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Abstrakt

Interakce vybraných bílkovin s RNA polymerázou z Bacillus subtilis

Bakterie jsou schopny se p°izp·sobit m¥nícím se vn¥j²ím podmínkám díky regulaci genové

exprese. Nejvýznamn¥j²í úrovní regulace genové exprese je fáze transkripce, kterou realizuje

vícepodjednotkový enzym � RNA polymeráza (RNAP). Klí£ovým momentem transkripce je

iniciace transkripce, kdy se rozhoduje o budoucnosti bu¬ky. Tuto fázi výrazn¥ ovliv¬uje pod-

jednotka δ RNAP vyskytující se u gram-pozitivních bakterií. Fyziologická role tohoto proteinu

není doposud dostate£n¥ objasn¥na. Strukturn¥ se podjednotka δ roz£le¬uje na strukturova-

nou, vysoce konzervovanou N-koncovou doménu a �exibilní, záporn¥ nabitou C-koncovou

doménu.

Tato práce se zabývá charakterizací podjednotky δ RNAP z Bacillus subtilis.

U Streptococcus pneumoniae byla nalezena interakce podjednotky δ RNAP s proteinem

SP_2234 pomocí kvasinkového dvouhybridního systému. Identi�kovali jsme homologní pro-

teiny u B. subtilis � YxbF a YwcC jako moºné interak£ní partnery δ. Geny yxbF a ywcC byly

zaklonovány, exprimovány v E. coli a izolovány pomocí a�nitní chromatogra�e. Protein YxbF

se poda°ilo p°ipravit v rozpustné form¥ a dostate£né koncentraci. Protein YwcC se p°ipravit

nepoda°ilo; dal²í experimenty byly provedeny s YxbF. Radioaktivn¥ nazna£ená podjednotka

δ byla pouºita p°i studiu interakce mezi δ a YxbF pomocí nativní polyakrylamidové elektro-

forézy. Bylo zji²t¥no, ºe se YxbF neváºe na podjednotku δ RNAP. Zárove¬ YxbF nepomáhá

podjednotce δ p°i vazb¥ na RNAP. Dále byl studován vliv proteinu YxbF na transkripci a

transkrip£ní experimenty in vitro ukázaly absenci tohoto vlivu. Na rozdíl od nalezené inter-

akce podjednotky δ RNAP s proteinem SP22_34 ve S. pneumoniae, nebyla tedy prokázána

interakce mezi podjednotkou δ RNAP a proteinem YxbF u B. subtilis. Nicmén¥ interakce

proteinu SP22_34 s δ ve S. pneumoniae m·ºe mít fyziologický význam.

Pro objasn¥ní funkce jednotlivých domén podjednotky δ RNAP byly zaklonovány zkrácené

varianty genu pro δ a byly vytvo°eny expresní kmeny E. coli. Fragmenty proteinu δ byly

p°ipraveny metodou a�nitní chromatogra�e k dal²ím experiment·m.

Posledním studovaným aspektem byla bioinformatická analýza aminokyselinové sekvence

proteinu δ. U °ady eukaryotických protein·, jako nap°. transkrip£ních faktor·, byly nalezeny

rozsáhlé záporn¥ nabité oblasti podobné C-koncové domén¥ proteinu δ. Tato doména u δ

napodobuje nukleové kyseliny a zvy²uje speci�tu RNAP v·£i promotorové DNA. Tyto nega-

tivn¥ nabité oblasti by mohly hrát podobnou roli i v eukaryotických proteinech. Jednalo by

se o nový, obecn¥ se vyskytující typ proteinové domény.

klí£ová slova: genová exprese, transkripce, regulace iniciace transkripce, RNA polyme-

ráza, podjednotka delta, protein YxbF a YwcC, B. subtilis, doména napodobující nukleovou

kyselinu



Abstrakt

Interaction of selected proteins with RNA polymerase from Bacillus subtilis

Bacteria are able to adapt to changing enviromental conditions through the regulation of gene

expression. Transcription is the most important level of regulation of gene expression, which

carries out the multisubunit enzyme RNA polymerase (RNAP). Transcription initiation is

a key step of transcription when decisions are made about the future of the cell. This phase

is a�ected by the δ subunit of RNAP in gram-positive bacteria. The physiological role of this

protein is not well understood yet. The δ subunit consists of a structured highly conserved

N-terminal domain and a �exible and negatively charged C-terminal domain.

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

In Streptococcus pneumoniae, an interaction between δ and protein SP_2234 was found

using yeast two-hybrid system. We identi�ed homologs of SP22_34 in B. subtilis � YxbF

and YwcC as interaction partners of δ. The genes ywcC and yxbF were cloned and expressed

in E. coli. The proteins were puri�ed via a�nity chromatography. Protein YxbF was puri�ed

in a soluble form. We have not succeeded in preparation of YwcC; further experiments were

performed with YxbF. Radioactively labeled protein δ was used to study interactions between

δ and YxbF using polyacrylamide electrophoresis. It was found, that YxbF did not bind to

the δ subunit of RNAP. YxbF also did not help δ interact with RNAP. Further we studied

e�ects of YxbF on transcription and no e�ects were detected. Contrary to the interaction of

SP22-34 with δ in S. pneumoniae no interactions between YxbF and δ of B. subtilis were

detected. However, the interaction between δ subunit of RNAP and the protein SP22_34

in S. pneumoniae may be physiologicaly signi�cant.

To clarify the function of each domain of the δ subunit of RNAP, truncated versions of the

gene were cloned and expressed in E. coli. Protein fragments of δ were prepared by a�nity

chromatography for further experiments.

Finally, we performed a bioinformatical analysis of the amino acid sequence of δ. In a num-

ber of eukaryotic proteins, such as transcriptions factors, we found extended negatively charged

regions reminiscent of the C-terminal domain of delta. This domain mimics nucleic acids and

increases the speci�city of RNAP for promoter DNA. These negatively charged regions could

play a similar role in eukaryotic proteins. It would represent a novel general type of a protein

domain.

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

polymerase, delta subunit, protein YxbF and YwcC, B. subtilis, nucleic acid mimic domain
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Seznam zkratek a symbol·

AA akrylamid

AK aminokyselina

ATP adenosin-5�-trifosfát

bp páry bazí (base pairs)

BSA hov¥zí sérum albumin

CarNTer N-koncová doména proteinu CarD

CTD C-koncová doména

Da jednotka molekulové hmotnosti

∆δ RNAP RNA polymeráza bez podjednotky delta

ddH2O deionizovaná voda

dH2O destilovaná voda

dNTP deoxynukleosid trifosfát

dsDNA dvouvláknová DNA (double strand)

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctová

Eσ jádro RNAP s navázanou podjednotkou σ, RNAP holoenzym

FBP fruktóza-1,6-bisfosfát

GTP guanosin-5�-trifosfát

HPr histidin obsahující protein

iH2O injek£ní voda

I intermediát komplexu RNAP a promotorové DNA

IMP dehydrogenasa inosin monofosfát dehydrogenáza

iNTP inicia£ní nukleosid trifosfát

IPTG isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosid

kb kilobáze (tzn. tisíc bazí)

LD spojovací doména u podjednotky σ

mRNA messenger RNA

Nδ N-koncová doména podjednotky δ



NK nukleová kyselina

NTD N-koncová doména

nt nukleotid

NTP nukleosid trifosfát

OD optická denzita

pI isoelektrický bod

ppGpp guanosin-5�-difosfát-3�-difosfát

pppGpp guanosin-5�-trifosfát-3�-difosfát

RNAP RNA polymeráza

RNA ribonukleová kyselina

RPC uzav°ený komplex RNAP a promotorové DNA

RPe elonga£ní komplex RNAP a DNA

RPO otev°ený komplex RNAP a promotorové DNA

rRNA ribosomální RNA

SDS dodecyl sulfát sodný

ssDNA jednovláknová DNA (single strand)

TAE trisacetátový pufr

TetR tetracyklin rezistentní

tRNA transferová RNA

wt RNAP divoký typ RNA polymerázy

[YxbF] koncentrace YxbF



Úvod

Bakterie jsou schopny p°eºít v nejr·zn¥j²ích podmínkách. Dokázaly se za dobu své existence

roz²í°it do nejrozmanit¥j²ích prost°edí. Obývají vulkanické krátery, ledová mo°e, vnit°ky i

povrchy jiných bun¥k a jsou schopny p°eºít i ve vesmíru. �ivotaschopnost bakteriálních bun¥k

souvisí se schopností rychle reagovat na zm¥ny vn¥j²ího prost°edí, cílen¥ regulovat molekulární

mechanismy genové exprese a p°izp·sobit se tak aktuálním podmínkám.

Genová exprese je proces, p°i kterém je genetická informace obsaºená ve form¥ DNA reali-

zována do konkrétních bun¥£ných struktur. První fáze genové exprese � transkripce, je zaji²´o-

vána DNA dependentní RNA polymerázou, která p°episuje DNA do vlákna RNA. Druhá fáze

genové exprese � translace, je proces, kdy je vyuºita genetická informace obsaºená v mRNA

k syntéze protein· a je zaji²´ována transla£ním aparátem bu¬ky. Genová exprese je regulována

tak, aby docházelo k efektivní odpov¥di na aktuální situaci.

Klí£ovým momentem pro regulaci genové exprese je bezesporu fáze iniciace transkripce,

kdy se rozhoduje o budoucnosti bu¬ky. Iniciaci transkripce výrazn¥ ovliv¬uje i podjednotka

δ RNA polymerázy, která se vyskytuje u gram-pozitivních bakterií. Podjednotka δ ovliv¬uje

virulenci n¥kterých patogenních bakterií, ale její p°esná fyziologická funkce a molekulární

mechanismy pozorovaných efekt· nejsou doposud dostate£n¥ objasn¥ny.

Tato diplomová práce se zabývá charakterizací podjednotky δ RNA polymerázy u mode-

lového organismu gram-pozitivních bakterií Bacillus subtilis. Cílem bylo oz°ejmit, se kterými

proteiny v bu¬ce podjednotka δ interaguje a jak spole£n¥ ovliv¬ují transkripci. Dále bylo cílem

p°isp¥t k poznání, jaká je funkce jednotlivých domén podjednotky δ a jestli jsou tyto domény

unikátní pro podjednotku δ nebo se podobají protein·m z jiných organism·.
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Literární p°ehled

1 Adaptace bakterie

Kaºdá bakteriální bu¬ka se neustále musí p°izp·sobovat vn¥j²ím podmínkám prost°edí. �i-

votaschopnost bakteriální bu¬ky úzce souvisí se schopností rychle a cílen¥ reagovat na tyto

zm¥ny. Z t¥chto d·vod· si bakterie vyvinuly ²irokou ²kálu mechanizm·, které jim zprost°ed-

kovávají informace z okolí a zaru£ují adekvátní odpov¥¤.

1.1 Bakterie Bacillus subtilis

B. subtilis je p·dní, nepatogenní bakterie ty£inkovitého tvaru schopná sporulace. B. subtilis

náleºí do skupiny gram-pozitivních bakterií a reprezentuje tuto skupinu bakterií jako modelový

organismus. Je intenzivn¥ studovaným zástupcem skupiny mikroorganism· s nízkým obsahem

pár· G + C. Systematicky je za°azen do kmene Firmicutes. Genom B. subtilis tvo°í jediný

chromozom nesoucí p°ibliºn¥ 4 100 gen·. Postupnou systematickou inaktivací bylo zji²t¥no,

ºe genom B. subtilis obsahuje 271 esenciálních gen· (Kobayashi et al., 2003).

Výhodou tohoto modelového organismu je jeho schopnost p°ejít do fyziologického stavu

ozna£ovaného jako kompetence. Je to stav, do kterého p°echází bakterie p°i nedostatku ºivin

na za£átku stacionární fáze r·stu. V tomto stavu je také bakterie schopna p°ijmout vysokomo-

lekulární cizorodou DNA. Následn¥ se tato DNA m·ºe integrovat do chromozomu (Dubnau

and Losick, 2006).

Rozmnoºování B. subtilis probíhá klasickým d¥lením. Za nep°íznivých podmínek je scho-

pen sporulace, tedy alternativního vývojového stádia. P°i sporulaci se tvo°í endospory, které

jsou odolné v·£i vysoké teplot¥, p·sobení solí a kyselin. Práv¥ díky sporulaci jsou tyto bakte-

rie schopny p°eºít jak nep°íznivé podmínky, tak i nedostatek ºivin. V minulosti byla sporulace

u B. subtilis intenzivn¥ studována (Piggot and Hilbert, 2004).

B. subtilis je £asto v pr·myslu vyuºíván k extracelulární produkci protein·, enzym· a

antibiotik (Ara et al., 2007).
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2 Genová exprese

Genová exprese je proces, p°i kterém je genetická informace obsaºená ve form¥ DNA realizo-

vána do konkrétních bun¥£ných struktur. Produkty exprese gen· jsou RNA a proteiny. Tyto

produkty slouºí pro regulaci a udrºení ºivotních funkcí bu¬ky. Proces genové exprese probíhá

ve dvou hlavních krocích (zobrazených na obr. 1):

1. Transkripce � p°epis DNA do RNA � zaji²´uje DNA dependentní RNA polymeráza

(RNAP)

2. Translace � p°eklad RNA do proteinu � zaji²´uje transla£ní aparát bu¬ky

Obrázek 1: Obecné schéma genové exprese. P°evzato z http://www.sekk.cz/
Prodej/encyklopedie/SJATJ.htm.

2.1 Transkripce

Transkripce u bakterií je zaji²´ována jedinou RNA polymerázou. Ta je zodpov¥dná za tvorbu

stabilních RNA (tRNA a rRNA), protein kódujících RNA (mRNA) i malých nekódujících

RNA. Tato v²estrannost bakteriální RNAP je zaji²t¥na interakcemi s r·znými kofaktory a

s kódující sekvencí templátové DNA (Lewis et al., 2008).

Transkripce je proces, p°i kterém RNAP nasedá na dvou²roubovici DNA (dsDNA), roz-

plete ob¥ vlákna od sebe a zahájí p°epis DNA vlákna podle principu komplementarity do

vlákna RNA. Proces transkripce lze rozd¥lit do t°ech stup¬·:

1. Iniciace (zahájení) je fáze transkripce, kdy se RNAP váºe na speci�ckou sekvenci DNA

zvanou promotor. Tím je vytvo°en tzv. uzav°ený komplex (RPC). V tomto komplexu
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je DNA kompletn¥ dvouvláknová. Poté uzav°ený komplex p°echází p°es konforma£ní

mezistupn¥ do otev°eného komplexu (RPO), kde jsou vlákna DNA odd¥lena od sebe

(v oblasti -11 aº +3, v +1 pozici za£íná transkripce) a je vytvo°ena transkrip£ní bublina.

V otev°eném komplexu je pozice +1 templátového vlákna p°ipravena k p°i°azení inici-

a£ního nukleosidtrifosfátu (iNTP) a následnému zahájení syntézy RNA vlákna (Haugen

et al., 2008a; Chen et al., 2010).

2. Elongace je fáze transkripce, kdy RNAP opou²tí promotor (promotor escape) a posu-

nuje se podél °et¥zce DNA (promotor clearance). Podle templátového °et¥zce postupn¥

syntetizuje novou RNA. P°ipojuje komplementární nukleotidy na volnou 3�OH skupinu

ribosy. Vznikající RNA se postupn¥ uvol¬uje z elonga£ního komplexu a dvou²roubovice

DNA samovoln¥ obnovuje svou p·vodní konformaci (Vassylyev, 2009).

3. Terminace je proces ukon£ení syntézy a úplné uvoln¥ní nov¥ syntetizované RNA. Termi-

nace je kódována speciálními sekvencemi DNA ve struktu°e (terminátory). U bakterií

jsou známy dva hlavní modely terminace: Rho-nezávislá vyuºívající mRNA elementy

(cis-acting) a Rho-závislá vyºadující termina£ní proteinový faktor Rho a mRNA ele-

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

2.2 Posttranskrip£ní modi�kace

V¥t²ina molekul RNA je syntetizována ve form¥ prekurzor· (zejména stabilní RNA molekuly

rRNA a tRNA). Aby mohly vykonávat funkci ke které jsou ur£eny, musí být upraveny do své

�nální podoby. Úprava RNA prekurzor· se nazývá RNA maturace.

Obecn¥ lze °íci, ºe jednotlivé RNA jsou vyst°iºeny ze svých prekurzor· pomocí endonu-

kleáz, následn¥ jsou upraveny jejich 3� a 5� konce. Maturovaná RNA je chrán¥na p°ed rychlou

degradací a je schopna plnit svou funkci. Naopak významná posttranskrip£ní modi�kace �

polyadenylace 3� konce urychluje degradaci mRNA u bakterií (Condon, 2003; Deutscher,

2006).

Pravd¥podobn¥ nejznám¥j²ím p°ípadem posttranskrip£ní modi�kace je modi�kace tRNA.

Stupe¬ modi�kace tRNA m·ºe reagovat v n¥kterých p°ípadech na zm¥ny v okolním prost°edí.

Také v r·zných fázích bakteriálního r·stu se modi�kace tRNA li²í. Nap°. u mutantních bun¥k

defektních v tRNA modi�kaci byla mnohokrát nalezena zm¥n¥ná patogenicita nebo metabo-

lická aktivita (Emilsson et al., 1992; Durand et al., 1997).

2.3 Translace

Translace je proces, kdy je vyuºita genetická informace obsaºená v mRNA k syntéze protein·.

�Nabité� tRNA, nesoucí kaºdá ur£itou aminokyselinu, jsou p°ená²eny na ribosom pomocí

elonga£ního faktoru Tu. Zde jsou párovány s odpovídajícím tripletem kódovaným mRNA

(ozna£ovaných jako kodon). Aminokyseliny jsou p°ipojovány ke vznikajícímu polypeptidu a

posun mRNA je zaji²t¥n elonga£ním faktorem G. Tento proces je provád¥n tak dlouho, dokud

se neobjeví stop kodon a translace je ukon£ena (Shoji et al., 2009).
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Regulace translace probíhá zejména v t¥chto krocích: konformace mRNA a tRNA, správná

funkce aminoacyl-tRNA synthetázy (p°ipojení správné aminokyseliny k tRNA), správné pá-

rování mRNA kodonu s nabitou tRNA (Ibba and Söll, 1999).

2.4 Posttransla£ní modi�kace

Po dokon£ení translace mohou být proteiny modi�kovány, aby získaly svou kone£nou podobu

a mohly plnit poºadovanou funkci. Modi�kace protein· záleºí zejména na chemických skupi-

nách na jejich povrchu. Nej£ast¥ji se jedná o acetylaci, fosforylaci, methylaci atd. (Yang and

Gregoire, 2007).

P°íkladem významných posttransla£ních modi�kací je skupina antibiotik produkovaná

B. subtilis - lantibiotika. Lantibiotika vznikají posttransla£ní modi�kací prekurzorového pep-

tidu, která zahrnuje dehydrataci serin· a threonin·. Následn¥ vzniká lanthionin p°ipojením

sousedního cysteinu p°es thiolovou skupinu. Antibakteriální ú£inek t¥chto látek je zaloºen na

tvorb¥ pór· do cytoplasmatické membrány u gram-pozitivních bakterií (Stein, 2005).
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3 Transkripce

3.1 Obecné uspo°ádání promotoru

Promotorová oblast DNA je zásadní pro správný start transkripce. �te se ve sm¥ru od 5� konce

k 3� konci kódujícího (netemplátového) vlákna. Pozice +1 zna£í místo, ke kterému je p°i°azen

první nukleotid, od kterého za£íná transkripce. Sekvence, která je za inicia£ním nukleotidem

po sm¥ru transkripce, má kladné znaménko. Sekvence protism¥ru transkripce je ozna£ována

záporným znamínkem (nukleotid v pozici 0 neexistuje). Oblast promotoru rozd¥lujeme na

tyto úseky (pro názornost jsou zobrazeny na obr. 2):

� UP element � AT bohatá oblast mezi -60 a -40, na kterou se váºe u n¥kterých promo-

tor· C-koncová oblast podjednotky α (Ross et al., 2001; Haugen et al., 2008a).

� hexamer -35 � jeho konsensus sekvence je ur£ena 5�-TTGACA-3� (u E. coli a B. sub-

tilis). Tato oblast se s hexamerem -10 udává jako nejd·leºit¥j²í oblast pro rozeznání

promotoru podjednotkou σ RNAP. Hexamer -35 interaguje s oblastí 4.2 podjednotky σ

(deHaseth et al., 1998).

� mezerník � oblast odd¥lující hexamery -35 a -10 o optimální délce 17 bazí (u E. coli)

(Murakami et al., 2002). Interaguje s N-koncovou doménou podjednotky β� (oblast,

která svou vazbou ovliv¬uje stabilitu navázaného komplexu RNAP se nazývá β� zipper)

(Yuzenkova et al., 2011).

� roz²í°ená oblast -10 � rozeznává ji oblast 3.0 podjednotky σ. Nachází se jednu bázi

proti sm¥ru transkripce od hexameru -10 a je ur£ena konsensus sekvencí 5�-TG-3�

(v pozici -14/-15) (Mitchell et al., 2003).

� hexamer -10 � téº nazýván jako TATA box nebo Pribnow·v box. Jeho konsensus

sekvence je 5�-TATAAT-3� a interaguje s oblastí 2.3 a 2.4 podjednotky σ (Haugen

et al., 2008a; deHaseth et al., 1998).

� oblast mezi -10 a +1 � oblast promotoru mezi inicia£ním nukleotidem a 3� okrajem

hexameru -10, která má vliv na iniciaci transkripce. Pokud je GC bohatá, je nazývána

jako diskriminátor (nap°. u E. coli). Tato oblast promotoru interaguje s oblastí 1.2

podjednotky σ a sekvence této oblasti je d·leºitá pro stabilitu otev°eného komplexu

(Pemberton et al., 2000; Haugen et al., 2008a).

Obrázek 2: Obecné uspo°ádání sekvence promotoru a domén podjednotek RNAP vázající
se na promotor (Haugen et al., 2008a).
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3.2 Bakteriální RNAP

Transkripci u bakterií provádí enzym RNA polymeráza (DNA dependentní RNA polymeráza,

RNAP). Protoºe na rozdíl od eukaryot je to jediný enzym katalyzující transkripci v bu¬ce,

zodpovídá tak za ve²kerou syntézu RNA. Katalytické jádro (E) s molekulovou hmotností

p°ibliºn¥ 400 kDa je tvo°eno p¥ti podjednotkami � dimerem podjednotek α (α2), dále z pod-

jednotek β, β� a ω (Sweetser et al., 1987; Zhang et al., 1999). Homodimer podjednotek α tvo°í

strukturní le²ení pro podjednotky β a β�, které mají katalytickou funkci. Podjednotka ω není

esenciální pro bu¬ku, ale pomáhá p°i vazb¥ β� na ostatní podjednotky. V²echny tyto podjed-

notky jsou vysoce konzervované, jak v bakteriální a eukaryotní °í²i, tak i u archeí (Nanamiya

et al., 2008).

Skládání podjednotek RNAP probíhá v tomto po°adí (viz obr. 3) (Mathew and Chatterji,

2006):

α+ α→ α2 + β → α2β + β′ → α2ββ
′

Jádro RNAP samo o sob¥ není schopno rozeznat sekvenci promotoru. Tuto funkci, která

je zásadní pro iniciaci transkripce, zastává práv¥ podjednotka σ. Sloºením v²ech zmín¥ných

podjednotek vzniká komplex zvaný RNAP holoenzym (Eσ), který dokáºe rozpoznat sekvenci

promotoru, navázat se na n¥j a iniciovat transkripci (Campbell et al., 2002).

Obrázek 3: Skládání podjednotek RNAP. Dv¥ α podjednotky interagují a vytvá°í dimer
(αIαII). Následn¥ se p°ipojí β podjednotka a vytvá°í αIαIIβ komplex. Jádro RNAP je vytvo-
°eno p°ipojením zmi¬ovaného komplexu a β′ s navázanou ω. Navázáním podjednotky σ je
vytvo°en holoenzym, který je schopen rozpoznat promotor a iniciovat transkripci (Mathew
and Chatterji, 2006).
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3.3 Podjednotky bakteriální RNAP (E. coli)

alfa Podjednotka α je tvo°ena cca 330 AK a její molekulová hmotnost je 36 kDa. Kóduje

ji gen rpoA. Je rozd¥lena na dv¥ domény. V¥t²í N-koncová doména (αNTD) se podílí na

dimerizaci α podjednotek a zodpovídá za vazbu β a β′. Krat²í C-koncová doména (αCTD)

se váºe na DNA a zvy²uje stabilitu vazby RNAP na promotor (interaguje s UP elementem

promotoru) (Gourse et al., 2000; Ross et al., 2001).

Podjednotka α tvo°í homodimer dvou sekven£n¥ identických podjednotek α (α2). Kaºdá

z podjednotek α dimeru se váºe na jinou £ást RNAP. Podjednotka αI váºe podjednotku β a

αII váºe podjednotku β′ (Minakhin et al., 2001).

Zajímavostí je bakterie Franciscella, která má dva odli²né geny kódující podjednotky α.

Tyto podjednotky tvo°í heterodimer v RNAP. Efektivní sloºení v²ech podjednotek RNAP

poºaduje ob¥ podjednotky: αI i αII (Mukhamedyarov et al., 2011).

beta Podjednotka β je tvo°ena cca 1 340 AK a její molekulová hmotnost je p°ibliºn¥ 150 kDa

(Browning and Busby, 2004). Je kódována genem rpoB. Dohromady s podjednotkou β′ zaujímá

charakteristický tvar krabího klepeta a tvo°í katalytické centrum RNAP, jak je zobrazeno

na obrázku 4. Na tuto podjednotku se váºí n¥která antibiotika inhibující transkripci (nap°.

rifampicin, sorangicin a streptolydigin) (Gentry and Burgess, 1993; Yang and Price, 1995;

Campbell et al., 2005).

Gen rpoB je vysoce konzervovaný a díky tomu m·ºe být vyuºíván p°i fylogenetických

analýzách a objevování nových bakteriálních druh· podobn¥ jako 16S rRNA (Adekambi et al.,

2009).

beta� Podjednotka β′ je tvo°ena p°ibliºn¥ 1 400 AK s molekulovou hmotností cca 155 kDa.

