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1. Abstrakt

Podjednotka delta bakterialni RNA polymerédzy a jeji  role v regulaci genoveé exprese

u Bacillus subtilis.

V této praci se zabyvam regulaci genové exprese u eubakterii. V prvni ¢asti shrnuiji
soucasné poznatky o klicové fazi genové exprese - transkripci, blize se pak zaméfuji na
regulaci iniciace transkripce pomoci malych efektorovych molekul (guanosin tetrafosféat,
iniciani nukleosid trifosfat) u genu pro ribozomélni RNA. Ve druhé, experimentalni ¢asti této
prace se zabyvam roli relativné malo studované podjednotky RNA polymerazy z gram
pozitivnich bakterii - proteinu & - pfi iniciaci transkripce a jejiho vlivu na regulaci RNA

polymerazy pomoci koncentrace iniciaéniho nukleosid trifosfatu.

Delta subunit of bacterial RNA pol and its role in regulation of gene expression in
B. subtilis.

In this work | focus on regulation of eubacterial gene expression. First, | describe recent
knowledge about a key stage of gene expression - transcription, focusing on regulation of
trancription iniciation via small effector molecules (guanosine tetraphosphate, initiating
nucleoside triphosphate) that are important for the regulation of ribosomal RNA. Second, in
the experimental part of my work, | focus on the role of the & protein, a subunit of RNA
polymarase in gram positive bacteria, in transcription iniciation and its effects on regulation

of RNA polymerase by the concentration of initiating nucleoside triphosphates.

Kliéova slova: genova exprese, transkripce, Bacillus subtilis, protein delta, ribozomalni

RNA, iniciaéni nukleosid trifosfat.

Keywords: gene expression, transcription, Bacillus subtilis, delta protein, ribosomal RNA,

initiating nucleoside triphosphate.
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2. Seznam zkratek

iNTP iniciani nukleosid
trifosfat

IPTG isopropyl-p-D-1-
thiogalaktopyranosid

oD optick& denzita

P promotor

ppGpp guanosin-5"-difosfat-3’-
difosfat

RNA kyselina ribonukleova

RNAP RNA polymeraza

r - proteiny ribozomalni proteiny

rRNA ribozomélni RNA

S. aueus Staphylococcuss aureus

S. agalactiae

Streptococcus agalactiae

SDS

dodecyl sulfat sodny

T.

thermophilus

Thermus thermophilus

TF transkripéni faktor
Wt ~wild type®, divoky typ
ArpoE kmen B. subtilis

s deletovanym genem

rpok

AMK aminokyselina

AP ampicilin

ATP adenosin-5"-trifosfat

B. subtilis Bacillus subtilis

bp pocet parl bazi

cNTP cyklicky nukleosid trifosfat

CTD C - terminélni doména

DNA kyselina
deoxyribonukleova

dsDNA dvouvlaknova DNA

E. coli Escherichia coli

G+ gram pozitivni

G- gram negativni

GTP guanosin-5-trifosfat

NK nukleova kyselina

NMR nuklearni magneticka
rezonance

NTP nukleosid trifosfat

iIGTP iniciaéni guanosin -5"-
trifosfat

IMP inosin monofosféat




3. Uvod

Odhaduje se, Ze bakterie na Zemi existuji 3,5 mld let a za tu dobu se rozSifily do vSech
prostfedi, pocinaje kratery podvodnich sopek, pfes arkticka mofe, po vnitrky jinych bunék.
Na podminky panujici v téchto prostfedich se dokazaly uspésné adaptovat. Jak ukazuji
genetické, biochemické a molekularné biologické vyzkumy, tato schopnost adaptace zavisi
na genoveé vybavé bakterie, na Uspésné expresi této genové vybavy a v zavislosti na

meénicich se podminkéach prostfedi také na schopnosti U€inné genovou expresi regulovat.

Genova exprese je proces, ve kterém dochazi k vyjadieni sekvence obsazené v DNA do
trojrozmérné struktury proteinu. Genova exprese ma dvé hlavni faze: transkripci a translaci.
Prvnim krokem genové exprese je transkripce, je zajisténa DNA - dependentni RNA -
polymerazou, kterd prepisuje vilakno DNA do vlakna RNA. Druha faze (translace) je
charakteristicka syntézou bilkovin, cozZ je zajisténo translacnim aparatem bunky. Obé faze

zahrnuji mnoho kroku, kde mdze dochazet k regulaci.

Moje prace se zabyvé regulaci genové exprese na kli€¢ové urovni - iniciaci transkripce.
Studovanym organizmem je modelova pudni gram pozitivni (G+) bakterie Bacillus subtilis.
Na regulaci iniciace transkripce se do zna¢né miry podili malo prozkoumana podjednotka
bakterialni RNA polymerazy — . Tato podjednotka se vyskytuje pouze u G+ bakterii, je
dalezita pro virulenci nékterych patogenu, ale znalost molekularnich detailt jejiho pasobeni

je dosud jen skicovita.

Tato diplomova prace se sklada ze dvou ¢asti. Prvni ¢ast je vénovana teoretickému Gvodu.
Vysvétluje biologické a biochemické pozadi studovanych molekularnich déjd a struéné
mapuje soucasny stav jejich poznani u bakterii. Pozornost je vénovana zejména dvéma
modelovym organizmum, (i) gram negativni Escherichia coli a (ii) gram pozitivni Bacillus
subtilis. Druha €ast popisuje experimenty provedené na modelovém organismu B. subtilis

zamérené na bilkovinu 0.



4. Prehled literatury

4.1. Genova exprese

Genové exprese je proces, kterym se vyjadfuje informace obsazena v genech do RNA nebo

proteinu. RNA a proteiny tedy slouZi jako efektory makromolekularniho mechanismu nutného
pro zivotni funkce burky. Proces genové exprese probih& ve dvou hlavnich krocich (obrazek
1):

1) prepis DNA — RNA oznacujeme jako transkripci

2) prfeklad RNA — protein oznadujeme jako translaci

l{a} Transcription
RNA,

mRNA

\ NudEEl
Memhrane

_,_.-""-"
RMNA

Rlbusnme
(_

(b) Post- Iranscrlptlor)

-

(c) Translation |

%J Polypeptide

(d) Post-translation /
@ Pratain Folds
Upon Itsslf
'

— {0 Effector Molecule

Active Praotein

Obrazek 1 - Obecné schéma genové exprese. Prevzato z www.wikipedia.com.
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4.1.1. Transkripce

U bakterii je transkripce zajistovana jedinou RNA polymerazou. Ta zajistuje tvorbu veskeré

bunéné RNA - stabilni RNA (tRNA, rRNA), protein kédujici RNA (mRNA) i malé nekddujici
RNA. Tato vSestrannost je zajiSténa interakcemi RNAP s riznymi kofaktory a DNA (Lewis et
al., 2008).

Transkripce je proces, kdy RNAP naseda na dvouvidknovou DNA (dsDNA), rozplete obé

vlakna od sebe, nasledné prepiSe templatové viakno DNA do struktury RNA. Tento proces

Ize rozdélit na tfi ¢asti:

1)

2)

Iniciace — RNAP se vaZe na specifickou sekvenci DNA, kterou oznacujeme jako
promotor. Tim je zformovén tzv. uzavieny komplex (obé& vidkna DNA jsou dosud
uzaviena — nerozpletena). RNAP nyni obklopuje DNA v pozici od mista -55 do mista
+1 (v pozici +1 zacina transkripce). Poté pfes konformacni intermediaty prfechazi
komplex RNAP - DNA do tzv. otevieného komplexu, kdy dochazi k ,tani* promotoru
v oblasti - 10 hexameru, vldkna jsou separovana v rozmezi -11 az +3. V otevieném
komplexu je pozice +1 templatového viakna DNA pfipravena k pfifazeni iniciaéniho

nukleosidtrifosfatu (iNTP) (Haugen et al., 2008; Ross and Gourse, 2009).

Elongace — RNAP opousti promotor, posunuje se podél templatového viakna DNA,
probih& syntéza nové RNA pfipojenim komplementarnich (k templatovému viaknu
DNA) NTP k volné 3"OH skupiné rib6zy posledniho nukleotidu. Dojde k odStépeni
pyrofosfatu. RNA se postupné z ternarniho komplexu uvolfiuje a DNA samovolné

obnovuje svou puavodni konformaci (Vassylyev, 2009).

3) Terminace — Jedna se o ukonceni syntézy RNA a jeji kone¢né uvolnéni. Je

kédovana specialnimi sekvencemi DNA, které oznacujeme jako terminatory. Jsou dva
hlavni modely terminace transkripce — Rho - zavisly (vyZaduje mRNA elementy a
terminacéni proteinovy faktor Rho — ,trans acting”) a Rho - nezavisly (vyuziva

prevazné mRNA elementy — ,cis acting”) (Canals et al., 2010).

11



4.1.2. Posttranskrip €ni modifikace

RNA molekuly mohou byt syntetizovany ve formé prekurzord (zejména stabilni molekuly jako
rRNA, tRNA). Tyto RNA prekurzory jsou upraveny (v procesu zvaném RNA maturace) do

konec¢né podoby, kdy mohou vykonavat svou funkci. Obecné Ize fici, Ze jednotlivé RNA jsou
vystfizeny endonukledzami z prekurzorovych RNA, nasleduji tpravy 3" a 5° konce, kam patfi
napfiklad polyadenylace. Maturovana RNA je chranéna pfed rychlou degradaci a je schopna

pInit svoji funkci (Deutscher, 2006).

4.1.3. Translace

Translace je proces, kdy geneticka informace obsazena v mRNA je vyuzivana k syntéze
proteinl. Pro tento proces jsou nezbytné rovnéz translac¢ni faktory. Aktivované tRNA,
nesouci kazda urcitou aminokyselinu, jsou pfendsSeny pomoci elongac¢niho faktoru Tu na
ribozom, kde jsou parovany s odpovidajicim tripletem mRNA (oznaCovanym jako kodon).
Aminokyseliny jsou pfipojovany ke vznikajicimu polypeptidu a posun mRNA je zajiStovan
elongaénim faktorem G dokud se neobjevi stop kodon ukondujici translaci za asistence

terminacnich faktord (Czworkowski et al., 1994).

Regulace translace probih& hlavné na téchto urovnich: konformace mRNA, tRNA, spravna
funkce aa-tRNA syntetazy (pfifazeni spravné AMK ke spravné tRNA), spravné parovani
nabité tRNA s kodonem (Ibba and Soll, 1999).

4.1.4. Posttransla ¢ni modifikace

Po dokonceni syntézy proteinu mlZze tento ziskat konec¢nou podobu v procesu zvaném
posttranslacni modifikace a vykonavat tak svoji pfesnou funkci. Jedna se napfiklad o

acetylaci, metylaci, fosforylaci atd. (Yang and Gregoire, 2007).
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4.2. Requlace genové exprese

Pro preZziti buriky je tfeba, aby vhodné reagovala na podnéty z okoli zménami v genove
expresi. Tyto zmény mohou byt regulovany na nékolika Urovnich — na arovni transkripce

nebo na urovni translace, ¢i nasledné pfi posttranskripénich, posttransla¢nich modifikacich.

Prvni proces genové exprese, ktery maze byt regulovan, je proces transkripce a to zejména
jeji prvni krok — iniciace transkripce. Regulace tohoto procesu je obzvlast dulezita, protoze

spravné rozhodnuti v této fazi usetfi burice energii a zdroje.

Mechanismy requlace genové exprese na Urovni iniciace trankripce jsou:

1) Obecné znamy proteinovy systém represor / aktivator a dalSi proteiny

zprostfedkované zpUsoby requlace.

Transkrip €ni faktory (TF) jsou proteiny, které pozitivné ¢i negativné ovliviiuji proces
transkripce. Téchto proteint kdduje napf. E. coli vice nez 300. Nékteré transkripéni faktory
ovliviuji mnoho rdznych gend, jiné jsou specifické pro dany gen. Samotné transkripéni
faktory mohou byt regulovany bud zpétnou vazbou (koncentrace daného TF kontroluje
vlastni expresi), dale vazebna aktivita TF miZe byt regulovana pomoci ligandu, které

v burice kolisaji na zakladé stavu prostfedi a nakonec aktivitu TF ovliviuji kovalentni

modifikace (fosforylace atd.) (Browning and Busby, 2004).

Typy proteinovych regulator(:

a) Veétsinou se jednd o specifické DNA vazebné proteiny (napf. Fis, IHF, CRP, atd.),
které brani vazbé RNAP na DNA ¢&i ji stimuluji. Nékteré TF mohou mit oboji uc€inek

v z4vislosti na konkrétnim promotoru.
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b) Nékteré proteiny se mohou vazat pfimo na RNAP (napf.: DksA, NusA, Mfd, atd.)
(Browning and Bushy, 2004).

2) Neproteinové zpusoby regulace:

a) Atenuace transkripce (Landick et al., 1996). Jedné se o regulaci v ¢asné fazi
transkripce, kdy mize dojit k pfed¢asné terminaci. K této terminaci dochazi na
takzvaném atenuétoru, coz je vétSinou sekvence na DNA leZici v oblasti tzv.
.leader region“ — mezi promotorem a prvnim genem operonu. V zavislosti na
dalSich faktorech miZze dochazet k terminaci nebo antiterminaci transkripce
(Henkin and Yanofsky, 2002; Winkler and Breaker, 2005; Turnbough, Jr. and
Switzer, 2008; Arnvig et al., 2008).

b) Regulace genové exprese na arovni iniciace transkripce pomoci malych
efektorovych molekul jako je ppGpp a iniciacni NTP (iNTP). Tato regulace

souvisi s funkci proteinu 8, a proto ji zde vénuiji SirSi prostor.

14



4.2.1. Requlace iniciace transkripce pomoci malych efektorovych
molekul

Bakterie potiebuji velice rychle reagovat na zmény v prostfedi, jako jsou napfiklad zmény
v koncentracich Zivin. Syntéza regula¢nich bilkovin je relativné pomala, proto bakterie

vyuZivaji i rizné neproteinové zpusoby regulace genové exprese.

Na drovni iniciace transkripce se uplatriuji predevSim tyto dva typy neproteinové

requlace:

1) Regulace pomoci ,alarmonu” guanosin tetrafosfatu (ppGpp).

2) Regulace pomoci koncentrace iniciaénich nukleosid trifosfatt ([iNTP]).

4.2.1.1. Regulace genové exprese pomoci quanosin te trafosfatu (ppGpp)

Proteiny syntézy ppGpp:

1) RelA: z prekurzord GTP / GDP syntetizuje guanosin pentafosfat (pppGpp),
s vyuZitim energie ATP. Enzym je asociovan s ribozomem a reaguje na pfitomnost

tRNA bez navazané aminokyseliny.

2) GppA: pppGpp fosfohydroldza — konvertuje pppGpp na ppGpp.

3) SpoT: v zavislosti na rovnovaze reakce miize ppGpp syntetizovat nebo hydrolyzovat
(Srivatsan and Wang, 2008).
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RelA a SpoT se vyskytuji u E. coli (Barker et al., 2001). U B. subtilis jsou tyto dvé funkce
spojeny v jednom RelA proteinu. Navic byly u tohoto organismu nalezeny jesté dva funk&ni
homology oznacované jako ,small alarmon synthetases” (SAS). Jsou to produkty gent yjbM
a ywaC (Nanamiya et al., 2008). U E. coli je pro spravnou funkci ppGpp potieba protein
DksA, ktery se vaZe do sekundarniho kanalu RNAP (Mallik et al., 2006). Homolog tohoto
proteinu nebyl u B. subtilis nalezen, mozZna by jim mohla byt podjednotka w2, ktera se
podobné jako ppGpp vaze na podjednotku B~ (Winkler and Breaker, 2005; Vrentas et al.,

2005). ppGpp se ucastni regulace mnoha genu:

1) Obecny vliv ppGpp :

ppGpp shiZuje afinitu podjednotky o (ddleZité pro pFepis ,housekeeping” gentl) k RNAP a

zvysuje afinitu u ostatnich faktord o (Srivatsan and Wang, 2008).

