poloCas rozpadu otevieného komplexu velmi kratky
(fadové desitky sekund), jeho daldi zkraceni (zvySeni k4) pomoci ppGpp (obr. 21) ma za
nasledek sniZeni rychlosti iniciace transkripce. Termodynamicky mechanismus této regulace
je vysvétlen sniZenim aktivaéni energie reakce prechodu RP¢ (nebo jiného intermediatu) na
RPo (obr. 22, str. 27).

Té&chto mechanismi burika vyuziva pfi pozitivni i negativni regulaci AMK a rRNA
promotort. Pfesné vazebné misto na RNAP ani mechanismus ovliviiovani polo¢asu rozpadu
otevieného komplexu molekulou ppGpp je$té neni zcela znam [34], ale nejspiSe se bude

jednat o allostericky efekt.

o,ff'w RNAP
1.0 &
- ® Nopplpp
g\\ O 400 M ppGpp
£ o5 ®
-
- 8§
. BE
\\\ g;e
S 01} mapr

0 2 4 6 8 10
Time (min)

obr. 21: Vliv ppGpp na stabilitu RPo. Graf pfedstavuje zavislost logaritmu mnoZstvi RP, na &ase, za p¥itomnosti
a bez ppGpp. Pfevzato z [19].
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rogress of rg&:tion ot
obr. 22: A: Usnadnéni pi‘echodﬁo otevieného komplexu (RP,) u AMK promotoru sniZenim aktiva¢ni energie

pfechodu. B: Destabilazace otevieného komplexu u rRNA promotoru snizenim aktivaéni energie zp&mého
ptechodu. Pfevzato z [26].

8.3. Faktory podmiiiujici regulaci pomoci malych efektorovych molekul
8.3.1. Bilkovinné faktory

Cely tento mechanismus regulace malymi efektorovymi molekulami funguje in vivo
jen za ptitomnosti proteinu DksA. DksA ma v burice i dal$i funkce, pfi jeho absenci nebo
naopak pfili§ velké koncentraci nastavaji problémy s funkci chaperonti, genovou expresi,
diferenciaci buriky, syntézou AMK a pribéhem virulence [19,26,35].

DksA zajist'uje senzitivitu RNAP ke koncentraci iNTP a ppGpp (obr. 24, str. 28).
Tento protein interaguje s RNAP i bez DNA promotoru a podle strukturni analyzy zasahuje
svym ,.coiled-coil“ motivem do sekundarniho kanalu RNAP, a tim koordinuje Mg2+ ion
k vazbé s ppGpp.

Do sekundarniho kandlu RNAP se mohou vazat i dalsi proteiny jako GreA a GreB.
GreB je in vitro schopno zastoupit funkci DksA pii regulaci rRNA promotort, in vivo viak
GreB nema diky své malé koncentraci na regulaci vliv a jeho delece v buiice nema Zadny
efekt. GreA mé nizkou afinitu k RNAP a proto ma i in vitro na regulaci rRNA promotort jen
maly vliv. Skute¢nd biologické funkce Gre faktort je spiSe napomahani hydrolyze RNA, a tak

usnadnéni RNAP spravnému piepisovani RNA pfi ptipadném zastaveni transkripce [36].
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obr. 24: Schéma ovlivnéni transkripce malymi efektovymi molekulami, kde je zapotfebi protein DksA. Pfevzato
z[35].

8.3.2. DNA sekvence promotoru

U E. coli bylo popsano nékolik vyraznych sekvenénich prvka pro regulaci promotoru
malymi efektorovymi molekulami (ovlivnéni stability RPo). Jsou to, zejména (i) sekvence
dikriminatoru a (ii) délka mezerniku.

(1) Zaménou G a C bazi za A a T baze v diskriminatoru se zcela ztraci regulovatelnost
promotoru. Tento efekt je pfisuzovan ovlivnéni tvorby transkripéni bubliny. Nedavno byly
navic ur(':eny pozice a identity bazi v diskriminétoru, které tento efekt zpﬁsobuji.
Jeji zdménou u regulovanych promotori z konzervovaného C na jakoukoliv jinou bazi se
znaén€ zvysi (aZz 38 x zaménou na G) stabilita jejich otevienych komplexd. To se dé&je
nejspiSe odliSnou interakci mezi netemplatovym vldknem promotoru a 1.2 oblasti
podjednotky o [24,37]. ZvySeni stability otevieného komplexu sniZi regulovatelnost
promotoru malymi efektorovymi molekulami.

(i1) Zménou délky mezerniku z 16 bazi na jakoukoliv jinou délku se regulace téz ztraci
[22].

8.4. Rizeni transkripce pomoci malych efektorovych molekul in vivo

Pokud bychom sledovali ristovou kiivku bakteridlni kultury je patrné, Ze béhem
exponencialni faze ristu v bohatém mediu probihd déleni bunék rychle a je tedy potieba

syntetizovat mnoho novych proteini. Aktivita rRNA promotord je v této fazi ristu vysoka.
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Postupem ¢asu, kdy se medium za¢ina vyCerpavat, klesa rychlost déleni bun€k a tedy i
potieba tvofit nové bilkoviny, klesa tedy i aktivita rRNA promotord. Kone¢né, kdyz je jiz
medium chudé na Ziviny, dostdvaji se buriky do stacionarni faze a je zapotfebi zastavit
syntézu novych proteinti. Aktivita rRNA proteinti se velmi sniZi. Pokud buriky ze stacionarni
faze nafedime znovu do bohatého media, nebo naopak buriky z bohatého média do chudého,
musi na tuto zménu rychle odpovédét zménou rychlosti transkripce. Tato regulace se d€je
zménou koncentrace iNTP a ppGpp, jak ukazuji nasledujici grafy zévislosti promotorové
aktivity na Case a koncentrace iNTP a ppGpp v rtiznych fazich ristu buiiky (obr. 25, obr. 26,
27 str. 30). V experimentech byly pouZity regulovany promotor rrnB P1 a neregulovany rrnB
P1(dis) (viz kap. 8.3.2. (i), obr. 28, str. 30) a kontrolni konstitutivni lacUVS5.

.
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obr 25: A) Zavislost relativni aktivity promotort na &ase. Cervena kfivka naznaéuje aktivitu regulovaného
rRNA P1 promotoru, &erné a Sediva neregulovanych promotori rrnB P1(dis) a lacUVS5 v priib&hu riistu bungk,
linka ODgy je ristova kfivka.

B) Zavislost relativni koncentrace ATP a ppGpp na &ase. Zlut4 k¥ivka naznaduje priib&h vnitrobun&&né
koncentrace ATP, zelen4 ppGpp v prib&hu riistu bun&k, modra linka ODgq je ristova kfivka. Pfevzato z [32].
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obr. 26: Situace pti zfedéni bun&k ze staciondrni faze ristu do bohatého media. Grafy znazoritiuji (i) relativni
aktivitu jednotlivych promotord, (ii) relativni koncentraci efektorovych molekul: &ervend kfivka je aktivita
regulovaného rRNA P1 promotoru, &ernd a 3ediva neregulovanych rRNA P1(dis) a lacUV5, Zluta k¥ivka je
koncentrace ATP, zelené ppGpp. Ptevzato z [32].
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obr. 27: Situace pti zfedéni bun&k z exponencialni faze riistu do chudého media. Grafy znazoriuji (i) relativni
aktivitu jednotlivych promotorti, (ii) relativni koncentraci efektorovych molekul: Cervena kfivka je aktivita
regulovaného rRNA P1 promotoru, ¢ernd a $ediva neregulovanych rRNA P1(dis) a lacUVS, Zlutd kfivka je
koncentrace ATP, zelena ppGpp. Pfevzato z [32].

mnB P1(+1A) cttgteaggccggaataactcoctataatgegecac cA

B Pi(dls) cttgtcaggccggaataactccctataatgatacacch

obr. 28: Sekvence pouZitych promotorti. Ptevzato z [32].

Je patrné Ze aktivita rRNA promotorti reaguje na zmény koncentrace iNTP jakoZto
pozitivniho a ppGpp jako negativniho regulatoru. Z podrobnéjsi analyzy vyplyva, ze iNTP
fidi transkripci na zaCatku exponenciélni faze ristové kfivky, ppGpp v prib&hu exponencialni
faze a ve stacionarni fazi je aktivita fizena obémi molekulami. Timto zptisobem lze zajistit
presnou regulaci syntézy ribosomil a tedy rychlost syntézy bilkovin pro aktudlni potfeby
buriky (obr. 29, str. 31). Kontrola tohoto systému dvémi molekulami je vyhodna z hlediska
fizeni v riznych stadiich buriky. Koncentrace iNTP v exponencialni fazi musi byt relativné

konstantni i z jinych pti¢in, regulace pomoci ppGpp tento problém tedy fesi. Naopak v jinych
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piipadech, napftiklad pfi zacatku ristu, je koncentrace ppGpp jiz tak mala, Ze neovliviiuje

transkripci, v tomto pfipad¢ je regulace zavisla na [iNTP] [32,35].

>

10 5

Optical Deneity

’
NTPe

0.1

Time

obr. 29: Schéma regulace rRNA transkripce malymi efektorovymi molekulami (€ernd linka je ristova k¥ivka).
Pievzato z [32].
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9. rRNA promotory u B. subtilis
Geny pro rRNA u B. subtilis nej¢astéji obsahuji také dva promotory P1 a P2 (viz kap.

Diskriminator mezi +1 a -10 hexamerem, ktery je G a C bohaty u E. coli, je u B. subtilis AaT
bohaty. Mezernik mezi -35 a -10 hexamery je obvykle dlouhy 17 pard bazi narozdil od 16},

part bazi u E. coli. Hexamery u B. subtilis vice odpovidaji konsenzus sekvencim.

P1 -35 hex -10 hex +1
rrnB ttgcaataaataaatacaggtgttatattattaaacg
rrnd ttgcactattatttactaggtggtatattattattcg
rrnA ttgacttagacaactgaaggtgttattctaatatacg
rrnl ttgaccttttgataatatccgtgatatattattattcg
rrnH neni

rrnW neni

rrnG neni

rrnO tttacagtcataaaaattatgg tataatcatttctg
rrnE ttgaccaaataaaacaggcatggtatattattaaacg
rrnD ttgactctgattcttgaccgtgttatattattaaacg
P2 -35 hex -10 hex +1
rrnB ttgacaaaaaagaagctgaatgttatattagtaaag
rrnd ttgacttcactgagtcaacgagttataataataaag
rrnA ttgacagtagcggcggtaaatgttatgataataaag
rrnl ttgacttaaaagaagctaaatgttatagtaataaag
rrnH ttgactttgaagaagtgacattgtatactaataaag
rrnW ttgactttgaagaagtgacgttgtatactaataaag
rrnG ttgactttgaagaagtgacattgtatactaataaag
rrnO ttgacctagttaactaaaaatgttactattaagtag
rrnkE neni

rrnD ttgacaaaagaaagtcaaaatgttatattaataaag

obr. 30: Sekvence rRNA promotori P1 a P2 z B. subtilis. Tutné &ervené vyznalené konsenzus sekvence
hexamertl, tu¢n€ modte oblasti neodpovidajici konsenzus sekvencim, tu¢éné &ern& inicia¢ni nukleotid. Ozna&eni
promotortt (P1 a P2) bylo historicky podle pofadi pfed transkrip&nim startem, v soudasnosti je na zaklad&
sekven¢ni podobnosti. Proto maji n&které operony jen promotor P2.
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10. Regulace rRNA promotori u B. subtilis

V soucasné dobé se ukazuje, Ze regulace rRNA promotord, popsana u E. coli, nemusi
platit univerzalng. Ptikladem je G* bakterie B. subtilis, u které byl popsan odlisny zptsob
sekvence promotoru. Pravidla, ktera byla odvozena pro promotory z E. coli, nejsou
aplikovatelna na rRNA promotory z B. subtilis. Jak DNA sekvence podmiriuje regulaci rRNA
promotort u B. subtilis je v soutasnosti nejasné a pravé tato diplomova price pokloda tuto

otazku.

E. coli B. subtilis

~300x ~3X
NTP | ppGpp NTP [j—

pPGPpP

obr. 31: Schéma regulace rRNA promotorl u E. coli a B. subtilis. Schéma naznacuje rozdily v regulaci pomoci
UP elementu a pomoci malych efektorovych molekul. Pfevzato z [38].

Jiz popsany rozdil na Grovni DNA je relativné maly vliv UP elementd u B. subtilis na
aktivitu promotorového jadra.

Dalsim velkym rozdilem je, Ze u vSech rRNA promotori P1 i P2 z B. subtilis ptimo
svou koncentraci reguluje transkripci z malych efektorovych molekul jen iNTP, a to GTP.

Dale, ze ppGpp ovliviiuje transkripci rRNA promotord z B. subtilis transkripci
nepfimo, a to ovliviiovanim koncentrace GTP. GTP je spotfebovavano pfi biosyntéze ppGpp
enzymem RelA. Bylo prokdzano ze ppGpp inhibuje enzym IMP dehydrogenazu, ktera je
soucasti biosyntézy GTP. IMP dehydrogendza je prvni enzym v draze sméfujici k syntéze
GTP z IMP, posledniho spole¢ného prekurzoru pro syntézu ATP a GTP. Timto mechanismem
také vznika rozkmih hladin vnitrobunéénych koncentraci ATP a GTP pti nedostatku AMK,
kdy hladiny GTP klesaji a ATP zaroveri stoupaji [39].