Je kódována genem rpoC. Uplat¬uje se zejména p°i vazb¥ na DNA do oblasti mezerníku na

promotoru. Její N- koncová doména se váºe na pozici -22 templátového a -27 netemplátového

vlákna. Dále se uplat¬uje i p°i terminaci transkripce (Murakami et al., 2002; Gentry and

Burgess, 1993).

omega Podjednotka ω je nejmen²í podjednotkou RNAP. Tvo°í ji 91 AK a její molekulová

hmotnost je 10 kDa (Burgess, 1969). Je kódována genem rpoZ. Tento gen se nachází ve

stejném operonu jako spoT (který kóduje enzym syntetizující a degradující (p)ppGpp) a bylo

prokázáno, ºe ω hraje roli v regulaci stringentní odpov¥di. Dále ovliv¬uje iniciaci transkripce

a p°ispívá k p°eºití stacionární fáze (Mathew and Chatterji, 2006; Vrentas et al., 2005).

Podjednotka ω není esenciální pro funkci RNAP. Delecí genu rpoZ bylo zji²t¥no, ºe je pro

bu¬ku postradatelná a transkripce m·ºe probíhat i bez její p°ítomnosti (Gentry and Burgess,

1989). Podjednotka ω váºe podjednotku β′ a podílí na uspo°ádání RNAP (asociace β′ s α2β)

(Minakhin et al., 2001).
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Obrázek 4: Krystalová struktura holoenzymu RNAP s DNA u T. thermophilus. Obrázek
znázor¬uje navázání RNAP na promotorovou oblast a tvorbu uzav°eného komplexu. Zelen¥
je zobrazena dsDNA, mod°e hexamer -35, oranºov¥ hexamer -10 (Vassylyev et al., 2002).

sigma Podjednotka σ (nazývána také jako faktor σ) je nepostradatelná pro správné zahájení

transkripce. B¥hen iniciace transkripce rozpoznává sekvenci promotoru a váºe na n¥j RNAP.

Pouze RNAP holoenzym (Eσ) je schopen rozpoznat promotor. Podjednotka σ se významn¥

podílí na odd¥lení DNA vláken a tvorb¥ transkrip£ní bubliny i p°i procesu promotor escape a

clearance. Experimenty s nenavázanou podjednotkou σ ukázaly, ºe je auto-inhibována a neváºí

se na ni promotorové elementy ani známé transkrip£ní aktivátory (Borukhov and Severinov,

2002; Campbell et al., 2002; Vassylyev et al., 2002). Pravd¥podobnou hlavní roli v auto-

inhibici hraje N-koncová £ást podjednotky σ (oblast 1.1), která udrºuje kompaktnost celého

proteinu a brání vazb¥ σ na promotor (Schwartz et al., 2008). Nicmén¥ nedávné výsledky

nazna£ují moºnost vazby samotné σ na promotorovou DNA do oblasti -10 (Yeh et al., 2011;

Sevim et al., 2011).

Bakteriální podjednotky sigma se °adí do dvou nep°íbuzných rodin : σ70 a σ54 (Gruber

and Gross, 2003).

� Do rodiny σ70 pat°í ty, které tvo°í promotorový komplex za nep°ítomnosti dal²ích

faktor· £i energie (Borukhov and Severinov, 2002; Gruber and Gross, 2003). Pod-

jednotka σ z této rodiny byla rozd¥lena do strukturních domén a jednotlivých ob-

lastí. Tyto oblasti byly o£íslovány podle vzdálenosti od N� konce (viz obr. 5). Pod-

jednotka σ je rozd¥lena do jiº zmín¥ných £ty° základních domén: N-koncová doména 1,

N-koncová doména 2, spojovací doména a C-koncová doména. Nejvýznamn¥j²í je oblast

4.2 (v C-koncové domén¥), která interaguje s hexamerem -35 promotoru a oblast 2.4

(v N-koncové domén¥ 2), která rozeznává a váºe oblast -10 promotoru (viz kapitola 3.1

na stran¥ 15) (Vassylyev et al., 2002).
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Genomy bakterií obsahující faktor σ z rodiny σ70 mohou mít tento faktor v zastoupení od

jednoho (nap°. Mycoplasma sp.) aº po více neº 60 faktor· (u Streptomyces coelicolor). E. coli

obsahuje 6 faktor· σ z rodiny σ70, zatímco B. subtilis obsahuje 18 faktor· z rodiny σ70.

U gram pozitivních bakterií se vyskytuje vy²²í po£et σ faktor·, coº je vysv¥tlováno pot°ebou

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

� Druhá, minoritní rodina sigma faktor· se nazývá rodina σ54. Do rodiny σ54 pat°í ty

faktory, které tvo°í promotorový komplex na promotoru za p°ítomnosti dal²ích proteino-

vých faktor·. Na svou £innost spot°ebovávají energii získanou hydrolýzou ATP £i GTP

(Borukhov and Severinov, 2002). Rodina σ54 tedy vyuºívá odli²nou cestu p°i formaci

otev°eného komplexu neº σ70. Na rozdíl od σ70, která interaguje N-koncovou doménou

s DNA, σ54 ji pot°ebuje pro svou aktivaci (Wigneshweraraj et al., 2000). Holoenzym

tvo°ený σ54 s RNAP se na rozdíl od σ70 rozeznává konsensus sekvenci -24 a -12, kde

jsou velmi bohaté oblasti na GC (Burrows et al., 2003). E. coli obsahuje pouze jeden

faktor σ z této rodiny a tato rodina faktor· σ je obecn¥ minoritní (Wigneshweraraj

et al., 2000). U B. subtilis byl nalezen pouze jeden ekvivalentní faktor σ k σ54 kódovaný

genem sigL (Debarbouille et al., 1991).

� Zvlá²tním p°ípadem je 2-podjednotkový faktor σ B. subtilis sloºený z protein· YvrI

a YvrHa. YvrI obsahuje doménu podobnou oblasti 4 podjednotky σ70, který se váºe na

podjednotku β. YvrHa obsahuje doménu podobnou oblasti 2 podjednotky σ70 a váºe

se na podjednotku β′. Protein YvrHa hraje esenciální roli p°i stabilizaci otev°eného

komplexu RNAP a interaguje s N-koncovou doménou proteinu YvrI. Protein YvrHa se

nejspí²e váºe na hexamer -10 na promotoru, zatímco YvrI interaguje s hexamerem -35

(shodné s funkcemi homologních σ region·). Po spojení t¥chto dvou podjednotek faktoru

σ je umoºn¥na efektivní iniciace transkripce (MacLellan et al., 2009).

Obrázek 5: Schématické zobrazení interakcí RNAP holoenzymu s promotorem. �áry nazna-
£ují interakce mezi podjednotkami a s RNAP s jednotlivými oblastmi promotoru (Haugen
et al., 2008b).
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3.3.1 Srovnání RNAP B. subtilis a E. coli

Celkový tvar RNAP je konzervován nap°í£ bakteriální °í²í. P°esto m·ºeme mezi RNAP z jed-

notlivých organism· najít zásadní rozdíly ve struktu°e i mechanismech regulace transkripce.

Klí£ové £ásti RNAP, zaji²´ující hlavní mechanismy transkripce, jsou kódovány v evolu£n¥

konzervovaných regionech, zatímco na povrchu enzymu jsou variabilní proteiny zprost°edko-

vávající interakci s regula£ními proteiny. Zatím nejsou známy kompletní informace (struktura,

biochemie, genetika) ani o jedné bakteriální RNAP (Zhang et al., 1999; Artsimovitch et al.,

2000).

Hlavní rozdíly v RNAP a transkripci mezi B. subtilis a E. coli (Achberger and

Whiteley, 1980; Artsimovitch et al., 2000):

� RNAP z B. subtilis je men²í oproti RNAP z E. coli.

� RNAP z B. subtilis se skládá navíc z dal²ích dvou podjednotek: podjednotky δ (viz

kapitola 5.3) a w1 (nov¥ byl navrºen název ε, kódovaná genem ykzG). U E. coli se

vyskytuje pouze jediná ω (homolog w2 u B. subtilis) (Doherty et al., 2010).

� RNAP z B. subtilis tvo°í holoenzym s podjednotku σA (43 kDa). E. coli interaguje

s podjednotku σ ze stejné rodiny (σ70), jejíº molekulová hmotnost je p°ibliºn¥ 70 kDa.

� E. coli tvo°í u v¥t²iny promotor· stabilní otev°ený komplex p°i iniciaci transkripce,

zatímco B. subtilis tvo°í nestabilní otev°ený komplex.

� 75 % gen· u B. subtilis je transkribováno ve sm¥ru vedoucího vlákna, kdeºto u E. coli

je stejnom¥rn¥ p°episováno kódující i nekódující vlákno.

� B. subtilis a E. coli se li²í v rozpoznání termina£ních signál· a v mechanismu terminace

transkripce.

3.3.2 Mechanismus iniciace transkripce

Po nasednutí RNAP (R) na promotorovou DNA (P), zaujímá zmín¥ný komplex n¥kolik stav·:

� uzav°ený komplex (RPC)

� p°echodný komplex (I)

� otev°ený komplex (RPO)

� elonga£ní komplex (RPe)

Tyto konforma£ní zm¥ny nejsou pohán¥ny hydrolýzou ATP, ale vazbou volné energie a tvorbou

intermediát· (Haugen et al., 2008a). Pr·b¥h iniciace transkripce probíhá podle následujícího

schématu (Murakami et al., 2002):

R + P←→ RPC ←→ I←→ RPO ←→ RPABORT ←→ RPe

Pr·b¥h iniciace transkripce popisuje obr. 6 na stran¥ 22. Nejprve dochází ke kontaktu

holoenzymu RNAP s oblastmi promotoru -35 a -10. Hexamer -35 je rozpoznán oblastí 4.2
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podjednotky σ a hexamer -10 je rozeznán oblastí 2.4 podjednotky σ. Dal²í významnou oblastí

je roz²í°ená oblast -10 na promotoru, na kterou se váºe doména 3 podjednotky σ a s UP

elementem interaguje C-koncová doména podjednotky α. Na základ¥ t¥chto kontakt· RNAP

s promotorem se vytvo°í uzav°ený komplex (RPC). V tomto komplexu RNAP obklopuje DNA

od -55 do +1 a DNA je stále dvouvláknová. Následuje postupné odd¥lování vláken DNA

v oblasti hexameru -10, tzv. tání promotoru. Následuje proces isomerizace (I), p°i kterém

dochází ke konforma£ním zm¥nám jak RNAP, tak i DNA a tvo°í se otev°ený komplex (RPO).

V RPO jsou vlákna DNA rozpletena v rozmezí -11 aº +3 a je vytvo°ena tzv. transkrip£ní

bublina. (Haugen et al., 2008a).

Transkripce je iniciována p°ipojením inicia£ního nukleosid trifosfátu (iNTP) na +1 pozici

templátového vlákna. Dále jsou syntetizovány krátké oligomery o délce 2-9 nukleotid·. Tyto

krátké úseky RNA párují s komplementární sekvencí DNA a tvo°í tak DNA:RNA hybrid.

V po£átku polymerace po napojení n¥kolika NTP se m·ºe syntéza RNA zastavit a RNAPm·ºe

sklouznout zp¥t do pozice RPO. Syntéza t¥chto krátkých nukleotid· je nazývána abortivní

iniciace (RPABORT). Tyto abortivní transkripty byly pozorovány in vitro (Hsu et al., 1995) a

následn¥ in vivo u E. coli (Goldman et al., 2009). Transkripce in vivo m·ºe být zahájena bu¤

de novo pomocí iNTP nebo na základ¥ nanoRNA (2-5 nukleotid· dlouhé oligoribonukleotidy).

Zp·sobem iniciace transkripce m·ºe být ovlivn¥na genová exprese vznikem v¥t²ího mnoºství

transkript·, vznikem r·zných 5� konc· transkript· nebo zm¥nou fosforylace na 5� konci

transkriptu. P°esná role nanoRNA je nadále studována (Nickels and Dove, 2011).

V následujícím kroku RNAP vytvá°í elonga£ní komplex (RPe) a p°echází z fáze iniciace do

fáze elongace transkripce. RNAP opou²tí promotor (promotor escape) a nov¥ syntetizované

vlákno RNA opou²tí RNAP RNA-exit kanálem. C-koncová doména podjednotky σ blokuje

RNA-exit kanál a setkání t¥chto dvou struktur usnad¬uje posun RNAP z oblasti -35 na

promotoru. Zárove¬ je podjednotka σ disociována a RNAP pokra£uje v elongaci (Hsu et al.,

1995; Vassylyev et al., 2002).

Byl navrºen i alternativní mechanismus, p°i kterém podjednotka σ z·stává navázána na

jádro RNAP i v pr·b¥hu elongace. Díky konforma£ní zm¥n¥ RNAP podjednotka σ z°ejm¥

neblokuje RNA-exit kanál. Nejv¥t²í mnoºství takto navázaných podjednotek σ bylo nalezeno

v pr·b¥hu stacionární fáze (Bar-Nahum and Nudler, 2001).
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Obrázek 6: Kroky iniciace transkripce: Tmav¥ zelenou barvou je zobrazeno templátové
vlákno, sv¥tle zelené netemplátové tedy kódující vlákno, £ervenou je zobrazen RNA tran-
skript. Katalyza£ní ionty Mg2+ jsou v aktivním míst¥ zobrazeny ºlutými kruhy, £erven¥ jsou
zobrazeny kyselé aminokyselinové zbytky regionu 1.1 a 3.2 podjednotky σ70. a � RNAP se
váºe na promotor (R+P), p°echází p°es uzav°ený komplex (RPC), p°echodový komplex (I)
do otev°eného komplexu (RPO). Iniciace transkripce je nazna£ena jako p°ipojení NTP a po-
kra£uje elongace transkripce (TEC). ka zna£í asocia£ní konstantu tvorby RPO a kd zna£í
disocia£ní konstantu. b � V RPC je DNA dvouvláknová a p°esouvá se do hlavního kanálu.
c � V p°echodovém komplexu (I) se region 1.1 σ podjednotky posouvá sm¥rem od aktivního
místa a tím se DNA dostává do hlavního kanálu a tvo°í se transkrip£ní bublina. d � V RPO

se vlákna DNA odd¥lují a templátové vlákno se posouvá na ideální pozici pro za£len¥ní iNTP.
e � Syntéza jiº za£ala, RNAP t¥sn¥ p°ed uvoln¥ním z promotoru. f � Elonga£ní komplex
RNAP opustila σ podjednotka a syntéza transkriptu pokra£uje (Haugen et al., 2008a).
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3.3.3 Molekulární mechanismus syntézy RNA

Proces polymerace RNA probíhá mechanismem, který je zaloºen na p°ítomnosti dvou Mg2+

iont· v aktivním míst¥ enzymu (RNAP). Tyto dva ionty jsou v blízkosti 3�OH vznikají-

cího °et¥zce RNA a α-fosfátu NTP. Polymerace RNA vlákna probíhá mezi 3�OH koncem a

α-fosfátem NTP. Mg2+ £. 1 zvy²uje kyselost 3�OH skupiny, tvo°í se 3�O− a vzniká kovalentní

vazba s α-fosfátem NTP. Mg2+ £. 2 usnad¬uje odpojení pyrofosfátu, jak je zobrazeno na obr. 7

(Steitz et al., 1994).

Obrázek 7: Mechanismus syntézy RNA. Mg2+ £. 1 koordinuje vazbu mezi 3�OH skupinou
a α-fosfátem NTP (Steitz et al., 1994).
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4 Regulace transkripce

Odhaduje se, ºe v bakteriální bu¬ce je p°es 4 000 gen·, které musí RNAP p°epsat (u E. coli)

(Ishihama, 2000), aby byly zaji²t¥ny v²echny zásadní pochody v bu¬ce. Aktivita RNAP ne-

záleºí pouze na vlastnostech promotor·, ale také na koncentraci RNAP v bu¬ce. Pro bu¬ku

je nezbytné obsahovat vysokou koncentraci RNAP, protoºe se vyskytuje v n¥kolika formách:

p°episuje mRNA a rRNA, nespeci�cky se váºe na DNA, ale existuje i nenavázaná nebo ne-

aktivní RNAP (Klumpp and Hwa, 2008). Tedy koncentrace RNAP je limitující, stejn¥ tak je

limitující i mnoºství a druh podjednotky σ, který je nutný pro efektivní iniciaci transkripce

(Maeda et al., 2000).

Klí£ovým krokem pro regulaci transkripce je iniciace transkripce (podrobn¥ji v kapitole 5).

Obecn¥ je aktivita RNAP regulována transkrip£ními faktory, které p·sobí na DNA, RNA nebo

na RNAP v pr·b¥hu celé transkripce. Tyto faktory mohou být proteiny, malé peptidy nebo

nekódující RNA. Nap°. u E. coli (i u ostatních bakterií) byla nalezena 6S RNA, která se váºe

p°es σ70 na RNAP a reguluje tak transkripci mnoha gen·. Dal²ími faktory jsou polyfosfáty,

aminokyseliny a vitamíny (Borukhov et al., 2005; Wassarman, 2007). U E. coli je známo

okolo 300 transkrip£ních faktor· (DNA-vazebných protein·), z £ehoº v¥t²ina reguluje iniciaci

transkripce sníºením nebo zvý²ením a�nity vazby RNAP na promotor (Borukhov et al., 2005).

Stejn¥ tak jako iniciace, tak i elongace a terminace slouºí jako velmi d·leºité cíle regulace

v pr·b¥hu transkripce. Elonga£ní faktory p°edcházejí p°ed£asnému ukon£ení transkripce, jsou

zodpov¥dné za pozastavení i zastavení transkrip£ního komplexu a regulují rychlost transkripce

(Yang et al., 2009).

U E. coli jsou nejvýznamn¥j²í p°i regulaci Nus faktory (NusA, NusB, NusC, NusG a

NusE), RfaH, ribosomální S4 protein, Gre faktory (GreA, GreB), Mfd, RapA (HepA) a Rho

(Borukhov et al., 2005).

Transkrip£ní faktory jsou regulovány pomocí kontroly jejich aktivity £i kontroly jejich

exprese. Jejich exprese a proteosyntéza je ovlivn¥na koncentrací p°íslu²ného transkrip£ního

faktoru. Také pomocí ligand· m·ºe být regulována a�nita DNA-vazebné domény k p°íslu²-

nému genu nebo pomocí posttransla£ní modi�kace (nap°. fosforylace) (Browning and Busby,

2004).

Nus faktory Obecn¥ se Nus faktory ú£astní regulace elongace a terminace transkripce

závislé na Rho proteinu (Artsimovitch et al., 2000).

U E. coli i u B. subtilis se vyskytuje vysoce konzervovaný elonga£ní faktor NusA. Hraje

významnou roli v anti-terminaci, pozastavení RNAP a terminaci. U E. coli je navíc d·leºitý

pro potla£ení toxické aktivity cizích gen· (Yang et al., 2009). Díky strukturální podobnosti

N-koncové domény NusA a regionu 2 podjednotky σ m·ºeme p°edpokládat, ºe oba proteiny se

váºí do stejného místa RNAP (Borukhov et al., 2005). Nicmén¥, sou£asné výsledky napov¥d¥ly,

ºe σ a NusA se mohou vázat sou£asn¥ (Yang and Lewis, 2010).

NusA u E. coli obsahuje dv¥ p°ídavné C-terminální domény, které interagují s C-koncovou

doménou podjednotky α RNAP. Tyto domény nebyly nalezeny u NusA z B. subtilis ani

u jiných bakterií. Proto nebyla nalezena ani interakce mezi NusA a podjednotkou α RNAP

u B. subtilis (Yang et al., 2009).
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NusA je esenciální pro E. coli a je závislý na proteinu Rho. U B. subtilis je NusA také

nepostradatelný, ale je pot°ebný i v d¥jích nezávislých na proteinu Rho. NusA také p·sobí

jako elonga£ní faktor a na rozdíl od NusG zvy²uje pausing RNAP na n¥kterých pozastavují-

cích místech a tím zpomaluje elongaci transkripce. Terminaci transkripce pomáhá sniºováním

rychlosti elongace vedoucí k úplnému zastavení RNAP a následné terminaci (Ciampi, 2006).

NusG je esenciální a hojný u E. coli, kdeºto u B. subtilis není esenciální. NusG zvy²uje

rychlost uvoln¥ní RNA z transkrip£ního elonga£ního komplexu a pravd¥podobn¥ zprost°ed-

kovává aktivitu Rho na RNAP vedoucí k ukon£ení transkripce (Ciampi, 2006).

NusE a NusB jsou známé jako ribosomální proteiny S10 a jejich hlavní role je regulace

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

RfaH RfaH je elonga£ní faktor, který zvy²uje procesivitu transkripce ur£itých gen·, které

ve své sekvenci obsahují nep°ekládané 12ti nukleotidové oblasti element· ops (operon polarity

suppressor, element potla£ující polaritu operonu). Element ops zp·sobuje pozastavení elon-

ga£ního komplexu RNAP a po navázání RfaH pokra£uje v elongaci. RfaH tedy p·sobí jako

anti-termina£ní faktor (Svetlov et al., 2007; Belogurov et al., 2009).

ribosomální protein S4 U ribosomálního proteinu S4 byla objevena regula£ní funkce po-

dobná elonga£nímu faktoru NusA. P·sobí anti-termina£n¥ na rRNA i neribosomální operony

(Torres et al., 2001).

Gre faktory GreA a GreB jsou sloºeny ze 160 AK a jejich struktura je rozd¥lena na dv¥

domény. N-koncová doména doména je sloºená z antiparalelních α-helix· a C-koncová do-

ména je globulární. C-koncová doména je DNA-vazebná, zatímco N-koncová je RNA-vazebná

a má nukleolytickou aktivitu. Tato doména stimuluje pozastavenou RNAP k pokra£ování

v transkripci. Oba tyto faktory se váºí do sekundárního kanálu RNAP (Stebbins et al., 1995;

Borukhov et al., 2005).

Mfd Je evolu£n¥ konzervovaný protein o velikosti 130 kDa, který je strukturn¥ podobný

DNA helikáze (ale nemá helikázovou aktivitu). Mfd se váºe k primárnímu kanálu (DNA va-

zebnému) RNAP. Ú£astní se oprav p°i probíhající transkripci a jeho hlavní funkce spo£ívá

v reaktivaci zastavené RNAP, tedy obnov¥ elonga£ní fáze (Borukhov et al., 2005).

RapA (HepA) RapA je bakteriální protein pat°ící do rodiny protein· SWI/SNF, které

mají konzervovaných ²est domén podobné helikázám. Je veliký 110 kDa a váºe se na RNAP

(i na holoenzym RNAP). Váºe se na povrch podjednotek α a β′. Vykazuje ATPázovou aktivitu,

která se projevuje jen ve vazb¥ na RNAP (Sukhodolets and Jin, 2000; Cabrera and Jin, 2001).

RapA podporuje aktivitu RNAP za vysoké koncentrace solí, kdy je dvou²roubovice DNA

pevn¥ sbalena (RNAP bez RapA není schopna transkripce) a aktivuje transkripci pomocí

recyklace RNAP molekul (Sukhodolets et al., 2001).
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Rho Protein Rho tvo°í homohexamery s RNA-dependentní ATPázovou a helikázovou akti-

vitou, které se váºou na C bohaté oblasti mRNA bez ribosom·. ATPázová aktivita je akti-

vována interakcí proteinu Rho a mRNA, poskytuje energii pro translokaci Rho podél mRNA,

dokud nenarazí na RNAP. Poté nastane terminace transkripce a transkript je uvoln¥n he-

likázovou aktivitou Rho faktoru. P°i opou²t¥ní ukon£eného transkriptu hrají d·leºitou roli

Rho-dependentní termina£ní faktory, jako nap°. NusG, NusA a NusB, se kterými Rho protein

interaguje (Ciampi, 2006).

Zhruba polovina dosud známých terminátor· u E. coli je Rho-závislých. Tyto terminátory

leºí na p°irozeném konci genu a v kontrolní oblasti p°edcházející kódující oblasti gen·, kde

hrají velmi d·leºitou roli p°i kontrole genové exprese (Ciampi, 2006). U B. subtilis není protein

Rho esenciální a p°evládá Rho-nezávislá terminace transkripce (de Hoon et al., 2005).
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5 Regulace iniciace transkripce

Hlavní úlohou porozum¥ní regulaci genové exprese je objasnit, které speci�cké geny jsou

zapnuty nebo vypnuty v pr·b¥hu r·stu a diferenciace bu¬ky nebo p°i odpov¥di na zm¥nu

vn¥j²ích podmínek. A£koliv v²echny fáze genové exprese mohou být regulovány, iniciace tran-

skripce je pravd¥podobn¥ regulována nej£ast¥ji. Faktory rozhodující o genové aktivit¥ zahrnují

cis-regulátory (promotory, operátory, enhancery) a interagují s transkrip£ními faktory (akti-

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

Promotorová sekvence V bakteriální bu¬ce jsou sekvence jednotlivých promotor· velmi

odli²né, coº ovliv¬uje iniciaci transkripce a genovou expresi. Je známo, ºe £ím více se sek-

vence hlavních £ástí promotoru (hexamery -35 a -10, roz²í°ená oblast -10 a UP element)

p°ibliºují konsensus sekvenci, tím tyto promotory fungují efektivn¥ji. Naopak odli²né sek-

vence promotor· jsou d·leºité pro modulaci transkripce, aby bu¬ka optimáln¥ reagovala na

dané podmínky.

UP element je DNA sekvence, na kterou se váºe C-koncová doména podjednotky α. Vazba

podjednotky α na UP element ribosomálního promotoru rrnB P1 stimuluje aktivitu tohoto

promotoru p°ibliºn¥ 30krát (Ross et al., 1993). Zásadní pro vazbu UP elementu byly ozna£eny

£ty°i aminokyseliny v C-koncové domén¥ podjednotky α, které se váºí do malého ºlábku

sekvence DNA UP elementu. Tyto aminokyseliny jsou vysoce konzervovány u v¥t²iny bakterií

(Ross et al., 2001).

Podjednotky sigma E. coli pouºívá σ70 jako hlavní faktor ú£astnící se transkripce. Genom

této bakterie kóduje dal²ích 5 faktor· σ z této rodiny, které alternativn¥ vyuºívá p°i odpov¥di

na stresové podmínky. V²echny tyto faktory sout¥ºí mezi sebou o vazbu na RNAP, tedy

o p°epis r·zných gen· (více o sigma faktorech v kapitole 3.3 na stran¥ 18) (Gruber and Gross,

2003). V mnoha p°ípadech je transkripce regulována pomocí anti-sigma faktor·, které se naváºí

na faktory σ a zabra¬ují navázání na RNAP, inhibují schopnost holoenzymu RNAP nalézt

speci�ckou sekvenci promotoru, nebo zm¥ní konformaci holoenzymu RNAP, aby nemohla

iniciovat transkripci. Anti-sigma faktory takto regulují odpov¥¤ na signály z vn¥j²ího prost°edí

(Brown and Hughes, 1995).