2) Geny stringentni odpov édi:

Stringentni odpovéd: tento stav je vyvolan vstupem nenabité tRNA (bez AMK) do
mista A ribozomu, €imzZ se aktivuje RelA a dochéazi k syntéze ppGpp, ktery negativné
reguluje geny pro stabilni RNA (rRNA, tRNA) a pozitivné reguluje geny pro enzymy

biosyntézy aminokyselin a jejich transport (Winkler and Breaker, 2005).

3) Geny pro sporulaci :

Koncentrace ppGpp stoupa v pozdni exponencialni fazi, kdy dochazi u nékterych

bakterii k ndstupu sporulace (Lopez et al., 1981).

4) Geny pro virulenci a senzitivitu k antibiotik ~ am (Abranches et al., 2009).

16



4.2.1.2. Requlace pomoci inicia €niho nukleosid trifosfatu (iNTP)

Prvni zminka, Ze by transkripce mohla byt regulovana pomoci [NTP] pochazi z roku 1975,
kdy Schwarz a kol. (Schwartz and Neuhard, 1975) publikovali praci o regulaci genu pyr. Je to
pét genl produkujicich enzymy pro syntézu pyrimidinovych NTP (pyrB, pyrC, pyrD, pyrE,
pyrF). Exprese téchto genu je ovlivnéna hladinou UTP (pyrB, pyrE, pyrF) nebo CTP / GTP

(pyrC,pyrD), nikoli jejich di- nebo mono- fosfatovymi variantami.

Pozdé&ji bylo na promotoru pyrC, pyrD ukézano (Sorensen et al., 1993), Ze regulace funguje
na principu vybéru +1 mista v zavislosti na koncentraci NTP, coZ je dano kinetikou, kdy dany
NTP (prvni NTP transkriptu oznacujeme jako iINTP) vstupuje do pfislusného kanalu RNAP a
stabilizuje komplex RNAP — promotor. Ruzné dlouhy transkript poté bud tvofi, nebo netvofi

vldsenku a to urCuje jeho stabilitu (obrazek 2).

Dale bylo ukazano, Ze vybér +1 mista je ovlivnén i tvorbou prvni fosfodiesterové vazby
(systém je senzitivni i na koncentraci druhého NTP) (Lund and Dahlberg, 1979). Pfi vybéru
mista +1 hraje roli jeho ,sila“, kdy ATP (jako INTP) =2 GTP > UTP » CTP a vzdalenost tohoto
mista od Pribnowova boxu 7 »> 6 = 8 > 9> 10 (pofadi udavéa preferovanou pozici +1, nebo
preferovany iNTP) (Liu and Turnbough, Jr., 1994). Napfiklad u promotoru pyrC zacina
transkripce pfi vysoké hladiné CTP na pozici C7 a pfi nizké hladiné CTP na pozici G9.
Transkript zacinajici +1C neni translatovan, formuje totiz stabilni viasenku na svém 5" konci,
ktera schova Shine - Dalgarno sekvenci. Tento mechanismus dovoluje bakteriim regulovat
mnoZzstvi enzymu pro syntézu pyrimidinu v zavislosti na jejich koncentraci (Turnbough, Jr.,
2008).

Pribnow
box » -
TATCCTTTGTG‘EEEEGC{Nh 5G CCGGAG
3 | SD
+1 +1

Obrazek 2 - Sekvence iniciacniho regionu genu pyrC. P/i vysoké hlading CTP zacina
transkripce na misté +1 (Cervené) a transkript tvo/i vlidsenku (horizontalnimi Sipkami
oznacené sekvence). Pfi nizké hladiné CTP zacina transkripce na misté +1 (modre),

vlasenka se netvori (Liu and Turnbough, Jr., 1994).

17



DalSi variantou regulace pomoci [NTP] je tzv. podminéna opakujici se transkripce. V tomto
pfipadé je dané NTP v nadbytku (v pfipadé napf. pyrB u E. coli je timto NTP UTP o vySSi
koncentraci) pfipojovano opakované k 3" konci nascentniho transkriptu diky zpétnému
~Sklouzavani“ RNA po DNA templatu, ktery kéduje pocatecni sekvenci polyU. Produkt této
reakce je rychle uvolnén z iniciacniho transkripéniho komplexu (Gaal et al., 1997). P¥i
nadbytku UTP neni tedy syntetizovana mRNA potfebna pro translaci bilkoviny daleZité pro
syntézu UTP. Pokud je UTP hladina nizka, dojde k transkripci této pocate¢ni polyU
sekvence a RNAP pokracuje v transkripci genu. Pfepsana mRNA pak umoZniuje translaci

bilkoviny nezbytné pro zajisténi syntézy UTP.

Jinym mechanismem, kterym mnoZstvi intracelularniho iINTP ovliviiuje transkripci je vliv na
kinetiku formace iniciacniho komplexu (Gourse, 1988). Sekvence promotoru neuréuje pouze
acinnost, s jakou se na tento promotor vaze RNAP, ale uréuje také koncentraci NTP
potfebnou pro iniciaci transkripce. Napfiklad promotory rrn P1 E. coli potfebuji vysoké
koncentrace INTP (ATP nebo GTP v zavislosti na promotoru) pro stabilizaci otevieného
komplexu (Gaal et al., 1997). Koncentrace iINTP ovliviiuje transkripci z tohoto promotoru in
vitro (Barker and Gourse, 2001; Schneider and Gourse, 2003) i in vivo (Barker and Gourse,
2001; Murray et al., 2003b; Schneider and Gourse, 2004), tento jev plati jak pro G- E. coli tak
i pro G+ B. subtilis. Dalsim popsanym genem, ktery podléha regulaci pomoci koncentrace

INTP je promotor genu pro faktor Fis z E. coli. (Haugen et al., 2008).
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4.3. Ribozomy

4.3.1. Operony rRNA obecn é

Geny pro rRNA jsou organizovany v operonech rRNA. VétSina bakterii ma geny pro vSechny
tfi rRNA (16S, 23S, 5S) obsazeny v jednom operonu. Existuji vSak i vyjimky, kdy gen pro
16S rRNA ma samostatny operon a geny pro 23S a 5S rRNA leZi ve stejném operonu (napf.
u Thermus thermophilus), nebo geny pro kazdou rRNA maji samostatny operon (Leptospira
interrogans). Tyto samostatné operony nemusi byt vzdjemné ve stejném pocetnim
zastoupeni (Borrelia burgdorferi). V operonech rRNA jsou &asto obsaZeny i geny pro tRNA
(Schwartz et al., 1992a; A. L.Sonenschein, 2002; Aiyar et al., 2002b; Schneider et al.,
2003a).

V operonech se tfemi geny pro rRNA jsou tyto geny oddéleny dlouhymi mezerniky

s komplementarnimi repeticemi, které mohou byt rozpoznavany endonukledzami (RNasa |l
u E. coli) (Evans et al., 2006). Tyto mezerniky musi byt v ramci posttranskripéni modifikace
odstépeny za vzniku funk&nich rRNA. Pfitomnost vSech gend pro rRNA v jednom operonu

zajistuje jejich ekvimolarni zastoupeni.

Pocty operonl rRNA v bakterialnim chromozomu zalezi na druhu organismu. V pomalu
rostoucich organismech je pocet operonli rRNA obecné nizky; naopak v organismech, které
se mnozi rychle, je pocet rRNA operontl vysoky. Napfiklad Mycoplasma sp. s genera¢nim
¢asem v fadu desitek hodin méa pouze jeden operon, Escherichia coli s generacnim ¢asem
20 minut ma operonu sedm, Bacillus subtilis se shodnou genera¢ni dobou jako E. coli m&
operonu deset, Vibrio natriegens s generacni dobou kratSi nez 10 minut ma téchto operonu
nejspiSe 14 (Schwartz et al., 1992b; Aiyar et al., 2002a; Schneider and Gourse, 2003).
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4.3.2. Promotory P1 a P2

Bakterie v mnoha pfipadech u svych gent vyuzivaji tandemové usporadani promotort
(Mendoza-Vargas et al., 2009), coz umoziiuje SirSi spektrum regulaci daného genu.
Pfikladem takového uspofadani jsou geny pro rRNA. Ty vyuZivaji dva promotory - P1 a P2
(obrazek 3) (Murray and Gourse, 2004). Promotory rrn P1 jsou zodpovédné za vétSinu
transkripce rRNA bé&hem rychlejSich ristovych rychlosti, jejich aktivita dramaticky roste se
vzristajici rdstovou rychlosti (,growth — rate dependent control“). P1 je inhibovan béhem
hladovéni na aminokyseliny (,stringent control“) a je homeostaticky regulovan (,feedback
control*) (Keener and Nomura, 1993; Hernandez and Cashel, 1995; Bartlett et al., 1998).
Aktivita promotoru P2 s ménici se rastovou rychlosti se méni relativné malo. P2 je aktivnéjsi
nez P1 béhem prechodovych stavl a to zejména z exponencialni faze ristu do stacionarni
faze. Promotor P2 tvofi ve stacionarni fazi malé mnozstvi transkriptu, kdezto promotor P1
netvofi transkript Zzadny (Murray et al., 2003a). Oba promotory jsou senzitivni na regulaci
pomoci [INTP], ovdem promotor P2 vykazuje tuto senzitivitu mensi (Murray and Gourse,
2004; Krasny and Gourse, 2004; Paul et al., 2004a; Pul et al., 2005).

UP -35-10 UP -35 -10

Obrazek 3 — Schéma tandemového usporadani promotord P1 a P2 u E. coli (Murray and
Gourse, 2004). -35, -10 jsou promotorové konsensus hexamery. UP — ,upstream element” —
A/T bohata sekvence, ktera zvySuje afinitu RNAP k DNA, interakce probiha pomoci
podjednotek a.
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4.3.3. Operon rRNA B. subtilis

Operony rRNA jsou u B. subtilis oznaCované rrn a je jich celkem 10 (rrnA, O, J, W, B, |, H, G,
E, D) (Jarvis et al., 1988). Kazdy operon obsahuje geny 16S, 23S a 5S rRNA (obrazek 4)
(Vold et al., 1988a; Vold et al., 1988b).

[ B4l [ esonzs

rrnE-168 rrnE-55 mp
rrnE—23%
trnE-Het
trnE—Asp

Obrazek 4 -Pfiklad organizace ribozomalniho RNA operonu u B. subtilis.

VétSina operonu rRNA je lokalizovana tésné za zaCatkem replikace, aby interval mezi
replikaci a transkripci pfi déleni buriky byl co nejkratSi (obrazek 5). Pokud jsou pfitomny geny
pro tRNA, jsou lokalizovany mezi geny pro 16S a 23S nebo az za genem pro 5S (Green and
Vold, 1992). Sest rRNA operond (rrnB, J, A, |, D, O) obsahuje tandem promotord P1 a P2
(pocatky transkripce), jeden (rrnE) mé jen P1 a tfi (rrnH, W, G) maji jen P2. Iniciacni
nukleosid trifosfat u promotord P1 i P2 je ve vSech pfipadech iniciacni nukleosid trifosfat
GTP.

rrno renA rrnd-W

Obrazek 5 - Lokalizace operond rrn na chromosomu B. subtilis (Kunst et al., 1997).
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4.3.4. Syntéza ribozom U

Syntéza proteinu je hlavni aktivitou bakterialni buriky z hlediska vydaje energie a spotifeby
Zivin (VanBogelen et al., 1996). Ribozom je mistem, na kterém probiha translace a jako

takovy hraje v procesu exprese genetické informace nezastupitelnou roli.

Ribozomy tvofi az 40 % suché hmoty bakterialni bufky. V bakterii, ktera se rozdéli ctyfikrat
za hodinu, se syntetizuje zhruba sedmdesat tisic ribozom(. Tuto energetickou investici do
ribozomu je nutné presné regulovat, aby burika zbyte¢né neplytvala energii a Zivinami, ale
aby si zaroven zachovala schopnost efektivné pokryvat své potfeby produkce novych
proteint (Condon et al., 1995; Stevenson and Schmidt, 2004).

MnoZstvi proteinu v burice se se zmé&nou mnoZstvi Zivin v prostfedi pfilis neméni (obrazek
6). Rovnéz rychlost translace je konstantni bez ohledu na mnozstvi Zivin v prostfedi. Méni se
generacni doba, tedy rychlost vzniku novych bunék. Burika tedy neméni mnozstvi
syntetizovanych proteind na buriku, ani vykonnost ribozom(. Méni se doba, za kterou je
dané mnoZstvi proteinll syntetizované a to zménou v poctu ribozomu, které proteiny vyrabi
(Nomura et al., 1984; Schneider et al., 2003b).

R zavislost syntézy ribosomu a protein( na rychlosti ristu
F buriky
a
3 RNA
|
v s 30
[‘I ¥ 25 .
I n
t 20 4
€ 15 4
y Iz
c oy 10 4 proteiny
h 5 4
|
= O T T T T T 1
t 0 1 2 3 4 5 6
pocet zdvojeni za hodinu

Obrazek 6 - Graf znazorriuje, Ze pfi vzrdstajici rychlosti rdstu obsah proteind v burice
nardgsta jen mirné (¢ervena kfivka), naopak pocet ribozomd v burice vzrusta exponencialné

(¢ernéd krivka). Pfekresleno podle (Nomura et al., 1984).
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KdyZ se rychle rostouci bakterie dostane do prostfedi chudého na Ziviny, musi mnoZstvi

ribozomu sniZzit, pfi pfechodu do prostfedi bohatSiho na Ziviny pocet ribozomu zvysi.

Ribozom je sloZen ze tfi ribozomalnich RNA (rRNA) a pfiblizné 52 ribozomalnich proteinu (r -

protein().

Pfi syntéze nového ribozomu jsou dulezité dva momenty:

a) Prvnim momentem je koordinace syntézy rRNA s ekvimolarnim mnoZstvim
ribozomalnich protein(. Tento problém je feSen tak, Zze produkce r - proteinl je
zpétnovazebné zavisla na mnozstvi (Nomura et al., 1984; Zengel and Lindahl, 1994).
Podili se na ni mechanismy jako napf. atenuace transkripce (Henkin and Yanofsky,
2002).

b) Druhym momentem je regulace syntézy takového mnoZzstvi ribozoma, které odpovida
momentalnim potfebam burky na syntézu proteind. Zde jsou rozhodujici mechanismy
regulace syntézy rRNA, protoZe toto je krok urcujici rychlost syntézy ribozoma
(Hernandez et al., 1996; Krasny and Gourse, 2004; Paul et al., 2004b).

Regula¢ni mechanismy exprese rRNA jsou intenzivné zkoumany vice nez 50 let a pfesny
molekularni mechanismus neni do vSech podrobnosti dosud znam (Kjelgaard et al., 1958;
Gourse et al., 1996; Bartlett et al., 1998; Schneider and Gourse, 2003). Je to homeostaticky
systém, kde ribozom spotifebou ATP / GTP ¢i RelA zavislou syntézou ppGpp ovliviuje jejich
koncentraci a tim zpétné aktivitu promotord rRNA a syntézu novych ribozomu (Jinks-
Robertson et al., 1983; Cole et al., 1987; Yamagishi et al., 1987; Keener and Nomura, 1993;
Schneider et al., 2003b).

Regulace syntézy rRNA probiha hlavné na drovni iniciace transkripce a dalezitou roli tu hraje

(vedle regulace proteinovymi faktory) regulace pomoci malych efektorovych molekul (Jensen
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and Pedersen, 1990; Murray et al., 2003b). Byly objeveny i mechanismy regulace exprese

rRNA mimo uroven iniciace transkripce (Squires and Zaporojets, 2000).