V souéasné dobé byla rovnéZ potvrzena domnénka, Ze u promotoru z B. subtilis, které
podléhaji regulaci pfi hladovéni po AMK, je dileZita identita jejich inicia¢niho nukleotidu
[40]. Z analyzy transkripénich startd té€chto promotord vyplyva, Ze vétSina pozitivné

------

regulovanych promotord ma iniciaéni nukleotid ATP a vétSina negativné regulovanych
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6 TP. Toto uspofadani vyhovuje i fyziologickym pozadavkiim buriky s ohledem na zmény
hladin ATP a GTP pfti nedostatku AMK.

V genomu B. subtilis nebyl nalezen homolog proteinu DksA, ktery by zajiSt'oval
senzitivitu RNAP k ppGpp jako u E. coli. B. subtilis nema Zadny gen kddujici protein Fis ani
jemu podobny, takZe ovlivnéni transkripce jeho pomoci je vylouceno.

Koneéné tento ,,0dlisny“ zplsob regulace nemusi byt u bakterii vyjimkou, jak ukazuji

souCasné experimenty s Thermus thermophilus [34,41].
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Material a metody

11. Pristroje

Centrifugy

Beckman Model J2-21M - chlazena centrifuga s moZnosti vymény rotorti
rotor JA 14 — na 6 kyvet o objemu 250 ml s maximélnim
odstfedivym zrychlenim 30 100 x g

Heraeus Cryofuge 8000 - chlazena centrifuga s vykyvnym rotorem,
maximalni zrychleni 8000 x g

Universal 16 R - chlazena mikrocentrifuga s maximalnim odstfedivym zrychlenim 20 000 x g

Qualitron, INC. - stolni centrifuga na kratké sta¢eni roztoku v mikrozkumavce

Elektroforézy

Vertikalni elektroforéza Sigma - velikost gelu: 16,5 cm x 17,5 cm

Horizontalni agar6zova elektroforéza OWL - velikost gelu: 13x11,5cm
7x8cm

Agardzova elektroforéza - velikost gelu: 6,5 x 7,5 cm
Vertikalni elektroforéza na proteiny Mini-Protean III (Bio-Rad) - velikost gelu: 9,5 - 7,5 cm
Elektroforetické zdroje Bio-Rad Model 500/200 a PAC 3000

Inkubatory a tiepacky

Eppendorf Termostat 5320 — pouzivan pro inkubaci roztokd s restrikénimi endonukleazami

Thermo 120 — termoblok s moZnosti nastaveni teploty

Biological Termostat BT 120 — pouzivan pro inkubace Petriho misek s transformovanymi
burikami

Incubator Shaker Model G 25, New Brunswick Scientific (USA) — pouZivan pro inkubace
kultur v tekutych médiich

Elpan Water Bath Shaker type 357

Rota¢ni tiepacka RT60

Denzitometr: Bio-Rad Molecular Imager FX (USA)

Expozi¢ni kazeta s expozi¢ni folii BAS-MS2040 Fuji (Japan)
Spektrofotometr - Shimadzu UV - 1601
PCR Cycler -PTC - 100 MJ Research

35



- PTC - 200 MJ Research
GM podita¢ mini-monitor Series 900
Susi¢ka gelii Biometra D 62
Vakuova pumpa KNFLAB Laboport

12. Pouzivané chemikalie, enzymy a dalSi preparaty

Agar pro pevné pudy (Lachema, CR)

Agar6za pro molekularni biologii (Sigma, SRN; Lachema; CR)
Aqua pro injectione biotika (Biotika, SR)

Akrylamid (Serva, USA)

Amoniumpersulfat (Serva, USA)

Ampicilin (Biotika, SR)

Bromphenole blue (Serva, USA)

EDTA (chelaton III, Lachema, CR)

GTP (Roche, USA)

ATP (Roche, USA)

CTP (Roche, USA)

UTP (Roche, USA)

[a-*P] UTP (M.G.P., CR)

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

Restrikéni endonukleazy —, EcoR 1, Hind 111, (TaKaRa, Japonsko)
RNA polymeraza holoenzym z E. coli (Epicentre biotechnologoies USA)
T4 DNA ligaza (Takara, Japonsko)
Trishydroxyethylaminomethan (Serva, USA)

13. Prace s DNA - pFiprava plazmidi s promotorovymi konstrukty

Cilem klonovani DNA bylo vytvofit plazmidy obsahujici vZzdy rizné promotorové
jadro (-38 az +1 vzhledem k pocatku transkripce). Takto vytvofené plazmidy slouzily jako
DNA templat pro testovani pfi transkripci in vitro. Pro klonovani byl pouzit plazmid p770 o
velikosti 5080 parti bazi (obr. 32, str. 37). Tento plazmid obsahuje nami pouzivana restrikéni

mista pro enzymy Eco Rl a Hind III. Mezi tato dvé mista byly vkladany DNA promotorové

S~—— ~—
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konstrukty. Pfiblizn€ 120 bp od St€piciho mista Hind III je rho-nezavisly transkripeni
terminétor, kde kon¢i transkripce z vloZenych promotorovych konstrukti. Dale plazmid
obsahuje gen PB-laktamazy, ta poskytuje rezistenci na ampicilin, coz slouzi jako selekéni
marker pfi klonovani. Déle obsahuje promotor pro RNA 1, ktery je soucasti poc¢atku replikace

(RNAU1 slouzi pro regulaci po¢tu kopii plazmidu v buiice).

EcoR!
forward primer

ampicilin res.
reverse primer

ori

terminator

p770
(5080 nt)

obr. 32: Schéma plazmindu p770 s barevn¢ vyzna¢enymi charakteristikami a restrikénimi misty. Forward (30F)
a reverse (1620R) primer oznacuji mista nasedani primert pro sekvenaci.

13.1. I1zolace plazmidové DNA z Escherichia coli DHS5a

13.1.1. Minipreparace

Touto metodou byla ziskavana plazmidovd DNA pro ovéfeni sekvenci vloZenych
DNA konstruktti. Minipreparace byla provadéna pomoci souprav QIAprep Spin Miniprep Kit
od firmy QIAGEN. Principem této izolace plazmidové DNA je adsorpce DNA na silikagel
v prostfedi vysoké koncentrace soli. RNA, proteiny a dal$i nizkomolekularni nedistoty jsou
z kolonky odmyvény zvy$enou koncentraci soli. Plazmidova DNA je z kolonky eluovana

nizkou koncentraci soli.

Pouzité roztoky:

Pufr P1: 50 mM Tris-HCI, pH 8; 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNAza A
Pufr P2: 0,2 M NaOH, 1 % SDS

Pufr N, Pufr PB, Pufr PE

Puf EB: 10 mM Tris-HCI, pH 8,5
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Zdsobni roztok ampicilinu (50 mg/ml)

Vlastni postup:

Jednou kolonii bylo inokulovano 7,5 ml LB média s antibiotikem ampicilin (kone¢na
koncentrace 100 pg/ml). Nasledné bylo inkubovana a ttepano 12-16 hodin ve 37°C.
Roztok kultury byl centrifugovan pfi 10 000 x g, 10 minut ve 4°C a supernatant byl
odstranén.

Sediment byl resuspendovan v 250 pl pufru P1 a pfeveden do mikrozkumavky.

Bylo pfidano 250 pl pufru P2, smés byla promichana pfevracenim mikrozkumavky (5 —
6 x) a inkubovana 2 minuty na ledu.

Lyze byla zastavena ptidanim 350 pl pufru N3, smés byla opét nékolikrat promichana a
inkubovana 1 minutu na ledu. SraZenina byla centrifugovana 20 minut pfi 14 500 x g a
4°C.

Supernatant byl promichan a pfepipetovan na kolonku QIAprep, a pifeveden pfes ni
pomoci centrifugace (12 000 x g, 1 min., 4°C).

Prosly roztok byl pfepipetovan na kolonku a znovu pies ni pomoci centrifugace
pieveden.

Kolonka s navazanou plazmidovou DNA byla pieéisténa 1 x 0,5 ml pufru PB a 2 x 0,75
ml pufru PE.

Zbytky roztoki byly z kolonky odstranény pomoci centrifugace (1 min)

Plazmidovda DNA byla z kolonky eluovéna nanesenim 50 pl pufru EB a naslednou

centrifugaci roztoku do ¢isté mikrozkumavky.

13.1.2. Midipreparace

Touto metodou byla ziskavana plazmidovda DNA o dostate¢né Cistoté i mnoZstvi pro

dalsi pokusy. Midipreparace byla provadéna pomoci soupravy QIAfilter Plasmid Midi Kit od

firmy QIAGEN. Principem této izolace plazmidové DNA je aniontoméni¢ova chromatografie.

Plazmidova DNA je na kolonce vychytavana na resinové Castice pfi nizké koncentraci soli.

RNA, proteiny a dal§i nizkomolekularni necistoty jsou zkolonky odmyvéany zvyS$enou

koncentraci soli. Plazmidova DNA je z kolonky eluovana vysokou koncentraci soli.
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Pouzité roztoky:
Pufr P1: 50 mM Tris-HCIL, pH 8, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNAza

Pufr P2: 0,2 M NaOH, 1 % SDS

Pufr P3: 3 M octan draselny, pH 5,5

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

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

Pufr QF: 1,25 M NaCl, 50 mM MOPS, pH 8.5, 15 % isopropanol (v/v)

Zdsobni roztok ampicilinu (50 mg/ml)

Vlastni postup:

Bakterialni kultura z glycerinové konzervy byla inokulovana do média s antibiotikem
ampicilin (kone¢na koncentrace 100 pg/ml). Kultura byla nasledné inkubovéna za
stalého tfepani 12-16 hodin ve 37°C.

Narostld kultura byla centrifugovana pti 10 000 x g, 10 minut, pfi teplote¢ 4°C.
Supernatant byl poté dokonale odstranén.

Sediment byl resuspendovan ve 4 ml pufru P1.

Byly pfidany 4 ml pufru P2 a roztok byl jemné promichan otd€enim kyvety do té doby
nez cely zmodral (cca 1,5 min). Zmodrani je zplisobeno indikatorem, ktery je obsaZen
v pufru P2 a indikuje lyzi bakteridlnich bunék.

Pfidéno 4 ml pufru P3 a vSe bylo opét jemné¢ promichéano do té doby nez se roztok
odbarvil.

Nasledovala centrifugace pti 8 000 x g, 20 minut, pii 4°C.

Supernatant byl prelit do stfikacky s filtrem a nanesen na kolonku ekvilibrovanou 4 ml
pufru QBT.

Kolonka byla samospadem promyta 2 x 10 ml pufru GC.

Plazmidovda DNA byla z kolonky eluovana 5 ml pufru QF do sterilni zkumavky
(falkonky).

K eluatu bylo pfidano 3,5 ml isopropanolu, plazmidova DNA v tomto prostiedi
precipituje. Roztok byl nasledné centrifugovan pii 9 000 x g, 40 min, pii 4°C.
Supernatant byl opatrné slit, pelet plazmidové DNA opatrn¢ oplachnut vychlazenym
70% ethanolem a usu$en ve vakuu.

Pelet byl rozpustén v 600 pl injekéni vody a vysledny roztok dale ¢istén.
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13.1.3. Purifikace plazmidové DNA fenolem, chloroformem

Touto metodou se DNA ¢&isti od znegistujicich proteint, hlavné od RNAzy, ktera se
pouziva pifi midipreparaci.

Pouzité roztoky:

Fenol - ekvilibrovany s 0,1 M Tris, pH 8-9, 0,1 % 8-hydroxychinolinem, 0,2 % ]
2-merkaptoethanolem <
Chloroform

Vlastni postup:
° K roztoku, ktery obsahoval plazmidovou DNA byl pfipipetovan fenol v poméru 1 : 1,

smés byla 5 minut michana pfevracenim zkumavky a pak centrifugovana 5 minut pfi
13 500 x g. Do nové mikrozkumavky byla piepipetovana vodna faze.

° K vodné féazi byl ptipipetovana 1/2 objemu fenolu a stejné mnozstvi chloroformu. Opét
nasledovalo 5 minut michéni pfevracenim zkumavky a centrifugace 5 minut pifi 13 500
Xg.

. Do nové mikrozkumavky byla pfepipetovana vodna faze a byl pfipipetovan stejny
objem chloroformu, nasledovalo 5 minut michani a centrifugace 5 minut pfi 13 500 x g.

. Plazmidovda DNA ve vodné fazi byla precipitovana ethanolem v prostfedi octanu
sodného (viz kap. 13.1.4.).

13.1.4. Precipitace plazmidové DNA ethanolem v prostiedi octanu sodného

Pouzité roztoky:

3 M octan sodny, pH 5,2
96 a 70 % ethanol

Vlastni postup:
. Roztok s plazmidovou DNA byl smichan s 1/10 objemu 3 M octanu sodného, pH 5,2 a

k takto vzniklému celkovému objemu byl pfidan 2,2 nasobek objemu 96 % ethanolu ( — ’
20 °C) a vse bylo dikladné promichano.

. Smés byla inkubovéana 15 minut v -80°C.

° Plazmidova DNA byla centrifugovana 30 minut pfi 14 000 x g, pii 4°C.

. Sediment byl oplachnut vychlazenym 70 % ethanolem, usu$en a rozpustén v 50 pl 10
mM Tris-HCI, pH 7,9.

o Koncentrace plazmidové DNA byla uréena spekrofotometricky, pti vinové délce 260

nm. Dale byl uréen pomér absorbanci pti vinovych délkach 260 a 280 nm.
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. Plazmidova DNA byla dale analyzovana restrikénim $t€penim a pomoci elektroforézy.