Transkrip£ní faktory Transkrip£ní faktory p°edur£ené k vazb¥ na promotor a následné

regulace transkripce kóduje více neº 300 gen· u E. coli. Tyto faktory mohou stimulovat nebo

naopak inhibovat transkripci. P°ibliºn¥ u poloviny t¥chto protein· byla jejich funkce objevena

experimentáln¥. Velká £ást z nich jsou DNA-vazebné proteiny, které se váºí na speci�cký pro-

motor. N¥které proteiny kontrolují celou skupinu gen·, jiné naopak jsou speci�cké pro jediný

gen (asi 60 transkrip£ních faktor· °ídí pouze jediný promotor). Zárove¬ je odhadováno, ºe

sedm transkrip£ních faktor· (CRP, FNR, IHF, Fis, ArcA, NarL a Lrp) °ídí p°ibliºn¥ polo-

vinu regulovaných gen· (Browning and Busby, 2004). Podrobn¥j²í informace o transkrip£ních

faktorech jsou uvedeny v kapitole 4 na stran¥ 24.
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5.1 Regulace pomocí malých molekul

Tento zp·sob regulace umoº¬uje bakteriím rychle reagovat na zm¥ny prost°edí. P°íkladem je

produkce a vylu£ování antibiotik a jiných enzym· do svého okolí, £i tvorba spór p°i nedostatku

ºivin (Ochi, 2007).

Inicia£ní NTP (iNTP) a ppGpp jsou malé efektorové molekuly, jejichº koncentrace se m¥ní

v závislosti na r·stové fázi, ve které se bakterie zrovna vyskytují (Rutherford et al., 2007).

V závislosti na mnoºství ºivin se v bakteriální bu¬ce dramaticky m¥ní po£et ribosom·, protoºe

rychlost syntézy nových protein· na ribosomu je stále konstantní bez ohledu na mnoºství ºivin

v prost°edí. P°i dostatku ºivin, tedy b¥hem exponenciální fáze r·stu, se bu¬ky d¥lí a pot°ebují

velmi mnoho nových protein·, tedy i velké mnoºství ribosom· (Condon et al., 1995). Z tohoto

d·vodu je aktivita rRNA promotor· b¥hem exponenciální fáze velmi vysoká. Naopak ve fázi

stacionární se bu¬kám nedostává tolik ºivin a za£ínají ²et°it energií. Proto se i výrazn¥ omezuje

aktivita rRNA promotor·. Tyto zm¥ny jsou regulovány pomocí ppGpp a iNTP (Murray et al.,

2003).

E. coli a B. subtilis pouºívají odli²né strategie regulace genové exprese pomocí malých

molekul p°i nedostatku ºivin (Krasny et al., 2008).

(p)ppGpp Pokud bakteriím za£nou docházet ºiviny v jejich okolí, musí výrazn¥ omezit

biosyntézu ribosom· a za£ít regulovat transkripci v²ech ribosomálních komponent, aby bu¬ka

²et°ila energii. Za£nou inhibovat transkripci stabilních RNA (rRNA, tRNA), zatímco indukují

expresi enzym· pro biosyntézu aminokyselin a jejich transport. Tato regula£ní odpov¥¤ je ak-

tivována vstupem �nenabité� tRNA do A místa ribosomu, tím je aktivován protein RelA aso-

ciovaný na ribosomu, který syntetizuje �alarmon� ppGpp (guanosin-5�-difosfát-3�-difosfát).

Tento mechanismus je nazýván jako stringentní odpov¥¤ (Paul et al., 2005; Stallings et al.,

2009).

U E. coli za produkci (p)ppGpp v bu¬ce zodpovídají dva enzymy, RelA a SpoT. Protein

RelA (odpov¥¤ na nedostatek aminokyselin) syntetizuje (p)ppGpp z GTP/GDP s vyuºitím

ATP. P°i syntéze (p)ppGpp se zvy²uje koncentrace proteinu RelA v bu¬ce, který disocioval

z ribosomu a je schopen se navázat na jiný ribosom, kde syntetizuje dal²í molekuly (p)ppGpp.

Druhý enzym, který je k syntéze (p)ppGpp pot°eba, je SpoT. Tento enzym je aktivován za

nedostatku mastných kyselin a p°i nep°íznivých fyzikálních podmínkách, nap°. p°i nedostatku

ºeleza. SpoT je bifunk£ní enzym, který m·ºe syntetizovat (p)ppGpp a zárove¬ ho m·ºe hy-

drolyzovat na GTP/GDP a pyrofosfát (záleºí na okamºité rovnováze reakce) (Srivatsan and

Wang, 2008).

U B. subtilis byly nalezeny dva geny, které kódují homologní molekuly k RelA a SpoT.

Produkty gen· yjbM a ywaC jsou relativn¥ malé a jejich sekvence odpovídá (p)ppGpp syn-

thetázové domén¥ RelA-SpoT. Produkty t¥chto gen· byly ozna£eny jako alarmon synthetases

(SASs) a jsou schopny syntetizovat (p)ppGpp. Jejich role v bu¬ce není zcela jasná (Nanamiya

et al., 2008).

Alarmon ppGpp p·sobí na regulaci promotor· pozitivn¥ nebo negativn¥ (Mallik et al.,

2006), jak je blíºe popsáno v následujících odstavcích.
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Pozitivní regulace transkripce pomocí ppGpp ppGpp funguje jako p°ímý aktivátor

aminokyselinových promotor·, kdy za p°ítomnosti molekuly DksA zvy²uje rychlost isomeri-

zace RNAP p°i tvorb¥ RPO in vitro. Promotory pro syntézu aminokyselin mají v diskriminá-

toru AT bohaté oblasti a tyto promotory vytvá°í stabilní komplexy s RNAP (RPO), které jsou

podporovány ppGpp. Mnoºství ppGpp v bu¬ce slouºí jako regulátor odpov¥di na vnit°ní sig-

nály, zatímco DksA p·sobí jako koregulátor (vyskytuje se ho relativn¥ stálé mnoºství v bu¬ce)

(Srivatsan and Wang, 2008).

ppGpp sniºuje a�nitu podjednotky σ70 k RNAP holoenzymu a tím zvy²uje schopnost

kompetice alternativních σ faktor· o vazbu na RNAP, £ímº jsou ur£ovány globální zm¥ny

genové exprese (Srivatsan and Wang, 2008).

Negativní regulace transkripce pomocí ppGpp Negativn¥ reguluje ppGpp syntézu

rRNA, tRNA a n¥kterých mRNA v E. coli (Mallik et al., 2006). Speci�cky inhibuje iniciaci

transkripce stabilních RNA promotor· in vitro i in vivo. Promotory rRNA mají CG bohaté

oblasti v diskriminátoru na které se váºe region 1.2 podjednotky σ RNAP. Tyto promotory

tvo°í extrémn¥ nestabilní otev°ené komplexy s RNAP v pr·b¥hu iniciace transkripce. ppGpp

ve spolupráci s DksA sniºují stabilitu RPO a tím inhibují iniciaci transkripce (Srivatsan and

Wang, 2008).

Transkrip£ní faktor DksA Transkrip£ní faktor DksA je velký p°ibliºn¥ 17,5 kDa (Ruther-

ford et al., 2007) a je sloºen ze 2 domén: globulární domény a �coiled-coil� domény s dv¥ma

kyselými aminokyselinami (Asp). DksA vykazuje strukturní podobnost s elonga£ními faktory

GreA a GreB, zatímco sekven£ní homologie nebyla nalezena (viz obr. 8). V²echny zmín¥né

transkrip£ní faktory se váºí do sekundárního kanálu RNAP (Rutherford et al., 2007; Perede-

rina et al., 2004). DksA je klí£ový p°i pozitivní i negativní kontrole transkripce rRNA in vivo.

Delece genu dksA se projevuje v genové expresi, funkci chaperon·, bun¥£ném d¥lení, poºa-

davcích na aminokyseliny, vnímání hustoty okolních bakterií a virulenci. P°ímý efekt delece se

projevil pouze u exprese rRNA, u v²ech ostatních fenotyp· se projevil nep°ímo (Paul et al.,

2005).

DksA zesiluje ú£inek malých efektorových molekul, tedy ppGpp i iNTP. Nebyla pozorována

kompetice mezi ppGpp a iNTP o rRNA promotorový komplex E. coli v pr·b¥hu iniciace

transkripce (Vrentas et al., 2008). Je zajímavé, ºe v genomu B. subtilis se nevyskytuje gen

pro protein DksA (Kobayashi et al., 2003).

Inicia£ní NTP (iNTP) Inicia£ní NTP (iNTP) je malá efektorová molekula, která reguluje

aktivitu RNAP a tím efektivitu iniciace transkripce. Obecn¥ lze °íci, ºe na promotorech, které

tvo°í relativn¥ nestabilní otev°ený komplex s RNAP, m·ºe být stabilita komplexu regulována

intracelulární koncentrací iNTP. A to tak, ºe zvy²ující se koncentrace iNTP v bu¬ce stabilizuje

otev°ený komplex navázáním iNTP a tím zvy²uje promotorovou aktivitu. Zatímco sniºující se

koncentrace iNTP v bu¬ce p·sobí opa£ným efektem (Gaal et al., 1997; Revyakin et al., 2004).

Tyto promotory se ozna£ují jako iNTP-senzitivní. Naopak promotory, které nejsou regulovány

koncentrací iNTP v bu¬ce a k jejich plné aktivit¥ je dostate£ná malá koncentrace iNTP jsou

ozna£ovány jako iNTP-nesenzitivní (Krasny et al., 2008).
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Obrázek 8: Porovnání struktury DksA (A) a GreA (B). Charakteristické kyselé AK jsou
ozna£eny £erven¥ jako ball-and-stick model (Perederina et al., 2004).

Identita iNTP m·ºe mít v bu¬ce rozhodující roli p°i regulaci transkripce. U B. subtilis

se v pr·b¥hu stringentní odpov¥di v bu¬ce m¥ní koncentrace ATP a GTP recipro£n¥. To je

zprost°edkováno pomocí alarmonu (p)ppGpp, který inhibuje inosin monofosfát (IMP) dehy-

drogenázu (první enzym v cest¥ biosyntézy GTP). Inhibice biosyntézy GTP zp·sobí akumulaci

IMP. IMP dehydrogenáza je poslední spole£ný intermediát syntézy ATP a GTP (viz obr. 9).

Proto se p°i hladov¥ní v bu¬ce sníºí koncentrace GTP a zárove¬ zvý²í se koncentrace ATP.

Tento stav iniciuje sporulaci u B. subtilis (Lopez et al., 1981).

Majoritní £ást ve²keré RNA v bu¬ce je rRNA, proto jsou rRNA promotory významné mo-

dely pro studium regulace transkripce. Iniciace transkripce z rRNA promotor· je u B. subtilis

stejn¥ tak jako u E. coli závislá na koncentraci iNTP. U B. subtilis je na pozici +1 p°ipojováno

GTP, zatímco u E. coli GTP, CTP a ATP (Krasny and Gourse, 2004). Citlivost promotoru

k iNTP je d·leºitá pro efektivitu transkripce, která je úm¥rná fyziologické koncentraci iNTP

v bu¬ce. P°i studiu mutace v promotorové oblasti +1 in vitro se ukázalo, ºe pro maximáln¥

efektivní iniciaci transkripce je pot°eba práv¥ vysoká koncentrace aktuálního iNTP (nap°.

pro +1A je pot°eba vysoká koncentrace iATP). P°i stringentní odpov¥di je koncentrace GTP

v bu¬ce limitována a proto jsou inhibovány rRNA promotory poºadující na pozici +1 p°i°azení

GTP. Naopak promotory poºadující na pozici +1 p°i°azení ATP jsou d·leºité pro zvy²ující se

aktivitu promotoru p°i stringentní odpov¥di. Obecn¥ iNTP ur£ují, jestli stringentn¥ hlídaný

operon bude p°i stringentní odpov¥di aktivován £i reprimován (Krasny et al., 2008).

Rozdíly v regulaci iniciace transkripce rRNA promotor· u E. coli a B. subtilis

Regulace iniciace transkripce z rRNA promotor· probíhá u B. subtilis odli²n¥ neº u E. coli.

U B. subtilis se ppGpp p°ímo neváºe na RNAP. Bu¬ka pouºívá na syntézu ppGpp GTP,

£ímº se jeho koncentrace v bu¬ce sniºuje a tím jsou regulována aktivita t¥chto promotor·.

Efekt ppGpp je tedy nep°ímý a nezávislý na DksA (gen kódující DksA se v genomu B. subtilis

nevyskytuje). Koncentrace ppGpp nemá tedy na aktivitu rRNA promotor· p°ímý vliv in vitro

ani in vivo (viz obr. 10) (Krasny and Gourse, 2004).
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Obrázek 9: Regulace iniciace transkripce pomocí iNTP v pr·b¥hu stringentní odpov¥di
u B. subtilis. Nedostatek AK umoºní vstup �nenabitých� tRNA do A místa ribosomu, coº
aktivuje stringentní faktor (SF) RelA. SF produkuje pppGpp, který se rychle m¥ní na
ppGpp. Vysoká koncentrace ppGpp inhibuje IMP dehydrogenázu. Tato inhibice zp·sobí sní-
ºení koncentrace GTP a zvý²ení koncentrace ATP v bu¬ce. Vysoká koncentrace ATP stimuluje
iniciaci transkripce stringentn¥ regulovaných promotor· obsahujících +1A. Naopak sníºení
koncentrace GTP v bu¬ce inhibuje iniciaci transkripce stringentn¥ regulovaných promotor·
obsahujících +1G (Turnbough, 2008).

Obrázek 10: Rozdíly v regulaci iniciace transkripce rRNA promotor· u E. coli a B. subtilis.

U B. subtilis je role UP element· minoritní, hlavní roli v regulaci iniciace transkripce mají
inicia£ní nukleotidy (zde NTP) (Krasny and Gourse, 2004).
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5.2 CarD (YdeB)

CarD (homologní k YdeB z B. subtilis) je esenciální protein získaný z Mycobacterium tubercu-

losis. Deplece tohoto genu vede ke zvý²ení citlivosti a aº k smrti bun¥k v d·sledku p·sobení

oxida£ního stresu, poni£ením DNA a hladov¥ním. Zárove¬ deplece tohoto genu vede k výraz-

nému sníºení transkripce rRNA. CarD dokáºe funk£n¥ nahradit protein DksA p°i stringentní

odpov¥di p°esto, ºe se kaºdý váºe na jinou £ást RNAP. CarD na rozdíl od DksA je pro bu¬ku

esenciální (Stallings et al., 2009). Tyto efekty nasv¥d£ují tomu, ºe CarD je velmi d·leºitý

p°i odpov¥di na stresové podmínky. Na rozdíl od Mycobacterium tuberculosis, u B. subtilis

homolog tohoto proteinu není esenciální (Connolly and Cox, 2009).

CarD je strukturn¥ rozd¥len na dv¥ domény: C-koncovou DNA-vazebnou doménu podoba-

jící se eukaryotické HMGA (high-mobility group A) a N-koncovou doménu, která je sekven£n¥

unikátní pro bakterie (Cayuela et al., 2003). HMGA je skupina malých, relativn¥ hojný pro-

tein· nehistonové povahy, které jsou sou£ástí chromatinu v eukaryotních bu¬kách. Ú£astní

se remodelace chromatinu a tvorby nukleoproteinových komplex·. Typickým znakem t¥chto

protein· jsou AT bohaté DNA-vazebné oblasti a oblast s kysele nabitými aminokyselinami.

CarD a jeho ortolog u Stigmatella aurantiaca jsou jedinými dv¥ma zástupci u prokaryot, které

mají HMGA podobnou doménu (Cayuela et al., 2003; Elias-Arnanz et al., 2010).

N-koncová doména CarD je sloºena ze 179 AK (CarDNter). Je esenciální pro speci�ckou

vazbu s CarG. Tento komplex je schopen interagovat s podjednotkou β RNAP a do stejného

vazebného místa jako TRCF (transcription coupling factor) (Stallings et al., 2009; Garcia-

Moreno et al., 2010).

TCRF je 130 kDa velký, evolu£n¥ konzervovaný elonga£ní faktor, který opravuje chyby

v DNA v pr·b¥hu transkripce. Pokud se v pr·b¥hu transkripce vyskytne po²kozené místo

na DNA, RNAP se zastaví a zapo£ne oprava chyb p°i transkripci (proces nazvaný TCR;

transcription-coupled repair). Zastavená RNAP zabra¬uje odstran¥ní po²kození, proto se na

ni naváºe faktor TRCF. Ten RNAP odstraní z po²kozeného místa díky své translokázové

aktivit¥ závislé na ATP a následn¥ nastartuje opravu DNA navázáním komplexu endonukleáz

Uvr(A)BC (Westblade et al., 2010).

CdnL je homologní ke CarD v Myxococcus xanthus. CdnL ale neobsahuje DNA-vazebnou

doménu, pouze N-koncovou (CarD N-terminal like). CdnL nenahrazuje funkci N-koncové do-

mény CarD, protoºe se neváºe na protein CarG a v bu¬ce nem·ºe být komplementována delece

cdnL N-koncovou doménou CarD. Tento protein se ukázal být nezbytný pro ºivot Myxococcus

xanthus. V tomto organismu je protein DksA téº esenciální a jeho funkce není nahraditelná

CdnL (Garcia-Moreno et al., 2010).

V genomu B. subtilis není gen pro protein DksA a zárove¬ gen pro CarD se ukázal jako

postradatelný (Kobayashi et al., 2003).

P°ehledné zobrazení protein· homologních ke CarD je zobrazené v tabulce 1.
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Tabulka 1: P°ehledné zobrazení protein· homologních ke CarD a jejich vazebných partner·.

homologní proteiny velikost (kDa) interak£ní partner velikost (kDa)

CarD 17,9 CarG 19,1
YdeB 17,6
TCRF 130
CdnL 18,7
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5.3 Podjednotka δ RNAP

Jak jiº bylo zmín¥no, RNAP gram-pozitivních bakterií se skládá navíc z dal²ích dvou pod-

jednotek (ω a δ). V této kapitole se budu v¥novat podjednotce δ, protoºe je to významný

transkrip£ní faktor a vztahují se k ní i výsledky mé experimentální £innosti.

První zmínka o δ se objevila v roce 1975, jako o faktoru kódovaným hostitelem, který je

sou£ástí virové RNAP. Ukázalo se, ºe podporuje transkripci st°edních a pozdních fágových

gen· (Pero et al., 1975). Díky zji²t¥ní, ºe se δ váºe na RNAP, za£ala být povaºována za její

regula£ní sou£ást a následn¥ za£ala být ozna£ována jako podjednotka δ RNAP (Tjian et al.,

1977). Nejprve byla δ objevena u n¥kolika druh· rodu Bacillus (Achberger et al., 1982b) a

posléze se ukázala jako unikátní pro kmen Firmicutes gram-pozitivních bakterií (Rabatinova

et al., rukopis v p°íprav¥). Podjednotku δ obsahuje i minimální genomMycoplasma genitalium

(Doherty et al., 2010).

Podjednotka δ je kódována genem rpoE a je sloºena z 173 AK u B. subtilis. Její molekulová

hmotnost je p°ibliºn¥ 21,4 kDa (Lampe et al., 1988). D¥lí se na dv¥ domény, které jsou spojeny

7 - 9 AK sekvencí lysin·. V¥t²í strukturovaná N-koncová doména (NTD) o velikosti 95 AK je

sloºena z £ty° α-helix· a jednoho antiparalelního β-listu (viz obr. 11). Vysoce nestrukturovaná

C-koncová doména (CTD) je sloºena z 69 AK a je výrazn¥ záporn¥ nabitá díky vysokému

obsahu aspartátu a glutamátu (de Saro et al., 1995; Motackova et al., 2010).

Obrázek 11: Struktura N-koncové domény podjednotky δ RNAP u B. subtilis. �ty°i α-helixy
jsou ozna£eny I aº IV a antiparalelní β-list je vyzna£en mod°e. Koncové domény jsou ozna£eny
N a C (Motackova et al., 2010).

5.3.1 Efekty podjednotky δ pozorované in vitro

Tvorba transkrip£ní bubliny a procesivita transkripce Podjednotka δ ovliv¬uje sta-

bilitu transkrip£ní bubliny tím, ºe ovliv¬uje rovnováhu mezi tvorbou uzav°eného a otev°eného

komplexu RNAP. Podjednotka δ má inhibi£ní efekt na tvorbu transkrip£ní bubliny (Juang and

Helmann, 1994b) a sniºuje stabilitu otev°eného komplexu RNAP (Rabatinova et al., rukopis

v p°íprav¥).
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Recyklace jádra RNAP N-koncová doména se váºe na RNAP a tím zárove¬ orientuje

C-koncovou doménu k vazb¥ na povrch RNAP. CTD δ obsahuje polyanionický region, který

umoº¬uje navázat se do místa RNAP pro templát £i produkt. CTD je podobná svou strukturou

NK a tedy s ní kompetuje p°i vazb¥ do aktivního místa RNAP. Jako vysv¥tlení bylo navrºeno,

ºe podjednotka δ stimuluje mnoºství RNA transkriptu v reakcích o n¥kolika cyklech a celkov¥

stimuluje syntézu RNA.

C-koncová doména δ odstra¬uje RNA transkript z binárního komplexu (RNAP + RNA),

coº umoº¬uje recyklaci jádra RNAP (mechanismus, kdy RNAP ukon£í aktuální transkripci a

je okamºit¥ p°ipravena nasednout na jiný promotor a transkribovat p°íslu²ný gen) (Spiegelman

et al., 1978; Juang and Helmann, 1994a; de Saro et al., 1995).

Zvý²ení speci�ty transkripce P·sobení podjednotky δ záleºí na typu templátu a pod-

mínkách transkripce. Ovliv¬uje míru syntézy RNA a zvy²uje promotorovou selektivitu (Tjian

et al., 1977; Juang and Helmann, 1994a). Podjednotka δ omezuje interakce RNAP holoen-

zymu s nepromotorovými oblastmi DNA a sniºuje stabilitu komplexu RNAP s nepromoto-

rovou DNA aº 1 000krát. Tím je zvý²ena selektivita vazby RNAP na promotorové oblasti

(Achberger et al., 1982a; Hilton and Whiteley, 1985; Juang and Helmann, 1994a; Spiegelman

et al., 1978). Za nep°ítomnosti δ se RNAP váºe s men²í speci�tou (Achberger and Whiteley,

1981).

Zm¥na citlivosti RNAP ke koncentraci iNTP Mnoho promotor· B. subtilis je

iNTP-senzitivní (regulace pomocí iNTP je podrobn¥ popsána na stran¥ 29). Typickými zá-

stupci této skupiny jsou rRNA promotory. K pozorování efektu proteinu δ na transkripci

in vitro z rRNA promotor· byly vybrány dva reprezentativní promotory: rrnB P1 jako

zástupce iNTP-senzitivních rRNA promotor· a Pveg jako p°edstavitel iNTP-nesenzitivních

rRNA promotor·. Promotor rrnB P1 pot°ebuje relativn¥ vysokou koncentraci iNTP pro ma-

ximální aktivitu, zatímco promotor Pveg tvo°í relativn¥ stabilní komplexy s RNAP, které jsou

saturovány jiº p°i nízké koncentraci iNTP (Krasny and Gourse, 2004; Sojka et al., 2011). Za

daných experimentálních podmínek (kdy se zvy²uje molární koncentrace δ a z·stává stálá

molární koncentrace RNAP), δ inhibuje transkripci z promotoru rrnB P1 a zárove¬ stimuluje

transkripci z promotoru Pveg (Rabatinova et al., rukopis v p°íprav¥). Pozorovaný efekt na

promotor rrnB P1 by mohl být vysv¥tlen tím, ºe δ sniºuje stabilitu otev°eného komplexu

RNAP (Dobinson and Spiegelman, 1987; Juang and Helmann, 1994a). Aktivitu promotoru

Pveg nelimituje stabilita otev°eného komplexu RNAP a zvý²ení této aktivity by mohlo být

zp·sobeno recyklací jádra RNAP (Rabatinova et al., rukopis v p°íprav¥).

Moºná funk£ní homologie podjednotek δ a σ70 Podjednotka σ70 je hlavním σ fak-

torem u gram-negativních bakterií. σ70 sniºuje a�nitu RNAP k nepromotorové DNA aº

10 000krát a ú£astní se selektivní vazby na promotor. Teoreticky je moºné, ºe podjednotka

σA (43 kDa) ve spojení s podjednotkou δ (21,4 kDa) u B. subtilis by mohly být funk£n¥ ho-

mologní s σ70 (70 kDa) u E. coli. Porovnáním AK sekvence podjednotek σA a σ70 se ukázalo,

ºe jsou z velké £ásti homologní. Pouze 245 AK mezi regiony 1 a 2 u σ70 nevykazovalo ºádnou

homologii. V t¥chto 245 AK bylo nalezeno 80 AK záporn¥ nabitých, které se výrazn¥ podobají



5 REGULACE INICIACE TRANSKRIPCE 36

zápornému náboji CTD podjednotky δ (de Saro et al., 1999). Zda t¥chto 245 AK hraje roli

u proteinu σ70 podobnou jako CTD podjednotky δ není dosud známo.

5.3.2 Efekty podjednotky δ pozorované in vivo

Delece v genu rpoE vede ke zm¥nám v lag fázi a morfologické odli²nosti Mutanty

s £áste£nou delecí genu rpoE u B. subtilis se neli²í v ºivotaschopnosti ani v rychlosti r·stu

za standardních podmínek. U mutant byla pozorována prodlouºená lag fáze (viz obr. 12) a

odli²ná morfologie (prodlouºené bu¬ky oproti divokému kmeni, které se shlukují na za£átku

exponenciální fáze) (de Saro et al., 1999).

Obrázek 12: Srovnání divokého kmene s mutantem v genu rpoE. Mutant v genu rpoE vy-
kazuje prodlouºenou lag fázi (Dδ) oproti divokému kmeni (δ) (de Saro et al., 1999).

Podjednotka δ ovliv¬uje genovou expresi iNTP-senzitivních promotor· in vivo, coº je

d·leºité zejména p°i stringentní odpov¥di, kdy se rychle sniºuje intracelulární koncentrace

GTP v bu¬ce a klesá aktivita rRNA promotor·. Mutanty v genu rpoE u B. subtilis nejsou

schopny reagovat p°i stringentní odpov¥di stejn¥ rychle jako divoký kmen B. subtilis.