Historicky pouzivané pristupy studia syntézy rRNA:

1)

2)

Regulace rRNA zavisla na ustalené rychlostir  Gstu (,growth — rate dependent
control®). V exponencialni fazi rastu rychlost syntézy rRNA zavisi na rastové rychlosti.
Jedné se o koordinaci poctu ribozomU s potfebami buriky na syntézu protein
(Schaechter et al., 1958; Gourse et al., 1986). Regulace syntézy rRNA v zavislosti na
rychlosti ristu se pravdépodobné G¢astni malé efektorové molekuly a u E. coli i faktor
Fis, nicméné pfesny mechanismus odpovédny na tuto regulaci je stale neznamy
(Gourse et al., 1996; Gaal et al., 1997).

Regulace rRNA zavisla na rychlé zm éné rustové rychlosti . Bufika musi byt
schopna reagovat na rychlou zménu dostupnosti Zivin - at’ uz pozitivni nebo

negativni.

a) Zmény v mnozstvi Zivin . Pfikladem je stringentni odpovéd - hladovéni na AMK,
coz se projevi poklesem produkce rRNA a tRNA. Dale napfiklad hladovéni na
zdroj uhliku atd. (Sands and Roberts, 1952; Hernandez et al., 1996). Podle
usporadani experimentu mluvime o tzv. ,shiftech” - ,downshift* — pfesun
z bohatého do chudého prostfedi (Neidhardt and Magasanik, 1960; Molin et al.,
1977), déle tzv. ,upshift* — pfesun z chudého do bohatého prostiedi (Friesen et
al., 1975; Olsson and Gausing, 1980).

b) Prechody mezi jednotlivymi fazemir uastové k fivky — z exponencialni do
stacionarni (Jacobson and Gillespie, 1968; Aviv et al., 1996), ze stacionarni do
exponencialni (Jacobson and Gillespie, 1968; Sarmientos and Cashel, 1983;
Lukacsovich et al., 1987).
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Je tedy patrné, ze v burice musi fungovat sit signall zajiStujicich pfesnou regulaci syntézy
rRNA. Ve vSech uvedenych pfipadech se na této regulaci pravdépodobné podileji malé

efektorové molekuly (Barker and Gourse, 2001; Murray et al., 2003b).

Shrnuto, na syntézu ribozomu pfipada velka ¢ast bunéénych energetickych rezerv, samotné
ribozomy hraji centraini dlohu v buné&nych déjich. Proto pochopeni mechanismu jejich

regulace je zasadni pro pochopeni bunécné fyziologie (Murray and Gourse, 2004).

4.3.4.1. Requlace iniciace transkripce rrn operon i pomoci ppGpp

U E. coli se ppGpp vaze pfimo na RNAP, neznamo kam (Vrentas et al., 2008), ¢imz
urychluje rozpad otevieného komplexu a urychluje izomerizaéni krok v iniciaci transkripce. U
promotord, kde je rychlost iniciace transkripce limitovana rychlosti izomerizace (napf.:
promotory pro tvorbu AMK) zvySeni ppGpp urychluje izomerizaci a tim iniciaci transkripce.
Ribozomalni promotory maji polocas rozpadu otevieného komplexu velmi kratky, ppGpp

v tomto pfipadé sniZuje rychlost iniciace transkripce. Takto je u E. coli regulovana stringentni

odpovéd, béhem niz ppGpp stoupa a pusobi pfimo na RNAP (Paul et al., 2005).

B. subtilis pouziva alternativni strategii pro regulaci pomoci ppGpp, které pusobi na RNAP
nepfimo (Krasny and Gourse, 2004). B&€hem stringentni odpovédi koncentrace ppGpp
stoupd a reciproce s tim klesa hladina GTP (iNTP pro promotory rrn) prostfednictvim inhibice
IMP dehydrogenazy (inhibice syntézy GTP vede ke zvySeni hladiny ATP — viz obrazek 7),
dale je GTP pouZit pro syntézu ppGpp. Zménou v hladindch NTP dochazi k zménam v
acinnosti iniciace transkripce gend, jejichZz promotory jsou na tyto zmény senzitivni.
Promotory rrn jsou senzitivni ke zménam v koncentraci GTP (béhem stringentni odpovédi
hladina GTP klesa, klesa i syntéza rRNA), geny pro enzymy syntézy aminokyselin jsou
senzitivni ke zmé&nam hladiny ATP (jeho koncentrace b&éhem stringentni odpovédi stoup4,
stoupd i hladina transkripce téchto genu) (obrdzek 8 a 9). Obecng, identita mista +1 je
ddlezita pro geny, které jsou regulovany béhem stringentni odpovédi. ,Upregulované“ geny
maji jako INTP ATP, ,downregulované“ geny maji jako iNTP GTP (Krasny et al., 2008). U B.

subtilis se ppGpp tedy nevaze na RNAP a transkripci ovliviiuje nepfimo pusobenim na
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koncentrace ATP a GTP (Krasny and Gourse, 2004) (obrazek 10). Podobny mechanismus
regulace transkripce byl pozorovan i u T. thermophilus (Kasai et al., 2006).

H
“00C—CH 2—? — 00~

F|.| marate NHs
GDP + Py
B ¢ ATP
)I > adenylosuccinate R >
Aspartate [ydse

o adenylosuccinate
\ synthetase Adenylosu ccinate Adenylate

> {AMP)

Irlcsmate

“Mp, NAD*
NADH + H*
ATP AMP + PP; u]
Mp N
dehydrogenase d Hl | ‘~> (= GTP
Hah™ SN~ N

KMP ~glutamine

PpPGpp H amidotransferase
[RibHP)
Jtan-thyiate Guanylate
[XMP) {GMP}

Obrazek 7 - Pfeména IMP na GMP a AMP. IMP je spolec¢ny prekurzor pro GMP a AMP,
inhibici IMP dehydrogenazy pomoci ppGpp dochazi k inhibici syntézy GMP a hromadéni

IMP, ktery je utilizovan na AMP. Pfevzato z www.wikipedia.com.

C Amf'no acid starvaﬁon
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0.4 . i

0 10 20

Obrazek 8 — Korelace in vivo mezi koncentraci GTP a aktivitou promotoru rrnB P1 z B.
subtilis béhem stringentni odpovédi. BP1 +1G je wt promotor, ktery m& iNTP GTP. BP1 +1A
je konstrukt, kdy iNTP je ATP. Na ose X je ¢as v minutéach, na ose y relativni transkripce a
relativni koncentrace NTP, na vedlejSi ose vidime relativni koncentrace ppGpp (Krasny and

Gourse, 2004).
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Amino acid starvation ppGpp-mediated Effects on

activates ppGpp effects on transcription
production [ATP] and [GTP] initiation
Uncharged +1A promoters
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Pepy tRNA
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Stalled ~\: . during ppGpp
ribosome \ production
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Obrazek 9 - Regulace transkripce u B. subtilis pomoci ppGpp a iNTP béhem stringentni
odpovédi. (Turnbough, Jr., 2008).

E. coli B. subtilis

@fﬁn
—

~3

NTP | ppGpp NTP
PPGPP

Obrazek 10 - Schéma regulace promotord rRNA u E. coli a B. subtilis. Schéma naznacuje

rozdily v regulaci pomoci malych efektorovych molekul (Krasny and Gourse, 2004).
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Relativni transkripce

4.3.4.2. Requlace iniciace transkripce gen G rrn pomoci [iNTP]

Oteviené komplexy promotort rRNA jsou nestabilni, maji kratky polocas Zivota. Stabilita
otevieného komplexu uréuje, zda ma iINTP ¢as do néj vstoupit a jestli bude RNAP schopna
vytvofit prvni vazbu mezi iniciaCnim NTP a druhym NTP. PoZadavek na relativhé vysokou
koncentraci NTP u promotorl rrn P1 je dan mimo jiné atypickou pozici +1 (9 bp
.,downstream" od Pribnowova boxu) (Haugen et al., 2006). Promotory rrn jsou tedy
»senzitivni“ k ménicim se hladinam iNTP; v pfipadé B. subtilis a promotora P1 je to vylué¢né
GTP (Natori et al., 2009). ,Senzitivita“ znamena, Ze promotor potfebuje relativné vysoké
[INTP] pro maximalni rychlost iniciace transkripce, kdy mechanismem je ovlivnéni stability

otevieného komplexu (obrazek 11) (Schneider and Gourse, 2003; Turnbough, Jr., 2008).
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Obrazek 11 - Vliv koncentrace iNTP na ucinnost transkripce. Zavislost Gcinnosti (vzhledem
k maximu) transkripce na koncentraci ATP z promotoru rrnB P1 (+1A) a [INTP]

neregulovaného promotoru RNA 1 (Gaal et al., 1997).

Tato regulace je zvlast dllezita v pfechodovych stavech rastové kfivky, kdy pfi pfechodu

z lag faze do exponencialni faze dochazi ke zvySeni hladiny NTP, naopak ve stacionarni fazi
je hladina NTP nizkd, coz koreluje s potfebou proteosyntézy v danych stavech (Murray et al.,
2003b). U B. subtilis se tato regulace (na rozdil od E. coli) uplatfiuje i b&€hem stringentni

odpovédi (Krasny and Gourse, 2004).
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4.4. Zmény v intracelularnich koncentracich NTP

4.4.1. Zmény v intracelularnich koncentracich NTP v zavislost i na
rychlosti r Ustu

U E. coli koncentrace iNTP hraje dulezitou roli pfi regulaci iniciace transkripce rRNA

v zavislosti na zménach v podminkach rdstu. Pokud E. coli roste na riznych substratech, liSi
se i ustalend rastova rychlost, rychlost syntézy rRNA je imérna &tverci ristové rychlosti
(tento fenomén oznacujeme jako ,growth-rate dependent control”). Molekularni podstata
zatim neni pIné objasnéna. Spekulovalo se, Ze by mohlo jit o regulaci pomoci [INTP]
(Schneider and Gourse, 2004). To se u E. coli nepotvrdilo, jelikoZ koncentrace ATP a GTP
zUstava s meénici se rlstovou rychlosti stejna (Gaal et al., 1997; Squires and Zaporojets,
2000; Petersen and Moller, 2000; Schneider and Gourse, 2004) (Obréazek 12). U B. subtilis
dosud nebyl Zadny experiment proveden.

FPool relative to sum of NTPs

(T 0.8 L0 1.5 20 15
Growth rate (generations/h)

Obrazek 12 — Hladiny NTP u E. coli pAi rdznych rastovych rychlostech. Na spodni ose je
vynesen pocet generaci za hodinu, na svislé ose je relativni koncentrace NTP. Vidime, Ze
hladiny jednotlivych NTP se prilis neméni (Petersen and Moller, 2000).
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4.4.2. Zmény v intracelularnich koncentracich NTPvp rechodovych

fazich r Gstové k rivky

PFi pfechodech ze stacionarni faze dochazi ke vzrastu koncentrace ATP a GTP a tim

k rychlému zvySeni syntézy rRNA, pfi pfechodu do stacionarni faze je tomu naopak; zde
hraje roli i ppGpp. ppGpp hraje roli v regulaci rRNA i pfi ,shiftech” b&hem exponencialni faze
rustu (obrazek 13) (Murray et al., 2003b). To plati pro E. coli; u B. subtilis je regulaéni
molekulou iINTP. U E. coli se také ukazalo, Ze hladina NTP (hlavné ATP, GTP) béhem
rustové krivky dramaticky fluktuuje (obrazek 14) (Walker et al., 2004).

b

Optical Density

Time

Obrazek 13 - Schéma regulace transkripce rRNA malymi efektorovymi molekulami u E. coli
(Gerna linka je rastova kfvka). Sipkami jsou naznadeny posuvy v hladinach NTP a ppGpp,
pferuSované Sipky znéazorriuji zménu rdstove rychlosti pfi ,shiftech” (Murray et al., 2003b).
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Obrazek 14 - Zmény v koncentracich NTP béhem rdstu E. coli *ATP, oGTP, s« UTP, 2 CTP,

o rastova kfivka. Na spodni ose vidime ¢as v minutach, na hlavni svislé ose je vynesena

hladina NTP, na vedlejSi svislé ose je pocet bunék v médiu (Walker et al., 2004).
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4.5. Podjednotka bakterialni RNAP - &

RNAP se obecné sklada z péti podjednotek (2x a, B, B, w2). G+ bakterie maji navic dvé

podjednotky — w1l a d.

Zde je kratké shrnuti poznatkd o podjednotce &; obSirnéji se touto podjednotkou zabyva moje

bakalarska préace.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Protein & se vyskytuje jen u G+ bakterii. Kbdovana je genem rpoE, transkribovana je
ze 0" dependentniho promotoru. Molekularni hmotnost je 20,4 kDa, sklada se ze 173
AMK (Lopez de Saro et al., 1999).

Protein & se sklada ze dvou domén (NTD a CTD) (Lopez de Saro et al., 1999).

NTD je strukturovana, ma 4 a helixy, jeden antiparalelni B list (Motackova et al., 2010)
(obrazek 15), vaZe se na jadro RNAP. CTD je nestrukturovana, je flexibilni,

pravdépodobné kompetuje s NK.

Protein & zvySuje specifitu vazby RNAP k promotoru in vitro (sniZzuje afinitu RNAP
k DNA, schopnost RNAP vazat se na ,silné" promotory zustava zachovana,
schopnost asociovat se ,slabymi“ promotory klesd). Ma vliv na procesivitu transkripce

in vitro (zvySuje rychlost recyklace jadra RNAP) (Juang and Helmann, 1994).

Kmeny ArpoE maji prodlouzeny pfechod z lag faze a vykazuji zmény v morfologii

(Juang and Helmann, 1994).

Protein & je dulezity pro virulenci u S. agalactiae a S. aureus (Watson et al., 1998;
Jones et al., 2003; Seepersaud et al., 2006).

32



7) Protein & ma vliv na regulaci pomoci [iNTP] in vitro (A. Svenkova, osobni sdéleni, viz
kapitola 7.2.)

Obrazek 15 - Struktura NTD podjednotky 6 (A,B) a jeji strukturni homology (C-F) nalezené
v datab&zi PDBI (Motackova et al., 2010).
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4.6. Shrnuti

Transkripce je kli€ovou souc¢asti masinérie exprese genu. Hlavnim proteinem, ktery se podili
na transkripci je RNAP. G+ a G- bakterie se ponékud lisi sloZenim tohoto enzymu

(Artsimovitch et al., 2000). Jednim z téchto rozdill je pfitomnost podjednotky & u G+ bakterii.