13.1.5. Analyza plazmidové DNA restrikénim $tépenim

Pouzité roztoky:

Restrikéni endonukledzy Eco Rl a Hind 111: kone¢na koncentrace 1-2 U/500ng DNA
Roztok EDTA 0,5 M, pH 5,2
10 x koncentrovany restrikéni pufr

Vlastni postup:
. Nejprve byla namichana restrikéni smés o objemu 10 — 50 ul, ktera obsahovala (i)

plazmidovou DNA, obvykle 10 pl izolatu z minipreparace nebo 80 ng plazmidu
vyizolovaného pfi midiprepu a (ii) restrikéni endonukleazu (RE) v koncentraci 1-2
U/506}1g DNA a restrikéni pufr (1/10 celkového objemu).

o \Y% pfip;dé, Ze bylo $tépeno dvéma RE soucasné, byl pouzit takovy pufr, ve kterém oba
enzymy vykazovaly vysokou aktivitu.

. Restrikéni smés byla inkubovana 1 hodinu v 37°C.

o Po inkubaci byla reakce ukon¢ena ptidanim roztoku EDTA (chelaton III, slou€enina
vyvazujici hofe€naté ionty nezbytné pro aktivitu enzymu) na vyslednou koncentraci 10
mM.

13.1.6. Elektroforeticka analyza DNA

K analyze DNA byla pouzita horizontalni elektroforéza v agarézovém gelu. Princip
této metody je zaloZen na skute€nosti, Ze se DNA v roztoku chova jako polyanion a v
elektrickém poli putuje k anodé€. Pro kontrolu velikosti DNA a pro odhad jeji koncentrace byl
pouzivan hmotnostni marker (DNA z bakteriofdga A §t€pend enzymy Hind III a EcoR I,

velikosti fragmentl v rozmezi 21 226 — 564 bp). Marker byl pfipravovan v nasi laboratofi.

Pouzité roztoky :

Agaroza

50x TAE, pH 8,0 — 2 M Tris-acetat, 50 mM EDTA, pH 8,0

ethidium bromid — 10 mg/ml

vzorkovy pufr pro DNA - 2,5 mg/ml bromfenolova modf, 2,5 mg/ml xylen cyanol, 30 %
glycerol, 6 mM EDTA
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Vlastni postup:

° Nejprve byla sestavena elektroforéza.

° Pozadované mnozstvi agar6zy (hmotnostni jednotky odpovidaji objemovym) bylo
v mikroviné troub¢ rozvateno v 1x TAE na 0,8 % agar.

. Agaréza byla poté ochlazena pod tekouci vodou na teplotu asi 50°C a byl do ni pfidan
ethidium bromid na vyslednou koncentraci 0,5 pg/ml (ethidium bromid byl zaroven
pfidan do zbylého elektroforetického pufru).

. Na pfipraveny gel byly nanaseny vzorky plazmidové DNA a hmotnostni marker.

. Po naneseni vzorkt byla DNA dé&lena za stalého napéti 5 V.cm™. Ke sledovéni prib&hu
elektroforézy slouzila bromfenolova modf a xylene cyanol (bromfenolova modf putuje
pfibliZzné na trovni 250 bp a xylen cyanol 2500 bp).

° Gely byly prohliZzeny na UV transiluminatoru pii vinové délce 320 nm (v této oblasti je
vidét ethidium bromid interkalovany do DNA) a vybrané gely byly fotografovany
pfistrojem Polaroid nebo Panasonic do digitalniho formatu.

. U plazmidu byla zkoumaéna jejich kvalita i kvantita. e

. Pokud to vyZadoval dalsi postup, byly vybrané DNA fragmenty z gelu isolovany.

13.1.6. 1zolace DNA z gelu
Izolace DNA z gelu byla provadéna pomoci soupravy QIAEX II od firmy Qiagen.
Preparace je zaloZena na afinitni chromatografii, kdy se DNA vaZe na silikagelové kuli¢ky

v prostfedi chaotropnich soli.

Pouzité roztoky a material:
Pufr OG, pufr PE, pufr EB
isopropanol

Vlastni postup:

. Z agar6zového gelu byl vytfiznut blo¢ek obsahujici DNA pro izolaci.

. Dilek byl zvaZen a vloZen do mikrozkumavky.

. Do mikrozkumavky byl ptidan pufr QG (300 pl pufru nal00 mg gelu).

. Smés byla dikladné promichdna a inkubovana 10 minut v 50 °C (kazdé dvé minuty

inkubace byla smés opét diikladné promichana).
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o Nasledné bylo upraveno pH roztoku podle pfitomného barevného indikatoru. Pokud
byla barva roztoku oranZova nebo fialova byl ptiddn 3 M octan draselny pH 5,0 dokud
nebyl roztok Zluty.

. Ke smési byl ptidan isopropanol v poméru 100 pl na 100 mg gelu.

. Roztok byl pfenesen na kolonku s membranou a centrifugovan 1 minutu pfi 12 500 x g
a tento krok zopakovan.

. Na kolonku bylo naneseno 0,5 ml pufru QG, ktery byl centrifugovan 1 minutu pfi
12500 x g.

. Na kolonku bylo naneseno 0,75 ml pufru PE, ktery byl centrifugovan 1 minutu pfi
12 500 x g.

. Kolonka byla centrifugovéana ,,na sucho® 1 minutu pfi 12 500 x g a supernatant byl
odstranén a kolonka byla pfenesena do nové mikrozkumavky.

. DNA byla z membrany eluovana 50 pl pufru EB, ktery byl centrifugovan do pfipravené

mikrozkumavky.

13.2. Klonovani DNA

13.2.1. PFiprava DNA inzertu

Inzerty byly sklddany zkomplementarnich jednovldknovych DNA fetézci.
Jenovldknové DNA fetézce byly komplementarni tak, Ze na vzniklém dvouvldknu DNA
vznikly ptesahujici lepivé konce odpovidajici $t€peni RE Eco RI a Hind 111, které ale
neobsahovaly fosfat na konci vlaken. Schéma DNA inzertu:

tatttgacaaaaatgggctcgtgttgtaatatgagttcggtct

Ve schématu jsou Zluté¢ a zelené vyznaCnena komplementarni vlakna DNA) Cervené jsou
vyznaleny lepivé konce odpovidajici St€peni RE. Jednotlivé jednovldknové DNA fetézce byly

objednavény u externi firmy (EastPort, CR).

Vlastni postup:

. Do mikrozkumavky bylo napipetovéano po 5 pl ,fg_r_w_af_cf a Lr_gyg&svf’;h\_(lékna DNA, 10 ul 10
x pufru Tag pol, 5 ul 25 mM MgCl a doplnéno vodou do objemu 100 pl.

. Smés byla vlozena do PCR cysl’eru v programu kdy b&hem 1 hodiny klesa teplota smési

z 95°C na 45°C rychlosti 1\°C za minutu.
A~
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13.2.2. Priprava plazmidu a ligace DNA inzertu

Plazmid p770 byl nejprve $té€pen odpovidajicimi restrikénimi endonukleazami (viz kap.
13.1.5.), restrikéni smési byly rozdéleny agar6zovou elektroforézou a $té€peny plazmid z gelu
izolovan. Takto pfipraveny plazmid byl pouZit pro ligaci s inzertem.

K ligaci byla pouzivana T4 DNA ligaza od firmy Takara o koncentraci 20 U/pl. Enzym
DNA ligaza spojuje kohezni konce plazmidd a ligovanych inzertd za vzniku

fosfodiesterovych vazeb. Reakce je energeticky naro¢na a vyZaduje ptitomnost ATP v pufru.

Vlastni postup:

. Nejprve byly namichany reakéni smési tak, aby obsahovaly plazmid a inzert v molarnim
pomeéru 1 : 5. Obvykle bylo pouzito 50 — 100 ng plazmidu, 1-5 U ligazy a ligaéni pufr o
koncentraci 1 x.

o Smés byla inkubovana 3 — 16 hodin pti 16°C.

. Ligace byla ukon¢ena inaktivaci enzymu inkubaci pfi 65°C po dobu 15 minut.

13.2.3. Transformace bunék Escherichia coli DH5a.

Transformace vSech kmenu byla provadéna metodou tepelného Soku.

Vlastni postup:

. ZmraZené kompetentni buriky uchovavané pii -80}/(3 byly roztaty v ledové lazni.

o Liga¢ni smés nebo plazmidy byly rozpipetovany do vychlazenych (0°C)
mikrozkumavek a bylo pfipipetovano po 200 ul kompetentnich bun€k. Smési byli lehce
protfepany a inkubovany 30 minut v ledové lazni. N

. Mikrozkumavky byly inkubovany 90 sekund ve 42°C a pak 5 minut v ledové lazni.

o Do kazdé mikrozkumavky byl pfidan 1 ml LB média. Mikrozkumavky byly tfepany 1
hodinu v 37 °C v horizontalni poloze.

. Buriky byly kratce centrifugovany, supernatanty byly odlity a sedimenty byly
resuspendovany ve zbytku média, ktery stekl zpét ze stén mikrozkumavky.

. Buiiky byly rozetfeny na misky se selekénim antibiotikem a inkubovany 12-16 hodin ve
37°C dnem vzhiru.
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13.2.4. Sekvenaéni reakce

K ovéfeni uspé€snosti klonovani a transformace byla pouzita sekvenaéni reakce a jeji
vyhodnoceni na kapilarnim sekvenatoru. K amplifikaci byl pouZit systém BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). K sekvenaci byly poZity tyto primery:

30 F forward primer pro p770 (~ 60 bp 5’smérem od Eco RI):
ccacctgacgtctaagaaacc

1620 R reverse primer pro p770 (~25 bp 3 smérem od Hind I1I):
gcgctacggcgtttcacttce

Vlastni postup:

. Nejprve byl do 200 pl mikrozkumavek namichan sekvenaéni mix o finalnim objemu 10

ul, Jedna reakce obsahovala:

2 pl premixu BigDye Terminator

1 ul forvard nebo reverse primeru (3-10 pmol)

7 ul plasmidové DNA z minipreparace vybranych kolonii Ce ¢

° Smés byla dobie promichana, vloZena do cycleru a reakce probihala v cyklu AR /A
96°C 10 sec. - tani DNA, 45°C 5 sec. - nasedani primerd, 60°C 4 min — polymerace,
celkové v 35ti cyklech.

. K produktim reakce bylo pfidano 10 ul 3 M octanu sodného a 80 pl vody. Vzorek byl
promichan a ptepipetovan do 1,5 ml mikrozkumavky.

° Bylo pfiddno 5 pg glykogenu a promichano. Nasledné bylo pfidano 300 pl 96 %
ethanolu a opét promichano, timto krokem byl produkt sekvenéni reakce sraZen.

o Vzorek byl centrifugovan 20 minut pti 17 000 x g a 4°C.

. Pelet byl oplachnut 250 pl 70f:A» ethanolu a centrifugovan jako v pfedchozim bodé¢. )

. Pelet byl usu$en ve vakuu a odeslan do sekvenac¢ni laboratofe.

. DNA sekvence byla kontrolovana pomoci programu Chromas a ClustalX. Bakterialni
kolonie obsahujici pozadovany plazmid sinzertem byly zakonzervovany do
glycerinovych konzerv (850 ul bunééné kultury a 150 pl glycerolu) a uschovany pii
-80°C.
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14. Metody price s proteiny

14.1. Exprese a izolace podjednotky ¢* RNAP z B. subtilis

Podjednotka 6* RNAP byla exprimovana v buitkach E. coli BL21. Tyto buiiky
obsahovaly gen pro podjednotku ¢* na plazmidu pCD2 pod IPTG inducibilnim promotorem.
Protein se exprimuje do inkluznich télisek, které byly rozpustény guanidin hydrochloridem.
Protein byl nasledn¢ renaturovan a poté izolovan na diethylaminoethyl celulose Whatman

DES?2 principem ionexové chromatografie.

Pouzité roztoky:

Lyzacéni pufr: 40 mM Tris-HCI, pH 7,9, 0,3 M KCl, 10 mM EDTA

Pufr A: 50 mM Tris-HCI, pH 7,9, 0,5 mM EDTA, 5 % glycerol (v/v), 0,1 mM DTT
Uchovavaci pufr: 50 mM Tris-HCIl, pH 7,9, 0,5 mM EDTA, 0,1 M NaCl, 0,1 mM DTT, 50 %
glycerol (v/v)

6 M gauanidin-HCI

100 mM IPTG

Zdsobni roztok ampicilinu (50 mg/ml)

Vlastni postup:

. Z glycerolové konzervy bylo inokulovano 15 ml LB média s ampicilinem (100 pug/ml) a
inkubovano 12-16 hodin ve 37°C.

° 10 ml noéni kultury bylo inokulovano do 1 1 LB s AP (100 pg/ml) a inkubovéano pfi
37°C za stalého michéani dokud kultura nedoséhla absorbance Ago= 0,6-0,8.

. Nasledovala indukce exprese proteinu pfidanim IPTG (finalni koncentrace 0,1 mM) a
inkubace pokracovala dalsi 3 hodiny.

° Buriky byly centrifugovany pii 7 700 x g, 15 minut pfi 4°C. Supernatant byl dokonale
odstranén a sediment byl resuspendovan v 10 ml lyza¢niho pufru, dalsi prace probihaly
pti 4 °C.

. Byl pfidan lysozym do finalni koncentrace 100ug/ml a buriky byly 3 x sonikovany s

ptestavkami na ledu (1 min.).