Zásadní význam δ p°i kompetici mezi bu¬kami Na základ¥ experimentálních dat

in vitro i in vivo bylo zkoumáno, jestli podjednotka δ hraje roli p°i kompetici mezi bu¬kami.

Úsp¥²n¥j²í bu¬ky p°i kompetici s jinými bu¬kami musí být schopny rychleji se p°izp·sobit

m¥nícím se podmínkám. Mutant v genu rpoE s divokým kmenem B. subtilis byly zao£kovány

do spole£ného média v exponenciální fázi r·stu a narostlá kultura byla p°eo£kována kaºdých

24 hodin do £erstvého média. V pr·b¥hu byly vºdy odebírány vzorky bun¥k a byly vysety na

selektivní agarové misky (kmeny byly odli²eny rezistencí). R·st mutanta v genu rpoE byl brzy

potla£en divokým kmenem (viz obr. 13 A). Pro ov¥°ení ºivotaschopnosti jednotlivých kmen·

byl kaºdý kmen p¥stován samostatn¥. Za t¥chto podmínek nebyl mezi po£tem bun¥k v obou

kulturách ºádný m¥°itelný rozdíl (viz obr. 13 C) (Rabatinova et al., rukopis v p°íprav¥).
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Obrázek 13: δ je nezbytná pro kompetitivní zdatnost. A � Stejné mnoºství bun¥k (CFU,
colony forming units) bylo smícháno v LB médiu v exponenciální fázi r·stu. Kaºdých 24 hodin
byla kultura p°eo£kována do £erstvého média. Po 48 hodinách byl kmen mutantní v genu rpoE

eliminován divokým kmenem. B � Paralelní r·st divokého kmene a mutanta v genu rpoE v LB
médiu. Oba kmeny nem¥ly problém s p°eºitím (Rabatinova et al., rukopis v p°íprav¥).

Efekt podjednotky δ na sporulaci Proces sporulace je nastartován nedostatkem ºivin

v okolním prost°edí bakterie, aby bakterie byla schopna tyto podmínky p°eºít. Jedná se tedy o

konec exponenciální fáze a za£átek stacionární fáze. Zárove¬ v této fázi ºivotního cyklu bakterií

je protein δ produkován nejvíce. P°i mutaci v genu rpoE se projevila rozdílná transkripce

ur£itých gen· v £asné III. fázi sporulace (kdy dochází k vytvo°ení prespory). Podjednotka δ

hraje pravd¥podobn¥ p°ímou £i nep°ímou roli v transkripci t¥chto gen· (Gao and Aronson,

2004; de Saro et al., 1999).

Ovlivn¥ní virulence patogenních bakterií podjednotkou δ Mutanty genu rpoE byly

studovány pouze u n¥kolika vybraných patogenních bakterií. P°esto vypovídají o roli podjed-

notky δ v bakteriální bu¬ce, která p·sobí jako globální modulátor genové exprese pot°ebný

k optimálnímu r·stu bakterií a schopnosti rychle se p°izp·sobit vn¥j²ím podmínkám. Rozdílná

role tohoto proteinu v r·zných bakteriích je p°ekvapivá.

Mutanty s delecí genu rpoE sníºily svou virulenci aº o dva °ády oproti divokému kmeni

Streptococcus agalactiae. Tato bakterie m·ºe zp·sobit velmi závaºná onemocn¥ní, ale u zdra-

vých jedinc· se vyskytuje b¥ºn¥ jako komenzální organismus (Jones et al., 2003; Seepersaud

et al., 2006).

Mutant v homologním genu k rpoE se projevil jako mén¥ ºivotaschopný za podmínek

s omezeným p°ísunem aminokyselin oproti divokému kmeni Staphylococcus aureus. Staphylo-

coccus aureus zp·sobuje ²irokou ²kálu nemocí � od lehkých infekcí aº po sepsi (Watson et al.,

1998).

Streptococccus mutans je hlavní p°í£inou vzniku zubního kazu. Jeho mechanismus pato-

genicity je závislý zejména na vazb¥ mezibun¥£né hmoty (�bronektinu), schopnosti p°eºít

v hostiteli a vytvo°ení bio�lmu odolávajícímu vn¥j²ím stresovým faktor·m. Mutanty s delecí

genu rpoE zkoumané in vitro mají efekt na n¥které vlastnosti související s virulencí. Tyto

mutanty vykazují zvý²enou agregaci bun¥k a agregaci s ostatními bakteriemi (také s Candida

albicans). Vytvá°í jinou strukturu bio�lmu, jsou schopny vyuºívat ²ir²í spektrum látek jako

zdroj uhlíku a jsou odoln¥j²í v·£i n¥kterým antibiotik·m a inhibitor·m. Tyto mutanty se sil-
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n¥ji váºí na mezibun¥£nou hmotu lidských bun¥k oproti divokému kmeni (obr. 14). V²echny

tyto poznatky získané in vitro nazna£ují, ºe by kmeny s delecí genu rpoE m¥ly vykazovat vy²²í

virulenci tohoto organismu (Xue et al., 2011). Nicmén¥ pokud by byla výhodná pro Str. mu-

tans delece genu rpoE in vivo, jist¥ by v pr·b¥hu evoluce tato mutace byla konzervována.

Delece genu rpoE také zp·sobuje velké zm¥ny v transkriptomu u Streptococccus mutans,

které mohou vést ke sníºené virulenci tohoto organismu. Tyto mutanty vykazují: sníºenou

schopnost r·stu, sníºenou schopnost odolávat stresovým faktor·m, sníºenou schopnost odo-

lávat p·sobení kanamycinu a tetracyklinu a tvo°í nehomogenní bio�lm (Xue et al., 2010).

Analýza proteomu mutantního kmenu v rpoE podpo°ila svými výsledky v²eobecnou roli δ p°i

odpov¥di na stresové podmínky (Xue et al., 2012).

Obrázek 14: Skenovací elektronová mikroskopie 16 hodin starého bio�lmu Streptococcus

mutans. Divoký kmen je na obrázku A a C, mutant v rpoE na B a D. Mutant v rpoE vykazuje
odli²nou strukturu bio�lmu oproti divokému kmeni. �ervená ²ipka poukazuje na strukturu
podobné dendritickému výb¥ºku u mutantního kmene. Obrázky A, B zobrazují 5 µm a C, D
2 µm bio�lmu (Xue et al., 2011).
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5.3.3 Pozice δ na RNAP

Pomocí detekovaných vazeb (cross-link) mezi RNAP z B. subtilis a podjednotkou δ bylo

identi�kováno n¥kolik vazebných míst. �ádná vazba nebyla detekována mezi podjednotkami

δ a α, ani u �exibilní CTD δ. NTD δ interagovala se t°emi místy na RNAP, jak zobrazuje

obrázek 15 A. Oblasti A a B jsou relativn¥ velmi vzdáleny od dvou²roubovice DNA.

Oblast A (zobrazena mod°e) byla lokalizována na povrchu podjednotky β, kde by δ

mohla pomáhat RNAP p°i vazb¥ na promotorové oblasti -35 a -10. Coº se neshoduje s d°íve

publikovanými daty pojednávající o p·sobení δ na DNA po sm¥ru transkripce od pozice +1

(Juang and Helmann, 1994a; Rabatinova et al., rukopis v p°íprav¥).

Oblast B (zobrazena �alov¥) byla umíst¥na zejména na podjednotku β� a £áste£n¥ za-

sahovala do β tam, kde se váºe podjednotka ω na C-koncovou doménu β�. Tato pozice op¥t

neodpovídá fyziologicky pravd¥podobné vazby δ na RNAP.

Oblast C (zobrazena £erven¥ na obrázku 15 A) je nejpravd¥podobn¥j²í reálnou pozicí

vazby δ na RNAP, vhledem k dosud získaným poznatk·m in vitro a in vivo. V této pozici

by δ mohla odstra¬ovat DNA z povrchu RNAP (nespeci�cké vazby na DNA; pomocí záporn¥

nabité CTD fungující jako analog nukleové kyseliny) a zárove¬ by mohla ovliv¬ovat stabilitu

otev°eného komplexu RNAP v p°ípad¥ navázání na promotor. Na obrázku 15 B je zobrazen

navrºený model NTD δ (zelen¥) na základ¥ získaných výsledk· (Rabatinova et al., rukopis v

p°íprav¥).

Obrázek 15: Model interakce podjednotky δ s RNAP. Podjednotky RNAP jsou zobrazeny:
β sv¥tle mod°e, β� ²ed¥, σA oranºov¥, ω £ern¥, templátové vlákno DNA ºlut¥ a netemplátové
vlákno DNA tyrkysov¥. A RNAP je zobrazena v komplexu s DNA a s t°emi místy vazby δ
detekovanými studií. Oblast A je zobrazena mod°e, B �alov¥ a C £erven¥. B Model interakce
δ s RNAP na základ¥ detekovaných vazeb. NTD δ je zobrazena zelen¥, pozice CTD zatím
nebyla objasn¥na (Rabatinova et al., rukopis v p°íprav¥).
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5.4 Proteiny YxbF a YwcC

Tyto proteiny byly identi�kovány jakoºto moºní interak£ní partne°i podjednotky δ bakteriální

RNAP.

YxbF a YwcC pat°í mezi transkrip£ní represory rodiny TetR. Rodina TetR protein· je

pojmenovaná podle proteinu TetR, který ovládá transkripci z tet gen·, jejichº produkty zp·-

sobují rezistenci na tetracyklin. Tato rodina represor· je velmi roz²í°ena mezi bakteriemi a je

pro ni charakteristický helix-turn-helix (HTH) DNA-vazebný motiv v C-koncové domén¥. Pro-

teiny pat°ící do této rodiny hrají významnou roli v biosyntéze antibiotik, regulaci osmotického

stresu a p·sobí na e�uxní pumpy (Aramaki et al., 1995; Ramos et al., 2005).

Proteiny z TetR rodiny vykazují vysokou sekven£ní podobnost v DNA-vazebné domén¥.

Tyto proteiny p·sobí jako represory, tedy za jejich p°ítomnosti na operátoru je transkripce

reprimována. Pokud je navázán induktor, konforma£ní zm¥na uvolní DNA-vazebnou doménu

z operátoru a m·ºe za£ít transkripce z p°íslu²ného promotoru (Ramos et al., 2005).

5.4.1 YxbF

Jediná zmínka o genu yxbF u B. subtilis v dostupné literatu°e je spojena s katabolickou

represí.

Katabolická represe je regula£ní mechanismus, p°i kterém je exprese n¥kterých kataboli-

zujících gen· potla£ena za p°ítomnosti lépe vyuºitelných zdroj· uhlíku a energie. B. subtilis

vyuºívá jiný mechanismus katabolické represe neº E. coli (která vyuºívá cAMP-závislý mecha-

nismus katabolické represe). Katabolická represe nastává pouze tehdy, pokud je cukr (který je

schopen potla£it katabolismus jiných cukr·, nap°. glukóza) schopen být p°em¥n¥n v glykoly-

tický meziprodukt FBP (fruktóza-1,6-bisfosfát). U B. subtilis FBP aktivuje HPr(ser) kinázu.

Tato kináza fosforyluje 46. serin na proteinu HPr (P-Ser-HPr), který se díky své fosfory-

laci váºe na transkrip£ní faktor CcpA (catabolite control protein A) a spolu s FBP vytvo°í

komplex. Tento komplex se naváºe na cre sekvenci (catabolite responsive element) cílových

operon· a tím podporují katabolickou represi (blokují transkripci gen· alternativních cukr·)

(Saier et al., 1996). Viz obr. 16.

Transkriptomová a proteomová analýza mutant· v genu ccpA u B. subtilis odhalila mnoho

gen·, jejichº transkripce je závislá na proteinu CcpA a naopak i n¥kolik gen·, jejichº regulace

je CcpA-nezávislá (Fujita, 2009). Pomocí DNA £ipu (DNA Microarray) bylo odhaleno 66

gen·, které jsou reprimované glukózou. Z toho 22 gen· se ukázalo jako p°inejmen²ím £áste£n¥

CcpA-nezávislých. V této kategorii byl objeven také gen yxbF (Yoshida et al., 2001).
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Obrázek 16: Schéma katabolické represe u B. subtilis. Metabolitem aktivovaná kináza fosfo-
ryluje protein HPr. P-HPr je schopný se navázat na transkrip£ní regulátor CcpA a spole£n¥
s fruktózou-1,6-bisfosfát (FBP) interagují s operony katabolických gen· a tím podporují ka-
tabolickou represi (Saier et al., 1996).

5.4.2 YwcC

Protein YwcC reguluje dráhy genové exprese, které vedou u bakterie k zaujmutí ur£ité mor-

fologické struktury bu¬ky. Reguluje p°epínání gen· mezi planktonní fází bu¬ky a tvorbou

bio�lmu. Pro lep²í pochopení je v následujících odstavcích popsán princip regulace t¥chto

drah a následn¥ role proteinu YwcC.

Bakterie mohou r·st bu¤ jako jednotlivé planktonní bu¬ky nebo jako sou£ást skupiny

bun¥k nap°. bio�lmu. Jednotlivé planktonní bu¬ky exprimují na svém povrchu bi£íky, zatímco

bu¬ky tvo°ící bio�lm produkují extracelulární matrix. Bakteriální bu¬ky dokáºí p°epnout svou

genovou expresi a stát se bu¬kou jednoho ze zmín¥ného typu, ale p°esný mechanismus dosud

není znám (Kobayashi, 2008).

B. subtilis je schopen vytvo°it slabý nestrukturovaný bio�lm na povrchu stacionárn¥ p¥s-

tované kultury (Branda et al., 2001). Tvorba bio�lmu záleºí na produkci extracelulární matrix,

coº je regulováno dv¥ma operony. Operon eps je zodpov¥dný za syntézu exopolysacharid· a

operon yqxM kóduje transportéry a proteiny pro extracelulární matrix. Protein SinR blokuje

transkripci t¥chto dvou operon· a naopak aktivuje transkripci gen· protein· tvo°ící bi£ík.

Aktivita SinR je inhibována proteinem SinI, protoºe navázáním SinI na SinR je inhibována

DNA-vazebná aktivita tohoto proteinu (Bai et al., 1993; Kobayashi, 2008). Protein SinI je
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homologní k proteinu SlrA. P°i aktivaci SlrA spolu se SrlR dojde k potla£ení transkripce gen·

pro tvorbu bi£íku a zárove¬ je iniciována transkripce operon· pro tvorbu bio�lmu. Pro lep²í

pochopení jsou tyto informace schématicky zobrazeny na následujícím obr. 17A.

Chai et al. (2009) poukázal na rozdílný mechanismus regulace tohoto procesu. SlrA stejn¥

jako SinI interaguje a inhibuje SinR. Zárove¬ SlrA neaktivuje SlrR p°i tvorb¥ bio�lmu. Naopak

SlrR inhibuje svou vazbou SlrA. Tyto zm¥ny jsou zobrazeny na obr. 17B.

U ur£itého kmene B. subtilis vznikla delece 1 base v genu ywcC, £ímº se posunul £tecí

rámec a transkript byl výrazn¥ krat²í, protein tak pravd¥podobn¥ ztratil svou funkci. Mutace

v genu ywcC zp·sobila derepresi transkripce genu slrA, £ímº se zvý²ila aktivita SlrR a SrlA.

V t¥chto mutantech SlrA nahradí funkci SinI a reprimuje SinR. Zárove¬ interaguje s SlrR

zvy²uje jeho aktivitu podle Kobayashi (2008). Chai et al. (2009) potvrdil, ºe protein YwcC

reprimuje expresi genu slrA.

Obrázek 17: Schématický model regulace r·stových forem bakterií. A Proteiny AbrB a
SinR stimulují tvorbu bi£íku. SlrA s SlrR inhibují tvorbu bi£íku a stimulují tvorbu bio�lmu.
SinI a SlrA jsou homologní proteiny, YwcC inhibuje syntézu proteinu SlrA (Kobayashi, 2008).
B SlrA stejn¥ jako SinI se inhibuje SinR. Na rozdíl od p°edchozího obrázku, SlrR inhibuje SlrA.
SlrR p·sobí jako induktor na operony eps a yqxM, které vytvá°í jednotlivé sloºky bio�lmu
(Chai et al., 2009).
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6 Materiál a metody

6.1 P°ístroje

Centrifugy

Beckman Coulter Avanti J-26XPI (USA) � vakuová chlazená centrifuga s moºností vým¥ny

rotor·

� Rotor JA 25.50 (ur£ený pro 8 kyvet o objemu 50 ml s maximálním odst°edivým zrych-

lením aº 75 600g)

Beckman Model J2-21M (USA) � vakuová chlazená centrifuga s moºností vým¥ny rotor·

� Rotor JA 20 (ur£ený pro 8 kyvet o objemu 50 ml s maximálním odst°edivým zrychlením

48 400g)

Heraeus Cryofuge (N¥mecko) � chlazená centrifuga s výkyvnými rotory (objem aº 6 l) a

s maximálním zrychlením 8 000g

Heraeus Crist Biofuge A (N¥mecko) � nechlazená mikrocentrifuga centrifuga pro 24 mikro-

zkumavek o objemu 1,5 ml, maximální odst°edivé zrychlení je 13 000g

Univerzal 16 R, Hettich (N¥mecko) � chlazená mikrocentrifuga ur£ená pro 24 mikrozkuma-

vek s maximálním odst°edivým zrychlením 20 000g

Roth microcentrifuge (Taiwan) � stolní mikrocentrifuga pro 6 mikrozkumavek ur£ená pro

krátké stá£ení vzork·

Gilson Capsulefuge PMC-880 (Francie) � stolní mikrocentrifuga pro 8 mikrozkumavek ur-

£ená pro krátké stá£ení vzork·

Elektroforézy

OWL (Anglie) � pro horizontální agarózovou elektroforézu, na velikosti gel· 7 x 8 cm a

13 x 11,5 cm

Thermo scienti�c OWL P10DS � vertikální elektroforéza, velikost gelu 16 x 16 cm

Agarózová elektroforéza (�R) � velikost gelu 6 x 7,5 cm

Mini-Protean II � Bio-Rad (USA) � vertikální elektroforéza protein·, velikost gelu

9,5 x 7,5 cm

XCell SureLockTM Mini-Cell (USA) � vertikální elektroforéza protein·, uºívaná pro p°ed-

p°ipravené gely na SDS-PAGE a nativní elektroforézu, velikost gelu 8,5 x 9 cm

Elektroforetické zdroje Bio-Rad (USA) model 500/200 a model PAC 3000
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Inkubátory a t°epa£ky

Thermo 120 (�R) � termoblok s moºným nastavením teploty (max. 120 ◦C)

Biological Termostat BT120 (�R) � inkubace Petriho misek

Biosan Multi-Shaker PSU 20 (�R) � stolní t°epa£ka vhodná pro inkubaci kultur v tekutých

médiích

Stuart-block heater SBH130D (Anglie) � termoblok s moºným nastavením teploty

Biosan MR-1 mini-rocker (�R) � t°epa£ka s kývavým pohybem uºívaná pro promývání gel·

Gilson-vortex GVLab (N¥mecko) � stolní vortex

PCR cyclery (USA)

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

PTC 200 MJ Research (cycler s dv¥ma termobloky)

Dal²í p°ístroje:

Analytické váhy Kern ABJ a Kern EG (N¥mecko)

Phosphoimager � Bio-Rad Molecular Imager FX (USA) a kazeta s expozi£ní fólií

BAS-MS2040 Fuji (Japonsko)

Geiger·v-Müller·v po£íta£ � mini monitor Series 900 (Anglie)

Spektrofotometr � Shimadzu UV-1601

Sonika£ní za°ízení � Hielschner UP200S (N¥mecko)

Su²i£ka gel· Biomedra D 62-Schoeller (N¥mecko)

Transiluminátor UVT-20M Herolab (N¥mecko)

Vakuová pumpa KNFLAB Laboport (N¥mecko/USA)

6.2 Chemikálie, enzymy a dal²í preparáty

�
[
α−32 P

]
UTP (MGP Zlín)

�
[
γ −32 P

]
ATP (M.G.P., �R)

� 2-merkaptoethanol (Serva, USA)

� Agar pro pevné p·dy (Lachema, �R)

� Agaróza pro molekulární biologii (Sigma, N¥mecko; Lachema, �R)

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

� Amoniumpersulfát (Serva, USA)

� Ampicilin (Biotika, SR)

� BSA (Sigma, N¥mecko)

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

� dNTP - ATP, CTP, GTP, UTP, TTP (Roche, USA)

� EDTA (Chelaton III, Lachema, �R)

� Fenol (Sigma, N¥mecko)

� GelRedTM (Biotium, USA)

� Chloramfenikol (Sigma, N¥mecko)

� Izopropyl-β-D-thiogalaktosid (IPTG) (Sigma, N¥mecko)

� Protein kináza A (Promega, USA)

� N, N, N�, N�-tetramethylethyldiamine (TEMED) (LKB, �védsko)

� N, N�- methylenbisacrylamid (Serva, USA)

� Restrik£ní enzymy - NdeI, XhoI, BamHI (TaKaRa, Japonsko; BioLabs, USA)

� T4 DNA ligáza (TaKaRa, Japonsko)

� Expand High Fidelity PCR System - Taq polymeráza a Tgo polymeráza (Roche,

N¥mecko)

� SDS (Serva, USA)

� Tris-HCl (Serva, USA)

Pouºívaná kultiva£ní média

� Komplexní médium LB � sloºení 1 litru:

Sloºka sm¥si Mnoºství

Tryptone 10 g

kvasinkový extrakt 5 g

NaCl 10 g

ddH2O dopln¥ná do 1 litru
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6.3 Pouºívané bakteriální kmeny a plasmidové konstrukty

P°íprava plasmidových konstrukt· probíhala v E. coli v kmeni DH5α. Kmeny B. subtilis

i E. coli pouºité v této práci jsou uvedeny v následující tabulce.

Tabulka 2: Seznam pouºívaných bakteriálních kmen· a plasmid·.

Kmen/plasmid Genotyp Reference

B. subtilis

MH5636 rpoC -His10 : Cm Qi and Hulett, 1998
LK637 MH5636 rpoC -His10: KO rpoE - Cm, Kan Rabatinová et al.,

rukopis v p°íprav¥

E. coli

RLG7396 pDG 3661 rrn BP1 (-39/+2) Krasny and Gourse, 2004
RLG7557 pDG 3661 Pveg (-38/-1/+1G) Krasny and Gourse, 2004
pRLG7023 BL21/pFL31/BsU_Delta de Saro et al., 1995
LK407 BL21/pET22b-pPKA/BsU_delta Laborato°
LK621 BL21/pET22b/BsU_Delta_1-95AK (Nδ) Rabatinová et al.,

rukopis v p°íprav¥
LK402 BL21/pET22b/BsU_Delta_1-65AK (34Nδ) Tato práce
LK743 BL21/pET22b/BsU_Delta_1-45AK (12Nδ) Tato práce
LK840 BL21/pET22b/BsU_YxbF Tato práce
LK925 BL21/pET22b/BsU_YwcC Tato práce

Plasmidy
278 pET22b Novagen

LK403 pET22b-pPKA Laborato°
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Obrázek 18: Schéma plasmidu pET-22b(+) pouºitého pro klonování gen· pro následnou
nadprodukci protein· (http://www.biovisualtech.com).
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6.4 Práce s DNA

6.4.1 Izolace plasmidové DNA z Escherichia coli DH5α

Minipreparace

Touto metodou byla získána plasmidová DNA pro ov¥°ení vloºených DNA konstrukt·. Mini-

preparace byla provád¥na za pouºití soupravy QIAprep Spin Miniprep Kit od �rmy QIAGEN.

Princip této izolace plasmidové DNA je zaloºen na adsorpci DNA na silikagel za p°ítomnosti

vysoké koncentrace solí. RNA, proteiny a dal²í nízkomolekulární intermediáty jsou odmývány

zvý²enou koncentrací solí a plasmidová DNA je následn¥ eluována nízkou koncentrací solí.

Pouºité roztoky:

Pufr P1: 50 mM Tris-HCl (pH 8,0); 10 nM EDTA; 100 µg/ml RNáza A

Pufr P2: 200 mM NaOH; 1% SDS

Pufr EB: 10 mM Tris-HCl (pH 8,5)

Pufr N3

Pufr PB

Pufr PE

Zásobní roztok ampicilinu (50 mg/ml)

Provedení:

� Jednou kolonií bylo inokulováno 10 ml LB média s antibiotikem ampicilinem (výsledná

koncentrace 100 µg/ml). Následn¥ bylo inkubováno a t°epáno ve 37 ◦C po dobu 12 � 16

hodin.

� Kultura byla centrifugována p°i 10 000g, 10 minut ve 4 ◦C. Supernatant byl odstran¥n.

� K peletu bylo p°idáno 250 µl pufru P1, pelet byl resuspendován a p°eveden do mikro-

zkumavky.

� Bylo p°idáno 250 µl pufru P2 a jemn¥ p°evracením promícháno (4x � 6x). Probíhala

lyze bakterií.

� P°idáním 350 µl pufru B3 a následným p°evracením byla lyze zastavena. Sraºenina byla

centrifugována 20 minut p°i 14 500g p°i 4 ◦C.

� Supernatant byl promíchán a p°enesen na kolonku QIAprep. Pomocí centrifugace (12 000g,

4 ◦C, 1 minuta) supernatant pro²el p°es kolonku, byl odebrán ze spodní £ásti kolonky

a tento postup byl zopakován.

� Kolonka s navázanou plasmidovou DNA byla p°e£i²t¥na 0,5 ml pufru BP a 2 x 0,75 ml

pufru PE.

� Zbylé pufry byly odstran¥ny z kolonky pomocí centrifugace (12 000g, 4 ◦C, 1 minuta).

� Plasmidová DNA byla eluována z kolonky pomocí 50 µl pufru EB a následnou centrifu-

gací do £isté mikrozkumavky.
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Midipreparace

Touto metodou byla získána plasmidová DNA v dostate£ném mnoºství pro dal²í pokusy. Na

midipreparaci byl pouºit QIAGEN Plasmid Midi Kit od �rmy QIAGEN a Wizard Plus Midi-

preps DNA Puri�cation System od �rmy Promega. Principem této metody je aniontom¥ni£ová

chromatogra�e. Plasmidová DNA je na kolonce vychytávána na resinové £ástice p°i nízké kon-

centraci solí. RNA, proteiny a nízkomolekulární £ástice jsou odmývány zvý²enou koncentrací

solí. Plasmidová DNA je eluována vysokou koncentrací solí a následn¥ je odsolena sraºením

v isopropanolu.