Dulezitym mechanismem regulace transkripce je regulace koncentraci iNTP. V pozorovanich
in vitro ma protein & vliv na senzitivitu RNAP k [INTP]. Neni jasné, zda tato pozorovani budou

korelovat i s pozorovanimi provadénymi in vivo.
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5. Material a metody

5.1. Material

Centrifugy

®
0'0

®.
0'0

®.
0'0

Beckman Model J2-21M - chlazena centrifuga s moznosti vymény rotor(

rotor JA 14 — na 6 kyvet o objemu 250 ml s maximalnim odstfedivym zrychlenim
30100xg

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

Universal 16 R - chlazena mikrocentrifuga s maximalnim odstfedivym zrychlenim
20000 x g

Qualitron, INC. - stolni centrifuga na kratké sta€eni roztoku v eppendorfce

Elektroforézy

Vertikalni elektroforéza Sigma - velikost gelu: 16,5 cm x 17,5 cm
Horizontalni agar6zova elektroforéza OWL - velikost gelu: 13 x 11,5 cm, 7 x 8 cm
Agarézova elektroforéza - velikost gelu: 6,5 x 7,5 cm

Vertikalni elektroforéza na proteiny Mini - Protean Il (Bio-Rad) - velikost gelu: 9,5 -
7,5cm

Elektroforetické zdroje Bio-Rad Model 500/200 a PAC 3000
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Inkubatory a t Fepacky

®
0'0

0
0'0

Dalsi

Eppendorf Termostat 5320 — pouzivan pro inkubaci roztok( s restrikénimi

endonukleazami

Thermo 120 — termoblok s mozZnosti nastaveni teploty

Biological Termostat BT 120 — inkubace Petriho misek

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

Elpan Water Bath Shaker type 357

Rotaéni tfepacka RT60

p Fistroje

Denzitometry: Bio-Rad Molecular Imager FX (USA), Expozi¢ni kazeta s expozi¢ni folii
BAS-MS2040 Fuji (Japonsko)

Spektrofotometr: Shimadzu UV - 1601

PCR cyclery: PTC — 100 MJ Research, PTC — 200 MJ Research
Geigerv — Mullerav pocita¢: mini - monitor Series 900

Susicka gelt: Biometra D 62

Vakuova pumpa KNFLAB Laboport

Vahy analytické — Kern ABJ

Pfedvazky — Kern EG

Sonikator — Hielschner UP200S

TLC desky — Polygram

Filtry pro RNA — Glass Microfibre Filters, 25mm (Whatman, USA)
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Chemikalie, enzymy a dalSi preparaty

Agar pro pevné pudy (Lachema, CR)

Agaréza pro molekularni biologii (Sigma, Némecko; Lachema; CR)
Aqua pro injectione biotika (Biotika, SR)

Akrylamid (Serva, USA)

Amoniumpersulfat (Serva, USA)

Antibiotika (Biotika, SR)

Bromphenole blue (Serva, USA)

EDTA (chelaton Ill, Lachema, CR)

GTP (Roche, USA)

ATP (Roche, USA)

CTP (Roche, USA)

UTP (Roche, USA)

[y - **P] ATP (M.G.P., CR)

(3H) uridin (M.G.P., CR)

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

Restrikéni endonukledzy — EcoR I, Kpn | (Takara, Japonsko), (Promega, USA)
T4 DNA ligadza (Takara, Japonsko)

T4 polynukleotidyl transferaza (Takara, Japonsko)

MOPS (3-(N-morpholino)propanesulfonic acid) (Roth, Némecko)
Zasobni roztoky aminokyselin (AppliChem, Némecko) — 2g na 100 ml, ddH,O

Xyl6za (Roth, Némecko)
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Pouzivana kultiva éni média

< Komplexni médium LB - sloZeni 1 litru: Tryptone 10 g, kvasinkovy extrakt 5g,NacCl
10 g, zbytek ddH,O

+ Definované médium MOPS - na 100 ml je potfeba: 10 ml 0,5 M MOPS, 1 mlI 1 M
NH4S04, 0,2 ml 0,5 M KH,POy4, 0,1 ml 2 M MgCl,, 0,2 ml 1 M CacCl,, 0,005 ml MnCly,
0,01 ml 0,05 M FeClz, 2 ml 20% roztoku glukosy

a) ,chudé médium MOPS" — k stavajicimu roztoku pfidam ze zasobniho roztoku 0,5 ml

fenylalaninu a 0,5 ml tryptofanu, doplnit vodou na 100ml

b) ,bohaté médium MOPS* — ke stavajicimu roztoku pfidam ze zasobnich roztokd 0,5 ml

vSech aminokyselin, doplnit vodou na 100ml
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5.2. Seznam pouzivanych bakterialnich kmen

U a plazmid U

Kmen / plazmid Genotyp Reference
B. subtilis
MO1099 pheAlAmyE::mls (Guerout-Fleury et al., 1996)
#642 (,mutantni kmen®, MO1099, ArpoE — Kan, Laborator
+ArpOE") amyE::Cm rrnB P1 (-39/+1)-
lacz
#7554 (,wt") MO1099, amyE::Cm rrnB P1 | Laboratof
(-39/+1)-lacz
RLG6943 MO1099 amyE::Cm rrnO P2 | (Krasny and Gourse, 2004)
(-77/+50)-lacz
#866 MO1099 amyE:: Pxyl-rpoE- Laboratof
his
#556 MO1099 amyE::Pxyl-rpoE Tato prace
E. coli
Dh5a SupE44, AlacUu169 (@80
lacZAM15) hsdR17 recAl
endAl gyrA96 thi-1 rel-Al
LK22 pCD2 (B. subtilis sigA) (Aiyar et al., 1994)
Plazmid

pSG1729 (obrazek 16)

bla amyE3‘ spc Pxyl —
gfpmutl’ amyE5*

(Lewis and Marston, 1999)

pSG1729-rpoE (obrazek 26)

Bla amyE3‘ spc Pxyl —rpoE’
amyE5*

Tato prace
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P! BamH

Xhol

—— Sall
A Clal
gfpmut1 X Hindlll
|

EcoRY
EcoRI

e 7000 ;
Xbal . 1000 amyE’
Sall =

6000

pSG1729
7.6 kb 2000 ~

ﬁsu

Obrazek 16 - Schéma plazmidu pSG1729 (Lewis and Marston, 1999).
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5.3. Metody

5.3.a. Ovéreni pFritomnosti neobvyklych nukleotid U vazanych na

protein & u B. subtilis

5.3.1. Méreni optické denzity (OD)

Principem je méfeni mnoZstvi svétla, které projde vzorkem ku svétlu, které na vzorek

dopada. Zjednodusené fe€eno, ¢im je vzorek hustsi, tim méné svétla jim projde (tim ma

vétSi absorbanci). MéFeni probihaji na spektrofotometru Shimadzu UV — 1601, ktery

umozruje nastavit vinovou délku svétla, jimz se vzorek ozafuje.

0
0'0

®
0'0

.
0'0

Mé&reni koncentrace bunék probiha pfi vinové délce 600 nm (ODgg).
Méreni koncentrace NK probihd pfi vinové délce 260 nm (ODygp).

Mé&feni koncentrace proteinl probiha pfi vinové délce 280 nm (ODyg).

Pro zjisténi Cistoty vzorku NK se pouZziva pomér absorbanci 260 / 280. Pomér mensi
nez 1,75 svédci pro obsah kontaminujicich bilkovin. V pfipadé vysSiho obsahu

necistot se provede precisténi vzorku.

5.3.2. Elektroforeticka analyza DNA

Principem této metody je skute¢nost, Ze DNA ma zapornych elektricky naboj a v elektrickém

poli putuje k anodé (obrazek 17).

®
0'0

Pufry:

o TAE- 40 mM Tris, 20 mM kyselina octovéd, 1 mM EDTA, pH 8,0.
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% Nejprve byla sestavena elektroforéza.

% Pozadované mnozstvi agarézy (hmotnostni jednotky odpovidaji objemovym) bylo

v mikrovinné troubé rozvareno v 1x TAE na 1 % agarézu.

% Agaréza byla ochlazena na teplotu asi 50 C, byl d o ni pfidan ethidium bromid na

vyslednou koncentraci 0,5 pg/ml.

% Na pripraveny gel byly nanaSeny vzorky DNA a hmotnostni marker. Jako marker byla
pouZzita A DNA Stépena EcoRlI, Hindlll (rozsah velikosti 500 bp — 20 kbp).

< Po naneseni vzorkd byla DNA délena za stalého napéti 5 V.cm™. Ke vzorec¢ku se
pridava smés bromfenolové modfi (putuje pfiblizné stejné rychle jako fragment DNA
velky 250 bp) a xylen cyanolu (putuje pfiblizné stejné rychle jako fragment DNA velky
2,5 kbp) dale je v této barvicce obsazen glycerol a EDTA.

% Vizualizace probihala na UV transiluminatoru pfi vinové délce 320 nm.

smér elektroforezy

® riizna velks
fragmenty DNA

Obréazek 17 - Priklad elektroforetické analyzy DNA. Cisla 1 — 4 oznaduji nanasky réznych

vzoreckd, M je marker. Ruzné veliké fragmenty DNA jsou rozdéleny na zakladé velikosti.
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5.3.3. Stépeni plazmidu

+ Do eppendorfek byla napipetovana reakéni smés o nasledujicim sloZeni:

(@]

12 pl injekéni vody

o

4 yl plazmidu (0,25ug / pl)

(@]

2 ul multicore pufr (Promega)

(@]

1yl + 1 pl enzymu EcoRI + Kpnl (Promega)

% Poté byla smés fadné promichéna, sto¢ena kratce na centrifuze a vioZena do cycleru,
inkubace na 2 hodiny pfi 37 C.

« Poté byly enzymy inaktivovany inkubaci 20 minut pfi 65 <.

« Vysledek byl zkontrolovan pomoci agarézové elektroforézy, kdy byly ocekavany

prouzky odpovidajici relaxované formé plazmidu a vystépenému genu ymxcC.

5.3.4. Izolace DNA z gelu

% Na standardni agar6zovou elektroforézu byl pustén linearizovany plazmid (3,5 pg) a

PCR produkt (amplifikace genu rpoE), jak byly pfipraveny v pfedchozich krocich.

¢ Po vizualizaci na UV lampé byly skalpelem vyfiznuty pfislusné prouzky a viozeny do

predem pfipravenych eppendorfek a zvaZzeny na predvazkach.

% Na samotnou izolaci se pouziva QlIAquick Gel Extraction Kit od firmy QIAGEN.
Preparace je zaloZzena na afinitni chromatografii, kdy se DNA véaZe na silikagelové

kuli¢ky v prostfedi chaotropnich soli.

«» Do eppendorfky byl pfidan pufr QG (300 pl pufru na 100 mg gelu).
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% Smés byla dukladné promichana a inkubovana 10 minut v 50 C (kazdé dv & minuty

inkubace byla smés opét dukladné promichana).
+» Ke smési byl pfidan izopropanol 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
12 500 x g.

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

+ Kolonka byla centrifugovana ,na sucho“ 1 minutu pfi 12 500 x g a supernatant byl

odstranén a kolonka byla pfenesena do nové eppendorfky.

+ DNA byla z membrany eluovana 30 ul pufru EB, ktery byl centrifugovan do pfipravené

eppendorfky.

% Uspé3nost izolace byla opét provéfena standardni agarézovou elektroforézou.

5.3.5. Defosforylace plazmidu

Defosforylace plazmidu byla provedena z divodu, aby se po pfidani ligazy nespojovaly

konce plazmidu.

% Reak¢ni smés obsahovala:
0 1lulenzymu SAP — shrimp alkaline phosphatase* (Promega)
0 1ul 10 x SAP pufr (Promega)
0 6yl plazmidové DNA
o0 2l injekéni vody

% Reakce probiha 6 hodin pfi 37 °C. Zastaveni reakce probiha pfi 65 C, 20 minut.
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5.3.6. Stépeni PCR produktu

Pro pfipravu adheznich konct fragmentu DNA s genem rpoE bylo provedeno Stépeni

pomoci restrikénich enzymu.

% Reakéni smés obsahovala:
o 0,5ul EcoRI (Takara) a 0,5 pl Kpnl (Amersham)
0 1ul 10 x multicore pufr (Promega)
o 6ul DNA

o 2yl injekéni vody

+ Reakce probiha 6 hodin pfi 37 °C. Zastaveni reakce probiha pfi 65 T, 20 minut.

5.3.7. Ligace

Ligace pfipravenych PCR produktl s defosforylovanym plazminem.

< Reakéni smés obsahovala:

o

2 ul defosforylovaného plazmidu

0 1 pl PCR produktu Stépeného EcoRI a Kpnl (Takara)
0 1 pl10x ligaéni pufr (Takara) — obsahuje ATP

o 1 ulligazy T4 (Takara)

o 5 ulinjekéni vody

% Reakce probiha 12 hodin pfi 16 °C.
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5.3.8. Transformace bun ék E. coli DH5a

Tento krok slouzi k amplifikaci plazmidu s Uspé&sné vioZzenym genem rpoE. Transformace

byla provadéna metodou tepelného Soku.

®
0'0

0
0'0

Kompetentni buriky uchovavané v - 80 T byly roztaty v ledové lazni .

Ligacni smés byla rozpipetovana do vychlazenych (0 9 eppendor fek. Jako kontrola
ucinnosti selekéniho antibiotika byla pouZita reakce bez pfidavku plazmidu a jako
kontrola uspésnosti ligace byla do jedné eppendorfky pfidan jen defosforylovany
plazmid. Do kazdé eppendorfky bylo pfipipetovano vzdy 200 pl kompetentnich bunék.

Smeési byly inkubovany 30 minut v ledové |azni.

Poté byly eppendorfky pfemistény na 90 vtefin do 42 C, poté na 5 minut do ledové
lazné.
Do kazdé eppendorfky bylo pfidano 1 ml média LB, smés byla tfepana 1 hodinu v 37

C.

Buniky byly kratce centrifugovany, supernatant vylit a sediment resuspendovan

ve zbytku média, ktery stekl zpét ze stén eppendorfky.

Buriky byly rozetfeny na misky se selek&nim antibiotikem (ampicilin) a inkubovany 12
hodin ve 37 C.

5.3.9. Izolace plazmidové DNA z E. coli DH5a

Minipreparace

Touto metodou ziskana plazmidova DNA slouZi pro ovéfeni sekvenci transformovanych

konstruktl. K izolaci byl pouzit QIAprep Spin Miniprep Kit od firmy QIAGEN. Principem

metody je adsorpce DNA na silikagel pfi vysoké koncentraci soli. Plazmidova DNA je z

kolonky eluovana pfi nizké koncentraci soli.
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Jednou kolonii vyrostlou na misce s ampicilinem (Uspésna transformace plazmidem
se zaligovanym genem rpoE) bylo inokulovano 7 ml média LB s ampicilinem

(konecna koncentrace 100 pg/ml). Nasledovala inkubace 16 hodin ve 37 <.

Roztok kultury byl centrifugovan pfi 10 000 x g, 10 minut ve 4 T a supernatant byl

odstranén.

Sediment byl resuspendovéan v 250 pl pufru P1 (50 mM Tris-HCI, pH 8; 10 mM EDTA,
100 pg / ml RNAza A) a pieveden do eppendorfky.

Bylo pfidano 250 pl pufru P2 (0,2 M NaOH, 1 % SDS), smés byla promichana a

inkubovana 2 minuty na ledu.

Lyze byla zastavena pfidanim 350 pl pufru N3, smés byla promichéana a inkubovéana

1 minutu na ledu. SraZenina byla centrifugovana 20 minut pfi 14 500 x g a 4 C.

Supernatant byl promichén a pfepipetovan na kolonku QIAprep, nasledovala

centrifugace (12 000 x g, 1 minutu, 4 C).
Prosly roztok byl pfepipetovan na kolonku a znovu centrifugovan.

Kolonka s navazanou plazmidovou DNA byla pfeciSténa 1 x 0,5 ml pufruPBa 2 x 1

ml pufru PE.

Zbytky roztokd byly z kolonky odstranény pomoci centrifugace (1 min).
Plazmidova DNA byla z kolonky eluovana nanesenim 30 pl pufru EB.
Nasledovala sekvenacni reakce.

Uspé&snost izolace byla kontrolovana restrikénim Stépenim.

Midipreparace

Touto metodou byla ziskdvana plazmidova DNA pro dalSi pokusy, na rozdil od
Minipreparace je vysledny vzorek plazmidové DNA ¢istéjSi a je ho vice. Midipreparace byla
provadéna pomoci soupravy QlAfilter Plasmid Midi Kit od firmy QIAGEN. Principem této
metody je iontova chromatografie. Plazmidova DNA je na kolonce vychytavana na resinové

Céastice pfi nizké koncentraci soli a je z kolonky eluovana vysokou koncentraci soli.
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Burikami z glycerinové konzervy (sekvenéni reakci ovérené klony) bylo inokulovano 7
ml média LB s ampicilinem (kone¢na koncentrace 100 pug/ml). Nasledovala inkubace
16 hodin ve 37 C.