. Inkluzni téliska byla izolovana centrifugaci pfi 27000 x g, 15 minut a znovu
sonikovéna.

o Inkluzni téliska byla znovu izolovéana centrifugaci pti 27 000 x g a supernatant byl
odstranén.

o Inkluzni téliska byla promyta 10 ml vody a znovu centrifugovéna, celkem 2 x.

. Inkluzni téliska byla rozpusténa ptfidanim 10 ml 6 M gauanidin-HCI a inkubovana 30

minut pii 4°C.
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. Renaturace proteinu byla provadéna fedénim rozpusténého proteinu pufrem A. B&hem 4
hodin byl ptivodni roztok vzdy 2 x fedén do kone¢ného objemu 1280 ml.

° K renaturovanému proteinu byl pfidam 1 g diethylaminoethyl celulosy Whatman DES52
a smés byla michana 5 hodin pfi 4°C. Roztok se nechal sedimentovat 12-16 hodin.

. Ciry roztok byl odsét, celulosa byla pfevedena na kolonu a promyta 2 x 5 ml pufru A.

. Protein byl eluovan gradientem NaCl, vzdy 5 ml pufru A se vzristajici koncentraci
NaCl (0,1, 0,2, 0,3, 0,4 a 0,5 M).

o Frakce byly jimany manuéln€ po 1,5 ml, v jednotlivych frakcich byl zkouméan obsah
proteinti metodou podle Bradfordové. l Cﬂt‘TLey P

° Frakce byly dale analyzovany na SDS-PAGE elektroforéze.

. Frakce obsahujici podjednotku o* RNAP byly spojeny a dialyzovany 2 x proti 0,5 1
uchovavaciho pufru.

o Protein byl uskladnén pti -20°C.

14.2. Méfeni koncentrace bilkovin — metoda podle Bradfordové

PouZité roztoky:

Bradfordovo ¢inidlo — roztok Coomassie Brilliant Blue G-250

100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 (rozpustit v 50 ml ethanolu); 8,5 % H3PO4 (100 ml
85 % H3PO4na 11 ¢inidla) a doplnit dH,O na 11

BSA 1 pug/ud

Vlastni postup:
. Vzorek bilkoviny byl doplnén iH,O na objem 200 pl a zaroveni byla podle tabulky

namichana kalibra¢ni kfivka. Jako standard bylo pouZito BSA.

Mnosstvi BSA (ug/ul) [0 |1 |2 |3 |4 [5 [6 [10 [20 [30

ul BSA (1 pg/pl) 0 [1 |2 |3 [4 |5 |6 |10 [20 |30

dH,0 200 {199 [198 [197 {196 [195 (194 |190 | 180 |170

. Déle bylo ptidano 800 pl ¢inidla, smés byla dobie promichana a inkubovéana 5 minut
v pokojové teploté (stalost roztoku je poté S — 20 minut od zamichani).
. Vzorek byl méfen pifi Asgs a naméfené hodnoty byly vyhodnoceny pomoci programu

Microsoft Excel.
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14.3. Polyakrylamidova elektroforéza proteinu

K elektroforetické analyze proteini byla pouZita metoda vertikalni polyakrylamidové
elektroforézy v prostfedi SDS (SDS-PAGE). Jednalo se o denaturujici elektroforézu. Bylo
pouzivano diskontinudlni uspofadani, tedy pouZiti zaostfovaciho a separa¢niho gelu. Proteiny

byly déleny podle své molekulové hmotnosti.

Pouzité roztoky:

Vzorkovy pufr: sloZeni pro objem 8 ml: 1 ml 0,5 M Tris.HCI, pH 6,8; 0,8 ml Glycerol; 1,6 ml
10% SDS; 0,2 ml 0,05% Bromfenol. modf.; 1,2 ml 2-merkaptoethanol; 3,2 dH,0
30% AA, bis AA
1,5 M Tris.HCI, pH 8,8
0,5 M Tris.HCI, pH 6,8
10 % SDS
Elektrodovy pufr (5x), pH 8.3
10 % APS
TEMED
roztok Coomassie Blue R-250 — 0,2 g Coomassie Brilliant R-250; 2,5 g CuS0O4.5 H;0; 135
ml ethanolu (ve kterém byla rozpusténa Coomassie Briliant Blue R-250); 315 ml H,O (v ni
byl rozpustén CuSOys); 50 ml kys. octové
odbarvovaci roztok — 25 % methanol; 10 % kyselina octova
— pouzity roztok se odbarvuje ptes aktivni uhli
uchovdvaci roztok na gely — 1 % glycerol; 4 % kyselina octova

Vlastni postup:
. 5 ul vzorku bylo smichano s 5 pl vzorkového pufru a ponechano 5 minut pti 95°C.

Analyzovan byl obvykle 1 pg proteinu.
. Byla sestavena aparatura na elektroforézu Mini Protean III Bio-Rad.
° Podle tabulky byl namichan roztok pro separa¢ni gely (mnoZstvi jsou uvedena pro dva

gely pii pouZiti aparatury Mini Protean III Bio-Rad).

Hustota gelu 12 %

30% AA, bis AA 4,0 ml
1,5 M Tris.HCI, pH 8,8 2,5ml
dH,0O 3,5ml
10% SDS 100 pl

. Do smési bylo pfidano 35 pl 10 % APS a 4,5 ul TEMED , smés byla dobfe promichana
a roztok byl okamzit¢ injekéni stfikatkou s jehlou nalit mezi skla, a to 1,5 cm pod

hranici mensiho skla. Nalité gely byly ptevrstveny dH,O a nechany utuhnout.
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Po utuhnuti byla odstranéna vrstva vody, a byl namichan roztok pro zaostfovaci gely

(mnoZstvi jsou uvedena pro dva gely pfi pouZiti aparatury Mini Protean III Bio-Rad)

Hustota gelu 4%
30% AA, bis AA 325 ul
0,5 M Tris.HCI, pH 8,8 625 pl
dH,O 1,52 ml
10% SDS 25 pl

Pied nalévanim bylo pfidano 35 ul 10% APS a 3,8 ul TEMED/‘:!./ Roztoky byly
pipetovany na povrch separa¢niho gelu a do nich byly vsunuty hfebeny, zaostfovaci gel
se nechal polymerovat (pfiblizné 15 minut).

Elektroforéza obvykle probihala pfi napéti 180 V. Pribéh elektroforézy byl sledovan
podle putovani bromfenolové modfi.

Gely byly dany do roztoku Coomassie Briliant Blue a za stalého michéni barveny
alespoii 1 hodinu.

Gely byly odbarvovany v odbarvovacim roztoku a poté uloZeny ve 4°C v uchovavacim

roztoku (alespori 12 hod.), nasledné byly pievedeny do digitalni podoby.

14.4. Rekonstituce jadra RNAP a podjednotky ¢” z B. subtilis

Touto metodou se oba proteiny sloZi do funkéni holoenzymu RNAP. Jadro RNAP

bylo izolovano v nasi laboratofi metodou afinitni chromatografie na Ni** iontech.

Pouzité roztoky:

Roztok jadra RNAP 3,26 uM
Roztok o” podjednotky 54,7 uM

Vlastni postup:

Roztoky jadra RNAP a ¢* podjednotky byly vmolarnim pomé&ru 1:9 smichany a
inkubovany 30 minut pfi 30°C. Saturujici pomér 1:9 byl stanoven titraci 6* k jadru
RNAP.

Takto rekonstituované proteiny se uchovavaji pii -20°C.

Pro transkripéni reakci in vitro se dale fedi uchovavacim pufrem na poZadovanou

koncentraci 300 nM.

49



15. Transkrip¢ni experimenty

Transkripéni experimenty byly provadény s RNAP z B. subtilis rekonstituovanou
z jadra RNAP a z ¢ podjednotky nebo s komeréng dostupnou RNAP z E. coli. Tyto RNAP
byly pouZitz pro transkripci z jednotlivych plazmidu in vitro.

Pfi reakci byl pouzit radioaktivné znaCeny nukleosid trifosfat - UTP. Radioaktivné
znacen je jeho a fosfat obsahujici 3P. *?P je B zafi¢ s polodasem rozpadu 14,3 dne a silou
emitovanych B~ &stic 1,71 MeV. Rozpad probih4 podle rovnice **P — ¢ + *2S. Zafeni vniklé
rozpadem UTP zabudovaného do fetézce vnikajici RNA se absorbuje pomoci absorpé¢ni folie.
Mnozstvi produktu transkripéni reakce bylo méfeno denzitometricky. ProtoZe jsou vznikajici
transkripty vzdy stejné velké, pomér jejich intenzit zafeni odpovida poméru jejich mnozstvi a
odpovidaji tedy za danych podminek rychlosti iniciace transkripce nebo mnoZstvi RNAP
schopné transkripce. JelikoZ se pracuje se zdrojem ionizujiciho zéafeni, musi se pouZivat

ptislu$né ochranné pomticky.

15.1. Uréovani Kgrp u jednotlivych promotorovych konstruktii

.....

maximalni rychlosti iniciace transkripce z daného promotoru. Hodnota Kgrp se pouziva jako

srovnavaci faktor mezi jednotlivymi promotory. Transkripce se provadi pfi 10 rtiznych

.....

konstantni. MnoZstvi produktu transkripéni reakce pfimo odpovida rychlosti iniciace
transkripce pfi dané koncentraci iNTP. MnozZstvi produktu se po elektroforéze mét

denzitometricky.

Pouzité roztoky a material:

20x koncentrovany transkripcni pufr: 800 mM Tris.HCI 7,9, 200 mM MgCl, , 20 mM DTT
20 mM ATP, CTP, GTP

1 mM UTP

[a-32P] UTP (9,25 Mbq)

zdsobni roztok plazmidu 40ng/ul

1 MKcCI

BSA 10 mg/ml

zdsobni roztok RNAP z B. sabtilis (300 nM)

zdsobni roztok RNAP 7 E., coli (1U/ ul)

stop roztok: 95 % formamid, 20 mM EDTA pH 8,0, 0,05 % bromfenolova modt, 0,05 %
xylene cyanol

5,5 % roztok AA v 7M mocloviné a TBE pufru

10 % APS

TEMED
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10 x TBE pufr: 0,9 M Tris.HCI, 0,02 M EDTA pH 8,0, 0,9 M kyselina borita

Vlastni postup:

JelikoZ se pfi experimentu pracuje se zdrojem ionizujiciho zéafeni, musi se pouZivat
pfislusné ochranné pomicky (rukavice, bryle, plexisklové §tity) a pracovat na
vyhrazeném misté (digestor).

Transkripéni reakce byla provadéna pii 20, 40, 100, 200, 400, 600, 1000, 1300, 1600,
2000 uM GTP. Vychazi se ze zasobniho roztoku 20mM GTP, ktery se pfislusné fedi.
Nasledné byla piipravena reakéni smés obsahujici vSechny slozky potfebné pro
transkripci, kromé RNAP. SloZeni reakéni smési pro 1 reakci (v praxi se pfipravuje pro

vice reakci najednou pfisluSnym znasobenim):

Objem (ul) Slozka smési

0,5 20 x koncentrovany transkripéni pufr

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

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

0,1 1 mM UTP (findlni koncentrace 10 uM)

1 GTP pfislusného fedéni

0,1 [a - **P] UTP

2 plazmid (findlni mnoZstvi 80 ng)

3,5 iH,0 R
1,5 1M KCI (finalni koncentrace 150mM) \ A ¢ °
0,1 BSA 10 mg/ml

Do piipravenych mikrozkumavek bylo odméfeno 1 pul GTP piislusného fedéni a k nému
8 ul reakéni smési.

Zkumavky byly preinkubovany 5 minut pii 30°C a reakce byla iniciovana pfidanim 1 pl
RNAP (finalni koncentrace 30 nM). Celkovy objem reakce byl 10 ul.

Transkripce probihala 15 minut pfi 30°C a byla ukoncena se pfidanim 10 pl stop
roztoku (obsahuje chelatony vychytavajici Mg>* ionty potiebné pro transkripci a
formamid denaturujici RNAP).

Produkty transkripce byly separovany na 5,5 - 7 % polyakrylamidovém gelu v TBE
pufru. Gel byl nasledné su$en a poté uzavien do expozi¢ni kazety, kde se na citlivou

folii absorbuje zafeni vznikajici z transkriptu.
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. Priméarnim vysledkem byl obraz gelu se zietelné ozafenymi pasy odpovidajici
transkriptim. Intenzity jednotlivych pasu byly méfeny na pfistroji Bio-Rad Molecular
Imager FX a kvantifikovany pomoci softwaru Bio-Rad Quantity One. MnoZstvi
transkriptu bylo uréeno jako intenzita pfislusného pasu zmensena o intenzitu pozadi.

. Jednotlivé intenzity se vztahuji vzhledem k hodnoté intenzity v plateau fazi. Plateau
faze je faze, kdy se zvySenim koncentrace iGTP jiz nezvy$i rychlost iniciace
transkripce, tedy ani mnoZstvi produktu transkripéni reakce.

° Vysledky byly matematicky zpracovany, vyneseny do grafu (obr. 33) a zrovnice
vynesené kiivky byla uréena hodnota Kgrp pfislu$na danému promotoru.

. Prokladana kfivka ma tvar y = a.(1-exp(-b.x)) a pro Kgrp plati Kgrp = -In(1-(a/b))/0,5
Zavislost rychlosti iniciace transkripce na [GTP]

1,2

Maximalni rychlost iniciace
transkripce

1,0

0,8 - 6 ©

0,6
50 % rychlost iniciace transkripce

0.4 -

relativni rychlost iniciace

0.2

0,0

\ 4
T T T T T

Kgrp | 500 1000 1500 2000 2500
[GTP] (uM)

obr. 33: Zavislost rychlosti iniciace transkripce na [GTP]. Modra ipka vyznaCuje maximalni rychlost iniciace
transkripce, zelené Sipka 50 % rychlost iniciace transkripce, ¢ervena Sipka vyznacuje Kgrp.