QIAGEN Plasmid Midi Kit (QIAGEN)

Pouºité roztoky:

Pufr P1: 50 mM Tris-HCl (pH 8,0); 10 mM EDTA; 100 µg/ml RNáza A

Pufr P2: 200 mM NaOH; 1% SDS

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

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

0,15% Triton X-100 (v/v)

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

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

Zásobní roztok ampicilinu (50 mg/ml)

Provedení:

� Do 100 ml LB média s p°idaným ampicilinem (výsledná koncentrace 100 µg/ml) byla

p°idána bakteriální kultura z glycerinové konzervy (-80 ◦C). Kultura byla inkubována

za stálého t°epání 12 � 16 hodin ve 37 ◦C.

� Narostlá kultura byla centrifugována p°i 10 000g 15 minut p°i teplot¥ 4 ◦C. Supernatant

byl následn¥ odstran¥n.

� Pelet byl resuspendován v 4 ml pufru P1. Po p°idání 4 ml pufru P2 byl roztok jemn¥

promíchán a ponechán p·sobit 1,5 minuty (lyze bun¥k).

� Neutraliza£ního pufru P3 byly p°idány 4 ml a op¥t byl jemn¥ promíchán.

� Roztok byl centrifugován 20 minut p°i 4 ◦C (8 000g).

� Kolonka byla ekvilibrována 4 ml QTB a byl na ni nanesen supernatant.

� Následn¥ byla promyta 2 x 10 ml QC.

� Plasmidová DNA byla z kolonky eluována 5 ml QF do sterilní falkonky.

� K eluované DNA bylo p°idáno 3,5 ml isopropanolu, plasmidová DNA v tomto roztoku

precipituje.

� Roztok byl centrifugován 10 000g 30 minut p°i 4 ◦C.
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� Supernatant byl opatrn¥ slit a pelet s plasmidovou DNA opatrn¥ opláchnut 70% etha-

nolem a usu²en ve vakuu.

� Pelet byl rozpu²t¥n v 400 µl 10 mM Tris-HCl (pH 8,0) a výsledný roztok byl dále £i²t¥n.

Wizard Plus Midipreps DNA Puri�cation System (Promega)

Pouºité roztoky:

Cell Resuspension Solution: 50 mM Tris-HCl (pH 7,5); 10 mM EDTA; 100 µg/ml RNáza A

Cell lysis Solution: 200 mM NaOH; 1% SDS

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

Column Wash Solution: 80 mM octan draselný; 8,3 mM Tris-HCl (pH 7,5);

40 µM EDTA; s p°idaným ethanolem dle návodu

Resin: 7 M guanidin chlorid,

ddH2O

Zásobní roztok ampicilinu (50 mg/ml)

Provedení:

� Do 100 ml LB média s p°idaným ampicilinem (výsledná koncentrace 100 µg/ml) byla

p°idána bakteriální kultura z glycerinové konzervy (-80 ◦C). Kultura byla inkubována

za stálého t°epání 12 � 16 hodin ve 37 ◦C.

� Narostlá kultura byla centrifugována p°i 10 000g 15 minut p°i teplot¥ 4 ◦C. Supernatant

byl následn¥ odstran¥n.

� Pelet byl resuspendován v 3 ml pufru Cell Resuspension Solution.

� Po p°idání 3 ml pufru Cell lysis Solution byl roztok jemn¥ promíchán (lyze bun¥k).

� Promícháním roztoku s 3 ml Neutralization Solution byla lyze bun¥k zastavena.

� Roztok byl centrifugován 2 x 15 minut p°i 4 ◦C (14 000g). Supernatant obsahující DNA

byl opatrn¥ p°enesen do nové zkumavky.

� K DNA v roztoku bylo p°idáno 10 ml Resinu a tato sm¥s byla promíchána.

� Kolonka byla p°ipevn¥na na vakuovou pumpu a byl na ni nanesen Resin s DNA. Pod

tlakem roztok pro²el p°es kolonku.

� Kolonka byla promyta 15 ml pufrem Column Wash Solution. Toto promytí bylo prove-

deno celkem 2x.

� Po druhém promytí kolonka prosychala je²t¥ 20 sekund p·sobením vakua.

� Spodní £ást kolonky obsahující membránu byla odd¥lena a vloºena do minizkumavky.

Následovala centrifugace 2 min p°i 10 000g. A následn¥ byla p°esunuta do £isté minizku-

mavky.
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� Byla p°idáno 300 µl ddH2O o teplot¥ 70 ◦C a necháno 1 min p·sobit, následn¥ plasmi-

dová DNA byla z kolonky eluována centrifugací 20 sekund (10 000g).

� Plasmidová DNA s Resinem byla centrifugována 5 min p°i 10 000g a Resin vytvo°il

pelet.

� Supernatant obsahující plasmidovou DNA byl p°enesen do £isté minizkumavky a uloºen

v -20 ◦C.

6.4.2 Puri�kace plasmidové DNA fenolem, chloroformem

Touto metodou je DNA £i²t¥na od protein· a RNázy, která byla pouºita p°i midipreparaci.

Pouºité roztoky:

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

Chloroform

Provedení:

� K roztoku obsahující plasmidovou DNA byl p°idán fenol v pom¥ru 1:1. Byla vytvo°ena

emulze, která byla 5 minut míchána p°evracením zkumavky a následn¥ centrifugována

5 minut p°i 12 000g. Do nové zkumavky byla odebrána vodná fáze (supernatant).

� K roztoku byla p°idána 1
2 objemu fenolu a stejné mnoºství chloroformu. Sm¥s byla

5 minut míchána p°evracením zkumavky a následn¥ centrifugována 5 minut p°i 12 000g.

� Do nové zkumavky byla odebrána vodná fáze, byl p°idán chloroform v pom¥ru 1:1.

Sm¥s byla 5 minut míchána p°evracením zkumavky a následn¥ centrifugována 5 minut

p°i 12 000g.

� Plasmidová DNA byla dále precipitována ethanolem v prost°edí octanu sodného (viz

kapitola 6.4.3).

6.4.3 Precipitace plasmidové DNA ethanolem v prost°edí octanu sodného

Tato metoda slouºí k vysráºení DNA z vodného roztoku p°idáním koncentrovaného ethanolu.

S DNA se sráºejí i soli, které jsou následn¥ odmyty 70% ethanolem. P°e£i²t¥ná DNA je

rozpu²t¥na ve vhodném pufru nebo injek£ní vod¥.

Pouºité roztoky:

3 M octan sodný (pH 5,2)

96% a 70% ethanol
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Provedení:

� Roztok s plasmidovou DNA byl smíchán s 1
10 objemu 3 M octanu sodného a k takto

vzniklému roztoku byl p°idán 2,2 násobek objemu vychlazeného 96% ethanolu (-20 ◦C).

V²e bylo d·kladn¥ promícháno a uloºeno na 10 minut do -80 ◦C.

� Roztok byl centrifugován 30 minut p°i 14 000g, 4 ◦C.

� Pelet byl opláchnut 50 µl vychlazeného 70% ethanolu, následn¥ usu²en a rozpu²t¥n

v 30 µl injek£ní vody.

� Koncentrace plasmidové DNA byla ur£ena spektrofotometricky (viz kapitola 6.4.4).

� Plasmidová DNA byla následn¥ analyzována restrik£ním ²t¥pením a pomocí elektrofo-

rézy (viz kapitola 6.4.5).

6.4.4 M¥°ení optické denzity (OD)

Principem této metody je m¥°ení mnoºství sv¥tla, které projde vzorkem oproti mnoºství sv¥tla

dopadající na vzorek. Tedy £ím je vzorek hust²í, tím mén¥ sv¥tla projde a tím má vzorek v¥t²í

absorbanci. M¥°ení probíhají na spektrofotometru Shimadzu UV - 1601, na kterém je moºno

nastavit poºadovanou vlnovou délku sv¥tla dopadající na vzorek.

� M¥°ení koncentrace bun¥k probíhá p°i vlnové délce 600 nm (OD600)

� M¥°ení koncentrace protein· probíhá p°i vlnové délce 280 nm (OD280)

� M¥°ení koncentrace nukleových kyselin probíhá p°i vlnové délce 260 nm (OD260)

� Pro zji²t¥ní £istoty vzorku NK se pouºívá ur£ení pom¥ru absorbancí p°i vlnových délkách

260 nm a 280 nm. Tato hodnota u £istých vzork· by se m¥la pohyboval v rozmezí

1,7 - 2,0.

6.4.5 Analýza plasmidové DNA restrik£ním ²t¥pením

Pouºité roztoky:

Restrik£ní endonukleázy NdeI a XhoI: kone£ná koncentrace 1-2 U/500ng DNA

10x koncentrovaný restrik£ní pufr (v tomto p°ípad¥ pufr H)

Provedení:

� Byla namíchána restrik£ní sm¥s o objemu 10 � 50 µl, která obsahovala restrik£ní en-

donukleázu v koncentraci 1-2 U/500ng DNA, restrik£ní purf ( 1
10 celkového objemu, je

dodáván 10x koncentrovaný) a plasmidovou DNA (obvykle 10 µl izolátu z minipreparace

nebo 500 ng plazmidu vyizolovaného pomocí midiprepadace).

� V p°ípad¥, ºe byly pouºity 2 restrik£ní endonukleázy sou£asn¥, bylo nutné pouºit vhodný

pufr, ve kterém jsou ob¥ aktivní.

� Restrik£ní sm¥s byla inkubována 90 minut ve 37 ◦C.

� Po inkubaci byla reakce ukon£ena tepelnou inaktivací 10 minut p°i 65 ◦C.
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6.4.6 Elektroforetická analýza DNA

K analýze DNA byla pouºita horizontální agarózová elektroforéza. Princip této metody je

zaloºen na skute£nosti, ºe se DNA v roztoku chová jako polyanion a v elektrickém poli putuje

k anod¥. Pro kontrolu velikosti a pro odhad její koncentrace byl pouºit hmotnostní marker

pUC Mix Marker, 8 (velikost fragment· 1 118 � 67 pár· bazí) nebo DNA z bakteriofága

lambda ²t¥pená enzymy HindIII a EcoRI (velikost fragment· v rozmezí 21 226 � 564 páru

bazí).

Pouºité roztoky:

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

vzorkový pufr pro DNA: 2,5 mg/ml bromfenolová mod°; 2,5 mg/ml xylen cyanol;

30% glycerol; 6 mM EDTA

ethidium bromid (10 mg/ml) nebo GelRedTM (10 000x koncentrované)

Agaróza (0,5 � 2%)

Provedení:

� Nejprve byla sestavena aparatura pro elektroforézu.

� Poºadované mnoºství agarózy (hmotnostní jednotky odpovídají objemovým) bylo v mi-

krovlnné troub¥ rozva°eno v 1x TAE na 1% agar.

� Agaróza byla ochlazena na teplotu p°ibliºn¥ 50 ◦C a byl do ní p°idán ethidium bro-

mid nebo GelRed na výslednou koncentraci 0,5 µg/ml. Agaróza byla rychle nalita do

elektroforetického aparátu.

� Ztuhlý gel byl zalit pufrem 1x TAE a do p°ipravených kom·rek byly naná²eny vzorky

DNA (s p°idanou bromfenolovou mod°í a xylen cyanolem) a hmotnostní markery.

� Po nanesení vzork· byla DNA d¥lena za stálého nap¥tí 5 V.cm−1.

� Gely byly prohlíºeny na UV transluminátoru p°i vlnové délce 320 nm a vyfotografovány

fotoaparátem (Olympus).

� U plasmid· byla zkoumána jejich kvantita i kvalita.

� Pokud to vyºadoval dal²í postup, byly vybrané DNA fragmenty z gelu vy°íznuty a

následn¥ izolovány (viz kapitola 6.4.7 na následující stran¥).
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6.4.7 Izolace DNA z gelu

Izolace DNA z gelu byla provád¥na pomocí soupravy QIAquick Gel Extranction Kit od �rmy

Qiagen. Principem této metody je adsorpce DNA na silikagelovou membránu za vysoké kon-

centraci solí a eluce DNA je zp·sobena nízkou koncentrací solí. V pr·b¥hu jsou odmyty

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

Pouºité roztoky:

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

Pufr EB: 10 mM Tris-HCl (pH 8,5)

Pufr PE

isopropanol

Provedení:

� P°i prohlíºení elektroforetického gelu na UV transluminátoru (vlnová délka 320 nm)

bylo zvlá²t¥ dbáno na to, aby DNA byla minimáln¥ osvícena UV sv¥tlem. Následn¥ byla

z agarózového gelu vy°íznuta oblast, kde se nachází DNA.

� Vy°íznutý díl byl zváºen a vloºen do mikrozkumavky.

� Ke vzorku byl p°idán pufr QC (3 objemy pufru na 100 mg vy°íznutého dílu). Vzorek

byl inkubován v 50 ◦C, kaºdé 2 - 3 minuty promíchán aº do úplného rozpu²t¥ní.

� Ke vzorku byl p°idán 1 objem isopropanolu dle hmotnosti dílu (100 mg = 100 µl).

� Roztok byl nanesen na kolonku a centrifugován 1 minutu p°i 12 500g p°i pokojové

teplot¥. Tyto podmínky byly stejné pro v²echny centrifugace.

� Tento krok byl je²t¥ jednou zopakován.

� Kolonka byla promyta 500 µl pufru QC a následovala centrifugace.

� Na kolonku bylo naneseno 750 µl pufru PE, vzorek byl inkubován 5 minut p°i pokojové

teplot¥ a následn¥ centrifugován.

� Aby byl odstran¥n zbylý ethanol z kolonky (který je obsaºen v pufru PE), opakovala se

centrifugace prázdné kolonky.

� Horní £ást kolonky byla p°enesena do nové mikrozkumavky. Ke vzorku bylo p°idáno

30 µl pufru PE.

� DNA byla z membrány eluována centrifugací.
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6.4.8 Klonování DNA

P°íprava DNA inzert·

Geny byly ampli�kovány metodou PCR pomocí primer·, které nesly vºdy na 5� konci ob-

last obsahující restrik£ní místa enzym· pro klonování. Tyto primery byly nejd°íve navrºeny,

následn¥ byla provedena PCR. PCR produkty byly izolovány z gelu (viz kapitola 6.4.7 na p°ed-

chozí stran¥). Dále jejich konce byly ²t¥peny restrik£ními endonukleázami a ty byly následn¥

tepeln¥ inaktivovány (viz kapitola 6.4.5 na stran¥ 52).

Polymerázová °et¥zová reakce (PCR)

� Nejprve byla namíchána reak£ní sm¥s o �nálním objemu 50 µl v jedné rekci, která

obsahovala:

Sloºka sm¥si Mnoºství

10x pufr s MgCl2 5 µl

10 mM dNTP 1 µl

forward primer (100 pmol/µl) 1 µl

reverse primer (100 pmol/µl) 1 µl

enzym Expand High Fidelity PCR systém 0,75 µl

(Tag polymeráza a Tgo polymeráza)

templátová DNA 1 µg chromozomální DNA nebo 1 ng

plasmidové DNA

iH2O na dopln¥ní objemu

� Sm¥s byla dob°e promíchána, vloºena do PCR cycleru PTC-200 a reakce probíhala

na program TGO ( � minuta, �� vte°ina). V následující tabulce je zobrazen ukázkový

program. Teplota p°i které nasedají primery (teplota annealingu) se mohla r·znit podle

primer·.

Po£et cykl· Teplota �as

1x 95 ◦C 2�

1x 95 ◦C 15��

56 ◦C 30��

72 ◦C 1�

5x 95 ◦C 15��

52 ◦C 30��

72 ◦C 1�

24x 95 ◦C 15��

48 ◦C 30��

72 ◦C 1�

� Produkty byly analyzovány elektroforeticky.
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P°íprava plasmid·

Plasmidy byly ²t¥peny odpovídajícími restrik£ními endonukleázami (viz kapitola 6.4.5 na

stran¥ 52). Restrik£ní sm¥si byly rozd¥leny horizontální agarózovou elektroforézou, ²t¥pené

plasmidy byly izolovány z gelu (viz kapitola 6.4.7 na stran¥ 54) a defosforylovány.

Defosforylace plasmid·

Defosforylace byla provád¥la pomocí alkalické fosfatázy SAP dodané �rmou USB, která de-

fosforyluje 5� konce fragmentu.

Provedení:

� Nejprve byla namíchána reak£ní sm¥s o �nálním objemu 10 µl který obsahoval:

Sloºka sm¥si Mnoºství

10x SAP pufr 1 µl

enzym SAP (1 U/µl) 1 µl

na²t¥pený plasmid iH2O na dopln¥ní objemu

� Sm¥s byla inkubována 60 minut p°i 37 ◦C a následn¥ enzym byl inaktivován 20 minut

p°i 65 ◦C.

Ligace inzertu do plasmid·

K ligaci byla pouºita T4 DNA ligáza od �rmy Promega o koncentraci 20 U/µl . Tento enzym

spojuje kohezní konce plasmid· a ligovaných inzert· za vzniku fosfodiesterových vazeb. Reakce

vyºaduje p°ítomnost ATP v prost°edí.

Provedení:

� Byly namíchány reak£ní sm¥si o objemu 10 µl tak, aby obsahovaly:

plazmid a inzert v mnoºstevním pom¥ru 1:5

1-5 U/µl ligázy

liga£ní pufr o koncentraci 1x

50 � 100 ng plasmidu

� Mikrozkumavky s reakcemi byly inkubovány 2 � 16 hodin p°i 16 ◦C.

� Ligace byla ukon£ena inkubací 15 minut p°i 65 ◦C.
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Transformace bun¥k Escherichia coli

Transformace v²ech kmen· byla provád¥na metodou tepelného ²oku.

Provedení:

� Zmraºené kompetentní bu¬ky (-80 ◦C) pomalu roztály v ledové lázni (0 ◦C).

� Liga£ní sm¥s nebo plasmidy byly rozpipetovány do vychlazených mikrozkumavek (4 ◦C)

a bylo p°ipipetováno 100 µl kompetentních bun¥k. Sm¥si byly lehce prot°epány a inku-

bovány na ledu 30 minut.

� Mikrozkumavky byly dále inkubovány 90 sekund ve 42 ◦C a následn¥ 5 minut na ledu.

� Do kaºdé mikrozkumavky byl p°idán 1 ml LB média, byly zapara�lmovány a horizon-

táln¥ p°ipevn¥ny do stojánku na t°epa£ce ve 37 ◦C. Inkubace trvala 1 hodinu.

� Bu¬ky byly centrifugovány, supernatant £áste£n¥ slit a ve zbylém supernatantu byl

resuspendován pelet.

� Bu¬ky byly rozet°eny na Petriho misky se selek£ním antibiotikem a inkubovány dnem

vzh·ru ve 37 ◦C p°es noc.

Sekvena£ní reakce

K ov¥°ení úsp¥²nosti klonování a transformace byla pouºita sekvena£ní reakce. Její vyhodno-

cení bylo provedeno na kapilárním sekvenátoru.

Provedení:

� Do mikrozkumavek o objemu 200 µl byl namíchán sekvena£ní mix o �nálním objemu

10 µl. Sloºení 1 reakce:

Sloºka sm¥si Mnoºství

plasmidová DNA z vybraných kolonií 7 µl

premix � BigDye Terminator 2 µl

primer reverse/ forward 1 µl

iH2O na dopln¥ní objemu

� Sm¥s byla dob°e promíchána a vloºena do PCR cycleru (PTC-200) zaji²´ující následující

reakce (25 cykl·):

Teplota �as Proces

96 ◦C 10 sekund tání DNA

58 ◦C 5 sekund nasedání primer·

60 ◦C 4 minuty polymerace
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� Ke sm¥si bylo p°idáno 10 µl 3 M acetátu sodného (pH 5,6) a 80 µl iH2O. Vzorek byl

promíchán a p°epipetován do 1,5 ml mikrozkumavky.

� Následn¥ bylo p°idáno 5 µg glykogenu (0,25 µl) a vzorek byl promíchán.

� Ke vzorku bylo p°idáno 300 ul 96% ethanolu a sm¥s byla promíchána.

� Vzorek byl centrifugován 20 minut p°i 17 000g p°i 4 ◦C.

� Pelet byl opláchnut 250 µl 70% ethanolu, následovala 5 minut centrifugace za stejných

podmínek.

� Pelet byl usu²en v exikátoru a byl odeslán do sekvena£ní laborato°e.

� DNA sekvence byla zkontrolována pomocí programu EditSeq a ClustalX. Bakteriální

kolonie obsahující poºadovaný plasmid byly zakonzervovány do glycerinových konzerv

(viz Glycerinová konzerva na této stran¥).

Glycerinová konzerva

Slouºí pro dlouhodobé uchovávání bakterií v -80 ◦C.

� Z bakteriální kultury narostlé z 1 kolonie v LB médiu odebereme 850 µl a p°idáme

150 µl glycerolu.

� D·kladn¥ promícháme a uloºíme do -80 ◦C.
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6.5 Metody práce s proteiny

6.5.1 Exprese a izolace podjednotky δ RNAP z B. subtilis

Izolace podjednotky δ RNAP z B. subtilis byla provedena metodou izoelektrické precipitace.

Principem této metody je vysráºení bílkoviny o daném izoelektrickém bodu (pI) z roztoku

tím, ºe je p°idán roztok o stejném pH jako má daná bílkovina.

Pouºité roztoky:

Lyza£ní pufr: 100 mM bis-tris (pH 6,0); 2 mM EDTA (pH 8,0); 100 mM NaCl;

0,1 mM DTT; 1 mM β-merkaptoethanol; 1 mM PMSF

PufrA: 50 mM bis-tris (pH 6,0); 100 mM NaCl; 0,1 mM DTT;

1 mM β-merkaptoethanol; 1 mM PMSF

Elu£ní pufr: pufr A + 0,1 - 1 M NaCl; koncentrace stoupá po 0,1 M

750 mM acetát sodný (pH 3,6)

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

Zásobní roztok ampicilinu (50 mg/ml)

Provedení:

� Z glycerinové konzervy bylo inokulováno 10 ml LB média s ampicilinem (o �nální kon-

centraci 100 µg/µl) a inkubováno za stálého t°epání 12 - 16 hodin ve 37 ◦C.

� No£ní kulturou byl zao£kován 1 litr LB média s ampicilinem (o �nální koncentraci

100 µg/µl) na OD600 = 0,03. Inkubace probíhala ve 37 ◦C, dokud kultura nedosáhla

hodnoty OD600 = 0,6 - 0,8.

� Následovala indukce exprese p°idáním IPTG (�nální koncentrace 0,8 mM) a inkubace

pokra£ovala dal²í 1,5 hodiny p°i pokojové teplot¥.

� Kultura byla ochlazena (15 minut ve 4 ◦C) a následn¥ centrifugována p°i 7 700g, 15 minut

p°i 4 ◦C. Supernatant byl dokonale odstran¥n a pelet byl resuspendován v 15 ml pufru P.

Následná centrifugace probíhala za stejných podmínek, supernatant byl op¥t odstran¥n.

� Pelet byl resuspendován ve 20 ml lyza£ního pufru.

� Sonikace prob¥hla 13x po 10 sekund, vºdy s minutovou pauzou na ledové lázni.

� Následn¥ byl lyzát centrifugován 16 000g, 15 minut p°i 4 ◦C.

� Mezitím byla ekvilibrována vazebná matrix - 1 g prá²ku DE52 (Whatmann) s 10 ml

pufru A. Sm¥s byla promíchána a ekvilibrována 10 minut.

� Ihned po dokon£ení centrifugace byl supernatant p°enesen k ekvilibrované vazebné ma-

trix a bylo p°idáno 190 ml pufru A.

� Sm¥s byla jemn¥ promíchávána 5 hodin p°i 4 ◦C. Následn¥ byla sm¥s p°elita do odm¥r-

ného válce a ponechána 12 hodin p°i 4 ◦C, matrix s navázaným proteinem sedimentovala.
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� V¥t²ina tekutiny nad sedimentem byla odpipetována a zbylá tekutina byla promíchána

s vazebnou matrix. Tato sm¥s byla p°enesena na p°edem promytou PolyPrep kolonku

pufrem A.

� Sm¥s na kolonce byla promyta 70 ml pufru A.

� Eluce probíhala pomocí 10 x 5 ml elu£ního pufru se vzr·stající koncentrací NaCl. Frakce

byly jímány po 1 ml.

� Koncentrace protein· v jednotlivých frakcích bylo stanoveno metodou Bradfordové.

� K vybraným frakcím obsahující protein byl p°idán acetát sodný (50 mM), centrifugován

5 minut p°i 17 000g, 4 ◦C.

� Supernatant byl odebrán a k peletu bylo p°idáno 10 ml DB-0 pufru. Pelet se rozpou²t¥l

12 hodin v ledové lázni.

� Protein byl p°e£i²t¥n pomocí dialýzy v glycerolovém pufru (viz kapitola 6.5.4 na stran¥ 62).

6.5.2 Exprese a izolace RNAP z B. subtilis

Izolace RNAP z B. subtilis byla provedena na základ¥ a�nitní chromatogra�e. Principem této

metody je interakce chelata£ního nosi£e (Ni2+) s histidinovou kotvou p°ipojenou na protein.

Pouºité roztoky:

Pufr P: 300 mM NaCl; 50 mM Na2HPO4; 3 mM β-merkaptoethanol; 5 mM glycerol; H2O

2 M imidazol

Zásobní roztok chloramfenikolu (10 mg/ml)

Provedení:

� Z glycerinové konzervy bylo inokulováno 10 ml LB média s chloramfenikolem (2,5 µg/ml)

a inkubováno za stálého t°epání 12 - 16 hodin ve 37 ◦C.

� No£ní kulturou byly zao£kovány 2 litry LB média na OD600 = 0,03. Inkubace probí-

hala ve 37 ◦C, dokud kultura neza£ala p°echázet z exponenciální do stacionární fáze

(OD600 = 1 - 1,2).

� Následovala inkubace 4 hodiny p°i pokojové teplot¥.

� Kultura byla ochlazena (15 minut ve 4 ◦C) a následn¥ centrifugována p°i 7 700g, 15 minut

p°i 4 ◦C. Supernatant byl dokonale odstran¥n a pelet byl resuspendován v 15 ml pufru P.

Následná centrifugace probíhala za stejných podmínek, supernatant byl op¥t odstran¥n.

� Pelet byl resuspendován ve 30 ml pufru P.

� Sonikace prob¥hla 20x po 10 sekund, vºdy s minutovou pauzou na ledové lázni.

� Následn¥ byl lyzát centrifugován 12 500g 25 minut p°i 4 ◦C. Ihned po dokon£ení byl

supernatant p°enesen k 1,5 ml nikl-agarózových kuli£ek (p°edem promytých pufrem P).
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� Sm¥s byla jemn¥ promíchávána 60 minut p°i 4 ◦C.