Roztok kultury byl centrifugovan pfi 10 000 x g, 10 minut ve 4 < a supernatant byl

odstranén.

Sediment byl resuspendovan ve 4 ml pufru P1 (50 mM Tris-HCI, pH 8, 10 mM EDTA,
100 pg/ml RNaza).

Byly pfidany 4 ml pufru P2 (0,2 M NaOH, 1 % SDS) a roztok byl promichan.
Byly pfidany 4 ml pufru P3 (3 M octan draselny, pH 5,5).
Nasledovala centrifugace pfi 8 000 x g, 20 minut, pfi 4 .

Supernatant byl prelit do stfikacky s filtrem a nanesen na kolonku ekvilibrovanou 4 ml
pufru QBT (750 mM NaCl, 50 mM MOPS, pH 7,0, 15 % izopropanol), 0,15 % Triton
X-100).

Kolonka byla samospadem promyta 2 x 10 ml pufru GC.

Plazmidova DNA byla z kolonky eluovana 5 ml pufru QF (1,25 M NacCl, 50 mM
MOPS, pH 8,5, 15 % izopropanol) do falkonky.

K eluatu bylo pfidano 3,5 ml izopropanolu.
Roztok byl centrifugovén pfi 9 000 x g, 40 min, 4 C.

Supernatant byl slit, pelet plazmidové DNA oplachnut vychlazenym 70% ethanolem a

ususSen ve vakuu.

Pelet byl rozpustén v 600 pl injekéni vody a vysledny roztok byl precistén precipitaci

etanolem.

Uspé3nost izolace byla prokazana metodou restrikéniho Stépeni.
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5.3.10. Precipitace plazmidové DNA ethanolem v pros tredi octanu
sodného

Tento krok slouZi k precisténi izolované DNA

% 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 ndsobek objemu 96 %

ethanolu. Smés byla inkubovana 10 minut v — 80 TC.
% Plazmidova DNA byla centrifugovana 15 minut pfi 14000 x g, pfi 4 C.

« Sediment byl oplachnut vychlazenym 70 % ethanolem, usuSen v exikatoru a

rozpustén v injekéni vodé.

5.3.11. Analyza plazmidové DNA restrik €énim St épenim

Princip této metody je ten, Ze u Uspé&Sné zkonstruovaného plazmidu po jeho Stépeni pomoci
specifickych restrikénich enzymud budou na agar6zové elektroforéze patrné prouzky

ocekavané velikosti.

+ Reakéni smés obsahuje:
o 13 plinjekeni vody
0 3l plazmidu
0 2 pl 10 x multicore pufr (Promega)

0 1 pl+ 1ul enzymu EcoRI + Kpnl (Promega)

+» Reakce probihala 2 hodiny v 37 <C, byla ukon &ena inkubaci 20 minut v 65 .
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5.3.12. Sekvena €éni reakce

K ovéfeni Uspésnosti klonovani a transformace byla pouZzita sekvenaéni reakce a jeji
vyhodnoceni na kapilarnim sekvenéatoru. K amplifikaci byl pouZit systém BigDye Terminator v
3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). K sekvenaci byly poZity tyto primery:

Primery s oznaCenim 194, 195.

% Reakéni smés:
0 2 ul premixu BigDye Terminéator
o 1 plforvard nebo reverse primeru (3 -10 pmol)

o0 7 ul plazmidové DNA z minipreparace vybranych kolonii

% Smeés byla vloZena do cycleru a reakce probihala v cyklu:
0 96 T 10 sec. - tani DNA
0 45 T 5 sec. - nasedani primer 0
0 60 €T 4 min — polymerace

o celkové probéhlo 35 cyklu

% Poté bylo do reakce pfidano 10 pl 3 M octanu sodného, 80 pl vody, 5 pg glykogenu.
Nasledné bylo pfidano 300 ul 96 % etanolu.

% Vzorek byl centrifugovan 20 minut pfi 17000 x g a 4 C.
+» Pelet byl oplachnut 250 pl 70 % ethanolu a centrifugovan.
« Pelet byl vysuSen v exikatoru a odeslan do sekvenacni laboratore.

% DNA sekvence byla kontrolovana pomoci programu Chromas a ClustalX. Bakterialni
kolonie obsahujici poZzadovany plazmid s inzertem byly zakonzervovany do

glycerinovych konzerv a uschovany pfi — 80 TC.
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5.3.13. Glycerinova konzerva

Slouzi pro dlouhodobé uchovavani bakterii v — 80 T.

v v 7

% Ziské se tak, Ze se 850 pl bunécné kultury narostlé v médiu LB pfida k 150 pl

glycerolu.

5.3.14. Transformace B. subtilis MO1099

Schéma integrace konstruktu do chromosomu viz obrazek 18.

% 5 pl plazmidové DNA byly pfidany k 100 pl bunék z glycerinové konzervy, které byly
nechany roztat pfi 37 €. Sm és byla poté inkubovana 30 minut ve 37 C a poté

vyseta na misku s médiem LB a selekénim antibiotikem (viz déle).

« Ovérieni transformace: Pokud doslo k Uspésné transformaci a integraci konstruktu do
mista amyE chromosomu B. subtilis, I1ze tyto burfiky selektovat na spektinomycin (100
ug / ml), bufiky obsahujici integracni kazetu jsou rezistentni. Integraci do mista amyE
Ize ovéfit pomoci techniky ,replica plating®, kdy kolonie narostlé na médiu
se spektinomycinem budou pretisknuty na médium obsahujicim erythromycin (0,5 ug
/ ml), linkomycin (25 pg / ml). Zde by kolonie vyrist nemély, jelikoz by pfi Uspésné
transformaci genu rpoE do mista amyE mély byt timto konstruktem nahrazeny geny

pro MLS rezistenci (obrazek 18).
% Z uspésnych transformantd byly udélany glycerinové konzervy.

% Uspésnost integrace do mista amyE byla ovéfena sekvenaci.
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Pxyl moE

T amyE back
spc _
Plazmid
pSG1729
amyE front

dvojity crossing - over

s

amyE front MLS amyE back

Kimen MO 1099

Obrazek 18 - Schéma integrace konstruktu do mista amyE. Uspésnou integraci bakterie

ztrati MLS rezistenci a ziska rezistenci na spektinomycin (spc).
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5.3.15. Izolace chromozomalni DNA z B. subtilis

Izolace probéhla pomaoci kitu s nazvem Purification of total DNA from animal blood or cells
s Upravou pro G+ bakterie (QIAGENE).

O
0'0

0
0'0

®
0'0

0
0'0

Nocni kultura rostouci v 20 ml média LB se spektinomycinem byla centrifugovana 10

minut pfi 5000 x g. Supernatant byl slit.
Pelet byl resuspendovéan v 180 pl lyza¢niho pufru (obsahuje lysozym — 20 mg / ml).
Inkubovano 45 minut pfi 37 C.

Pridano bylo 25 pl proteinasy K a 200 ul pufru AL, inkubovano pfi 56 T po 30 minut.
Poté bylo pfidano 200 ul 96% ethanolu.

Smeés byla nanesena na specialni kolonku. Centrifugovano pfi 6000 x g 1 minutu,

prote¢ena frakce byla slita.

Na kolonku bylo poté naneseno 500 ul pufru AW1 a opét centrifugovano 1 minutu a

prote¢ena frakce slita.

Na kolonku bylo naneseno 500 ul pufru AW2 a opét centrifugovano 1 minutu a

protecena frakci byla slita.

Poté byla kolonka umisténa do Cisté eppendorfky, pfipipetovano bylo 200 ul AE
eluéniho pufru. Inkubace smési probihala 1 minutu a poté byla smés 1 minutu

centrifugovana.

Jako kontrolu Uspésnosti izolace bylo pusténo 5 yl smési na agar6zovou

elektroforézu.
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5.3.16. PCR chromozomalni DNA

Pro amplifikaci genu rpoE byly pouzity primery uvedené v kapitole 7.1.2.a. Pro ovéreni
Uspésnosti integrace rpoE genu do mista amyE chromosomu B. subtilis byly pouZzity primery

specifické pro usek DNA leZici na plazmidu mezi misty rekombinace.

% Reakéni smés:
o DNA-5l
o Primery— &1 pl
o Voda- 14 pl
0 enzym Tth polymeraza (Biotools) — 1 pl
o pufr10x—2,5pl

o dNTP-40,5 pl

% Poté byla smés pfemisténa do cycleru:
0 96 T 10 sec. - tani DNA,
0 45 T 5 sec. - nasedani primer Q,
0 60 T 4 min — polymerace,

o celkové probéhlo 35 cyklu.

% Pro ovéfeni integrace genu rpoE do mista amyE nésledovalo pusténi reakéni smési

na agarézovou elektroforézu, nasledovala extrakce DNA z gelu a sekvenaéni reakce.

« Z amplifikovaného genu rpoE jsem pustil alikvét na standardni agar6zovou

elektroforézu pro kontrolu uspésnosti amplifikacni reakce.
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5.3.17. Nadprodukce proteinu o

®
0'0

®
0'0

No¢ni kulturou bylo zaockovano 5 litrd média LB. Kultura se nechala rozrust (do
optické denzity ODg = 0,5) a poté byla exprese proteinu & indukovana pfidavkem
xyl6zy do vysledné koncentrace 0,4%. Kultura se nechala rust do optické denzity
ODgoo = 0,1.

Poté byla kultura centrifugovana pfi 10000 x g, 1 hodinu, 4 <C, supernatant byl slit.

5.3.18. Izolace proteinu & metodou afinitni chromatografie

Pro nadprodukci proteinu & byl pouZzit kmen B. subtilis #866. Principem této metody je

interakce chelataéniho nosige (Ni**) s histidinovou kotvou.

®
0'0

0
0'0

®
0'0

Pufry:

0 Pufr P: 1 litr obsahuje 60 ml NaCl, 50 ml Na,HPO,4, 50 ml glycerolu, 340 mi
vody

Pelet byl resuspendovan v 80 ml 2 x koncentrovaného pufru P.
Probéhlo sto€eni na centrifuze pfi 10000 x g, 20 minut, 4 C, supernatant byl slit.
Pelet opét resuspendovan, tentokrat v 60 ml pufru P.

Sonikace probéhla v deseti 10 — vtefin trvajicich cyklech vZzdy s minutovou pauzou a

to na ledu.
Poté je smés stoena na centrifuze pfi 12000 x g, 4 C, 15 minut.

Promyti nikl — agar6zovych kuli¢ek (Ni — NTA). Ni - NTA o objemu 5 ml byly
centrifugovany 2,5 minuty pfi 15000 x g, supernatant slit, bylo pfidano 5 ml pufru P a

znovu centrifugovano, supernatant slit , opét bylo pfidano 5 ml pufru P.
K supernatantu po sonikaci pfidame 2,5 ml promytych Ni — NTA.
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+ Smés se micha 60 minut pfi 4 .

« Poté je smés centrifugovana - 2 minuty pfi 5000x g. VétSina supernatantu se

odstrani, ve zbytku se pelet resuspenduje.
« Pripravime PolyPrep kolonu (nanesu 5 ml pufru P a necham protéct)
+ Naneseme smés na PolyPrep kolonku.

« Promyvani na kolonce 2 x 30 ml pufru P, poté 2 x 30 ml pufru P s pfidavkem 30 mM

imidazolu.

¢ Eluci provadime 2 x 10 ml pufru P s pfidavkem 400 mM imidazolu. Jimame frakce

vzdy po 1 ml.
« Nasleduje dialyza do fosfatového pufru.

% Koncentraci proteinu v jednotlivych frakcich uréime pomoci metody Bradfordové.

5.3.19. Izolace proteinu & metodou ionexu a izoelektrické
precipitace.

Principem metody je vysraZzeni bilkoviny o daném izoelektrickém bodu (pl) z roztoku tim, Ze

pridame roztok o stejném pH jako méa dané bilkovina.

< Pufry:

o Lyzaéni pufr: 200mM bis-tris pH 6,0, 2 mM EDTA, 100 mM NacCl, 0,1 mM
DTT, 1ImM mercaptoethanol, ImM PMSF

o Pufr A: 100mM bis-tris pH 6,0, 2 mM EDTA, 100 mM NacCl, 0,1 mM DTT, 1mM
merkaptoethanol, 1mM PMSF

o Eluéni pufr: pufr A+ 0,1M — 1M NacCl, koncentrace stoupa po 0,1M

o DB-0 pufr: 50 mM Tris — Cl, 1 mM EDTA, 0,1 mM DTT
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Pelet byl resuspendovan v 10 ml lyzaéniho pufru.

Poté byla smés centrifugovana 20 minut pfi 16000 x g, 4 C, supernatant byl slit, k

peletu se pfidalo 20 ml lyzaéniho pufru.

Sonikace 13 x 10 vtefin na ledu, mezi jednotlivymi sonikacemi byla vzdy 1 minutu

pauza. Centrifugace 16000 x g, 4 C, 15 minut.

Mezitim se ekvilibrovala vazebna matrix (gel) — 1 g prdSku DE52 (Whatman) a 10 ml

pufru A. Promichano a nechano ekvilibrovat 10 minut.

Supernatant byl pfidan k 190 ml pufru A a k tomu byla pfidana pfipravena

ekvilibrovana matrix.

Roztok byl pomalu promichavan po 5 hodin ve 4 C. Poté byla smés ve falkonce

ponechana stat 12 hodin pfi 4 C, gel s navazanym proteinem mezitim sedimento val.
Pipetmanem byla odstranéna vétSina tekutiny nad sedimentovanym gelem.

Smeés byla dana na PolyPrep kolonku, proplachnutou pufrem A.

Nanesena smés byla promyvana 70 ml pufru A.

Eluce probihala pomoci 10 x 5ml eluéniho pufru o koncentraci NaCl 0,1M — 1M,

koncentrace stoupa po 0,1M. Frakce jimany po 1 ml.

MnoZstvi proteinu je stanoveno podle metody Bradfordové.

K vybranym frakcim (obsahujici dany protein) je pfidano 50 mM acetatu sodného (pH

3,6), centrifugovano 5 minut pfi 17000 x g, 4 <.

Opatrné je slit supernatant, pelety jsou rozpustény v 10 ml DB-0 pufru.

Necha se pomalu rozpustit 12 hodin na ledé.
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5.3.20. Stanoveni koncentrace protein U pomoci metody

Bradfordové

Principem této metody je adsorpéni vazba barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 na

molekulu proteinu.

®
0'0

®
0'0

K 1 pl vzorku pfidam 1 ml €inidla Bradfordové.

Vytvofim si kalibraéni kfivku pomoci zndmych koncentraci BSA s pfidavkem cinidla

Bradfordové.

Srovnam s hodnotami ziskanymi z jednotlivych frakci a uréim koncentraci proteinu

v roztoku. MéFeni provadim na fotospektrometru pfi Asgs.

Ziskané hodnoty porovnam pomoci programu Microsoft Excel.

5.3.21. Dialyza — p re€iSt éni proteinového izolatu

Smyslem této procedury je vyména pufru (hlavné imidazolu). Principem je selek&ni velikost

poéra dialyzagniho stfeva — malé molekuly mohou volné prochazet, velké nikoli.

0
0'0

Dialyzacni stfevo je navlhéeno v dialyza¢nim pufru (20mM fosfatovy pufr, pH 6,6 + 10
mM NacCl).

Injekéni stfikackou je do néj napusténa pfislusna frakce a stfevo je uzavieno svorkou.
Dialyza probih& 2 x 6 hodin pfi 4 < v dialyza &nim pufru.