(@]

15.2. Uréovani polodasu rozpadu t;» otevireného komplexu jednotlivych promotorovych
konstrukti a RNAP pomoci heparinu

Polocas rozpadu t;, uréuje stabilitu otevieného komplexid promotoru a RNAP. Tento
komplex je charakteristicky tim, Ze je odolny vi¢i plsobeni kompetitoru, jako je heparin.
Heparin je polyanionicky sacharid. Heparin se zd4 byt schopny vazat volnou RNAP a

disociovat v uzavieném komplexu vazanou RNAP. Neni ale schopny vazat RNAP

52



v otevieném komplexu RNAP. K ur€eni t;, se pouzivd metoda transkripce in vitro pravé
v ptitomnosti heparinu. Na zac¢atku experimentu se nechaji reagovat a dojit do rovnovahy
molekuly promotoru a RNAP, vznika tedy uréité mnozZstvi uzavienych a otevienych
komplext a ur€ity podil promotoru a RNAP zilstava volny. Poté se do reakce pfida heparin,
ten navaZe volnou a disociuje v uzavieném komplexu vazanou RNAP. V roztoku zbyvaji jen
oteviené komplexy RNAP a promotoru. Pokud se v této chvili otevieny komplex rozpadne je
pfistupnd RNAP navazéana na kompetitor a znovu jiZ novy otevieny komplex vnikat namuze.
Po ptidani kompetitoru se zreakce odebira vzdy stejné mnoZstvi roztoku a piidava se
ke smési vSech &tyf NTP véetné radioaktivné znateného UTP. Z otevienych komplext
prob¢hne transkripce. Po terminaci transkripce disociuyje RNAP z DNA templatu a je
okamzit¢ navazédna na kompetitor. MnozZstvi transkriptu tedy pfimo odpovidd mnoZstvi
otevfenych komplexti v ¢ase, kdy byl pfidan ke smési NTP. MnozZstvi transkriptu se po
elektroforéze méfi denzitometricky. Pokud se odebira roztok v ¢asovych intervalech,
dostavame jako vysledek rozpadovou fadu otevieného komplexu RNAP se zkoumanym
promotorem. Z rozpadové kiivky se vypoéte polo¢as rozpadu t; .

Ke kazdému experimentu se provadi kontrolni experiment ovéfujici ucinnost
kompetitoru. Reakéni smés tohoto experimentu na zacatku obsahuje jak DNA templat, tak
kompetitor heparin, ale neobsahuje RNAP. RNAP se ke smési pfida v ¢ase nula, a pokud je
kompetitor v dostate¢né koncentraci vyvaze veSskerou RNAP, transkripce viibec neprobéhne.

Vysledkem kontrolniho experimentu by tedy méla byt nulova transkripce.

PouZité roztoky a material:

20 x koncentrovany transkripéni pufr: 800 mM Tris.HCI 7,9, 200 mM MgCl,, 20 mM DTT
20 mM ATP, CTP, GTP

1mM UTP

a 3P UTP (aktivita 9,25 Mbq)

zdsobni roztok plazmidu 40ng/ul

1 MKcCI

BSA 10 mg/ml

zdsobni roztok RNAP z B. subtilis (300 nM) /

zdsobni roztok RNAP zZ E. «oli (1U/ pl) , o)

stop roztok: 95 % formamid, 20 mM EDTA pH 8,0, 0,05 % bromfenolova modf, 0,05 %
xylene cyanol

5,5 % roztok AA v 7M mocoviné a TBE pufru

10 % APS

TEMED

heparin 0,05 ug/ul

10 x TBE pufr: 0,9 M Tris.HCl, 0,02 M EDTA pH 8,0, 0,9 M kyselina borita
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Vlastni postup:

. JelikoZ se pii experimentech pracuje se zdrojem ionizujiciho zafeni, musi se pouZivat
piislu$né ochranné pomicky.

. Nejdiive byly namichany reakéni smési I a II a poté kontrolni reakéni smés.

. SloZeni reakéni smési I pro jednu reakci:

Objem Slozka smési
(ul)
0,4 20 x koncentrovany transkripéni pufr
2 plazmid (finalni mnozZstvi 80 ng)
3,4 iH,O
0,3 1M KCI (finalni koncentrace 30mM)
0,1 BSA 10 mg/ml
1 RNAP (finalni koncentrace 30 nM)
° SloZeni reakéni smési II pro jednu reakci:
Objem Slozka smési
(ul)
0,1 20 x koncentrovany transkripéni pufr
0,2 20 mM ATP (finalni koncentrace 200 uM)
0,2 20 mM CTP (finalni koncentrace 200 pM)
0,2 20 mM GTP (finalni koncentrace 200 uM)
0,1 1 mM UTP (finélni koncentrace 10 uM)
0,1 a*’P UTP
0,84 iH,O
0,06 1M KCl (finalni koncentrace 30mM)
0,2 heparin 0,05 pg/ul (finalni koncentrace 0,5
pg/ml)
o SloZeni kontrolni reakéni smési pro jednu reakci:
Objem Slozka smési
(nl)
0,5 20 x koncentrovany transkripéni pufr
0,2 20 mM ATP (finalni koncentrace 200 uM)
0,2 20 mM CTP (finalni koncentrace 200 uM)
0,2 20 mM GTP (finalni koncentrace 200 pM)
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0,1 1 mM UTP (finalni koncentrace 10 uM)

0,1 a**P UTP

2 plazmid (80 ng)

43 iH,0

0,3 IM KCI (finalni koncentrace 30mM)

0,1 BSA 10 mg/ml

1 heparin 0,05 pg/ul (finalni koncentrace 0,5
pg/ml)

Reakéni smési I a II byly namichany pro 6 reakci, smés I byla inkubovana 15 minut
pted startem reakce v 30°C.

Reakéni smés II byla rozpipetovana do 6 zkumavek a inkubovana 5 minut pted startem
reakce v 30°C.

V ¢ase ,,0“ byl do reakéni smési I pfidan na jednu reakci 0,64 pl heparinu 0,05 pg/pl
(finélni koncentrace 0,5 pg/ml)) a poté byla reakéni smés I v ¢asovych intervalech
pfidavana k reakéni smési II v objemech pfislusnych 1 reakci.

Kazda reakce probihala 15 minut pti 30°C a poté byla zastavena pfidanim 10 pl stop
roztoku.

Kontrolni smé&s byla inkubovéana 5 minut pii 30°C a iniciovana pfidanim 1 pl RNAP na
jednu reakci.

Kontrolni reakce probihala také 15 minut pfi 30°C a poté byla zastavena pfidanim 10 pl
stop roztoku.

Vsechny reakéni produkty byly dikladné promichany a centrifugovany.

Produkty byly separovany na 5,5 -7 % polyakrylamidovém gelu v TBE pufru. Gel byl
nasledn€ suSen a poté uzavien do expoziéni kazety, kde se na citlivou folii absorbuje
zafeni vznikajici z transkriptd.

Primarnim vysledkem byl obraz gelu s zietelné ozafenymi pasy. Intenzity jednotlivych
pasu byly méfeny na pfistroji Bio-Rad Molecular Imager FX a kvantifikovany pomoci
softwaru Bio-Rad Quantity One.

MnozZstvi transkriptu bylo uréeno jako intenzita piislusného pasu zmen$ena o intenzitu
pozadi. Jednotlivé intenzity se vztahuji vzhledem k hodnoté intenzity prvniho
nejsilnéj§iho pasu.

Vysledky byly matematicky zpracovany, vyneseny do grafu (obr. 34, str. 56) a z rovnice

vynesené kiivky byl uréen t,,, pfislusny danému promotoru.
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° Prokladana kiivka ma tvar y = a.exp(-b.x) a pro t;,; plati t;» = (-In(0,5/a))/b.

Rozpad RPo

1.2

1.0 Pocateé¢ni mnozstvi RPo
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obr. 34: Rozpad RPg v zavislosti na ¢ase. Modra §ipka vyznaluje po&atedni mnoZstvi RPo, zelena Sipka 50 %
mnozstvi RPo, &ervena polo¢as rozpadu t;; RPo.

15.3. Uréovani polodasu rozpadu t;, komplexu jednotlivych promotorovych konstrukti
a RNAP pomoci dsDNA

Postup experimentu je shodny jako pii pouziti heparinu. Lisi se v pouZiti dsDNA,
kterda ma velkou afinitu k RNAP, jako kompetituoru. V experimentu se pouzivda 600 nM
finalni koncentrace dsDNA.

Sekvence dsDNA kompetitoru:
5"GGCTCTTGACAAAAGTGTTAAATTGTGCTATACTGTATTGGTATGGATGACAGA
ATTCGG3’
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Cil prace

Z teoretické Casti je patrné, Ze DNA sekvence rRNA promotoru, zejména jeho jadra je
velmi dilezita pro jeho regulaci pomoci koncentrace iNTP jak u E. coli tak u B. subtilis in
vivo. VSechny znamé DNA elementy a pravidla pro DNA sekvenci rRNA promotoru z E. coli,
které jsou podminkou pro jeho fyziologickou regulaci pomoci [INTP], jsou u rRNA
promotoru z B. subtilis ,,ukazkové* naopak. Jinymi slovy, pokud by byl v E. coli rRNA
promotor z B. subtilis veSkera tato regulace by byla ztracena. Kli¢ovou otazkou je, ktera ¢ast
rRNA promotoru z B. subtilis je dilezita pro tuto regulaci.

U B. subtilis koreluje senzitivita promotoru k [iNTP] in vitro s jeho regulaci pomoci
[INTP] in vivo [38]. Cilem praktické ¢asti je definovat iseky rRNA promotoru zodpovédné

......

systému in vitro z B. subtilis.
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Vysledky

16. Experimentalni strategie

(i) V prvni fazi byla pouzita sada promotort, kdy na jednom pélu této sady byl in vivo
[INTP] regulovany rrnB P1, ktery in vitro poZaduje vysokou koncentraci iNTP pro maximalni
rychlost iniciace transkripce. Na druhém p6lu byl in vivo neregulovany konstitutivni promotor
genu Pveg, ktery je pro maximalni rychlost iniciace transkripce in vitro saturovan jiZ nizkou
koncentraci iNTP [38]. Oba promotory jsou z B. subtilis. Mezi témito poly byla vytvofena
Skéla chimémnich promotori, kdy byl Pveg progresivné ménén na rrnB P1. U téchto
promotorti byl sledovan pozadavek na koncentraci iGTP pro 50 % maximalni rychlosti
iniciace transkripce in vitro (charakterizovany konstantou Kgrp viz kap. 15.1.) jako funkce
sekvence sledovaného promotoru. Kgrp vyjadfuje senzitivitu iniciace transkripce na ¢ daném
promotoru ke koncentraci iNTP, tedy jak [iNTP] ovliviiuje rychlost iniciace. Kgtp slouii jako
srovnani mezi jednotlivymi promotory.

(ii) Nasledné, pro ovéfeni hypotéz vytvofenych na zadklad¢ vysledkli experimentd
z prvni faze, byly vytvofeny dal$i promotorové konstrukty vychézejici z regulovanych rrnB
P1 a Pilv, a neregulovaného Pveg.

(iii) Navrhli jsme pravdépodobny mechanismus regulace promotorti pomoci [iNTP].
Protoze se iNTP vaze do transkripéni bubliny v otevieném komplexu (RPo), zkoumali jsme
zda stabilita RPo promotorovych konstrukti koreluje s jejich schopnosti byt senzitivni k
[INTP]. Byly urovany polocasy rozpadu (t;») komplexd jednotlivych promotord a RNAP
z B. subtilis a E. coli.

(iv) Provedli jsme srovnani Kgrp vybranych promotord s jejich in vivo reakci na

pokles koncentrace GTP. In vivo experimenty provedl Mgr. Ludé€k Sojka.
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17. PFiprava plazmidu pro experimenty in vitro

Promotorové konstrukty byly vloZeny do plazmidového vektoru p770 (obr. 32, str.
37). Takto zhotovené plazmidy byly transformovany do bunék E. coli DH5a (Tabulka 2).