� Mezitím byla p°ipravena PolyPrep kolonka (promyta 5 ml pufru P).

� Na kolonku byla nanesena sm¥s supernatantu a kuli£ek.

� Kolonka byla promyta 30 ml pufru P a 30 ml pufru P s p°ídavkem 30 mM imidazolu.

� Eluce byla provedena 10 ml pufru P s p°ídavkem 400 mM imidazolu. Frakce byly jímány

po 1 ml do mikrozkumavek.

� Koncentrace protein· byla ur£ena metodou m¥°ení koncentrace podle Bradfordové a

jejich p°ítomnost byla ov¥°ena na SDS-PAGE (viz kapitola 6.5.6 na stran¥ 63).

� Vybrané frakce byly p°e£i²t¥ny pomocí dialýzy (viz kapitola 6.5.4 na následující stran¥).

6.5.3 Exprese a izolace protein· YxbF a YwcC

Izolace t¥chto protein· byla provedena na základ¥ a�nitní chromatogra�e. Principem této

metody je interakce chelata£ního nosi£e (Ni2+) s histidinovou kotvou p°ipojenou na protein.

Pouºité roztoky:

Pufr P: 300 mM NaCl; 50 mM Na2HPO4; 3 mM β-merkaptoethanol; 5 mM glycerol; H2O

100 mM IPTG

2 M imidazol

Zásobní roztok ampicilinu (50 mg/ml)

Provedení:

� Z glycerinové konzervy bylo inokulováno 10 ml LB média s ampicilinem (100 µg/µl) a

inkubováno za stálého t°epání 12-16 hodin ve 37 ◦C.

� No£ní kulturou byl zao£kován 1 litr LB média s ampicilinem (100 µg/µl) na

OD600 = 0,03. Inkubace probíhala ve 37 ◦C, dokud kultura nedosáhla hodnoty

OD600 = 0,6 - 0,8.

� Následovala indukce exprese p°idáním IPTG (�nální koncentrace 0,8 mM) a inkubace

pokra£ovala dal²í 3 hodiny p°i pokojové teplot¥.

� Kultura byla ochlazena (15 minut ve 4 ◦C) a následn¥ centrifugována p°i 7 700g, 15 minut

p°i 4 ◦C. Supernatant byl dokonale odstran¥n a pelet byl resuspendován v 15 ml pufru P.

Následná centrifugace probíhala za stejných podmínek, supernatant byl op¥t odstran¥n.

� Pelet byl resuspendován ve 30 ml pufru P.

� Sonikace prob¥hla 20x po 10 sekund, vºdy s minutovou pauzou na ledové lázni.

� Následn¥ byl lyzát centrifugován 12 500g 25 minut p°i 4 ◦C. Ihned po dokon£ení byl

supernatant p°enesen k 1 ml nikl-agarózových kuli£ek (p°edem promytých pufrem P).
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� Sm¥s byla jemn¥ promíchávána 60 minut p°i 4 ◦C.

� Mezitím byla p°ipravena PolyPrep kolonka (promyta 5 ml pufru P).

� Na kolonku byla nanesena sm¥s supernatantu a kuli£ek.

� Kolonka byla promyta 30 ml pufru P, 30 ml pufru P s p°ídavkem 30 mM imidazolu.

� Eluce byla provedena 10 ml pufru P s p°ídavkem 400 mM imidazolu. Frakce byly jímány

po 1 ml do mikrozkumavek.

� Koncentrace protein· byla ur£ena metodou m¥°ení koncentrace podle Bradfordové a

£istota protein· byla ov¥°ena na SDS-PAGE (viz kapitola 6.5.6 na následující stran¥).

� Vybrané frakce byly p°e£i²t¥ny pomocí dialýzy (viz kapitola 6.5.4).

6.5.4 Dialýza - pro£i²t¥ní proteinového izolátu

Principem dialýzy je selek£ní velikost pór· dialyza£ní kazety ve které je umíst¥n vzorek. Malé

molekuly mohou voln¥ procházet, velké nemohou. Díky vým¥n¥ pufr· byl vzorek pro£i²t¥n a

rozpu²t¥n v poºadovaném pufru.

Pouºité roztoky:

glycerolový pufr: 50 mM Tris-HCl (pH 8,0); 100 mM NaCl; 3 mM β-merkaptoethanol;

50 mM glycerol; H2O

Provedení:

� Dialyza£ní kazetu byla hydratována v dialyza£ním glycerolovém pufru p°ibliºn¥ 2 mi-

nuty.

� Pomocí injek£ní st°íka£ky byl do kazety aplikován vzorek a následn¥ byl odsátý p°eby-

te£ný vzduch.

� Dialýza probíhala p°i teplot¥ 4 ◦C 2 x 6 hodin (s vým¥nou dialyza£ního pufru).

� Vzorek byl následn¥ vyjmut nasátím do injek£ní st°íka£ky a umíst¥n do mikrozkumavky.

6.5.5 Stanovení koncentrace protein· pomocí metody Bradfordové

Ke stanovení koncentrace protein· byla pouºita metoda podle Bradfordové. Principem této

metody je posun absorp£ního maxima po vazb¥ barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 na

molekulu proteinu. Za pouºití kalibra£ní k°ivky se známou koncentrací proteinu bylo moºné

ur£it skute£nou koncentraci neznámého proteinu nebo sm¥si protein·.

Pouºité roztoky:

Bradfordové £inidlo: roztok Coomassie Brilliant Blue G-250 (100 mg Coomassie Brilliant

Blue G-250 rozpu²t¥n v 50 ml ethanolu; 8,5% H3PO4; H2O doplnit

do 1 l)

4 µg/µl BSA
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Provedení:

� Vzorek bílkoviny byl dopln¥n iH2O na objem 100 µl a zárove¬ byla namíchána kalibra£ní

k°ivka pomocí známých koncentrací BSA.

� Ke v²em vzork·m byl p°idán 1 ml £inidla podle Bradfordové, sm¥s byla promíchána a

inkubována 5 minut.

� V²echny vzorky byly m¥°eny pomocí spektrofotometru p°i A595 a nam¥°ené hodnoty

byly vyhodnoceny pomocí programu Microsoft Excel.

6.5.6 Polyakrylamidová elektroforéza protein· v prost°edí SDS (SDS-PAGE)

K elektroforetické analýze protein· byla pouºita metoda vertikální polyakrylamidové elektro-

forézy v denatura£ním prost°edí SDS (SDS-PAGE). Byl pouºit zaost°ovací gel a separa£ní

gel, kde byly proteiny d¥leny podle jejich molekulové hmotnosti. Pro standardizovaní metody

jsou pouºívány p°ednalité gely NuPAGE® Novex Bis-Tris Mini Gels od �rmy Invitrogen.

Pouºité roztoky:

Vzorkový pufr: NuPAGE® LDS Sample Bu�er (4x)

NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris Gel

NuPAGE® MES SDS Running Bu�er (20x)

Coomassie brilliant blue R-250: 25% methanol, 10% kyselina octová

Odbarvovací roztok: 12 % ethanolu 96%; 7 % kyseliny octové; dH2O

Provedení:

� 10 µl vzorku bylo smícháno s p°íslu²ným mnoºstvím vzorkového pufru a inkubováno p°i

95 ◦C 5 minut.

� Byla sestavena aparatura XCell SureLockTM Mini-Cell.

� Po zalití p°ednalitého gelu pufrem 1x MES SDS Running Bu�er, byl odstran¥n h°eben,

kom·rky propláchnuty a vzorky naneseny.

� Elektroforéza obvykle probíhá 35 minut p°i nap¥tí 200 V.

� Gel byl dále barven Coomassie brilliant blue R-250, následn¥ odbarven odbarvovacím

roztokem a p°eveden do digitální podoby.

6.5.7 Nativní polyakrylamidová elektroforéza protein·

Tato metoda vyuºívá rozdílné molekulové hmotnosti protein· a zárove¬ p°irozeného náboje

protein·, díky kterému se r·zn¥ pohybují v elektrickém poli. Tato elektroforéza probíhá za

nedenaturujících podmínek a proto je vhodná nap°. pro pozorování vazeb mezi proteiny £i

rozd¥lení protein· o stejné molekulové hmotnosti. Op¥t se pouºívá gel zaost°ovací a gel sepa-

ra£ní.
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Pouºité roztoky:

10x TBE: 0,9 M This-HCl; 0,02 M EDTA (pH 8,0); 0,9 M kyselina boritá

30% AA-Bis

10% APS, TEMED

NativePAGE� Sample Bu�er (4x) - Invitrogen

NativePAGE� Running Bu�er (20x) - Invitrogen

Provedení:

� Nejprve byla p°ipravena aparatura pro nalévání gel·. �istá skla byla omyta 96% etha-

nolem a byla umíst¥na do drºáku a p°ipevn¥na do nalévacího stojanu.

� Podle tabulky byly namíchány separa£ní gely o hustot¥ 4 % (uvedeno pro 2 gely).

Hustota gel· 4%

10 x TBE 1 ml

30% AA-Bis 1,33 ml

dH2O 7,5 ml

� Do roztoku bylo p°idáno 35 µl 10% APS a 4,4 µl TEMEDu. Promícháno a okamºit¥

aplikováno mezi skla. Nalité gely byly p°evrstveny dH2O a nechány utuhnout.

� Po utuhnutí byla vrstva vody odsáta a namíchán 4% zaost°ovací gel (podle následující

tabulky).

Hustota gel· 4%

10 x TBE 625 µl

30% AA-Bis 325 µl

dH2O 1,52 ml

� Do roztoku bylo p°idáno 35 µl 10% APS a 3,8 µl TEMEDu. Promícháno, okamºit¥

aplikováno mezi skla, zasunuty h°ebeny a gely nechány utuhnout.

� Po zatuhnutí gel· byla skla vloºena do komory pro vlastní elektroforézu, zalita vychla-

zeným pufrem 1 x TBE, byly vyndány h°ebeny.

� Do vzork· byl p°idán vzorkový pufr a vzorky naneseny do kom·rek.

� Elektroforéza probíhala p°i nap¥tí 150 V.

6.5.8 Zna£ení protein· pomocí
[
γ −32 P

]
ATP pomocí Protein kinázy A

Tato metoda je zaloºena na p°ítomnosti 7 AK p°ipojených k proteinu (tzv. Kemptide).

K t¥mto 7 AK má a�nitu cAMP-dependentní protein kináza (PKA), která je schopna ozna£it

tyto AK pomocí
[
γ −32 P

]
ATP. Radioaktivní signál byl m¥°en denzitometricky.

Byly pouºity kolonky PD SpinTrapTMG-25 od �rmy GE Healthcare. Tyto kolonky odd¥lují

molekuly s velkou molekulovou hmotností od molekul s malou molekulovou hmotností pomocí

gelové �ltrace. Pouºívají se pro odsolení, vým¥nu pufru nebo vy£i²t¥ní protein·.



6 MATERIÁL A METODY 65

Pouºité roztoky:

Ekvilibra£ní pufr: 20 mM Tris-HCl (pH 8,0); 100 mM NaCl; 12 mM MgCl2; 1 mM DTT;

50% glycerol; iH20

Pufr pro PKA: 20 mM Tris-HCl (pH 8,0); 100 mM NaCl; 12 mM MgCl2; 1 mM DTT;

25% glycerol

cAMP-dependentní protein kináza (138 U/µl)[
γ −32 P

]
ATP (aktivita 9,25 MBq)

kolonky PD SpinTrapTMG-25

Provedení:

� Jelikoº se p°i experimentu pracuje s β zá°i£em, je nutné pouºívat ochranné pom·cky

(rukavice, brýle, plexisklové ²títy) a pracovat ve vyhrazeném prostoru.

� Nejd°íve byl namíchán pufr pro PKA a rozd¥len do mikrozkumavek, podle po£tu pro-

tein·. Ekvilibra£ní pufr byl také p°ipraven.

� Do jednotlivých mikrozkumavek bylo naneseno 60 µl p°íslu²ného proteinu, tak aby cel-

kový objem byl 100 µl.

� Ke sm¥si bylo p°idáno 1,7 µl PKA a 2 µl
[
γ −32 P

]
ATP, lehce promícháno a inkubováno

30 minut p°i pokojové teplot¥.

� Kolonka PD SpinTran G-25 byla promíchána, její spodek od°íznut skalpelem a kolonka

umíst¥na do mikrozkumavky. Centrifugována 1 minutu p°i 800g.

� Kolonka byla promyta 300 µl Ekvilibra£ního pufru, centrifugována 1 minutu p°i 800g,

umíst¥na do nové mikrozkumavky. Takto promyta byla je²t¥ 4x.

� Kolonka byla umíst¥na do £isté mikrozkumavky a do jejího st°edu nanesen radioaktivní

vzorek.

� Radioaktivn¥ ozna£ený protein byl eluován centrifugací 2 minuty p°i 800g.
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6.6 Transkrip£ní experimenty

Transkrip£ní experimenty byly provád¥ny s holoenzymem RNAP z B. subtilis rekonstituovanou

z jádra RNAP B. subtilis a z podjednotky σA. Holoenzym RNAP byl pouºit pro transkripci

ze dvou plasmidu s r·znými promotory - rrnB P1 a Pveg.

P°i reakci byl pouºit radioaktivn¥ zna£ený nukleosid trifosfát - UTP. Radioaktivn¥ ozna£en

je jeho α fosfát obsahující 32P. 32P je β zá°i£ s polo£asem rozpadu 14,3 dne. Vzniklé zá°ení p°i

rozpadu UTP zabudovaného do °et¥zce RNA je absorbováno pomocí absorp£ní folie. Mnoºství

produktu transkrip£ní reakce bylo m¥°eno pomocí phosphoimageru. Vznikající transkripty

jsou vºdy stejn¥ velké a proto pom¥r intenzity zá°ení jednotlivých zá°ení odpovídá pom¥ru

mnoºství vzniklého transkriptu.

Ur£ování aktivity jednotlivých protein· na daných promotorech

Transkripce se provádí za zvy²ující se koncentrace zkoumaného proteinu rekonstituovaného

s RNAP, zatímco koncentrace ostatních reaktant· je konstantní. Mnoºství produktu tran-

skrip£ní reakce p°ímo odpovídá aktivit¥ RNAP ovlivn¥né daným proteinem. Mnoºství pro-

duktu se po elektroforéze m¥°í pomocí phosphoimageru. Z relativního pom¥ru mnoºství tran-

skriptu m·ºeme usoudit, jaký efekt má daný protein na RNAP.

Pouºité roztoky:

20x koncentrovaný transkrip£ní pufr: 800 mM Tris-HCl (pH 7,9); 20 mM DTT;

200 mM MgCl2

20 mM ATP, GTP, CTP

1 mM UTP[
α−32 P

]
UTP (aktivita 18,5 Mbq)

zásobní roztok plasmidu 100 ng/µl

10 mg/ml BSA

1 M KCl

iH2O

zásobní roztok RNAP z B. subtilis (30 nM)

STOP pufr: 95% formamid; 0,05% bromfenolová mod°;

20 mM EDTA (pH 8,0); 0,05% xylene cyanol

10x TBE: 0,9 M Tris-HCl; 0,02 M EDTA pH 8,0;

0,9 M kyselina boritá

7% AA

10% APS, TEMED

Provedení:

� Jelikoº se p°i experimentu pracuje s β zá°i£em, je nutné pouºívat ochranné pom·cky

(rukavice, brýle, plexisklové ²títy) a pracovat ve vyhrazeném prostoru.

� Nejprve byla namíchána transkrip£ní sm¥s, krom¥ RNAP. Sloºení reak£ní sm¥si pro

1 reakci je zobrazeno v následující tabulce:
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Objem (µl) Sloºka sm¥si

0,45 20x koncentrovaný transkrip£ní pufr

0,1 20 mM ATP (�nální koncentrace 200 µM)

0,1 20 mM CTP (�nální koncentrace 200 µM)

0,1 20 mM GTP (�nální koncentrace 200 µM)

0,1 1 mM UTP (�nální koncentrace 10 µM)

0,1
[
α−32 P

]
UTP

1 plasmid (koncentrace zásobního roztoku 100 ng/µl)

4,45 iH2O

0,1 10 mg/ml BSA

1,5 1 M KCl

� Reak£ní sm¥s byla p°ipravena pro p°íslu²ný po£et reakcí a následn¥ rozpipetována do

jednotlivých mikrozkumavek (8 µl do kaºdé).

� RNAP byla rekonstituována s σA v molárním pom¥ru 1:10 tak, aby byla RNAP pln¥

saturována (15 minut p°i 30 ◦C).

� RNAP se σA byla rekonstituována s testovaným proteinem 15 minut p°i 30 ◦C (10 po-

stupn¥ zvy²ujících se koncentrací proteinu).

� Zkumavky byly preinkubovány 5 minut p°i 5 ◦C. Reakce byly iniciovány 2 µl RNAP

(�nální koncentrace 30 nM). Celkový objem byl 10 µl.

� Transkripce probíhala 15 minut p°i teplot¥ 30 ◦C a byla ukon£ena p°idáním 10 µl STOP

pufru (obsahuje formamid denaturující RNAP a chelata£ní £inidla vychytávající Mg2+

ionty pot°ebné pro transkripci). Sm¥s byla promíchána a uloºena na led.

� Produkty transkripce byly separovány pomocí denatura£ní polyakrylamidové elektro-

forézy (7% gel, TBE pufr). Gel byl následn¥ usu²en a uzav°en do expozi£ní kazety

(obsahuje citlivou folii, která absorbuje zá°ení transkript·).

� Primárním výsledkem byl obraz gelu se z°eteln¥ ozá°enými prouºky odpovídající tran-

skript·m. Intenzity jednotlivých signál· byly m¥°eny pomocí programu Bio-Rad Mo-

lecular Imager FX a kvanti�kovány pomocí programu Bio-Rad Quantity One. Mnoºství

signálu bylo ur£eno po ode£tení pozadí.

� Výsledky byly zpracovány a vyneseny do grafu pro názorn¥j²í zobrazení pozorovaného

efektu.
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7 Cíle diplomové práce

Cílem mé práce bylo p°isp¥t k charakterizaci podjednotky δ RNAP z B. subtilis.

� Hledání vazebných partner· podjednotky δ RNAP. Na základ¥ výsledk· ze stu-

die vazebných partner· podjednotky δ RNAP ve Streptococcus pneumoniae, byl nalezen

protein interagující s δ z tohoto organismu. U B. subtilis byly identi�kovány proteiny

s nejvy²²í homologií � YxbF a YwcC. Prvním cílem mé diplomové práce bylo p°ipravit

tyto proteiny a zjistit, jestli interagují s podjednotkou δ RNAP v B. subtilis. Protoºe

YxbF a YwcC pat°í mezi transkrip£ní faktory a zárove¬ podjednotka δ ovliv¬uje tran-

skripci, byl rovn¥º zkoumán vliv t¥chto protein· na transkripci in vitro.

� P°íprava zkrácených variant podjednotky δ RNAP. Z teoretické £ásti je patrné,

ºe podjednotka δ je významným faktorem ovliv¬ujícím transkripci. P°esto není dosud

jasný p°esný mechanismus efekt·, které p·sobí. Podjednotka δ je rozd¥lena na struk-

turovanou N-koncovou a �exibilní C-koncovou doménu. Druhým cílem mé diplomové

práce bylo p°ipravit kmeny E. coli, které nadprodukují fragmenty N-koncové £ásti pod-

jednotky δ. Tyto fragmenty by v budoucnu m¥ly pomoci objasnit, jaká £ást této domény

je nutná pro zachování její funkce a jakou roli hraje N-koncová doména podjednotky δ

v iniciaci transkripce.

� Hledání homolog·/analog· proteinu δ v jiných organismech. Podjednotka δ

RNAP se vyskytuje unikátn¥ u gram-pozitivních bakterií. Hledání sekven£n¥ i struk-

turn¥ podobných protein· v jiných organismech by m¥lo vést k lep²ímu pochopení fy-

ziologické funkce δ. Zárove¬ toto studium pom·ºe objasnit mechanismus ú£inku protein·

u r·zných organism·.
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8 Výsledky

8.1 Hledání vazebných partner· podjednotky δ RNAP z B. subtilis

Na základ¥ na²eho podm¥tu, Peter Uetz z J. Craig Venter Institutu (USA) pouºil dvouhybridní

kvasinkový systém (Yeast two-hybrid system, Y2H) k analýze interagujících protein· s δ.

K dispozici m¥l Y2H pro gram-pozitivní bakterii Streptococcus pneumoniae. Pomocí tohoto

p°ístupu identi�koval protein SP_2234, který s δ interaguje. Na základ¥ t¥chto informací

byly identi�kovány homologní proteiny z B. subtilis k proteinu SP_2234. Výsledky hledání

homologních protein· jsou ukázány v tabulce 3.

Tabulka 3: Homologní proteiny z B. subtilis k proteinu SP_2234 ze S. pneumoniae. Do
následujících experiment· byly vybrány 2 s nejvy²²í homologií � YxbF a YwcC. Zkratka TR
zastupuje transkrip£ní regulátor (transcriptional regulator) z TetR/AcrR rodiny.

Sequences producing signi�cant alignments: Score E
(bits) Value

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

Byly vybrány 2 proteiny s nejvy²²í homologií k p·vodnímu proteinu: YxbF a YwcC. Z ta-

bulky je jasn¥ patrné, ºe homologie t¥chto protein· s proteinem SP_2234 je relativn¥ nízká.

P°esto jsme se rozhodli ov¥°it, jestli jsou tyto proteiny vazebnými partnery δ i v B. subtilis.

8.1.1 Experimentální strategie

1. Nejprve byly geny yxbF a ywcC zaklonovány do vybraného vektoru. P°ipravený vektor

byl transformován do bun¥k E. coli DH5α a vytvo°ený konstrukt byl ov¥°en sekvenací.

2. Ov¥°ený vektor byl transformován do expresních bun¥k E. coli BL21. Pomocí t¥chto

bun¥k se poda°ilo p°ipravit nadprodukovaný protein YxbF v dostate£né koncentraci a

mnoºství pro následné experimenty.

3. Interakce mezi proteiny YxbF a δ byla studována pomocí nativní polyakrylamidové

elektroforézy. δ byla radioaktvin¥ ozna£ena.

4. Vzhledem k výraznému efektu δ na transkripci a p°íslu²nosti YxbF k rodin¥ transkrip-

£ních faktor·, byl rovn¥º studován vliv proteinu YxbF na transkripci in vitro. Expe-

rimenty byly provád¥ny na ribosomálních promotorech rrnB P1 a Pveg. Byl testován

nejen moºný p°ímý vliv proteinu YxbF, ale také jeho efekt v sou£innosti podjednotkou

δ na transkripci in vitro.



8 VÝSLEDKY 70

8.1.2 P°íprava vektoru pro expresi proteinu YxbF a YwcC

Ampli�kace gen· yxbF a ywcC byla provedena standardn¥ (viz kapitola 6.4.8 na stran¥ 55)

s pouºitím Expand High Fidelity PCR systému (Roche). Pro ampli�kaci gen· yxbF a ywcC

byly navrºeny následující primery (s ohledem na sekvenci gen· zobrazených na obr. 19 a na

restrik£ní místa na plasmidu zobrazeném na obr. 20 na následující stran¥):

Primery pro gen yxbF :

Primer s ozna£ením 500 5� tg ggatcc gtg ccg gaa tct gcc gaa gc 3�

� primer pro 5� konec genu (�Forward�) obsahující restrik£ní místo pro BamHI

(ozna£eno £erven¥).

Primer s ozna£ením 501 3� ccg ctcgag aag caa tac aac ctt ata ttt c 5�

� primer pro 3� konec genu (�Reverse�) obsahující restrik£ní místo pro XhoI

(ozna£eno zelen¥).

Primery pro gen ywcC :

Primer s ozna£ením 503 5�tg ggatcc atg aaa aaa aac aaa ttt caa at 3�

� primer pro 5� konec genu (�Forward�) obsahující restrik£ní místo pro BamHI

(ozna£eno £erven¥).

Primer s ozna£ením 504 3�ccg ctcgag ctg atg ttc ctc gct ttc tg 5�

� primer pro 3� konec genu (�Reverse�) obsahující restrik£ní místo pro XhoI

(ozna£eno zelen¥).

Oba geny (yxbF i ywcC ) byly zaklonovány do plasmidu pET22b, který byl vyizolován

podle postupu uvedeném v kapitole Midipreparace na stran¥ 49. Tyto geny byly tedy vloºeny

pod T7 inducibilní promotor a na C-konci byla p°ipojena histidinová kotva pro následnou

izolaci proteinu pomocí a�nitní chromatogra�e.

Získaný vektor byl transformován do kompetentních bun¥k E. coli DH5α. Vybrané ko-

lonie rezistentní na ampicilin byly otestovány restrik£ní analýzou pro jistotu, ºe do nich byl

zaklonován poºadovaný gen. Sekvence vloºeného genu byla ov¥°ena sekvenací.
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Obrázek 19: Sekvence genu yxbF a ywcC. U genu yxbF je ºlut¥ zvýrazn¥na sekvence kom-
plementární k primeru 500, zelen¥ k primeru 501. U genu ywcC je r·ºov¥ zvýrazn¥na sekvence
komplementární k primeru 503 a mod°e k primeru 504.

Obrázek 20: Plasmid pET22b s vyzna£eným místem pro klonování gen· yxbF a ywcC.
�erven¥ jsou zobrazena restrik£ní místa pro vloºení ºádaných gen·.
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8.1.3 Exprese a puri�kace protein· YxbF a YwcC

P°ipravený plasmid pET22b nesoucí gen yxbF nebo ywcC byl transformován do expresních

bun¥k E. coli BL21 a byly vytvo°eny glycerinové konzervy pro dlouhodobé uchování kmen·

(LK840 byl ozna£en pET22b s genem yxbF a LK925 byl ozna£en pET22b s genem ywcC

v E. coli BL21).

Z p°íslu²ných glycerinových konzerv byl zao£kován 1 litr LB média s ampicilinem a kultury

narostly aº do OD600 = 0,75. Poté byly indukovány IPTG a inkubovány dal²í 3 hodiny p°i po-

kojové teplot¥. Pro izolaci metodou a�nitní chromatogra�e byla vyuºita nikl-agarózová matrix

(blíºe popsáno v kapitole 6.5.3 na stran¥ 61). Následn¥ eluované frakce byly analyzovány na

SDS-PAGE a frakce obsahující poºadovaný protein byly p°e£i²t¥ny dialýzou v glycerolovém

pufru.