Vzorec€ek je poté vysat injekéni stfikackou a umistén do eppendorfky.
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5.3.22. Polyakrylamidova elektroforéza protein U v prost fedi SDS
(SDS-PAGE)

K elektroforetické analyze protein( byla zvolena metoda vertikalni polyakrylamidové
elektroforézy v prostfedi SDS (SDS-PAGE) za pouZiti zaostfovaciho a separa¢niho gelu.

Proteiny byly déleny podle své molekulové hmotnosti.

s Pufry:

o Vzorkovy pufr: sloZeni pro objem 8 ml: 1 ml 0,5 M Tris-HCI, 0,8 ml glycerol,
1,6 ml 10% SDS, 0,2 ml 0,05% Bromfenolova modf, 1,2 ml 2-
merkaptoethanolu, 3,2 ml dH,O

¢ 5 ul vzorku bylo smichano s 5 pl vzorkového pufru a inkubovano 5 minut pfi 95 <.

< Byla sestavena aparatura na elektroforézu Mini Protean Il Bio-Rad.

< Podle tabulky byl namichan roztok pro separacni gely (mnoZstvi jsou uvedena pro

dva gely pfi pouZiti aparatury Mini Protean Il Bio-Rad):

Hustota gelu 12 %

30% AA, bis AA 4,0ml

1,5M Tris.HCI, pH 8,8 [2,5ml

dH,0O 3,5ml

10% SDS 100 pl

+» Do smési bylo pfidano 35 ul 10 % APS a 4,5 ul TEMED. Smés byla injekéni
stfikackou s jehlou nalita mezi skla, a to 1,5 cm pod hranici mensiho skla. Nalité gely

byly pfevrstveny dH,O a nechany ztuhnout.

«» Po utuhnuti byla odstranéna vrstva vody, a byl namichan roztok pro zaostfovaci gely

(mnoZstvi jsou uvedena pro dva gely pfi pouziti aparatury Mini Protean Il Bio-Rad).
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Hustota gelu 4%

30% AA, bis AA 325

0,5 M Tris.HCI, pH 8,8 | 625 pl

dH,0O 1,52 ml

10% SDS 25 pl

®
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Pfed nalévanim bylo pfidano 35 ul 10% APS a 3,8 ul TEMED. Roztoky byly

pipetovany na povrch separaéniho gelu a do nich byly vsunuty hiebeny.

Elektroforéza probé&hala pfi napéti 180 V. Pribéh elektroforézy byl sledovan podle

putovani bromfenolové modfi.

Gely byly dany do roztoku Coomassie Briliant Blue (25 % methanol; 10 % kyselina

octova) a za stélého michani barveny alespori 1 hodinu.
Gely byly odbarvovany v odbarvovacim roztoku.

Nasledné byly pfevedeny do digitalni podoby.

60



5.3.b. Vliv proteinu & na regulace iniciace transkripce rrnB P1

pomoci [INTP]

5.3.23. Zjist éni intracelularni hladiny GTP

Substratem pro tvorbu GTP je mimo jiné i H3PO,. Pokud je radioaktivné zna¢ena (pomoci

¥p, polo¢as rozpadu 14,3 dne) a pfidana jako substrat do média (s aktivitou 100 uCi/ ml) a

inkorporuje se do GTP, Ize jej poté vizualizovat pomoci zachyceni emitovaného B~ zéreni

absorp¢ni félii. Z intenzity jednotlivych bodu Ize urit i kvantitu GTP.

®.
0'0

®
0'0

Noc¢ni kultura je pfeoc¢kovana do 2 ml pfislusného média na vychozi optickou denzitu
(ODgoo = 0,03). Rulsty se provadi ve dvou paralelach, v jednom je vzdy dané médium
MOPS a dany kmen bez pfidavku radioaktivniho HsPO,4. V tomto médiu provadim

odbéry pro méfeni optické denzity.

Kultura roste za tfepani pfi 37 T do dosazeni OD gy rovnu 0,3. Pfi dosazeni této

optické denzity je proveden odbér 50 pl kultury.

50 ul kultury je pfidano rychle k 50 ul 11,5 M vychlazené kyseliny octové. Kratce

zvortexovano. Necha se stat 20 minut na ledu a poté vzorek zmrazen na - 20 .

Vzorky déle zpracovdvdm metodou TLC.
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5.3.24. Chromatografie na tenké vrstv é (TLC)

Principem této metody je déleni latek na zakladé rozdilného unaseni pomoci mobilni faze.

0
0'0

B3

*

®
0'0

TLC desky nejdfive oplachnu v destilované vodé a necham uschnout.

Na TLC desky nanesu pipetmanem 4 ul pfislusného vzorecku, alespor 1 cm od
okraje (vzorecek predtim kratce centrifuguji). Jako marker nanesu 4 pl
neradioaktivniho GTP. Nechdm zaschnout.

Do kadinky naliju do vy3ky 0,8 cm 1,5 M nebo 0,85 M roztok KH,PO,4 (mobilni faze).
Vlozim suché TLC desky, zadéldm neprodysné vrdek kadinky. Necham vzlinat

priblizné 1 hodinu.

TLC desky vyjmu, nechdm ususit. Zabalim do potravinarské folie a vloZim do

expozi¢ni kazety, necham exponovat 12 hodin.

Vyhodnoceni provadim méfenim intenzit jednotlivych bodd na pfistroji Bio-Rad

Molecular Imager FX a kvantifikuji pomoci softwaru Bio-Rad Quantity One.
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5.3.25. Zjis fovani intracelularni aktivity promotoru rrnB P1

Promotor rrnB P1 zflzovany s genem lacZ byl zaintegrovan pomoci vektroru pDG3661 do
chromosomu B. subtilis a to do mista amyE u kmen( #642 (ArpoE) a #7554 (wt) (obrazek
19).

Aktivita je sledovana pomoci detekce genu lacZ metodou ,primer extension®, kdy je reverzni
transkripci namnoZen specificky Usek genu lacZ. Porovnavaji se kvantity cDNA

z jednotlivych vzorkd. Pro pfesnéjsi vyhodnoceni se pfidava ke vzorku tzv. recovery marker
(RM). Jedna se 0 RNA ziskanou z kmene B. subtilis RLG6943. Transkripce této RNA
probiha z templatu, ktery obsahuje stejnou sekvenci jako primer pouzity pro reverzni
transkripci, ale dany templat ma na 5° konci pfidavnou sekvenci — je tedy delsi, na
elektroforéze putuje pomaleji. RM se pfidava o znamé koncentraci a postihuje odchylky pfi
individualnich méfenich, dané napfiklad degradaci RNA. Sekvence primeru (BgalR)

pouzitého pfi reverzni transkripci je nasledujici:

5-CAGTAACTTCCACAGTAGTTCACCAC-3’

rnB P1 promotor |, .7

i amyE back
spc ]
Plazmid
pDG3661
amyE front

dvoijity crossing - over

Kmen MO 1099

amyE front MLS amyE back

Obrazek 19 - Schéma integrace pDG3661 do mista amyE B. subtilis.
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5.3.26. Priprava radioaktivh & znaéeného primeru

Radioaktivné znaceny primer slouzi pro vizualizaci cDNA vzniklé metodou primer extension.
Pomoci enzymu T4 polynukleotid kinazy dojde k nahrazeni terminalniho fosfatu primeru

fosfatem, ktery obsahuje *P (s aktivitou 100 pCi / ml).

< Reakéni smés:
o 8 ulinjekéni vody

0 2 ul 10 x T4 polynukleotid kindzového pufru (Takara)

(@]

2 ul B —gal R primer (10 pmol / pl)

o

6 ul ATP, jeho? y fosfat obsahuje *P (s aktivitou 100 uCi/ ml)

(@]

2 ul enzymu T4 deoxynukleotid kindzy (Takara)

+» Smés se inkubuje 1 hodinu pfi 37 C.

% Nezainkorporované radioaktivné znacené ATP je odstranéno pomoci QIA Quick
nucleotide removal kit (QIAGEN).

«» 20 pl smési s radioaktivné znaCenym primerem bylo pfidano k 200 pl pufru PN.
% Smeés byla pfenesena na kolonku, centrifugace 1 minutu. Protekla kapalina slita.

«+ Bylo pfidano 500 pl pufru PE, 1 minutu centrifugovano, protekla kapalina slita. Tento

krok se jesté jednou zopakoval.

+ Kolonka byla pfemisténa do eppendrofky, na ni bylo naneseno 20 ul EB pufru pro

eluci. Ponechano 1 minutu odstéat, poté 1 minuta centrifugace.
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5.3.27. Extrakce RNA fenolem a chloroformem

Rasty bakteridlnich kultur ~ B. subtilis:

< Divoky kmen (#7554) z glycerinové konzervy je rozetfen na LB misky
s chloramfenikolem (5 pg / ml), ArpoE (kmen #642) jeSté s kanamycinem (5 pg / ml).
Neché se rast 12 hodin pfi 37 C.

«» Kultury jsou pfeockovany z misek LB na misky s chudym médiem MOPS, necha se
rust 24 hodin pfi 37 <. Zarove ni jsou kultury pfeockovany z pfedchozich misek LB na
misky s médiem LB jako v pfedchozim pfipadé a nechany rust 12 hodin pfi 37 C
(divodem je zamezeni sporulace). Tyto kultury jsou poté pfeockovany na bohaté

médium MOPS a nové LB médium a nechany rast 12 hodin pfi 37 C.

% Poté byla provedena inokulace noéni kultury obou kment do chudého a bohatého
média MOPS a do média LB o objemech 7,5 ml na vychozi optickou denzitu ODgg
rovnu 0,03. Rust probihal do optické denzity ODggo = 0,3, kdy byly provedeny odbéry

2 ml kultury pro fenol — chloroformovou extrakci.

Samotna fenol chloroformova extrakce:

< Pufry:

o Sonikaéni pufr: 50 mM Tris—HCI pH 8.0, 500 mM LiCl, 50 mM EDTA pH 8.0,
5% SDS

< 2 ml kultury byly pfidany ke smési 3 ml fenolu a 3 ml chloroformu a 0,5 ml

sonikaéniho pufru. Bylo pfidano 100 ul Recovery markeru (RM). Protfepano.
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Poté probéhla 1 minutu sonikace. Bylo pfidano 5 ml TK vody, smés byla ponechana
10 minut pfi pokojové teploté odstat. Centrifugace 10000 x g, pokojova teplota, 10

minut.

Vodné faze byla odpipetovana do nové falkonky s 3 ml chloroformu a 3 ml fenolu,
protfepano, smés byla ponechana 10 minut pfi pokojové teploté, poté probéhla

centrifugace. Tento krok jsem opakoval jesté jednou.

4 ml vodné faze bylo odpipetovano k 9,68 ml 96% etanolu s 400 ul 3M kyseliny

octové, pH 5,2, protifepano a poté zamrazeno do — 20 €T na 1 hodinu.

Smeés centrifugovana pfi 10000 x g, 30 minut. Odstranéni supernatantu. Na ledu
pfidano do falkonky 400 pl injek&ni vody, protfepano. Smeés nepipetovana do
eppendorfky a pfidano 40 ul kyseliny octové (3M, pH 5,2), dale 968 pl 96% etanolu,

smés promichana. Poté byla smés pfemisténa na 10 minut do — 80 <C.
Centrifugace 20 minut, 12000 x g, 4 C, dekantace supernatantu.
Oplachnuti 70% etanolem.

Centrifugace 5 minut, supernatant slit.

UsusSeni v exsikéatoru.

Suchy pelet rozpustén v 30 pl injekéni vody, ponechano stat 3 minuty a ledu.
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5.3.28. Primer extension

< Reakéni smés:

0 4 ulinjekéni vody
0 2 ul 5 x pufru pro reverzni transkriptazu (Promega)
o 1 pl radioaktivné zna¢eného primeru (BgalR)

o 3plRNA

+« Pusténo 1 hodinu na cycleru:

0 80 € po 5 minut
0 79 €po 1 minutu

o0 kazdy dalSi krok klesa teplota 0 1 C, doba kroku vzdy 1 minuta

% Poté k reakci pfidana tato smeés:

0 3 ulinjekéni vody

o 3 ul5x pufru 2 ul 5 x pufru pro reverzni transkriptdzu (Promega)
0 6 ul dNTP (kazdy 2,5 mM)

o 2ulDTT (0,1 M)

0 1 pl M-MLL reverzni transkriptazy (Promega)

% Reakci nechana prob&hnout v cycleru: 42 T po 30 minut.
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+» Pro zastaveni reakce pfidam do smési 25 ul STOP roztoku (formamid). Smés

promicham, uchovdvam v — 20 .

5.3.29. Polyakrylamidova elektroforéza cDNA

Je pouZita metoda vertikalni polyakrylamidové elektroforézy. cDNA je délena podle své

velikosti.

< Pufry:

o0 TBE - (Tris/Borate/EDTA), na 1 litr 5 x pufru je tfeba - 53 g Tris, 27,5 g
kyseliny borité, 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0)

« Byla sestavena aparatura na elektroforézu.

+« Namichan roztok pro separacni gel — 35 ml 7% AA, bis AA (v objemu 1| je 100ml
pufru TBE, 420,42 g urey), pfidam 300 pl 10% APS, 24 ul TEMED. Smés byla

promichana a pipetmanem nanesena mezi skla. Poté byl vsunut hifeben.

+ Po zatuhnuti gelu byl hieben vytdhnut, naneseny vzorky (obvykle 5 pl s 1 pl nanaseci
barvi¢ky — ta obsahuje bromfenolovou modF, xylen cyanol a glycerol). Elektroforéza
probiha pfi 180 V.

Vyhodnoceni:

« Po skonc&eni elektroforetické separace byl gel ususen a uzavien do expozi¢ni kazety,

kde se na citlivou folii absorbuje radioaktivni zafeni z transkriptu.

% Primarnim vysledkem byl obraz gelu v elektronické podobg, kde ozarené pasy
odpovidaly jednotlivym transkriptdm. Jejich intenzity byly méfeny na pfistroji

Bio — Rad Molecular Imager FX. Kvantifikace probé&hla pomoci programu Bio — Rad
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Quantity One. Mnozstvi trankriptu bylo uréeno jako intenzita pfislusného prouzku
zmen3ena o intenzitu zafeni pozadi. Dané intenzity byly korelovany na recovery
marker, ktery byl do reakce pfidan ve znamé koncentraci a postihoval pfipadné
degradacni procesy pfi zpracovavani vzorku, ¢imz se minimalizuje chyba

experimentu.

5.3.30. Rychlost syntézy celkové bun ééné RNA

V tomto experimentu je sledovana rychlost, kterou burika inkorporuje tritiem (°*H) znaceny

uridin do RNA. Tritium ma polo€as rozpadu je 12,32 let a je to B zafic. RNA je zachycena

specialnim filtru (Whatman), neinkorporovany radioaktivni uridin filtrem protece. MnoZstvi

RNA je kvantifikovano pomaoci scintilace. Scintilator je latka v niz dochazi ke vzniku

Cerenkova zéfeni, napfiklad zachycenim B zafeni pochazejiciho z tritia. Toto zafeni Ize

detekovat scintila¢nim pocitatem.

0
0'0

0
0'0

Rusty probihaly v bohatém médiu MOPS (s pfidavkem neradioaktivniho uridinu na
vyslednou koncentraci 0,1 mM), v objemu 4 ml. No¢ni kultura byla inokulovana na

vyslednou ODggo = 0,03. RUst za tfepani v 37 C.

PFi dosaZeni ODggo = 0,3 byl pfidan ke kultufe *H znageny uridin (aktivita 1 mCi / ml).