Tabulka 2: Seznam vytvofenych bakteridlnich kmen. v X 4/ X
kmen plazmid I_genotyp rezistence
138 p770 Pveg -38/+1,+1G DH5a Ampicilin
176 p770 BPI -39/+1 DH5a Ampicilin
180 p770 DH5a Ampicilin
374 p770 Pilvl,8GG DHS5a Ampicilin
382 p770 BP1 -39 to -2, +1G=7 DHS5a Ampicilin
383 p770 veg-10DBP1 DH5a Ampicilin
384 p770 veg+1=8 DH5a Ampicilin
387 p770 vegDiscBP1 DHS5a Ampicilin
388 p770 veghexDBP1 DH5a Ampicilin
389 p770 vegSp-10DBP1 DH5a Ampicilin
517 p770 veg-10BP1+1=8G DHS5a Ampicilin
518 p770 veg-10BP1 DH5a Ampicilin
539 p770 veg-10DPilv DH5a Ampicilin
540 p770 BP1-10Dveg DHS5a Ampicilin

Ovéfeni sekvenci promotori vloZenych do plazmidi bylo provedeno sekvenaci.
Vsechny plazmidy obsahovaly spravnou sekvenci vloZzeného promotoru. Plazmidy byly poté z
bunék E. coli izolovany v dostate¢ném mnoZstvi a byly preciStény od proteind pomoci
fenolace. Koncentrace jednotlivych p@@ byla méfena spektrofotometricky a jejich Cistota
byla ovéfena pomérem jejich A260/A2§0. VSechny plazmidy mély Ajep/Azso > 1,7. VSechny
g[ggig}wy na koncentraci 40 ng/pl :j-ejich kvalita byla ovéfena pomoci
separace na agar6zovém gelu (obr. 35, str. 60). Pozadavkem bylo aby mély plazmidy
nadsroubovicovou strukturu (z angl. ,supercoiled structure®) VSechny pouZité roztoky
plazmidi obsahovaly jen minimédlni mnoZstvi chromozomalni DNA nebo plazmidi
s jednovlaknovym zlomem (z angl. ,,open circle*) (obr. 35, str. 60, drdha 1). Plazmidova
DNA, ktera nevyhovovala stanovenym kriteriim (obr. 35, str. 60, draha 4, 5) byla vyfazena a
byla ptipravena nova DNA.
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2
chromozomalni DNA \ .

plazmid s jednovlaknovym zlomem

plazmid v nad§roubovicové struktuie

obr. 35: Ilustraéni fotografie separace plazmidui. 0,8 % agarozovy gel; M — marker ADNA Hind 111, Eco RI; 1, 2
plazmidové vzorky s minimalnim mnoZstvim chromozomalni DNA i plazmidu s jednovldknovym zlomem; 3, §
plazmidové vzorky s velkym obsahem plazmidu s jednovldknovym zlomem, 4 plazmidovy vzorek s velkym
obsahem chromozomalni DNA.
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18. Exprese a izolace podjednotky ¢* RNAP z B. subtilis

Buriky E. coli BL21 s plazmidem pCD2 obsahujicim gen pro podjednotku o* narostly
v LB mediu do optické hustoty ODggo = 0,84. Poté byly indukovany IPTG a inkubovény jesté
daldi 3 hodiny. Vznikla inkluzni téliska podjednotky o” byla izolovana a protein byl
renaturovan. Renaturovany protein byl navazan na 1 g diethylaminoethyl celulosy Whatman
DES2. Celulosa Whatman DES2 byla sedimentaci oddélena od renaturaéniho roztoku a
nanesena na kolonku. Podjednotka ¢* byla poté eluovéana gradientem NaCl. Jimané frakce
byly méf‘ény na obsah proteind metodou podle Bradfordové. Frakce 4-11 obsahovaly vetsi
mnozstvi proteini a byly dale analyzovany na SDS-PAGE (obr. 36). Podle srovnani vici

jinému preparatu podjednotky ¢ bylo ur&eno Ze nejvice obsahuji podjednotku o* frakce 5-9.

A T R |V

A | - g

obr. 36: SDS-PAGE analyza frakci po eluci podjednotky ¢* z celulosy Whatman DES2 gradientem NaCl. 1 -
roztok renaturovaného proteinu, 2 - roztok renaturaéniho pufru po oddéleni od celulosy Whatman DES52, M -
marker, 4-11 - jednotlivé frakce, o* &ista podjednotka o*.

Frakce 5-9 byly spojeny a dialyzovany uchovavacim pufrem. Koncentrace
podjednotky o* byla mé&fena metodou podle Bardfordové. Bylo méfeno 5 a 7 pul vzorku
ziskaného po dialyze. Podle kalibra¢ni kiivky BSA (obr. 37, Tabulka 3, str. 62) byla spo¢tena
vysledna koncentrace roztoku.

Vysledny roztok podjednotky o* mé&l koncentraci 2,30 pg/pl (54,7 uM), jeho kvalita a
kvantita byla analyzovana vi&i jinému preparéatu podjednotky ¢” pomoci SDS-PAGE (obr.
38, str. 62).
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Méfeni koncentrace podjednotky cA
0.3
y =0.0091x
0.25 / *
0.2 *
3 ¢ Kkalibrace
&
£0.15 ®  podjednotkacA
2
o
0.05 e
0 T L] L L] L T
0 5 10 15 20 25 30 35
Hg proteinu

obr. 37: Kalibragni kfivka BSA a vysledky m&feni koncentrace podjednotky o*.

Tabulka 3: M&feni koncentrace vysledného roztoku podjednotky ¢*

Objem roztoku Absorbance | Odpovidajici mnoZstvi | Vysledna koncentrace
podjednotky o” (ul) proteinu (ug) roztoku podjednotky o*
(ng/uh)
5 0,0595 11,85 2,38
5 0,0586 11,67 2,34
7 0,0757 15,08 2,16
7 0,0871 17,35 2,32
priumér 2,30
1 2

@

obr. 38: SDS-PAGE analyza podjednotky ¢*: 1 - 1 pg podjednotky ¢* vysledného roztoku; 2 - vzorek
podjednotky * jiného preparatu.
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19. Testované promotory I

Byly navrzeny chimerni promotory, kde byla postupné zaméniovana sekvence

promotoru Pveg sekvenci rrnB Pl. Byly modifikovany tyto elementy: (i) délka

diskriminétoru, (ii) sekvence diskriminatoru, (iii) hexamery -10 a -35 a (iv) mezernik. Timto

zptisobem vniklo 8

ruznych promotorovych sekvenci, postupné se ménicich z promotoru

Pveg k promotoru rrnB P1 (obr. 39). Na 5¢ konec promotorid bylo vloZeno restrikéni misto pro
enzym Eco RI ( 5'-G/AATTC-3"), na 3° konec promotord pro enzym Hind I1I (5'-A/AGCTT-

3"). Za inicia¢nim nukleotidem G a pfed restrikénim mistem Hind III byla vloZena sekvence

TCT, ktera neobsahuje G, aby se zamezilo iniciaci na jiném nukleotidu (purinu) a aby

v§echny konstrukty davaly vzniknout identické RNA.

Testované promotory I pro transkripci in vitro:

Oznaceni promotort
1. WT Pveg+1=G

2. vegt+l=8

3. vegDiscBP1
4. veg-10DBP1

5. veghexDBP1

6. vegSp-10dBP1

(Pveg) je promotor se sekvenci genu Pveg se zménénym iniciaénim

-----

promotort shodny (zaména A na G nema4 na senzitivitu k [iINTP] vliv
[40])

je promotor s prodlouzenym diskriminatorem promotoru Pveg o jeden
nukleotid C.

je promotor Pveg s diskriminatorem promotoru rrnB P1

je promotor Pveg s -10 hexamerem a diskriminatorem promotoru
rrnB P1

je promotor Pveg s -10, -35 hexamerem a diskriminatorem promotoru
rrnB P1

je promotor Pveg s mezernikem,-10 hexamerem a diskriminatorem
promotoru rrnB P1

7. WT BP1 (BP1) je promotor rrnB P1
8. BP1+1G=7 je promotor rrnB P1 se zkracenym diskrimindtorem o jeden C.
-35 -10 +1

1. aattctatttgacaaaaatgggctcgtgttgtacaataaatgtgtcta
2. aattctatttgacaaaaatgggctcgtgttgtacaataaatgtjgtcta
3. aattctatttgacaaaaatgggctcgtgttgtacaa tcta
4. aattctatttgacaaaaatgggctcgtgttg tcta
5. aattctat aaaatgggctcgtgtt tcta
6. aattctatttgac tcta
7. aattc tcta
8. aattc tcta

obr. 39: Sekvence promotori I od 5” k 3; barevné schéma: Zluty podklad - sekvence promotoru Pveg, modry
podklad - sekvence promotoru rrnB P1, tuéné Eervené - hexamery promotoru Pveg, tu¢n& modfe - hexamery
promotoru rrnB P1, modfe - zbytky sekvence po §t€peni restrik&nimi enzymy, tuén& &erné - inicia¢ni nukleotid
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19.1. Kgtp promotori Pveg a BP1 s RNAP z B. subtilis a E. c‘oli

Nejprve byla znovu ovéfena vstupni hypotéza, Ze in vivo regulovany promotor BP1

ma oproti in vivo neregulovanému Pveg vysoky poZadavek na koncentraci iNTP pro

maximalni rychlost iniciace transkripce s RNAP z B. subtilis in vitro (obr. 40, 41). Tento

rozdil je patrny z rozdilu jejich Kgrp. Kgrp BP1 je 6,7 x vy3si nez Kgrp Pveg.

Dale bylo ukazano, Ze BP1 ztraci svlij pozadavek na vysokou koncentraci iNTP pro

maximalni rychlost iniciace transkripce s RNAP z E. coli in vitro a chova se pfi té€chto
podminkach podobné¢ jako Pveg (obr. 40)

RNAP

PROMOTOR

Kot | [GTP]
B. subtilis (M)
B. subtilis BP1 172
B. subtilis Pveg 26
E. coli BP1 18
E. coli Pveg 16

obr. 40: Regulace transkripce pomoci [iNTP]. V ¥adku vZdy pouZitda RNAP, promotor a Kgrp. Primarni data

experimentu - elekroforeogram radioaktivné zna¢enych produktti transkripce in vitro.

relativni rychlost iniciace transkripce

1.2

1.0 1

0.8 -

0.6 -

0.4

0.2

0.0 -

0 Kgre Pveg

 /
50 % rychlost iniciace transkripce
@ BP1+ RNAP B. subtilis
O BP1+RNAP E. coli
V¥ Pveg + RNAP B. subtilis
T /‘/
- 500 1000 2000

[GTP] M

obr. 41: Zavislost rychlosti iniciace transkripce na [iNTP]. Graf znézortiuje vyhodnoceni primarnjch dat.
Modrou ipkou je vyznagena 50 % rychlost iniciace transkripce, zelenou Sipkou Kgrp BP1 + RNAP B. subtilis,
&ervenou Sipkou Kgrp Pveg + RNAP B. subtilis.
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19.2. K¢rp testovanych promotora I
Byly provedeny transkripéni reakce pii riznych koncentracich iGTP pro ziskani Kgrp
jednotlivych promotorti. VSechna méfeni prob&hla nejméné tiikrat. Kgrp zjednotlivych

experimentd byly zprimériovany a byla uréena jejich smérodatna odchylka + ¢ (Tabulka 4,

obr. 42).
Tabulka 4: Kgrp jednotlivych promotori I se smé&rodatnou odchylkou + o.
promotor Kgrp (UM) t0
WT Pveg+1=G 25,6 8,6
veg+1=8 32,4 9,0
vegDiscBP1 58,2 14,7
veg-10DBP1 129,0 15,5
veghexDBP1 194 4 26,3
vegSp-10DBP1 205,0 414
WT BP1 171,8 11,5
BP1+1G=7 143,1 25,2
300
250
200 I
s
S 150 |
o
o
b 4
100 194
50
0 “_H T H T T T T T T
D> N N N N N A
& o° ,'90 & O < Q\"
& & & OC?Q' Q
)
promotor

obr. 42: Kgrp (uM) jednotlivych promotorti I mé&fena in vitro.
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Dale bylo provedeno relativni srovnani jednotlivych Kgrp (obr. 43), kde Kgtp promotoru Pveg
bylo definovano jako 1. Rozdily mezi Kgrp vypovidaji o rozdilném poZadavku jednotlivych
promotort na [iNTP] pro maximalni rychlost iniciace transkripce, tedy senzitivitu promotoru
k [iNTP].

12,0

relativni Kgtp

promotor

B} - R I _ L 1
obr. 43: Relativni Kgrp jednotlivych promotori I, kde Kgrp promotoru Pveg je definovéna jako 1. Cervené jsou
vyznageny relativni rozdily mezi jednotlivymi Kgrp.

Postupna pfeména Pveg v BP1 korelovala s postupnym nartstem Kgrp. Hledali jsme
nejmensi zménu sekvence promotoru Pveg, kterd ho nejvice pfiblizi k promotoru BP1
v poZadavku na [iNTP]. Takovym promotorem byl veg-10DBP1, jehoz Kgrp (129,0 uM) byla
jiz srovnatelna s Kgrp (171,8 uM) BP1 (obr. 42, str. 65). Kgrp promotoru veg-10DBP1 je 5 x
vy$Si nez promotoru Pveg (obr. 43). Tyto vysledky naznalily, Ze pro senzitivitu k [INTP] je
duleZita 3" oblasti promotoru, tedy isek od -10 hexameru (v€etn¢) k iniciatnimu nukleotidu.

Analyza vysledkd ukézala, Ze relativné vysoka Kgrp promotoru veg-10DBP1 je dana
nékolika faktory: (i) sekvenci a délkou diskrimnéatoru, (ii) sekvenci -10 hexameru.

(1) 2,3 x vyss8i Kgrp promotoru vegDiscBP1 neZ promotoru Pveg, oproti jen 1,3 x vys$si
Kgrp promotoru veg+1=8 (obr. 43), naznacila, Ze sekvence spiSe nez délka diskriminatoru

napomaha dosazeni senzitivity k [INTP]. Nevyrazny vliv délky diskriminatoru byl potvrzen i
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u promotoru BP1+1G=7, kde se zkraceni diskrimindtoru projevilo na poklesu Kgrp jen
minimalné (obr. 43, str. 66).
(ii) Zda se Ze sekvence -10 hexameru ma na regulaci také vliv, coZ je patrné z rozdilu

Korp (2,2 x) mezi promotory vegDiscBP1 a veg-10DBP1 (obr 43, str. 66).