Ani po mnohých pokusech se nepoda°ilo vyizolovat protein YwcC. Protoºe má niº²í ho-

mologii s proteinem SP_2234 ze S. pneumoniae neº YxbF, nadále bylo pokra£ováno v expe-

rimentech pouze s proteinem YxbF. V p°ípad¥ nalezení interakce mezi YxbF a podjednotkou

δ RNAP, by m¥lo význam dále se zabývat izolací proteinu YwcC.

Úsp¥²n¥ vyizolovaný protein YxbF je zobrazen na obrázku 21.

Obrázek 21: SDS-PAGE proteinu YxbF. M proteinový marker Novex Sharp Pre-strained;
1 protein YxbF o velikosti p°ibliºn¥ 44 kDa.

8.1.4 Radioaktivní nazna£ení podjednotky δ

Pro následující interak£ní studie bylo nutné protein ozna£it radioaktivn¥ pomocí
[
γ −32 P

]
ATP. Toto zna£ení provádí enzym Protein kináza A, která má a�nitu k 7 AK p°ipojených

k proteinu (PKA doména, tzv. Kemptide). PKA doména byla do vektoru pET22b zaklo-

nována pomocí restrik£ních míst NdeI a BamHI jiº d°íve v na²í laborato°i. Tento plasmid

byl ozna£en jako pET22b-pPKA (LK403). Protein δ s PKA doménou (kmen LK407) byla

p°edem vyizolována postupem uvedeným v kapitole 6.5.1 na stran¥ 59.

P°i radioaktivním zna£ení proteinu δ byly pouºity kolonky PD SpinTrapTMG-25 od �rmy

GE Healthcare. Podrobný popis provedení této metody se nachází v kapitole 6.5.8 na stran¥ 64.

Postup radioaktivního nazna£ení podjednotky δ byl jiº d°íve standardizován v na²í labora-

to°i. Protein byl následn¥ analyzován pomocí SDS-PAGE. Gel byl po obarvení vyfocen a
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uzav°en do expozi£ní kazety, která obsahovala citlivou fólii schopnou absorbovat radioak-

tivní zá°ení. Po naskenování této fólie byly primární výsledky zpracovány pomocí programu

Bio-Rad Molecular Imager FX a porovnány s SDS-PAGE obarvené Coomassie brilliant blue

R-250. Radioaktivní nazna£ení δ bylo provedeno úsp¥²n¥.

8.1.5 Studium interakce mezi δ a YxbF

Ke studiu interakce mezi δ a YxbF byla pouºita nativní polyakrylamidová elektroforéza (viz

kapitola 6.5.7 na stran¥ 63). V následujících experimentech byla pouºita pro detekci vazby

radioaktivn¥ nazna£ená δ. Proteiny o poºadované koncentraci byly rozd¥leny do mikrozku-

mavek a inkubovány 15 minut p°i 30 ◦C, aby mohly být vytvo°eny speci�cké komplexy. Poté

byly vzorky s vzorkovým pufrem naneseny na p°edem p°ipravený 4% nativní gel (separa£ní

a zaost°ovací gel). Elektroforéza probíhala p°i 4 ◦C z d·vod· vytvo°ení podmínek ²etrných

v·£i p°ípadným komplex·m.

Výsledky tohoto experimentu jsou zobrazeny na obrázku 22 na následující stran¥.

V 1. dráze je vid¥t samotná δ. Pokud by δ interagovala s YxbF, m¥l by být vid¥t posun

radioaktivního signálu sm¥rem vzh·ru, protoºe by vytvo°ily v¥t²í a mén¥ kompaktní komplex

(dráha 2). Divoký typ (wild type, wt) RNAP není pln¥ saturován δ (dráha 3), obdobn¥ jako

po p°idání proteinu YxbF (dráha 5). Je patrný výrazný rozdíl v mnoºství navázané δ na ∆δ

RNAP (kde byl gen pro protein δ byl nahrazen kanamycinovou rezistencí, dráha 4) oproti

wt RNAP.

Na základ¥ tohoto n¥kolikrát opakovaného experimentu lze usoudit, ºe YxbF se nejspí²e

na δ neváºe (porovnání drah 1 a 2).

Po porovnání drah 4 (∆δ RNAP s δ ) a 6 (∆δ RNAP s δ a YxbF) byla vytvo°ena hypotéza,

ºe protein YxbF by mohl pomáhat δ p°i vazb¥ na RNAP.
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sloupec 1 2 3 4 5 6

δ + + + + + +
YxbF + + +

wt RNAP + +
∆δ RNAP + +

Obrázek 22: Nativní polyakrylamidová elektroforéza s radioaktivn¥ zna£enou δ. V tabulce
pod obrázkem jsou nazna£eny sloºky jednotlivých sloupc·. Ve 2. dráze není vid¥t ºádný
posun radioaktivn¥ zna£ené δ v porovnání s 1. drahou. Z £ehoº lze usuzovat, ºe YxbF nejspí²e
neinteraguje s δ.

8.1.6 M·ºe YxbF pomáhat δ p°i interakci s RNAP?

Odpov¥¤ na tuto hypotézu byla ov¥°ována op¥t pomocí nativní polyakrylamidové elektrofo-

rézy, která probíhala za stejných podmínek jako v p°edchozích experimentech. Byly zvoleny

stálé koncentrace δ a ∆δ RNAP, pouze koncentrace YxbF se postupn¥ zvy²ovala.

Vyhodnocení primárních dat probíhalo pomocí programu Bio-Rad Molecular Imager FX,

kterým byly m¥°eny intenzity jednotlivých signál· a následn¥ byly kvanti�kovány pomocí pro-

gramu Bio-Rad Quantity One. Výsledky byly zpracovány a vyneseny do grafu pro názorn¥j²í

zobrazení pozorovaného efektu.

Z primárních dat i z kvantitativního vyhodnocení pomocí grafu (viz obr. 23) je patrné,

ºe se zvy²ující se koncentrací YxbF postupn¥ slábne signál nenavázané δ. Zárove¬ se zvy²uje

radioaktivní signál volné δ na ∆δ RNAP. Z grafu nelze usoudit, jestli YxbF opravdu pomáhá

δ navázat se na RNAP nebo se jedná o nespeci�cký efekt p°idaného proteinu.
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Obrázek 23: Efekt zvy²ující se koncentrace YxbF na vazbu podjednotky δ na ∆δ RNAP.
K analýze byla pouºita nativní polyakrylamidová elektroforéza s radioaktivn¥ zna£enou δ.
Primární data jsou zobrazeny naho°e a kvantitativní vyhodnocení radioaktivního signálu δ
ve spodní £ásti. Vyhodnocení vynesené do grafu pochází ze t°í provedených opakování. Je
patrné, ºe se zvy²ující se koncentrací YxbF postupn¥ slábne signál volné δ a zárove¬ se zvy²uje
radioaktivní signál navázané δ na ∆δ RNAP. Koncentrace YxbF je ozna£ena jako [YxbF].

Pro lep²í ov¥°ení, zda se jedná o speci�cký efekt, byl experiment proveden s pouºitím pro-

teinu BSA (hov¥zí sérum albumin) místo YxbF. Po vyhodnocení získaných dat (primární data

nejsou ukázána), bylo kvantitativní vyhodnocení op¥t vyneseno do grafu, který je zobrazen na

obrázku 24 na následující stran¥. Získané výsledky byly porovnány s p·vodním experimentem.

Zmín¥né grafy vykazují podobnou tendenci, kdy postupn¥ slábne signál nenavázané δ a

zárove¬ se mírn¥ zvy²uje signál navázané δ na ∆δ RNAP. Proto lze usoudit, ºe pozorovaný

efekt není speci�cký pro protein YxbF a tento protein tedy nepomáhá δ p°i interakci s RNAP.
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Obrázek 24: Efekt zvy²ující se koncentrace BSA na vazbu podjednotky δ na ∆δ RNAP.
K analýze byla pouºita nativní polyakrylamidová elektroforéza s radioaktivn¥ zna£enou δ. Graf
znázor¬uje kvantitativní vyhodnocení radioaktivního signálu δ analogicky jako u p°edchozího
grafu.

8.1.7 Efekt YxbF na transkripci in vitro

Praktickým nástrojem pro zkoumání vlivu protein· na transkripci je transkripce in vitro za de-

�novaných podmínek. Transkripce in vitro se provádí za zvy²ující se koncentrace zkoumaného

proteinu rekonstituovaného s RNAP, zatímco koncentrace ostatních reaktant· je konstantní.

Mnoºství produktu transkrip£ní reakce (transkriptu) p°ímo odpovídá aktivit¥ RNAP. Mnoº-

ství transkriptu je tedy ovlivn¥né zkoumaným proteinem a poukazuje tak na jeho vliv na

RNAP a transkripci.

Majoritní £ást ve²keré RNA v bu¬ce je rRNA. Proto jsou rRNA promotory vhodné jako

modelové promotory na kterých je zkoumán efekt molekul ovliv¬ující transkripci. Podjednotka

δ má vliv na transkripci z rRNA promotor· (více v kapitole Zm¥na citlivosti RNAP ke kon-

centraci iNTP na stran¥ 35), proto by mohl být vid¥t efekt i proteinu YxbF. Jako modelové

rRNA promotory jsou pouºívány rrnB P1 a Pveg. Promotor rrnB P1 reprezentuje skupinu

iNTP-senzitivních ribosomálních promotor· a promotor Pveg zastupuje iNTP-nesenzitivní

ribosomální promotory. Obecný mechanismus regulace t¥chto promotor· je popsán v kapitole

Inicia£ní NTP na stran¥ 29.

P°íprava komponent na transkripci in vitro

Aby bylo moºné transkripci in vitro provést, bylo nutné p°ipravit jednotlivé komponenty

tohoto experimentu. Následn¥ byl dodrºován postup uveden v kapitole 6.6 na stran¥ 66.

Izolace plasmid· Bu¬ky E. coli obsahující plasmid p770 s ribosomálním promotorem

rrnB P1 (RLG7396) a bu¬ky E. coli obsahující plasmid p770 s promotorem Pveg (RLG7557)

byly inkubovány ve 200 ml LB média ve 37 ◦C po dobu 16 hodin. Následn¥ byly plasmidy
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vyizolovány podle protokol· v kapitole Midipreparace na stran¥ 49. Na záv¥r byly plasmidy

p°e£i²t¥ny pomocí fenolace pro odstran¥ní zbytk· RNáz. Koncentrace jednotlivých plasmid·

byla m¥°ena spektrofotometricky a jejich £istota byla ov¥°ena pom¥rem jejich A260/A280.

V²echny plasmidy m¥ly hodnoty A260/A280 v rozmezí 1,7 - 2,0. �ímº byla ov¥°ena poºado-

vaná £istota plasmid·. Kvalita izolace plasmid· byla ov¥°ena pomocí separace na agarózovém

gelu (viz obr. 25). V²echny plasmidy byly na°ed¥ny tak, aby na agarózový gel bylo naneseno

0,4 µg. Poºadavkem bylo, aby oba plasmidy m¥ly nad²roubovicovou strukturu a obsahovaly

minimální mnoºství chromozomální DNA nebo plasmid· s jednovláknovým zlomem, coº bylo

zji²t¥no porovnáním se vzorkem na²t¥pených plasmid·. Oba vyizolované plasmidy vyhovovaly

stanoveným kritériím a proto byly pouºity do transkripce in vitro.

Obrázek 25: Ilustra£ní fotogra�e separace plasmid· na 1% agarózovém gelu. M � marker
λ DNA ²t¥pená enzymy HindIII a EcoRI; 1 � lineární plasmid obsahující promotor Pveg,
²t¥pen pomocí restrik£ní endonukleázy EcoRI; 2 � plasmid obsahující promotor Pveg v nad-
²roubovicové konformaci; 3 � lineární plasmid obsahující promotor rrnB P1, na²t¥pen pomocí
restrik£ní endonukleázy EcoRI; 4 � plasmid obsahující promotor rrnB P1 v nad²roubovicové
konformaci a minimálním mnoºstvím chromozomální DNA.

Izolace podjednotky δ RNAP Podjednotka δ byla izolována pomocí metody izoelek-

trické precipitace. Bu¬ky E. coli BL21 s plasmidem pFL31 obsahující gen pro podjednotku

δ z B. subtilis narostly v LB médiu s ampicilinem do optické hustoty OD600= 0,8. Poté byla

indukována exprese δ p°idáním IPTG a kultura byla inkubována 1,5 hodiny p°i pokojové

teplot¥. Bu¬ky byly rozru²eny sonikací a protein byl navázán na 1 g diethylaminoethyl ce-

lulózy Whatmann DE52. Celulóza Whatmann DE52 byla sedimentací odd¥lena od zbylého

pufru a nanesena na kolonku. Podjednotka δ byla poté eluována vzr·stajícím gradientem NaCl

(pH 3,6) izoelektrickou precipitací. U jímaných frakcí byl m¥°en obsah protein· metodou podle

Bradfordové. Vybrané frakce byly spojeny a p°e£i²t¥ny dialýzou. Vzorek získaného proteinu

byl analyzován na SDS-PAGE a poté byla podjednotka δ pouºita do dal²ích experiment·.
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Izolace RNAP z B. subtilis Bu¬ky B. subtilis se zaklonovanou histidinovou kotvou na

podjednotce β′ (wt RNAP) a bu¬ky B. subtilis bez genu rpoE (∆δ RNAP) narostly v LB

médiu do p°echodu z exponenciální do stacionární fáze ve 37 ◦C. Metodou a�nitní chromato-

gra�e p°es nikl-agarózovou matrix byly vyizolovány proteiny, které byly analyzovány pomocí

SDS-PAGE (viz obr. 26). První frakce byly následn¥ p°e£i²t¥ny dialýzou. Koncentrace protein·

byla m¥°ena metodou podle Bradfordové (viz. kapitola 6.5.5 na stran¥ 62).

Obrázek 26: SDS-PAGE analýza izolovaných frakcí wt RNAP a ∆δ RNAP.
M � proteinový marker Novex Sharp Pre-strained; 1 � ∆δ RNAP 1. frakce;
2 � ∆δ RNAP 2. frakce; 3 � ∆δ RNAP 3. frakce; 4 � wt RNAP 1. frakce;
5 � wt RNAP 2. frakce.

Efekt YxbF na transkripci in vitro

Nejprve byla ov¥°ena jiº d°íve pozorovaná skute£nost (popisovaná na stran¥ 35, obr. 27), jaký

vliv má podjednotka δ na transkripci in vitro. Podjednotka δ vykazuje inhibi£ní efekt na tran-

skripci z iNTP-senzitivního ribosomálního promotoru rrnB P1 a zárove¬ stimuluje transkripci

z iNTP-nesenzitivního ribosomálního promotoru Pveg. Provedením tohoto experimentu bylo

p°isp¥no získanými výsledky do rukopisu nového £lánku psaného v na²í laborato°i � Rabati-

nová, rukopis v p°íprav¥.
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promotor Pveg

promotor rrnB P1

Obrázek 27: δ ovliv¬uje transkripci in vitro z promotor· rrnB P1 a Pveg. Zvy²ující se mo-
lární koncentrace δ p°i stálé molární koncentraci RNAP p·sobí stimula£n¥ na promotorovou
aktivitu Pveg, zatímco transkripce z promotoru rrnB P1 se sniºuje.

Jako první krok bylo d·leºité zjistit, zda protein YxbF má n¥jaký efekt na transkripci

in vitro z ribosomálních promotor· rrnB P1 a Pveg. Transkripce prob¥hla za standardních

podmínek a za zvy²ující se koncentrace YxbF v p°ítomnosti ∆δ RNAP. ∆δ RNAP byla nejprve

pouºita pro to, aby mohl být pozorován p°ípadný vliv YxbF na RNAP a efekt na transkripci.

Výsledky tohoto experimentu ukazuje obrázek 28. Byla pozorována mírná inhibi£ní tendence

transkripce na promotoru Pveg, která se výrazn¥ zvy²ovala aº p°i vysoké molární koncentraci

YxbF. Na promotoru rrnB P1 byla pozorována inhibi£ní tendence transkripce p°i niº²í molární

koncentraci YxbF. Vzhledem k výrazn¥j²ímu efektu p°i niº²ím a tudíº v bu¬ce reáln¥j²ím

pom¥ru ∆δ RNAP a YxbF na promotoru rrnB P1, byl pouºit tento promotor na hlub²í

zkoumání efektu YxbF.
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Obrázek 28: Efekt YxbF na transkripci in vitro. V grafu je vyneseno zhodnocení primárních
dat efektu proteinu YxbF na transkripci in vitro na ribosomálních promotorech rrnB P1 a
Pveg.

V následujících transkripcích in vitro byl studován efekt proteinu YxbF na promotoru

rrnB P1. Výsledky shrnuje následující graf zobrazený na obrázku 29. Ve v²ech reakcích byla

pouºita konstantní molární koncentrace ∆δ RNAP a zvy²ující se koncentrace nativního nebo

denaturovaného proteinu YxbF. YxbF byl denaturován po dobu 10 minut p°i teplot¥ 99 ◦C a

byl pouºit pro srovnání pozorovaného efektu s nativním YxbF na transkripci. P°i porovnání

£erných sloupc· (zvy²ující se koncentrace nativního YxbF) a ²edých sloupc· (zvy²ující se

koncentrace denaturovaného YxbF) pozorujeme mírný inhibi£ní efekt na transkripci. Výrazné

chybové úse£ky v²ak nedovolují tento efekt ozna£it za speci�cký.

Transkripcí in vitro byl zkoumán efekt proteinu YxbF v sou£innosti s δ. Na ∆δ RNAP

byla rekonstituována δ v molárním pom¥ru 1:5, coº je pln¥ saturující pom¥r p°i kterém se

projeví inhibi£ní efekt na transkripci z pouºitého promotoru. Op¥t byl pouºit nativní protein

YxbF (modré sloupce) a denaturovaný protein YxbF (zelené sloupce). Po porovnání modrých

a zelených sloupc· v grafu nebyl pozorován významný efekt proteinu YxbF na transkripci

in vitro.
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∆δ RNAP + YxbF

∆δ RNAP + denaturovaný YxbF

∆δ RNAP + δ + YxbF

∆δ RNAP + δ + denaturovaný YxbF

Obrázek 29: Efekt proteinu YxbF na transkripci in vitro na promotoru rrnB P1. Porovnáním
£erných sloupc· (zvy²ující se koncentrace nativního YxbF) a ²edých sloupc· (zvy²ující se
koncentrace denaturovaného YxbF) v grafu pozorujeme mírnou inhibici transkripce. Obdobn¥
je tomu tak i ve zbylých sloupcích v grafu, kde je zobrazen efekt zvy²ující se koncentrace YxbF
za stále koncentrace ∆δ RNAP a δ. Op¥t byl pouºit nativní protein YxbF (modré sloupce) a
denaturovaný protein YxbF (zelené sloupce).
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8.2 P°íprava zkrácených variant podjednotky δ RNAP z B. subtilis

Jak jiº bylo zmín¥no, podjednotka δ je rozd¥lena na dv¥ domény, které jsou propojeny 7 - 9 AK

sekvencí lysin·. Struktura celého proteinu δ je zobrazena na obrázku 30 A. V¥t²í N-koncová

doména je strukturovaná, zatímco C-koncová doména je �exibilní.

Podjednotka δ p·sobí jako regulátor iniciace transkripce. Doposud nebyla objasn¥na p°esná

funkce jejích jednotlivých domén. Jiº d°íve byla v na²í laborato°i zaklonována do expresního

vektoru NTD δ (Nδ), jejíº struktura je zobrazena na obr. 30 B. Mým úkolem bylo p°ipravit

fragmenty Nδ tak, aby v budoucnu mohli být vyuºity pro zji²t¥ní, jaká £ást tohoto proteinu

je pro funkci δ nezbytná (viz obr. 30 C, D).

Obrázek 30: Zobrazení struktury fragment· podjednotky δ RNAP. Po£et aminokyselin je
uvád¥n od N-konce. A � Struktura celého proteinu δ (173 AK); B � Struktura Nδ (95 AK);
C � Struktura 3/4 Nδ (65 AK); D � Struktura 1/2 Nδ (45 AK).

8.2.1 P°íprava vektoru pro expresi fragment· δ

Na základ¥ p°edpovídané 2D struktury (v roce 2009 je²t¥ nebyla známá 3D struktura δ) byly

navrºeny dv¥ zkrácené varianty Nδ. Krat²í varianta o délce 45 AK byla ozna£ena jako 1/2 Nδ

a del²í varianta o velikosti 65 AK byla ozna£ena jako 3/4 Nδ.

Ampli�kace 135 bp genu rpoE (1/2 Nδ) a 195 bp genu rpoE (3/4 Nδ) byla provedena

standardn¥ (viz kapitola 6.4.8 na stran¥ 55) s pouºitím Expand High Fidelity PCR systému

(Roche). Pro ampli�kaci t¥chto £ástí genu rpoE byly navrºeny následující primery (s ohle-

dem na sekvenci gen· zobrazených na obr. 31 a na restrik£ní místa na plasmidu pET22b

zobrazeném na obr. 18 na stran¥ 47):
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Primery pro gen 1/2 Nδ:

Primer s ozna£ením 185 5�gggccgg catatg ggt atc aaa caa tat tca cag 3�

� primer pro 5� konec genu (�Forward�) obsahující restrik£ní místo pro NdeI

(ozna£eno r·ºov¥).

Primer s ozna£ením 320 3� gcccg ctcgag gcc gag caa aga tgc gat ttc 5�

� primer pro 3� konec genu (�Reverse�) obsahující restrik£ní místo pro XhoI

(ozna£eno zelen¥).

Primery pro gen 3/4 Nδ:

Primer s ozna£ením 185 5�gggccgg catatg ggt atc aaa caa tat tca cag 3�

� primer pro 5� konec genu (�Forward�) obsahující restrik£ní místo pro NdeI

(ozna£eno r·ºov¥).

Primer s ozna£ením 304 3�gcccg ctcgag gtc aat gtt taa atc tgt ata 5�

� primer pro 3� konec genu (�Reverse�) obsahující restrik£ní místo pro XhoI

(ozna£eno mod°e).

Obrázek 31: Sekvence £ásti genu rpoE. �erven¥ je zvýrazn¥na sekvence komplementární
k primeru 185, zelen¥ k primeru 320 a oranºov¥ k primeru 304.

Ke klonování byl pouºit plasmid pET22b, který byl vyizolován z bun¥k E. coli DH5α

(kmen 278) obsahující tento plasmid.

Do plasmidu pET22b byly zaklonovány vý²e popisované fragmenty genu rpoE pomocí

restrik£ních endonukleáz NdeI a XhoI. Fragmenty genu rpoE byly zaklonovány za T7 indu-

cibilní promotor a na jejich C-konci byla p°ipojena histidinová kotva pro následnou izolaci

protein· pomocí a�nitní chromatogra�e.

Získané vektory byly transformovány do kompetentních bun¥k E. coli DH5α. Vybrané ko-

lonie rezistentní na ampicilin byly podrobeny koloniové PCR. Sekvenací byla ov¥°ena správ-

nost klonování.
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8.2.2 Exprese a puri�kace protein· 1/2 Nδ a 3/4 Nδ

P°ipravené plasmidy pET22b nesoucí 1/2 a 3/4 genu rpoE byly transformovány do expresních

bun¥k E. coli BL21. Byly vytvo°eny glycerinové konzervy pro dlouhodobé uchování kmen·

(LK743 byl ozna£en kmen pro nadprodukci 1/2 Nδ a LK402 byl ozna£en kmen pro nadpro-

dukci 3/4 Nδ).

Z t¥chto glycerinových konzerv byl zao£kován 1 litr LB média s ampicilinem a kultury

narostly aº do OD600 = 0,8. Poté byly indukovány IPTG a inkubovány dal²í 4 hodiny p°i po-

kojové teplot¥. Pro izolaci metodou a�nitní chromatogra�e byla vyuºita nikl-agarózová matrix

(analogicky jako v kapitole 6.5.3 na stran¥ 61). Následn¥ jímané frakce byly analyzovány na

SDS-PAGE a frakce obsahující poºadovaný protein byly p°e£i²t¥ny dialýzou v glycerolovém

pufru.

Na obrázku 32 jsou zobrazeny úsp¥²n¥ vyizolované proteiny δ, Nδ, 3/4 Nδ a 1/2 Nδ na

SDS-PAGE.

Obrázek 32: SDS-PAGE fragment· proteinu δ. M � proteinový marker Novex Sharp
Pre-strained; 1 - protein δ o velikosti 20,4 kDa; 2 � protein Nδ o velikosti 13 kDa;
3 � 3/4 Nδ o p°ibliºné velikosti 7,5 kDa; 4 � 1/2 Nδ o p°ibliºné velikosti 5 kDa.



8 VÝSLEDKY 85

8.3 Hledání homolog·/analog· proteinu δ v jiných organismech

Podjednotka δ RNAP je unikátní pro kmen Firmicutes gram-pozitivních bakterií (Rabati-

nova et al., rukopis v p°íprav¥). P°i hledání podobné sekvence k proteinu δ, nebyla nalezena

sekven£ní podobnost ani u gram-negativních bakterií ani u eukaryotních organism·. Stu-

dium struktury Nδ pomocí nukleární magnetické rezonance (NMR) ukázalo, ºe struktura

Nδ se velmi podobá n¥kolika eukaryotním protein·m. Tyto proteiny jsou klasi�kovány jako

3-helikální svazky vázající DNA/RNA (tzv. SCOP fold), které váºí NK pomocí helixu IV.

U Nδ nebyl nalezen d·kaz o vazb¥ NK v komplexu RNAP a z d·vod· pln¥ní správné biolo-

gické funkce pravd¥podobn¥ nem·ºe být Nδ asociována s NK (Motackova et al., 2010).

CTD δ je výrazn¥ bohatá na kyselé AK a podobá se NK (podrobn¥ popsáno v £ásti Recyk-

lace jádra RNAP na stran¥ 35). Hledali jsme podobné kyselé oblasti v proteinech jiných orga-

nism·. Pro toto hledání byla vybrána sekvence 20 AK z CTD δ (viz obr. 33). Výsledky hledání

jsou zobrazeny v tabulce 4. Byly nalezeny proteiny se sekvencí bohatou na kyselé AK dlouhé

aº 88 AK. Vysoké procento nalezených protein· pat°í mezi nukleoproteiny. Relativn¥ dlouhá

sekvence kyselých AK m·ºe být doménou, která napodobuje nukleovou kyselinu (nucleic acid

mimic domain, NAMd). NAMd by mohla sout¥ºit o vazbu proteinu s nukleovou kyselinou a

tím zvy²ovat speci�tu proteinu pro jeho cílovou sekvenci.