Kultura stale za tfepéni rostla v 37 C.
Odbéry kultury nasledné probihaly po 250 ul kazdych 5 minut.

Odebrany vzorek jsem pfidal rychle k 1 ml 10% kyseliné trichloroctové (TCA) na ledu.

Promichal jsem.

Sestavil jsem si aparaturu pro filtraci za snizeného tlaku, na ni jsem umistil filtr, na néj
jsem nanesl cely objem vzorku s TCA. Proplachnul jsem 2 x 1 ml 10% TCA a 3 ml

96% etanolu.

Filtry jsem ususil, a suché pfemistil do scintilacnich lahvi¢ek s 2 ml scintilacniho
roztoku rothiscint (Merck) a nasledné byla zmérena scintilace (Cerenkovo zaFeni)
v scintilaénim pocitaci. Vyhodnoceni na zakladé ziskanych dat probéhlo v programu

microsoft excel.
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6. Cile diplomové prace

1) Pritomnost neobvyklych nukleotid @ na proteinu &. V pfedchozim projektu
feSeném v laboratofi, kde jsem vypracovaval svoji diplomovou préci, byla vyfeSena
3D struktura proteinu & pomoci NMR. Béhem téchto studii byla pozorovana
pfitomnost neobvyklych nukleotidd (pravdépodobné cNTP) ve vzorku. ProtoZe tento
protein byl pfipraven nadprodukci z E. coli, byla prvni ¢ast mé diplomové prace
zaméfena na nadprodukci proteinu & z originalniho hostitele — B. subtilis pro ucely
NMR, které mélo prokézat, zda jsou na povrchu proteinu & pfitomny neobvyklé

nukleotidy i v pfipadé je pfipraven z pavodniho organizmu.

2) Vliv podjednotky & na iniciaci transkripce in vivo. Druhd ¢ast se vénuje zkoumani,
zda se u B. subtilis méni hladina NTP pfi rGznych rastovych rychlostech a jestli
protein & ovliviiuje regulaci iniciace transkripce z promotoru rrB P1, ktery je

senzitivni na [INTP].
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7. Vysledky a diskuse

VétSina biochemickych studii proteinu & byla dosud provadéna v podminkach in vitro. Tyto
studie ukazuji, Ze tento protein ovliviiuje iniciaci a terminaci transkripce a ma vliv na
senzitivitu RNAP k [INTP].

Protein & je potfeba pro spravnou a pfesnou praci molekularniho aparatu bunky, ale jeho
pfesna fyziologicka role dosud neni uspokojivé objasnéna. Studie provadéné v systému in

vivo, které jsou soucasti této prace, maji za cil pfispét k objasnéni tohoto problému.
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7.1. Ovéreni pritomnosti neobvyklych nukleotid U vazanych na
protein & u B. subtilis

Originalnim hostitelskym organismem proteinu & jsou G+ bakterie. Pro potfeby strukturnich
studii tohoto proteinu byla provedena nadprodukce proteinu v expresnim systému E. coli
(kmen LK22, expresni vektor - plazmid pCD2). Protein byl nasledné izolovan metodami
ionexu a izoelektrické precipitace. Takto izolovany protein byl poslan na NMR spektroskopii

(metoda HMQC- ,heteronuclear multi - quantum coherence spectrum®).

Vysledky této NMR spektroskopické studie ukazaly, Ze k proteinu & byly vazany urcité
nukleotidy, jejichZ pfesnou identitu nebylo mozno ze stavajicich dat urcit (obrazek 20).
PFitomnost téchto nukleotidd by mohla naznaovat pfipadny vliv na funkci proteinu 8. Pro
rozhodnuti, zda se poustét do blizSiho zkoumani této hypotézy, bylo potieba urcit, zda se
tyto nukleotidy nachazeji i na povrchu podjednotky & izolované z originalniho hostitele - B.

subtilis.

7.1.a. Experimentalni strategie 1:

1) Nejdfive jsem proved! izolaci proteinu & s histidinovou kotvou z jiz pfipraveného
kmene B. subtilis metodou afinitni chromatografie.

2) Poté jsem provedl izolaci proteinu & bez histidinové kotvy z mnou pfipraveného
expresniho kmene B. subtilis a to metodou ionexu a afinitni chromatografie.

Metody viz kapitola 5.3.a.
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Obrazek 20 - Studie zamérena na identifikaci neobvyklych nukleotidd vazajicich se na
protein & izolovany z E. coli. Jedna se o 2D korelace vodiku a uhliku ve spektru *H, *C -
HMQC. Ve spektru jsou standardné oznaceny atomy nukleotidd (napr.: UC3'-H3' je korelace
mezi atomu C3' a H3' nukleotidu, jehoZz bazi je uracil). Jedna se o ribonukleotidy,

pravdépodobné v cyklické formé (L. Zidek, osobni sdélent).
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7.1.1. Priprava proteinu & s histidinovou kotvou

NeZ jsem zacal pracovat na tomto projektu, byl v laboratofi, kde jsem pracoval na diplomové
praci vytvoifen kmen B. subtilis (#866), ktery obsahoval extra kopii genu rpoE s histidinovou
kotvou za promotorem indukovatelnym xyl6zou. Mym prvnim projektem bylo v tomto kmeni

nadprodukovat protein d a izolovat jej pomoci His — tag afinitni chromatografie.

Vysledky:

Protein & jsem pfipravil pomoci afinitni chromatografie s vyuzitim kotvy His-tag (viz kapitola
5.3.18.). Déle jsem protein dialyzoval do fosfatového pufru vhodného pro méfeni NMR
vzorku. Koncentraci proteinu jsem urcil metodou podle Bradfordové (kapitola 5.3.20.).
Ziskana koncentrace 60 uM a mnozstvi 0,5 ml byly dostate¢né pro NMR spektroskopickou
analyzu (obrazek 21). Analyza NMR vS8ak neprokazala pfitomnost nukleotid v tomto vzorku.
(obrazky 22 a 23). Nepfitomnost cNTP na povrchu proteinu & izolovaného pomoci His — tag

afinitni chromatografie muze byt zpusobena touto izolaéni technikou.

Tuto teorii podporuje i paralelng provadény experiment (H. Sanderova, osobni sdéleni), kdy
byl pro strukturni €ely touto metodou izolovan zkraceny (celkové velikost 3/4) protein &

z heterologniho hostitelského organizmu E. coli. Pfi NMR studii takto izolovaného proteinu
opét nebyla pfitomnost cNTP pozorovana. Ze by za tento jev byla zodpovédna chybgjici 1/4
proteinu se jevi jako mélo pravdépodobné. Chybéjici 1/4 proteinu byla lokalizovana

v nestrukturované ¢asti proteinu (CTD), zde je vyskyt vazebného mista pro cNTP méné
pravdépodobny. Z téchto divodu jsem se rozhodl pouZit jinou izolani strategii zaloZzenou na

ionexu a izoelektrické precipitaci.
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Delta (20,4 kDa)

Obrazek 21 - Kontrolni gel. Izolat proteinu 6 ziskany pomoci afinitni chromatografie z B.
subtilis. Vidime prouzek v oblasti 20,4 kDa — izolace byla UspéSna.
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Obrézek 22 - 'D NMR spektrum proteinu & izolovaného z B. subtilis. V oblasti 5 - 6.5 ppm
(Gerveng) chybi piky charakteristické pro cNTP. Srovnej s obrazkem 23 (L. Zidek, osobni

sdéleni).
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Obrézek 23 - 'D NMR spektrum proteinu & izolovaného z E. coli. V oblasti 5 - 6.5 ppm
(ervené) vidime piky charakteristické pro cNTP. Srovnej s obrazkem 22. (L. Zidek, osobni

sdéleni).

76



7.1.2 Priprava proteinu & bez histidinové kotvy

Pro tyto Ucely jsem pfipravil expresni kmen B. subtilis, kde byla vloZena jedna extra kopie
genu rpoE za inducibilni promotor Pxyl pomoci sestrojeného vektoru s integracni kazetou.
Kopie genu rpoE byla vlioZzena do mista amyE chromosomu, spolu s rezistenci na
spektinomycin. Tato rezistence poslouZzila jako selekéni marker pfi identifikaci kmene

s integrovanou kazetou. Jako izola¢ni techniky pro naslednou pfipravu proteinu byly zvoleny
ionex po kterém nasledovala izoelektricka precipitace, stejné jako v pfipadé izolace z

expresniho systému E. coli.

7.1.2.a. Priprava vektoru pro expresi proteinu ® bez histidinové kotvy

Amplifikace genu rpoE probéhla standardné (viz kapitola 5.3.16.) s pouzitim Expand high
fidelity PCR systému (Roche). Tento systém jako enzym pouziva smés polymeraz Tag a

Tgo. Pro amplifikaci rpoE byly navrZzeny nasledujici primery:

Navrzeni primer @ - s ohledem na sekvenci genu rpoE (obrazek 24) a restrikéni mista

pSG1729 (obrazek 25) byly zvoleny tyto dva primery:

«* Primer s oznaéenim 194

5’ cgggtaccaaacaatattcacaggaagag 3‘ Primer pro 5 konec genu (,Forward")

obsahujici restrikéni misto Kpnl —vyznaceno Zluté.

Leucin na pozici 1 (ttg) byl nahrazen plazmidovym methioninem (ggt); izoleucin na
pozici 3 (atc) byl nahrazen treoninem (acc); nahrazena byla i wt sekvence Shine -

Dalgarno za plazmidovou (obrazek 24).

«* Primer s oznacenim195

5‘ cggaattcctgatactatttaatttcctc 3' Primer pro 3‘ konec genu (,Reverse®) obsahujici
restrikéni misto EcoRI — vyznaceno Zluté. Konec exprese je kédovan STOP kodonem
tag (obrazek 24).
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31 - cta éag gaa atg gct tta gtt gaa atc gct
451 - ctt gag atc gaa gaa gat att att gat gaa
481 - gat gat gaa gac tat gat gat gaa gaa gag
511 - gaa att aaa

Cagtatcagatttcatcttcaaaacgatcttgactttcatagtcgaa

Obrazek 24 — Sekvence genu rpoE a jeho okoli v oblasti 3". Zelené je vyznacena oblast
komplementarni pro primer 194, modre pro primer 195. Cervenou é&arou je vyznaden triplet
pro leucin, ktery byl nahrazen plazmidovym methioninem. Modrou ¢arou je vyznacen triplet

pro izoleucin, ktery byl nahrazen threoninem. Fialovou ¢arou je ozna¢en STOP kodon.

Tato oblast byla vystépena, jak je naznaceno
zelenou a modrou barvou.
L

BamHI Apal Xhol Sall Clal Hindlll  EcoRV  FeoR1 - STOP
Pxyl CGG ATC CAC GGG CCC CCC CTC GAG GTC GAC GGT ATC GAT AAG CTT GAT ATC CAATTC TAG
Xy

L]
Xbal RBS Avrll Kpnl Pl
—  —TCT AGA AAGGAGATT CCT AGG ATG GGT ACC CTG CAG ATG
START = GFP

gfpmu]

Plvodni pSG1729 plazmid -

pred vystépenim gfpmuti.
amyES’

pSG1729
T.6 kb

Pl

Obrazek 25 - Vychozi plazmid pSG1729. Zelené a modre je naznaceno, mezi kterymi misty
byl gen gfpmutl vyménén za gen rpoE za pouziti restrikénich mist Kpnl (zelené) a EcoRI
(modre).
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Vysledny plazmid s oznacenim pSG1729-rpoE je na obradzku 26 a schéma mista amyE po

rekombinaci inzeréni kazety je na obrazku 27.

Xbal
Sall

pSG1729
7.6 kb

Obrazek 26 — Schéma vysledného vektoru pSG1729-rpoE zkonstruovaného pro nasledné

vneseni jedné extra kopie rpoE do mista amyE na chromosomu B. subtilis.

amyE front  gpc Pxyl rpok amyE back

Obrazek 27 - Schéma mista amyE chromosomu B. subtilis po rekombinaci integracni kazety
z plazmidu pSG1729-rpoE. Cerna &ara znazorriuje chromosom B. subtilis, barevné jsou

oznaceny geny. Hnéda Sipka oznacuje promotor, ktery Ize indukovat xyl6zou.
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Vysledky:

Vytvofil jsem expresni kmen B. subtilis (#556) umoZriujici nadprodukci proteinu & bez
histidinové kotvy. V prvnim izolaénim experimentu se nepodafilo ziskat dostateéné mnoZzstvi
proteinu pro spektroskopickou analyzu NMR. Vytvoreny expresni kmen bude v budoucnu
pouzit v laboratofi k dalSim purifikacim, kdy lepsi vysledky maze poskytnout napfiklad
zvySeni objemu vychozi kultury.
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7.1.3. Diskuse 1

Mym ukolem bylo prokazat pfitomnost neobvyklych nukleotidd vazajicich se k podjednotce o.

Mélo se jednat o ribonukleotidy s fosfatem v poloze 2", coZ pravdépodobné ukazuje na jejich
cyklickou formu. Detekovany byly pomoci studie NMR, kdy pavodnim zdmérem bylo zjistit
prostorovou strukturu proteinu 8. Podjednotka byla ziskdna z expresniho systému E. coli

metodou ionexu a izoelektrické precipitace.

PFitomnost téchto cNTP, nebo jinych ,necistot” neni pfi NMR méfenich béZznym jevem, cNTP
byly na povrch proteinu & vazany pomérné silné (obrazek 28), proto se nejspiSe nejedna o
artefakt dany izola¢ni technikou. Mohlo by se v3ak jednat o mozny artefakt dany nadprodukci

v heterolognim organismu.

Pro potvrzeni ¢i vyvraceni této domnénky jsem pro NMR studie pfipravil protein &
s histidinovou kotvou (produkovany B. subtilis). Metodou izolace byla His — tag afinitni
chromatografie. cNTP nebyly u tohoto izolatu detekovany. Mohlo by se jednat o jev dany

izolac¢ni technikou ¢&i pfitomnosti histidinové kotvy.

Proto jsem pfipravil novy expresni kmen B. subtilis (#556), kde byla vioZena extra kopie rpoE
za inducibilni promotor. Z ného jsem se rozhodl ziskat protein & pro studie NMR. Metodou
izolace byl ionex a izoelektrick& precipitace. V prvnim experimentu se vSak nepodafilo ziskat

dostate€né mnozstvi proteinu.

PFitomnost &i nepfitomnost hledanych nukleotidi se nepodafilo uspokojivé potvrdit €i vyvratit.

Mnou vytvofeny kmen #556 bude v budoucnu pouZit pro zodpovézeni této otazky.
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Intensity

1
7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 59 5.8 5.7 56 55
@ - "H (ppm)

2 1 I 1 1 1 1

Obrazek 28 - 'D NMR spektrum ukazuije, jak roste koncentrace volnych nukleotidd béhem
méreni pfi 30 °C, coz dokazuje zvySeni intenzity piki mezi 5.7 a 6.3 ppm (modre oznacena
oblast) po 24h (L. Zidek, osobni sdéleni).

82



7.2. Vliv proteinu & na regulaci iniciace transkripce rrnB P1
pomoci [INTP]

Z teoretického Gvodu je patrné, Ze regulace iniciace transkripce pomoci malych efektorovych

molekul, zvlasté pak pomoci [INTP], je pro buriku velmi dulezité.

V laboratofi, kde jsem zpracovaval svoji diplomovou préaci, bylo prokdzano pomoci
experimentu in vitro, Ze podjednotka & ma vliv na aktivitu RNAP v zavislosti na [INTP] u

senzitivnich promotor(i (obrazek 29) (A. Svenkova, osobni sdélent).