20. Testované promotory II

Témito promotory (obr. 44, str. 68) jsme chtéli ovéfit zda, (i) 3° oblast je dlleZita pro
senzitivitu k [iNTP] i u jiného promotoru nez BP1 a (ii) jak vybrané prvky 3" oblasti (-10
hexamer v kontextu délky diskriminatoru) pfispivaji k senzitivit€¢ promotoru k [iNTP].

(1) WT Pilv+1=7,8GG (Pilv) vychazi z in vivo regulovaného promotoru pro syntézu
AMK, ktery je in vitro senzitivni k [iNTP] [42]. Pveg-10DPilv ma 3" oblast z Pilv a zbytek
promotoru z Pveg. Predpokladem bylo Ze Pveg-10DPilv se bude v senzitivit¢ k [iINTP]
podobat Pilv.

Dalsim krokem pro ovéfeni hypotézy dileZitosti 3" oblasti bylo navrZzeni promotoru
BP1-10Dveg, ktery obsahuje 3’ oblast zpromotoru Pveg a zbytek promotoru z BP1.
Pfedpokladem bylo, Ze u promotoru BP1-10Dveg nedojde k vyraznému naristu poZzadavku na
[INTP] oproti Pveg.

(ii) Pro ur¢eni vlivu sekvence -10 hexameru byly vytvofeny konstrukty veg-10BP1 a
veg-10BP1+1=8G. Oba maji -10 hexamer z regulovaného BP1, zbytek promotoru z Pveg a
diskriminator dlouhy bud’ 7 nebo 8 parti bazi. Tyto promotorové konstrukty byly navrZeny
tak, aby ukézaly, zda sekvence -10 hexameru ovliviiuje senzitivitu k [iINTP] samostatn€ nebo

v kontextu s délkou diskriminatoru.

Testované promotory II pro transkripci in vitro:
Oznaceni promotort
9. WT Pilv+1=7,8GG (Pilv) je promotor operonu pro syntézu AMK, se zménénymi

.....

.....

nema na senzitivitu k [iNTP] vliv [40])

10.  veg-10DPilv je promotor Pveg s -10 hexamerem a diskriminatorem
z promororu Pilv
11.  veg-10BP1 je promotor Pveg s -10 hexamerem z promotoru rrnB P1

12.  veg-10BP1+1=8G je promotor Pveg s -10 hexamerem z promotoru rrnB Pla na
3" konci prodlouzenym diskriminatorem o jedno C

13. BP1-10Dveg je promotor rrnB P1 s -10 hexamerem a diskriminatorem
promotru Pveg

7. WT BP1 (BP1) je promotor rrnB P1
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=35 | -10 +1

‘\’ 3

10. aattctatﬁéé@cﬁéaaétégdctcgtgttg

11. aattctatttgacaaaaatgggctcgtgttg aéétgtgtcta
12. aattctatttgacaaaaatgggctcgtgttg aaatgtlgtcta
13. aattc tacaataaatgtgtcta

obr. 44: Sekvence promotort Il od 5" k 3°; barevné schéma: Sedy podklad — sekvence promotoru Pilv, Zluty
podklad - sekvence promotoru Pveg, modry podklad - sekvence promotoru rrnB P1, tu¢né& zelen& — hexamery
promotoru Pilv, tuéné& Eervené - hexamery promotoru Pveg, tu¢n€ modfe - hexamery promotoru rrnB P1, tu¢né&
¢erné - inicia¢ni nukleotid

20.1. Kg1p testovanych promotoru I1
Byly provedeny transkrip¢ni reakce pii riznych koncentracich iGTP pro ziskani Kgtp

jednotlivych promotori. VSechna méfeni prob&hla nejméné tiikrat. Kgrp zjednotlivych
experimentl byly zprimériiovany a byla uréena jejich smérodatna odchylka + ¢ (Tabulka 5,
obr. 45, str. 69).

Tabulka 5: Kgrp jednotlivych promotori Il a vybranych promotort I se smérodatnou odchylkou + o.

romotor Kgrr (UM) +0
WT Pilv+1=7,8GG 356,6 17,1
veg-10DPilv 271,7 29,8
veg-10BP1 23,2 2,5
veg-10BP1+1=8G 72,8 9.4
BP1-10Dveg 19,4 3,3
WT Pveg+1=G 25,6 8,6
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400

350 1

300 1

250 A

200 A

Ko (1M)

150 1

100 A

50 1

promotor

obr. 45: Kgrp (M) jednotlivych promotori II a vybranych promotorti I mé&tena in vitro.

Promotor Pilv mél vysoky pozadavek na [iNTP] v souladu s publikovanymi vysledky
[42]. Vneseni jeho 3 oblasti do Pveg se projevilo vysokym pozadavkem Pveg-10DPilv na
[INTP]. 3’oblast Pilv zménila Pveg na promotor senzitivni vi¢i [iINTP]. Kgrp (272 uM)
hybridniho promotoru veg-10DPilv nedosahla upln€ Kere (357 uM) Pilv, podobné jako tomu
bylo v pitipadé veg-10DBP1 a BP1.

Kgrr (19,4 pM) promotoru BP1-10Dveg byla v podstaté stejné nizkd jako Kgrp
promotoru Pveg. BP1-10Dveg nebyl senzitivni k [iINTP]. To ukézalo Ze 5" oblast promotoru
neni dileZit4 pro senzitivitu k [iNTP].

Promotor veg-10BP1 mél Kgrp také stejné nizkou jako Pveg, coZ naznacilo Ze samotna
sekvence -10 hexameru neni schopna podminit senzitivitu k [INTP]. Promotor veg-
10BP1+1=8G mél Kgrp 2,8 x vyS$§i neZ Pveg, to naznalilo, Ze sekvence -10 hexameru
podmiriuje senzitivitu v kontextu s délkou diskriminatoru. Promotor veg-10BP1+1=8G vsak

nedosahoval chovani BP1.
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21. t;; komplexu promotorii I a I a RNAP

Mechanismus regulace pomoci koncentrace iNTP neni u B. subtilis jasny. Nasi
hypotézou bylo, Ze senzitivita rychlosti iniciace transkripce ke koncentraci iNTP je dana
stabilitou komplexu (nejspise RPp) daného promotoru a RNAP (obr. 46). Analogicky, jako je
tomu u E. coli [33].

Tedy pokud promotor tvoti s RNAP nestabilni RPg s kratkym polo¢asem rozpadu, ma
iNTP jen kratky ¢as na to, aby vstoupil do utvofené transkripéni bubliny. Rychlost iniciace
transkripce je v tomto piipadé ovlivnéna koncentraci iNTP, protoZe koncentrace iNTP urCuje
zda bude iNTP schopen proniknout do transkripéni bubliny a zda RNAP bude schopna zacit
transkripci. Pro maximalni rychlost iniciace transkripce je v tomto piipadé potfeba vysoka
koncentrace iNTP ¢emuz odpovida vysoka Kgrp daného promotoru.

Pokud promotor tvoifi s RNAP stabilni RPo s dlouhym polo¢asem rozpadu, ma iNTP
dostatek ¢as na to, aby vstoupil do utvofené transkripéni bubliny i pfi jeho nizké koncentraci.
V tomto pfipad€ nemuize byt rychlost iniciace transkripce [INTP] ovlivnéna.

Bylo tedy otazkou, zda stabilita RPo koreluje shodnotami Kgrp jednotlivych

promotoru.
STABILNI = dlouhy NESTABILNI = kratky
poloéas rozpadu polocas rozpadu
Dostatek ¢asu pro iniciaci Iniciace transkripce
transkripce i pfi nizkych zavisla na [iNTP]
[INTP]
NESENZITIVNI SENZITIVNI

obr. 46: Mechanismus regulace iniciace transkripce pomoci [iNTP] —hj‘Po‘\'Lto\. }\%) P o} ('/ 2

t12 komplexti promotorti [ a Il a RNAP byly méfeny v pfitomnosti 2 typti kompetitord
(i) heparinu nebo (ii) dsDNA (kap. 15.2. a 15.3.). Obé metody byly ptivodné vyvinuty pro
transkripéni systém in vitro z E. coli [43].

(i) Pfi pouziti heparinu se méfi stabilita RPo (RP¢ je okamzité disociovan pisobenim

heparinu). Nevyhodou této metody je, Ze heparin mize atakovat i RPo a tudiZ vysledky jsou
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spiSe kvalitativni povahy. MnoZstvi produktu transkripéni reakce v tomto ptipadé odpovida
mnozstvi RPg v daném ¢ase.

(i) Pfi pouziti dsDNA se monitoruje souhrnny rozpad otevienych a uzavienych
komplexid (nebo i dalSich intermediati) promotoru a RNAP. Uzavieny komplex se v tomto
ptipadé muiZe rozpadat na volnou RNAP a promotor, nebo pfechdzet na RPo. Takto vznikly
RPo dava dalsi produkty transkripéni reakce a ovliviiuje vysledny t;». Vyhodou této metody
je, Ze dsDNA neovliviiuje stabilitu Zddného komplexu.

Kombinace téchto 2 metod umoznila porovnani korelace stability komplexid promotor-
RNAP s Kgrp.

21.1. t;2 RPo promotoru BP1 a Pveg s RNAP z B. subtilis a E. <oli

—

Nejprve byly provedeny experimenty s promotory BP1 a Pveg a RNAP z B. subtilis a

E. coli za pouZiti heparinu. Na prvni pohled jsou vidét rozdily v chovani komplexi RNAP z

B. subtilis a E. eoli. Komplexy RNAP z E. coli s promotory z B. subtilis jsou mnohonasobné

stabilnéj$i neZ komplexy tvofené RNAP z B. subtilis s promotory z B. subtilis (obr. 47, obr.
48, str. 71).

Je vidét i rozdil ve stabilit¢ komplexi mezi promotory BP1 a Pveg a RNAP z B.

rSubtilis. Promotor BP1 senzitivni k [iNTP] tvofi relativn€ nestabilni komplexy, oproti tomu

nesenzitivni Pveg tvofi relativné stabilni komplexy (obr. 47, obr. 49 str. 72)

RNAP PROMOTOR tin ¢as (rizné Casové skaly)
B. subtilis (s)
B. subtilis BP1 26
B. subtilis Pveg 343
E. coli BP1 61464
E. coli Pveg 14687

obr. 47: Polo¢as rozpadu t,;, (s) RPo promotorii BP1 a Pveg a RNAP z B. subtilis a E. coli za pouZiti heparinu.
V tadku vzdy pouZiti RNAP, promotor a t;,. Primdrni data experimentu - elekroforeogram radioaktivng
znacenych produktl transkripce in vitro.

Cas &
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log relativni mnozstvi komplexu

0,1 1
o
0,01 A ® BP1 + RNAP B. subtilis
O Pveg + RNAP B. subtilis
v BP1 +RNAP E. coli
v Pveg + RNAP E. coli
0,001 T T T T
0 5000 10000 15000
éas (s)
obr. 48: Polotas rozpadu t;,; (s) RPo promotorti BP1 a Pveg a RNAP z B. subtilis a E. coli za pouZiti heparinu.
—
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. 49: Polo¢as rozpadu t;;, (s) RPo promotort BP1 a Pveg a RNAP z B. subtilis za pouZiti heparinu. ) '

——————— .
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21.2. t12 RPo promotori I a Il a RNAP z B. subtilis
Vsechna méfeni rozpadi RPo probéhla nejméné ttikrat. t;, za pouZiti heparinu byly

zprumértiovany a byla uréena jejich smérodatna odchylka + ¢ (Tabulka 6, obr. 50).

Tabulka 6: Polo¢as rozpadu t;; (s) RPo promotori I a II za pouZiti heparinu se smérodatnou odchylkou + c.

promotor ti (s) Y
WT Pveg+1=G 342,7 60,4
veg+1=8 122,5 13,5
vegDiscBP1 159,4 14,3
veg-10BP1 53,2 10,2
veg-10BP1+1=8G 35,2 8,6
veg-10DBP1 32,1 2,0
veghexDBP1 36,7 3,6
vegSp-10DBP1 37,5 8,4
WT BP1 25,7 3,8
BP1+1G=7 45,7 11,5
veg-10DPilv 41,8 5,2
BP1-10Dveg 269,9 66,7
18.0
16.0
14.0 I
., 120 - |
= 100 -
2
® 80 -
[
6.0 -
4.0 -
2.0 A T
0.0 -
© H & & D D & DS
& & o""& g ,\,;»3’ ¥ &sb \9@ \‘(@ \’xe \9@ \94
\ 3 o & & QS\' 0 S &b ¥
© A AR T &9
&
promotor

obr. 50: Grafické zndzorn&ni polo&asu rozpadu t,,; (s) RPo promotorti I a II za pouZiti heparinu.
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Dale bylo provedeno relativni porovnani jednotlivych t;, (obr. 51), kde t;» promotoru WT
BP1 byl definovén jako 1.

18.0

16.0

14.0

120

10.0

o0
o

relativni't,,,

o
o

4.0

2.0

0.0

promotor

obr. 51: Relativni srovnéni t;; RPo promotort I a Il za pouZiti heparinu.

Promotory s vysokou Kgrp mély kratké t;, RPo a naopak promotory s nizkou Kgrp
mély dlouhé t,5. t12 (26 s) promotoru BP1 byl 13,3 x krat$i nez t;, (343 s) promotoru Pveg.
Tyto vysledky potvrdily hypotézu, Ze senzitivitu k [INTP] ovliviiuje stabilita RPo tvofeného
promotorem a RNAP z B. subtilis.