Obrázek 33: Ukázka £ástí sekvence domény napodobující nukleovou kyselinu u vybraných
protein·. �erven¥ jsou zvýrazn¥ny kyselé aminokyseliny. �ed¥ je vyzna£ena sekvence, která
byla pouºita p°i hledání záporn¥ nabitých sekvencí.
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Tabulka 4: Vybrané proteiny analogní k 20 AK z C-koncové domény δ. Homo sapiens �
£lov¥k rozumný; Mus musculus � My² domácí; Oryza sativa � Rýºe setá; Danio rerio � Dánio
pruhované (zeb°i£ka); E � Kyselina glutamová; D � Kyselina asparagová; NAMd � doména
napodobující nukleovou kyselinu. Názvy protein· jsou uvedeny v originálu.

Název proteinu Organismus NAMd délka /
obsah E a D [%]

δ subunit of RNAP B. subtilis 66/71
myelin transcription factor 1-like protein Homo sapiens 80/76
myelin transcription factor 1 Homo sapiens 75/73
nucleolin Homo sapiens 87/72
nucleolar transcription factor 1 Homo sapiens 71/73
transcription initiation factor IIA subunit 1 Homo sapiens 38/68
nucleophosmin Homo sapiens 69/53
zinc �nger and BTB domain-containing protein 7C Homo sapiens 39/89
acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family Homo sapiens 83/69
member A
transcription elongation factor SPT5 Homo sapiens 54/69
death domain-associated protein 6 Homo sapiens 52/80
YTH domain-containing protein 1 Homo sapiens 54/81
proline-, glutamic acid- and leucine-rich protein 1 Homo sapiens 73/89
transcription initiation factor TFIID subunit 7-like Homo sapiens 33/90
nucleolin Mus musculus 84/70
ribosomal biogenesis protein LAS1L Mus musculus 88/75
zinc �nger and BTB domain-containing protein 7C Mus musculus 36/92
transcription initiation factor IIA subunit 1 Mus musculus 46/65
Os12g0136200 Oryza sativa 56/79
Os03g0588200 Oryza sativa 49/84
transcription elongation factor SPT5 Danio rerio 43/67
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9 Diskuze

9.1 Hledání vazebných partner· podjednotky δ RNAP

Prvotní hledání protein· interagujících s podjednotkou δ RNAP bylo provedeno pomocí dvou-

hybridního kvasinkového systému (Miller and Stagljar, 2004). K tomuto hledání byla vyuºita

podjednotka δ RNAP ze Streptococcus pneumoniae. Zmín¥ná metoda identi�kovala protein

SP_2234 ze S. pneumoniae jako vazebného partnera podjednotky δ (Uetz, 2002). Protoºe

v na²í laborato°i jiº d°íve byla zkoumána podjednotka δ RNAP u modelového organismu

gram-pozitivních bakterií B. subtilis, byly identi�kovány homologní proteiny k proteinu

SP_2234.

Proteiny s nejvy²²í homologií byly identi�kovány jako transkrip£ní represory rodiny TetR

� YxbF a YwcC (Ramos et al., 2005). Tyto proteiny vykazovaly velmi nízkou homologii s p·-

vodním proteinem.

Jediná zmínka v literatu°e o genu yxbF z B. subtilis je spojena s katabolickou represí.

Tento gen byl identi�kován jako reprimovaný glukózou p°i katabolické represi a zárove¬ jako

CcpA-nezávislý (Yoshida et al., 2001).

Protein YwcC reprimuje expresi genu slrA, tudíº YwcC inhibuje syntézu proteinu SlrA.

Protein SlrA p·sobí inhibi£n¥ na tvorbu bi£íku bakterií a podporuje tvorbu bio�lmu. I kdyº

o p°esném mechanismu této dráhy nepanuje shoda, role proteinu YwcC byla potvrzena opa-

kovan¥ (Kobayashi, 2008; Chai et al., 2009).

Pro studium interakcí t¥chto protein· s δ z B. subtilis, byly p°ipraveny expresní vek-

tory v bu¬kách E. coli, kde byly geny yxbF a ywcC zaklonovány za inducibilní promotor.

Na C-koncové domény byla p°ipojena histidinová kotva pro izolaci protein· metodu a�nitní

chromatogra�e. Protein YwcC se nepoda°ilo p°ipravit ani po n¥kolika pokusech, zatímco pro-

tein YxbF byl p°ipraven v dostate£ném mnoºství a £istot¥ pro dal²í experimenty (viz 21 na

stran¥ 72).

Podjednotka δ byla radioaktivn¥ ozna£ena
[
γ −32 P

]
ATP pomocí Protein kinázy A a

analyzována pomocí SDS-PAGE. Interakce mezi δ a YxbF byla pozorována pomocí nativní

polyakrylamidové elektroforézy. Pro detekci vazby byla pouºita radioaktivn¥ nazna£ená δ a

nativní protein YxbF. Na základ¥ výsledku zobrazeného na obrázku 22, nebyla detekována

interakce mezi t¥mito proteiny. Za daných podmínek se tedy YxbF neváºe na podjednotku δ

RNAP.

Na základ¥ výsledk· zmi¬ovaného experimentu byla vytvo°ena hypotéza, zda by YxbF

nemohl pomáhat δ s vazbou na RNAP. Tato hypotéza byla studována pomocí nativní po-

lyakrylamidové elektroforézy za stejných podmínek jako v p°edchozích experimentech. P°i

zvy²ující se koncentraci YxbF postupn¥ slábl signál volné δ a nar·stal signál δ navázané na

RNAP (obr. 23 na stran¥ 75). Pro lep²í vyhodnocení pozorovaného efektu, byl experiment

analogicky zopakován s pouºitím proteinu BSA, který nevytvá°í ºádné speci�cké interakce
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s δ ani s RNAP. Získaná data byla porovnána. Na základ¥ kvantitativního vyhodnocení ra-

dioaktivního signálu v obou p°ípadech byly vytvo°eny grafy, které se svou tendencí nápadn¥

podobaly.

Vzhledem k tomu, ºe BSA vykazoval podobný efekt jako YxbF, jednalo se nejspí²e o efekt

nespeci�cký. Protein YxbF tedy nepomáhá podjednotce δ navázat se na RNAP. Je pravd¥-

podobné, ºe se zvy²ující se koncentrací protein· v ur£itém objemu, dochází k zmen²ení vzdá-

lenosti mezi proteiny. Tím by mohla být stimulována vazba p°irozených vazebných partner·,

v tomto p°ípad¥ δ s RNAP.

Protoºe protein YxbF pat°í do rodiny transkrip£ních regulátor· (represor·) je z°ejmé, ºe

ovliv¬uje transkripci. U podjednotky δ byl vliv na transkripci jiº mnohokrát popsán (více

v kapitole 5.3.1 na stran¥ 34). Proto byl zkoumán vliv t¥chto protein· na transkripci in vitro.

Za de�novaných podmínek byla zvy²ována koncentrace zkoumaného proteinu (YxbF) a

koncentrace ostatních komponent transkripce in vitro byla konstantní. Experimenty byly

provád¥ny s pouºitím plasmidové DNA obsahující ribosomální promotory: iNTP senzitivní

rrnB P1 a iNTP nesenzitivní Pveg (Sojka et al., 2011).

YxbF vykazoval mírný inhibi£ní efekt transkripce in vitro na obou promotorech. Na pro-

motoru Pveg, se výrazn¥ projevovala inhibice aº p°i vysoké koncentraci YxbF na rozdíl od

transkripce na promotoru rrnB P1, která byla inhibována p°i niº²ích koncentracích proteinu.

Inhibi£ní efekt by mohl být vysv¥tlen p°íslu²ností YxbF k proteinové rodin¥ represor·

TetR. Charakteristickou pro TetR rodinu represor· je DNA-vazebná doména, která interaguje

s DNA, pokud není p°ítomný induktor (Ramos et al., 2005). Experiment s denaturovaným

YxbF v²ak vedl ke stejnému výsledku. P°i denaturaci by m¥la být zni£ena nativní konfor-

mace DNA-vazebné domény tohoto proteinu. Je moºné, ºe za inhibi£ní efekt nezodpovídá

DNA-vazebná doména charakteristická pro TetR rodinu represor· nebo byla schopna znovu

zaujmout p·vodní konformaci, coº se zdá být velice nepravd¥podobné.

Protein YxbF z B. subtilis neinteraguje s podjednotku δ RNAP z tohoto organismu. Inter-

akce mezi podjednotkou δ RNAP a proteinem SP_2234 by mohla být speci�cká pro S. pneu-

moniae, kde m·ºe hrát regula£ní roli. Homologie mezi YxbF a SP_2234 je relativn¥ nízká,

coº m·ºe vysv¥tlovat absenci interakce YxbF a δ.

K ov¥°ení pozorované skute£nosti by bylo p°ínosné ov¥°it interakci pomocí dvouhybridního

kvasinkového systému s pouºitím obou protein· z B. subtilis. Vzhledem k £asové a �nan£ní

náro£nosti zavedení a standardizování této metody do laborato°e nebylo v na²ich prioritách

s tímto projektem dále pokra£ovat. Podle dosavadních výsledk· by byl výsledek toho experi-

mentu krajn¥ nejistý. Na druhou stranu by mohl vést k objevení nových vazebných partner·

podjednotky δ RNAP z B. subtilis.
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9.2 P°íprava zkrácených variant podjednotky δ RNAP

Podjednotka δ RNAP je v bakteriální bu¬ce pot°eba pro správnou a p°esnou práci moleku-

lárního aparátu, i kdyº její p°esná fyziologická funkce není zatím pln¥ objasn¥na. Podjed-

notka δ RNAP výrazn¥ ovliv¬uje iniciaci transkripce a to tím, ºe zvy²uje speci�tu vazby

RNAP k promotorové sekvenci a zárove¬ sniºuje stabilitu otev°eného komplexu RNAP na

promotoru in vitro (Achberger et al., 1982a; Hilton and Whiteley, 1985; Juang and Helmann,

1994a; Spiegelman et al., 1978). P°esto mutanty v genu rpoE nevykazují výrazný fenotyp

ani sníºenou ºivotaschopnost. Byla pozorována prodlouºená lag fáze r·stu a odli²ná morfo-

logie bun¥k mutant· na za£átku exponenciální fáze (de Saro et al., 1999). Mutanty v genu

rpoE nejsou schopny reagovat na zm¥ny r·stových podmínek stejn¥ rychle jako divoký kmen

a tudíº prohrávají p°i kompetici s jinými bu¬kami (Rabatinova et al., rukopis v p°íprav¥).

Mutanty v genu rpoE sníºily svou virulenci u Streptococcus agalactiae, Streptococccus mutans

a Staphylococcus aureus (Watson et al., 1998; Seepersaud et al., 2006; Xue et al., 2010).

Podjednotka δ RNAP se unikátn¥ vyskytuje pouze u kmene Firmicutes gram-pozitivních

bakterií (Rabatinova et al., rukopis v p°íprav¥). Struktura δ se d¥lí na strukturovanou

N-koncovou doménu (NTD) o velikosti 95 AK, sloºenou ze £ty° α-helix· a jednoho anti-

paralelního β-listu a na �exibilní C-koncovou doménu (CTD) sloºenou z 69 AK u B. subtilis.

Tyto domény jsou spojeny oblastí n¥kolika lysin· (de Saro et al., 1995; Motackova et al., 2010).

NTD δ je na rozdíl od CTD vysoce konzervovaná u gram-pozitivních bakterií, jak dokládá

srovnání aminokyselinových sekvencí δ na obrázku 34 u vybraných bakterií.

                  *                .:               .    .                ::            
Bac_subtilis MGIKQYSQEELKEMALVEIAHELFEEHKKPVPFQELLNEIASLLGVKKEELGDRIAQFYTDLNIDGRFLA
Strep_pneumoniae MRRNALELEVFAGQEKSELSMIEVARAILELRGRDHEMHFSDLVNEIQNYLGTSNSDIREALPLFYTELN
L_monocytogenes MDLKNLTQEERSELSLIDVAHFILEQRKETILFPELVKEIQAFLGLKDAEIRERLVQFYTDMNIDGNFIS
Leu_citreum MALTQLGNHPKEELALVEIATAILSEHKTVMPFSSLVEEIQDFLAVDAETFQSRLSQFYTDLNTDGSFIS
Enter_faecalis MYLLEINVFEGLNKKELSMIEVAHAILEQHADVMDFSDLVNQIQNYLGKSDSEIRDQLAQFYTDLNIDGS
Bac_anthracis MDFKQYSPEELKECSMIEVVHSVLGDKRQATTFNELVQEIAQVLGLSQEQVNAKIAQFYTDLNIDGRFIN
P_pentosaceus MELENFKGQNKNELSMIEVAHAILAKSGEPMAFVDLANAVQSYLDKTDEEFRNRLSQFYTDLNVDGSFIS
         1.......10........20........30........40........50........60........70

                  :     .                                                               
Bac_subtilis LSDQTWGLRSWYPYDQLDEETQPTVKAKKKKAKKAVEEDLDLDEFEEIDEDDLDLDEVEEELDLEADDFD
Strep_pneumoniae FDGSFISLGDNKWGLRSWYGVDEIDEEIIALEENDDDEVAPKAKKKRVNAFMDGDSDAIDYNADDPEDED
L_monocytogenes LGNNTWGLRAWYPMDAIDEEVQTQTTPKKKRKSDDDDDEDEEILDDDVDYDDEEIVEELGEEEISLADVL
Leu_citreum LGNNEWGLRAWYPVDAIDESIHEIDDDDDAPKRKKAAKKVNVFADSAADDDVIDYNDDDPEDEDFGEVTE
Enter_faecalis FISLGDNRWGLRSWYPIDSIDEEVTHGLEEDEEDAPRRRKRKKVNAFITNPNDEDVIDYNDDDPEDAELT
Bac_anthracis LGENRWGLRSWYPYEQIDEEILPQPKPKKKRKVEDDGFDDYIEEDEDFDDADVTEDEDDDVEDLDKVLED
P_pentosaceus LGENTWGLRTWYPFESIDEALIHAEDEDEDRPVRKKRKKVNAFLADAADDDDVIDYDSDDPEDEEVEAED
         ........80........90.......100.......110.......120.......130.......140

                                 :                                                    
Bac_subtilis EEDLDEDDDDLEIEEDIIDEDDEDYDDEEEEIK
Strep_pneumoniae AYEADPALSYDDENPDDEKNEVEAYDAEINEIAPDDLGEDVDLNEDDDEFSDDDAETSEE
L_monocytogenes LDEEEDDDDHLPDGIEGDLATVEDDYTDGDYTEDPEDK
Leu_citreum EETDVDVDDSEVEVEDDEEEEIAVGDDETIDDNLTELTGTNDLDDLSDGDIEK
Enter_faecalis NDDEEDILYDDEEDEDEEIKAYNSDLQEIGADSDDDEEDIPQIEEDLTIIDDDDVEDEDVFDDEYSEE
Bac_anthracis EDGDDDDLDDLDEDEDDFAEEELEYDETEEEEEEL
P_pentosaceus TTSDDAPAFEDLSNDDDTDVLPDGIEGQLSELNEDDEN
         .......150.......160.......170.......180.......190.......200........

Obrázek 34: Srovnání aminokyselinových sekvencí podjednotky δ RNAP u vybraných bakte-
rií.=100 % shoda AMK, : AMK tém¥° shodné, . AMK s podobným nábojem. Bac � Bacillus,
Strep � Streptococcus, L � Listeria, Leu � Leuconostoc, Enter � Enterococcus, P � Pediococcus.
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Podle rozdílnosti jednotlivých domén δ je pravd¥podobné, ºe kaºdá z domén by mohla

p·sobit na iniciaci transkripce rozdílným mechanismem. Proto byly p°ipraveny fragmenty

NTD δ, které by v budoucnu m¥ly pomoci objasnit funkci této domény a její minimální

strukturu pro zachování funkce.

Krat²í fragment NTD δ byl ozna£en jako 1/2 Nδ a del²í fragment byl ozna£en jako 3/4 Nδ.

P°íslu²né vektory se zaklonovanými £ástmi genu rpoE byly transformovány do expresních

bun¥k E. coli. Následn¥ byly tyto proteiny vyizolovány metodou a�nitní chromatogra�e. Pro

dal²í experimenty byly p°ipraveny proteiny: 1/2 Nδ, 3/4 Nδ, Nδ a celý protein δ.

Experimenty objas¬ující funkci NTD a CTD budou v budoucnu nejprve zkoumány pomocí

transkripce in vitro. Bude zkoumán vliv na stabilitu otev°eného komplexu RNAP, efekt na

speci�tu vazby RNAP k DNA a efekt na recyklaci. Efekt jednotlivých domén nebo jejich £ástí

in vivo bude studován pomocí kompeti£ního fenotypu.
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9.3 Hledání homolog·/analog· proteinu δ v jiných organismech

Sekven£ní homologie celého proteinu δ nebyla nalezena ani u gram-negativních bakterií ani

u eukaryotních organism· (Rabatinova et al., rukopis v p°íprav¥). A£koliv strukturn¥ podobné

eukaryotické proteiny k Nδ byly nalezeny, jejich funkce se ukázaly jako rozdílné (Motackova

et al., 2010). P°i hledání sekven£ní podobnosti CTD δ s proteiny z jiných organism· byla

pouºita 20 AK sekvence z CTD δ. Do následného zkoumání byly vybrány pouze ty proteiny,

které obsahují sekvenci bohatou na kyselé AK (aspartát, glutamát) dlouhou minimáln¥ 30 AK

a obsahující alespo¬ 50 % kyselých AK. Tato doména bohatá na kyselé AK byla ozna£ena jako

doména napodobující nukleovou kyselinu (nucleic acid mimic domain, NAMd). P°i hledání v

krystalogra�ckých strukturních databázích protein· se ukázalo, ºe obecn¥ vysoce kyselé oblasti

protein· se vyskytují v nestrukturované form¥, tedy i v hypotetických NAMd (RNDr. Ivan

Barvík, Ph.D., ústní sd¥lení).

V²echny nalezené proteiny se známou identitou obsahující NAMd pat°í mezi proteiny

interagující s NK, tedy nukleoproteiny. Ve skupin¥ nukleoprotein· se vyskytují zejména tran-

skrip£ní faktory. Tyto proteiny byly nalezeny u modelových organism· � Rýºe seté (Oryza

sativa), Dánia pruhovaného nazývaného zeb°i£ka (Danio rerio), My²i domácí (Mus musculus)

i u £lov¥ka (Homo sapiens).

Transkrip£ní inicia£ní faktor IIA (Transcription initiation factor IIA) pomáhá RNAP II

k efektivn¥j²ímu vytvo°ení inicia£ního komplexu na ur£itých genech (DeJong et al., 1995), coº

by mohlo být p°irovnáno k funkci proteinu δ, která zvy²uje a�nitu RNAP k promotorových

oblastem (Hilton and Whiteley, 1985). Podobn¥ na promotorovou selektivitu p·sobí i tran-

skrip£ní inicia£ní faktor IID (transcription initiation factor TFIID) (Pointud et al., 2003), u

kterého jsme rovn¥º na²li kyselou oblast.

Nov¥ popsaná strukturovaná doména YTH v proteinu YTH domain-containing protein 1

byla identi�kována jako vazebný partner krátkých sekven£ních motiv· RNA (Zhang et al.,

2010). Doména YTH se neshoduje s oblastí, kde byla námi nalezená NAMd.

Lidský transkrip£ní elonga£ní faktor SPT5 (transcription elongation factor SPT5 ) repri-

muje i stimuluje transkripci (Chen et al., 2009). Je moºné, ºe stimula£ní efekt je zaloºen na

stimulaci recyklace transkripce, na které se podílí NAMd.

Lopéz de Saro (1999) ozna£il podjednotku δ ve spolupráci se σA u gram-pozitivních bak-

terií jako hypoteticky funk£n¥ homologní k σ70 gram-negativních bakterií (více v kapitole

Moºná funk£ní homologie podjednotek δ a σ70 na stran¥ 35). V sekvenci σ70 bylo nalezena

oblast záporn¥ nabitých AK, která se výrazn¥ podobá CTD δ. Tato oblast se rozkládá mezi

D189 aº D213 a je nestrukturovaná. Na obr. 35 vlevo je oranºov¥ zobrazena kompletní pod-

jednotka σ70, na obr. 35 vpravo pouze jiº zmín¥ná kyselá oblast, která je nestrukturovaná a

proto pouze schematicky nazna£ena prost°ednictvím te£ek (RNDr. Ivan Barvík, Ph.D., ústní

sd¥lení; Rabatinova et al., rukopis v p°íprav¥).

Kyselé £ásti protein· SPT5 a σ tak mohou sdílet n¥které funkce s kyselou CTD podjed-

notky δ p°i transkripci.
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Obrázek 35: Model interakce podjednotky σ s inicia£ním komplexem RNAP. Podjednotky
RNAP jsou zobrazeny: β sv¥tle mod°e, β� ²ed¥, σ oranºov¥, ω £ern¥, NTD δ zelen¥, místa
interakce NTD δ s RNAP £erven¥, templátové vlákno DNA ºlut¥ a netemplátové vlákno DNA
tyrkysov¥. Vlevo je zobrazena kompletní podjednotka σ70, vpravo pouze kyselá oblast pod-
jednotky σ70, která je nestrukturovaná a proto pouze schematicky nazna£ena prost°ednictvím
te£ek (RNDr. Ivan Barvík, Ph.D., nepublikovaná data).

V budoucnu by bylo zajímavé ov¥°it funk£ní homologii protein· SPT5 a δ porovnáním je-

jich efektu na transkripci. Bylo by moºné p°ipravit konstrukty Nδ f·zované s kyselou doménou

SPT5. Tento postup by bylo moºné pouºít i pro ostatní identi�kované proteiny.
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10 Shrnutí

Byla studována podjednotka δ RNAP z B. subtilis. Byli studováni moºní interak£ní partne°i

podjednotky δ RNAP z B. subtilis, byly p°ipraveny zkrácené varianty podjednotky δ RNAP

pro budoucí objasn¥ní role jednotlivých domén tohoto proteinu a byla hledána sekven£ní a

strukturní podobnost podjednotky δ s proteiny z jiných organism·.

Proteiny interagující s δ byly identi�kovány na základ¥ dvouhybridního kvasinkového sys-

tému ve Streptococcus pneumoniae. Následn¥ byly vytvo°eny expresní kmeny E. coli, které

obsahovaly vektor s genem yxbF nebo ywcC. Protein YwcC se ani po mnoha pokusech p°i-

pravit nepoda°ilo. Protein YwcC byl protein s men²í homologií s p·vodním proteinem ze

S. pneumoniae, proto v izolaci YwcC dále nebylo pokra£ováno. Následn¥ se poda°ilo p°ipra-

vit protein YxbF v dostate£ném mnoºství a £istot¥ pro dal²í experimenty metodou a�nitní

chromatogra�e.

Ke studiu interakce mezi δ a YxbF byla pouºita nativní polyakrylamidová elektroforéza.

Pro detekci vazby byla pouºita radioaktivn¥ nazna£ená δ a nativní YxbF. Bylo zji²t¥no, ºe za

daných podmínek se YxbF neváºe na podjednotku δ RNAP.

K ov¥°ení hypotézy, jestli YxbF pomáhá δ p°i vazb¥ RNAP byla pouºita nativní poly-

akrylamidová elektroforéza. Bylo provedeno srovnání mezi experimentem se zvy²ující se kon-

centrací YxbF a experimentem se zvy²ující se koncentrací referen£ního proteinu BSA. Oba

proteiny vykazovaly podobný efekt na vazbu δ na RNAP. Bylo prokázáno, ºe pozorovaný efekt

proteinu YxbF je nejspí²e nespeci�cký. Protein YxbF tedy nepomáhá podjednotce δ navázat

se na RNAP.

Protein YxbF vykazoval mírný inhibi£ní efekt transkripce in vitro na ribosomálních pro-

motorech rrnB P1 a Pveg. Na promotoru Pveg, se výrazn¥ projevovala inhibice aº p°i vysoké

koncentraci YxbF na rozdíl od transkripce na promotoru rrnB P1, která byla mírn¥ inhibo-

vána p°i niº²ích koncentracích proteinu. Po porovnání efektu na transkripci na promotoru

rrnB P1 nativního a denaturovaného YxbF bylo zji²t¥no, ºe pozorovaný efekt není speci�cký

pro nativní protein YxbF.

Stejn¥ tak bylo potvrzeno, ºe za p°ítomnosti podjednotky δ RNAP není rozdíl mezi efektem

nativního a denaturovaného YxbF na transkripci in vitro na promotoru rrnB P1.

Má práce p°isp¥la k objevu, ºe na rozdíl od nalezené interakce podjednotky δ RNAP a

proteinu SP_2234 ve S. pneumoniae nebyla nalezena interakce mezi podjednotkou δ RNAP

s homologním proteinem YxbF z B. subtilis. Homologie mezi YxbF a SP_2234 byla relativn¥

nízká, coº m·ºe být p°í£ina pozorovaného jevu. Nicmén¥ ve S. pneumoniae tato interakce

m·ºe hrát zatím neznámou roli, k jejíº objasn¥ní bude pot°eba dal²ího studia.

Poda°ilo se p°ipravit expresní kmen E. coli, který obsahoval fragmenty genu rpoE. P°ipra-

vené proteiny o délce 65 AK a 45 AK N-koncové £ásti podjednotky δ byly získány v dostate£-

ném mnoºství a £istot¥ pro dal²í experimenty. V budoucnu budou pouºity pro charakterizaci

funkce jednotlivých domén podjednotky δ RNAP.

Bylo provedeno bioinformatické hledání homolog· proteinu δ. Hledání sekven£ní a struk-

turní podobnosti podjednotky δ a její N-koncové £ásti nep°ineslo významné objevy pro ob-

jasn¥ní molekulárního mechanismu p·sobení tohoto proteinu v bu¬ce. P°i porovnání záporn¥
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nabité £ásti sekvence C-koncové domény podjednotky δ byly nalezeny podobné oblasti u

nukleoprotein· eukaryotních organism·. Nalezené sekvence bohaté na kyselé AK mohou p·-

sobit jako speci�cké domény napodobující nukleovou kyselinu. Tím pravd¥podobn¥ sout¥ºí

s nukleovou kyselinou o vazbu proteinu, £ímº zvy²ují speci�tu vazby proteinu.

Má práce p°isp¥la k identi�kaci nového obecného typu proteinové domény, který bude

v budoucnu charakterizován.
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