TP sensing Bl wi KiZTE = 183 uM GTP serming BsU &6 HGTF =32 UM

10 ¥ & 160 - - - - .

as - 3 { .

un 2 .I,-"'

i 1l 4|

il Tha
ol ThY
L]

on

DHTP pITR

WT Mlutant

Obrazek 29 - Studie in vitro vlivu proteinu & na regulaci iniciace transkripce promotoru rrnB
P1 (+1G) pomoci [INTP]. RNAP s podjednotkou & potfebuje relativné vysokou koncentraci
GTP pro maximalni transkripci (WT). V pfipadé, kdy v reakci neni podjednotka é pfitomna
(Mutant), staéi pro maximalni transkripci koncentrace GTP nizsi (A. Svenkova, osobni

sdéleni).

Otazkou je, zda se in vitro pozorovany posun v ,senzitivitt¢ RNAP k [iINTP]* (dany pfitomnosti
¢i nepfitomnosti podjednotky &) projevi i v podminkach in vivo. Zda neni napfiklad pfitomen

néjaky dosud neznamy mechanismus, ktery by nepfitomnost podjednotky & nahrazoval.
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Cilem mé prace s divokym kmenem (wt) a kmenem s ,knock — outovanym“ genem rpoE
(ArpoE) modelového organismu B. subtilis in vivo bylo nalézt a definovat podminky, pfi nichz
se méni hladina GTP, vylu¢ného INTP pro promotory rRNA, popfipadé za téchto podminek
sledovat transkrip&ni aktivitu.

7.2.a. Experimentalni strategie 2:

a) 7.2.1. Ovéfeni, zda kolisa hladina GTP bé&hem rustoveé kfivky podobné, jak bylo

popsano pro ATP a GTP u E. coli (obrazek 14, strana 31).

b) 7.2.2. Oveéreni, zda pfi riznych rastovych rychlostech zlstava hladina GTP
konstantni podobné jako u E. coli (obrazek 12, strana 29). Srovnat kmeny wt a
ArpoE.

c) 7.2.3. Po nalezeni podminek, kdy se liSi hladina GTP provést experimenty

srovnavajici aktivitu rrnB P1 ve wt a ArpoE.

Metody viz kapitola 5.3.b.
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7.2.1. Kolisani hladiny GTP b éhem r istové k Fivky

Jako prvni experiment jsem se rozhodl ovéfit, zda se hladina GTP méni béhem rlstu.
Proved! jsem rlistové experimenty s kmenem wt v definovaném médiu MOPS+20AMK
(sloZzeni média viz kapitola 5.1.). Buriky jsem odebiral po pll hodinach a v kazdém tomto
¢asovem okamziku jsem méfil hodnotu optické denzity a relativni hladinu GTP, viz kapitola
5.3.23. (obrazek 30). Data jsou ze dvou nezavislych experimentd. GTP bylo izolovano
extrakci kyselinou mravenci (Petersen, 1999), ktera byla prokazana jako nejlépe zachycujici

vnitrobunééné koncentrace NTP (Schneider and Gourse, 2004).
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Obrazek 30 - Graf zavislosti optické denzity na ¢ase (modre), na vedlejsi ose vidime kolisani

hladiny GTP (Cervené).

Vysledky:

K vyraznym zménam hladiny GTP dochazi pouze pfi pfechodu do stacionarni faze. BEhem
exponencialni faze nedochazi k vyraznym zménam hladiny GTP, tak jak to bylo popsano pro
ATP ¢&i GTP u E. coli (Walker et al., 2004). Je mozné, Ze popsané vysledky u E. coli byly
zavislé na podminkach experimentu a za jinych podminek by fluktuace nebyla pozorovéana.
ProtozZe experimenty s pfechodem do stacionarni faze jsou znacné ¢asové naro¢né, rozhodl

jsem se hledat dal3i podminky, kdy by se liSila hladina GTP v burnce.
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7.2.2. Intracelularni hladina GTP p Fi rtuznych r astovych rychlostech

ProtoZe jsem nedetekoval rozdily v hladiné GTP béhem exponencialniho rlstu, navrhl jsem
experiment, kdy jsem méfil hladiny GTP v exponencialni fazi pfi riznych ristovych
rychlostech. Rastova rychlost byla uréena slozenim média. Kultury rostly v definovaném
médiu MOPS. Definované médium oznacované jako bohaté MOPS obsahovalo vSech 20
AMK, médium oznacované jako chudé MOPS obsahovalo 2 AMK (fenylalanin, tyrozin)

z davodu auxotrofie pouzivaného kmene #642. Pro zjisténi, zda protein & neovliviiuje hladinu
intracelularnino GTP jsem experimenty provedl v kmenech wt (#7554) a ArpoE (#642). GTP
bylo izolovano metodou extrakce kyselinou mravencgi. Odbéry probihaly b&éhem ustaleného
rustu v exponenciélni f4zi (ODgoo = 0,3). Data jsou ze dvou nezavislych experimentu
(obrazek 31 a 32).

GTP

Kmen

wt  mut mut @ wt wt

Médium MOPS bohaté bohaté bohatée bohaté chudé chudé chudé chudé
Odbér A B A B A B A B

Obrazek 31- Ukazka experimentu TLC — naskenovana oblast obsahuje radioaktivné
znacené GTP. Vzorky pochazi z kultivace v bohatém a chudém médiu MOPS. Rusty
probihaly ve dvou paralelach (A, B) u mutantniho kmene ArpoE (mut) a divokého kmene
(wt). Intenzita skvrny GTP je Umérna jeho mnoZstvi. Tato intenzita byla normalizovana

k pozadi a vychozimu mnoZstvi bunék.
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Obrazek 32 - Relativni mnozstvi GTP v burice p/i rdznych dobach zdvojeni. Média jsou
bohaté MOPS (bohaté) a chudé MOPS (chudé). Divoky kmen (wt) a kmen ArpoE (mutant).

Vysledky:

Na rozdil od E. coli (Petersen and Moller, 2000), u B. subtilis se hladina GTP méni

v zavislosti na rastové rychlosti. zZjisténé rozdily v hladinach intracelularniho GTP jsou mirné
vyraznéjsi u wt, kdy je hladina GTP v bufkach rostoucich v bohatém médiu MOPS pfiblizné
dvojnasobna, oproti burikdm rostoucim v chudém médiu MOPS. U mutantniho kmene
(ArpoE) nejsou tyto rozdily tak vyrazné. Vzhledem k experimentalni chybé se viak rozdil
mezi wt a ArpoE nezda zasadni. Pozorované rozdily v [GTP] jsou dostate¢né pro

experimenty porovnavajici aktivity INTP - zavislych promotor( v kmenech wt a ArpoE.
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7.2.3.1. Hladina transkriptu rrnB P1 p¥i rtznych r tstovych
rychlostech

RNAP s proteinem & a RNAP bez proteinu & potiebuiji in vitro rozdilné hladiny GTP pro
maximalni aktivitu daného promotoru (rrnB P1). Nasledujici série experimentd méla za cil
zjistit, zda in vitro pozorovany vliv podjednotky & na ,senzitivitu RNAP k [iIGTP]“ bude
pozorovan i in vivo. Pfedchozimi experimenty bylo ovéfeno, Ze u B. subtilis dochazi ke

zménam intracelularni [GTP] pfi rdznych rdstovych rychlostech.

Jako vstupni experiment jsem zméfil aktivitu promotoru rrnB P1 u kmend wt a ArpoE
kultivovanych v bohatém médiu LB. Odbéry alikvott pro méreni probihaly v ¢asné
exponencialni fazi (ODgyo = 0,3). Metoda je zaloZzena na méfeni hladiny nestabilni markerové
MRNA (lacZ), ktera je pfepisovana ze studovaného promotoru (viz kapitola 5.3.25.).

Vysledek je ze dvou na sobé nezavislych experimentl (obrazek 33 a 34).

Recovery marker

Test -_ 1— . 3 l

wtd witB mutd mutB

Obrazek 33 — Primarni data zachycuijici aktivity rrnB P1 pomoci metody primer extension.
Vzorky pochazi z kultivace v médiu LB. Rasty probihaly ve dvou paralelach (A, B) u
mutantniho kmene ArpoE (mut) a divokého kmene (wt). MnoZstvi cDNA (Test) vzniklé
pfepisem trankriptu iniciovaném na rrnB P1 bylo normalizovano vdci recovery markeru,

signalu pozadi a mnoZstvi bunék.
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Obrazek 34 - Relativni aktivita promotoru rrnB P1 pf#i ristech wt a mutantniho kmene ArpoE

v médiu LB.

Nasledovaly experimenty v bohatém a chudém médiu MOPS (viz kapitola 5.1.), které

neposkytly dostatek signalu pro vérohodnou analyzu.

Vysledky:

V zivinami velmi bohatém médiu LB nebyl detekovan vyznamny rozdil v aktivité promotoru
rrB P1 v kmenech wt a ArpoE. Pozorovana vyssi aktivita promotoru rrnB P1 v kmeni ArpoE
odpovida vysSi rastové rychlosti tohoto kmene. Rustové rychlosti wt a ArpoE jsou vétSinou
podobné, pozorovany rozdil v ristovych rychlostech mohl byt zplisoben technikou odbéru

bunék pro extrakce RNA.

Experimenty v definovanych médiich MOPS neposkytly spolehlivé interpretovatelné

vysledky.

89



7.2.3.2. Rozdil v celkové syntéze RNA u mutantniho  kmene ArpoE a
kmene wt B. subtilis

Tento experiment byl navrhnut jako alternativa k experimentu 7.2.3.1. (aktivita rrnB P1 pfi
riznych rastovych rychlostech) pro zodpovézeni otazky, zda protein & ovliviiuje syntézu
celkové RNA, ktera je dana aktivitou rRNA promotoru. Oba kmeny (wt, ArpoE) rostly

v bohatém médiu MOPS (s pfidavkem vSech dvaceti aminokyselin) (viz kapitola 5.1.). P¥i
dané optické denzitné kultury (ODgqo = 0,3 — kultura je spolehlivé v exponenciélni fazi) byl
pFidan uridin s inkorporovanym *H. Z kultury byly odebirany alikvéty v pétiminutovych
intervalech. Sledoval jsem mnoZstvi inkorporovaného *H uridinu v RNA v daném &ase
metodou srazZeni trichloroctovou kyselinou. Provedeny byly dva na sobé nezavislé

experimenty.

Vysledky:

Ze ziskanych dat |ze usuzovat, Ze protein & nema vliv na syntézu celkové RNA béhem
exponencialni faze rastu v pouzitém médiu a tudiZ na aktivitu promotori rRNA (obrazek 35).
V laboratofi bude jesté proveden experiment v chudém médiu MOPS, ktery doplni mnou

ziskana data.
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Obrazek 35 - Relativni prirtstek celkové RNA béhem exponencialni faze pfi rastu v bohatém
médiu MOPS u wt a mutantniho kmene ArpoE. Doby zdvojeni jsou v obou pfipadech
prakticky totozné - 1,7 generace za hodinu. Rychlost syntézy RNA se u obou kmend
prakticky nelisi.

91



7.2.4. Diskuse 2

Mym ukolem bylo definovat takové podminky, pfi nichZ se méni intracelularni hladina GTP a
za téchto podminek sledovat transkripéni aktivitu u kmend wt a ArpoE modelového

organismu B. subtilis.

Nejprve jsem zkoumal mozné kolisani hladiny GTP béhem exponencialni faze u B. subtilis.
Experimenty ukazaly, Ze hladina GTP je relativné stabilni b&éhem této faze a nedochéazi

k vétSim vykyvam.

Moje dalSi experimenty pak odhalily rozdil v hladinach GTP béhem ustaleného
exponencialniho rastu v zavislosti na rychlosti ristu kultury. Nalezl jsem tak podminky, kdy

se liSi vnitrobunééna koncentrace GTP u B. subtilis.

Rozdily v [GTP] pfi riznych rastovych rychlostech u B. subtilis mohou byt dilezité

pro regulaci syntézy ribozomu. Rychlost jejich syntézy je zavisla na rychlosti ristu (,growth-
rate dependent control“). U E. coli neni pfesny mechanismus ,growth-rate dependent control*
dosud znam (Klumpp et al., 2009). U B. subtilis by mohla probihat regulace syntézy
ribozomu pfi riznych rustovych rychlostech alespon z ¢asti pomoci rozdilnych koncentraci

GTP, cozZ jsou iNTP pro geny rrn.

Proved! jsem experimenty, kdy jsem studoval bud’ aktivitu promotoru rrnB P1 nebo rychlost
syntézy celkové RNA (ktera predstavuje hlavné syntézu rRNA a tudiz odrazi jeji regulaci na
arovni iniciace transkripce). V bohatém médiu LB a definovaném bohatém médiu MOPS
jsem nedetekoval vyznamny rozdil. Experiment v chudém médiu MOPS bude jesté

v laboratofi dokondéen.

Nezaznamenal jsem tedy vyrazny vliv proteinu & na aktivitu rrnB P1 i syntézu rRNA. Je
moZzné, Ze jeho pfitomnost se projevi pouze pfi rychlych zménéch Zivin v prostiedi. PFi
sledovani rastu pfi ustalené rychlosti méa pak molekularni aparat dostatek ¢asu

zoptimalizovat expresi rRNA i bez pfitomnosti proteinu &.
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5)

8. Souhrn

Pro zodpovézeni otadzky, zda jsou na povrchu proteinu & v B. subtilis pfitomny
neobvyklé NTP byl tento izolovan v dostateChém mnoZstvi pomoci metody afinitni
chromatografie z jiz pfipraveného expresniho kmene. Pfitomnost téchto nukleotidu se
nepodafilo potvrdit. Nasledné byl pfipraven novy expresni systém bez histidinové
kotvy, ktery bude pouZit pro izolaci proteinu 6 z B. subtilis ke kone¢nému

zodpovézeni této otazky.

Byly hledany podminky, kdy se méni hladina GTP v B. subtilis. Bylo provedeno
méfeni hladiny GTP v B. subtilis béhem rustove kfivky (se zaméfenim na
exponencialni fazi) a pfi rdznych ristovych rychlostech v zavislosti na sloZeni média.
Ukazalo se, Ze béhem exponencialni faze rastové kfivky hladina GTP vyznamné
nekolisé. Pfi rlznych rdstovych rychlostech byl v hladiné GTP pozorovan rozdil. Tim
se B. subtilis liSi od E. coli. Byly nalezeny podminky pro test vlivu podjednotky & na

regulaci transkrip&ni aktivity promotord pomoci koncentrace GTP.

Byly provedeny experimenty, kdy jsem srovnaval aktivitu promotoru rrnB P1 u wt a
ArpoE v rznych médiich. Pfi pokusech s rlsty v bohatém médiu LB nebyl pozorovan
Zadny rozdil mezi wt a ArpoE v aktivitach promotoru rrnB P1. Experimenty

v definovanych médiich neposkytly data, ktera by bylo mozné spolehlivé

interpretovat.

Bylo provedeno srovnani syntézy celkové RNA u wt a ArpoE v exponencialni fazi
ristu v bohatém médiu MOPS, které odrazi aktivity promotora rrn. Ukazalo se, ze

podjednotka & nema vliv na syntézu celkové RNA v téchto podminkach.
Nékteré experimenty zahrnujici rasty v definovanych médiich MOPS ¢&ekaji na

provedeni, nicméné dosazené vysledky naznacuji, Ze pfi ustalené rustové rychlosti

nema podjednotka & vliv na aktivitu na koncentraci iGTP zavislych promotoru.
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Moje prace prispéla k pochopeni vybranych aspektut fyziologie B. subtilis a vlivu podjednotky
6 na regulaci transkripce. NejvyznamnéjSim vysledkem je prokazani zmény koncentrace
GTP v zavislosti na ustélené rychlosti rustu u B. subtilis, coZ kontrastuje s dosud znamou

situaci u E. coli, kde se tato koncentrace pfilis neméni.
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