Daéle bylo potvrzeno, Ze 3" oblast promotoru vyrazné ovliviiuje stabilitu RPo a tim
senzitivitu promotoru k [iNTP]. t;2 (32 s) promotoru veg-10DBP1 je v podstaté totoZny s t»
(26 s) WT BP1, coz potvrzuje dulezitost 3 oblasti. t;» promotoru Pilv nebyl meéfitelny,
protoZe jeho rozpad je pfili§ rychly, potvrzeni dileZitosti 3 oblasti v§ak poskytuje t;» (42 s)
promotoru veg-10Dpilv, ktery je také velmi kratky.

Ukézalo se, ze 5 oblast ovliviiuje t;» velmi malo, coz je patrné z podobn¢ relativné

dlouhého t;, promotoru BP1-10Dveg (270 s) jako t;» promotoru Pveg (343 s).
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21.3. Rozpad komplexii promotori a RNAP z B. subtilis za pFitomnosti dsDNA

VSechna méfeni rozpadi komplexti promotori a RNAP z B. subtilis za ptitomnosti
dsDNA probéhla nejméné dvakrat. t;, za pouziti dSDNA byly méfeny jen u 4 promotort
(Tabulka 7, obr. 52). Vysledky byly kvalitativn€ srovnatelné s vysledky obdrZzenymi
heparinovou metodou.

Tabulka 7: Polo¢as rozpadu t,, komplexti vybranych promotort za pouziti dSSDNA se smé&rodatnou odchylkou +
(¢

promotor t12 (8) o
WT Pveg+1=G| 4615,6 2144
BP1-10Dveg 1029,3 56,7
WT BP1 167,8 12,6
veg-10DBP1 309,4 144,6

6000

5000

4000 -

3000 -

tiz (s)

2000

1000 -

168

WT Pveg+1=G BP1-10Dveg WT BP1 veg-10DBP1

promotor
obr. 52: Grafické zndzorné&ni polo&asu rozpadu t,,, komplexi vybranych promotori za pouZiti dsSDNA.
Obecny trend kratkého t), senzitivnich promotorti a dlouhého t;, nesenzitivnich je

patrny i pfi pouziti dsSDNA jako kompetitoru. U téchto experimenti se ovSem projevuje i

stabilita dalSidkomplext (nejspise RPc) mezi promotorem a RNAP, které mohou piechazet do

¢l
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RPo, a ovliviiovat tak mnoZstvi produktu tvofeného transkrip¢ni reakci, a tak i vysledny t;.
To je nejvice patrné na promotorech WT Pveg+1=G a BP1-10Dveg, které maji Kgrp a ti

RPo v podstaté shodné, ale lisi se t;, uréeném pomoci dsDNA jako kompetitoru.

76



Diskuze

22. Porovnani transkripce s RNAP z B. subtilis a E. coli in vitro

Bylo porovnano chovani promotortt BP1 a Pveg z B. subtilis s RNA polymerazami
z B. subtilis a E. coli. Experimenty byly provedeny in vitro. Rozdily mezi Kgrp (obr. 40, str.
65) promotorti BP1 a Pveg s RNAP z B. subtilis a E. coli jasné ukazaly rozdily Iézi_ jejich
chovanim pfi iniciaci transkripce.

Pfirozené rRNA promotory z E. coli jsou s RNAP z E. coli jsou in vitro senzitivni k
[INTP] [33]. RNAP z E. coli v8ak neni schopna v senzitivit¢ k [iNTP] odlisit pfirozené
regulovany rRNA promotor BP1 od pfirozené neregulovaného konstituvniho promotoru Pveg.
Oba se v téchto podminkach chovaji nesenzitivné.

Naopak RNAP z B. subtilis tyto dva promotory v senzitivité k [INTP] odliSuje. BP1
ma vysokou Kgrp a je senzitivni k [iNTP], naopak Pveg ma nizkou Kgrp a senzitivni neni

(obr. 40, str. 64).

23. DNA elementy ovliviiujici K¢rp u B. subtilis in vitro

Byla hledédna ¢ast promotoru, kterd je odpovédnd za jeho senzitivitu k [iINTP].
Z analyzy Kgrp promotoru I vyplynulo, Ze pro zajisténi senzitivity k [iNTP] je dulezita 3°
oblast jadra promotoru, nejvice sekvence -10 hexameru a diskriminatoru. To ukazuji podobné
vysoké hodnoty Kgrp promotoru BP1 a veg-10DBP1 (obr. 43, str. 66). Dulezitost 3" oblasti
byla potvrzena i promotory z druhé série, kde bylo u podobné dvojice (Pilv a veg-10DPilv)
nalezeno obdobné chovani (obr. 45, str. 69).

Naopak 5 oblast promotoru se jevi jako nediileZita pro zajisténi senzitivity k [iNTP],
coz ukazuje nizka hodnota Kgrp promotoru BP1-10Dveg (obr. 45, str. 69).

Podrobnéj$im zkoumanim 3" oblasti, byly uréeny dalsi prvky této oblasti ovlivilyjici
senzitivitu k [INTP]. Bylo ukazano,Zze samostatné prodlouzZeni diskriminatoru z 7 na 8 pard
bazi mélo na senzitivitu jen maly vliv. Dale, Ze prodlouZeni diskriméanatoru se projevilo na
senzitivit€¢ az v kontextu se zménou sekvence -10 hexameru (obr. 45, str. 69). Kone¢né, Ze i
samotné sekvence diskriminatoru také senzitivitu ovliviiuje (obr. 43, str. 66). Je tedy patrné Ze

efekty jednotlivych prvki sekvence 3" oblasti ptisobi provazané.
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24. Porovnani t;; RPg promotoru s RNAP z B. subtilis a E. coli
Rozdily mezi t;; (obr. 47, str. 71) promotori BP1 a Pveg s RNAP z B. subtilis a E.

coli dokresluji rozdily mezi jejich chovanim pfi iniciaci transkripce.

Promotor BP1 i Pveg tvoti s RNAP z E. coli velmi stabilni RPo. To neodpovida
obecnému chovani rRNA promotort, které se od ostatnich promotort odliSuji praveé tim, ze
maji RPg spiSe nestabilni.

Naopak pfi pouziti RNAP z B. subtilis jsou promotory BP1 a Pveg zfeteln€ odliSeny.
Promotor BP1 tvofi s RNAP z B. subtilis relativné nestabilni RPp a promotor Pveg relativné
stabilni.

To spole¢né s rozdily v Kgrp odpovida riznym vzdjemnym interakcim promotort a
RNAP z obou organismu pfi iniciaci transkripce, a jinym pozadavkim obou polymeraz na

sekvence promotort pro dosaZeni senzitivity k [INTP].

24. Mechanismus senzitivity promotori k [iNTP] u B. subtilis

Obecné lze ftici, Ze Kgrp koreluje s reciprokou hodnotou t;, RPo, respektive i
s reciprokou hodnotou t;; uréenou pomoci dsDNA (obr. 53, str. 79). To naznaluje, Ze tyto
parametry jsou na sobé& zavislé a Ze popisuji stejny d&j pfi iniciaci transkripce. Je ale nutné
fici, Ze tato korelace ma své vyjimky (napf. veg-10BP1), jejichz vysvétleni zlstava

nezodpovézené.
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obr. 53: Korelace Kgrp (UM) a reciproké hodnoty t;, RPo (10000/t, reo (1.104 s")) a ty; za poziti dsSDNA
((10000/t1/2 gspna (1.10* s™)).

Provazanost Kgrp a t)» promotoru potvrdila spravnost nami navrzeného principu
regulace iniciace transkripce pomoci [iNTP] u B. subtilis in vitro (kap. 21, obr. 46, str. 70).
Senzitivita rychlosti iniciace transkripce k [iNTP] je dana stabilitou otevieného komplexu
daného promotoru a RNAP. Iniciace transkripce je senzitivni k [iNTP], pokud je RPo
promotoru nestabilni a naopak.

Analogicky, jako tomu je u E. coli, 3" oblast nejspiSe interaguje s podjednotkou o a
jejich vzajemné interakce ovliviiuji stabilitu RPo, a tedy i stabilitu vytvofené transkrip&ni
bubliny. To potvrzuje zména t;, RPo mezi promotory Pveg a veg-10DBP1 a veg-10DPilv,
kde zména 3" oblasti destabilizuje RPo.

Naopak zména promotoru Pveg na BP1-10Dveg, kde se méni 5°oblast promotoru,
stabilitu RPo neovliviiuje.

Je ale nutné Fici Ze interakce 3 oblasti promotoru a podjednotky ¢* nejspise nejsou u
RNAP z B. subtilis a E. coli shodné. To je nejspiSe dano odliSnostmi v RNAP zobou

organismu.
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25. Srovnani chovani promotori in vitro a in vivo.

Obr. 54 ukazuje reakce aktivit vybranych promotord na pokles [iGTP] in vivo
(experimenty provedl Mgr. Ludék Sojka). Reakce na pokles [iGTP] in vivo promotorti BP1 a
Pveg byly srovnany s jejich hodnotami Kgrp a 1/t2 (obr. 55). Ukazalo se, Ze hodnota Kgrp i

t12 RPo promotoru vypovida o jejich schopnosti byt in vivo regulovany pomoci [iNTP].

15
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i Pveg

0.75 «—t—veg-10DBP1

—f— BP1-10Dveg

0.5 - o [GTP]
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0.25
0 2 4 6 8 10 12 14

¢as (min)

obr. 54: Reakce aktivity promotorti na pokles [GTP] v buiice. Cern4 &arkovana kfivka: pokles hladiny GTP v
burikéch B. subtilis v exponencialni fazi ristu po ptidani decoyininu do media. Decoyinin inhibuje tvorbu GTP,
po jeho pfidani do média [GTP] v burikach kles4. Reakce aktivity promotorti: BP1 modre, Pveg &ervené, veg-
10DBP zelené a BP1-10Dveg Zluté. Experimenty provedl Mgr. Lud&k Sojka.
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obr. 55: Zavislost aktivity promotoru pfi poklesu [GTP] v buiice na Kgrp a 1/t;» RPo. Hodnota aktivit promotori
byla brana v &ase 12 min. po inhibici tvorby GTP in vivo (viz obr. 54).

Promotor BP1 negativné reagoval na pokles [GTP] v buiice, je tedy regulovany

pomoci [iINTP] in vivo, coZ koreluje s vysokou Kgrp a kratkym t;, RPo. Naopak promotor
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Pveg na pokles [GTP] nereagoval, neni tedy regulovany, coZ koreluje s nizkou Kgrp a
dlouhym t;; RPo.

In vivo experimenty suméle vytvofenym promotorem veg-10DBP1 potvrdily
domnénku, Ze 3" oblast promotoru ovliviiujici jeho Kgrp i t1/2 ovlivituje i jeho regulaci pomoci
[INTP] in vivo (obr. 55, str. 80). Promotor veg-10DBP1 in vivo negativné reagoval na zménu
[iGTP] podobné jako BP1 (obr. 54, str. 80). Naopak in vivo experimenty s promotorem BP1-
10DBP1 (obr. 54), ktery na pokles [iGTP] nereagoval poklesem promotorové aktivity,
potvrdily Ze 5° oblast promotoru nema na regulaci pomoci [iNTP] vliv.

Podle korelace aktivit méfenych promotort pti poklesu [GTP] v buiice s jejich Kgrp a
1/t12 RPo jsme vyvodili dva zavéry:

(i) Regulace promotorti pomoci [iNTP] je zavisla na sekvenci promotoru v 3" oblasti.

(i) Mechanismus regulace promotori pomoci [iNTP] je nespiSe podminén stabilitou

jejich RPo. Promotory, které tvofi nestabilni RPo, jsou in vivo regulované pomoci [iNTP].

81



Zavér

Bylo vytvofeno 13 promotorovych konstrukt. U vSech byl urcen jejich pozadavek na
koncentraci iGTP pro 50 % maximalni rychlosti iniciace transkripce in vitro charakterizovany
konstantou Kgrp. Na zdkladé hodnot Kgrp jednotlivych promotori byla identifikovana 3°
oblast promotoru (Gsek od -10 hexameru k transkripénimu startu), jako zodpov&dna za
senzitivitu promotora k [INTP].

Na zékladé¢ meéfeni stability komplexi promotori a RNAP a jejich néasledném
srovnanim s Kgrp byl navrzen mechanismus senzitivity k [iNTP], kdy relativné nestabilni
otevieny komplex promotoru s RNAP umozZiuje promotoru byt senzitivni k [iNTP].

Kone¢né na zakladé srovnanim vysledki ziskanych in vitro a reakci promotorti na
zmény koncentrace iGTP v buiice bylo ovéfeno, Ze 3" oblast promotoru ovliviiuje i aktivitu
promotoru i in vivo a Ze navrZeny princip mechanismu senzitivity promotorti k [iNTP] in vitro
pravdépodobné plati i pro regulaci pomoci [iINTP] in vivo.

Celkové prace pfispéla k pochopeni mechanismu regulace iniciace transkripce pomoci
[INTP] u B. subtilis. Vysledky ale pfinesly dal$i otazky v tomto kliCovém d¢&ji regulace
buriky. (i) Které jednotlivé baze v oblasti promotoru podmiriuji senzitivitu k [iINTP]? (ii) Jaké
jsou presné interakce mezi DNA a RNAP pfi iniciaci transkripce?

Dal§im smérem vyzkumu by mohlo byt hledani promotori, které jsou u B. subtilis
pfirozené nesenzitivni k [iNTP] a maji stabilni RPo. Zda se, Ze oproti E. coli, kde je vétSina
promotoru pravé takovych, jsou tyto promotory u B. subtilis minoritni. Jejich identifikace by

mobhla pfispét k pochopeni mechanismu regulace promotorti v tomto organismu.
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