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Abstrakt

RNA polymeraza (RNAP) je klicovy vicepodjednotkovy enzym genové exprese, ktery spolu
s faktorem o tvoii holoenzym a zajist'uje prepis genetické informace z DNA do RNA. V této praci
byla studovdna RNAP z Bacillus subtilis a jeji primarni faktor o*. Faktor 6* uréuje specifitu pro
promotory, na které holoenzym nasedd. Soucasti jeho struktury je doména 1.1, ktera
pravdépodobné vazbou na domény 2 a 4 zabrafiuje vazbé samotné ¢ na promotor, pokud neni

soucasti holoenzymu.

Prvni ¢ast prace ovétuje hypotézu, zda doména 1.1 védze domény 2 a 4 a brani tak vazbé samotné
o na promotor. Za timto G¢elem byly vytvofeny riizné doménové konstrukty, u kterych byly
testovany vzajemné interakce. Interakce domén byla testovana metodami Nitrocellulose filter
binding assay, EMSA a transkripci in vitro. Vysledky neprokéazaly vyznamnou interakci mezi

doménami.

Druha cast prace se veénuje vytvoieni ndstroje pro studium enzymologiec RNAP z B.
subtilis — rekombinantni RNAP (rRNAP). Nejprve byl fadou klonovacich krokii vytvoten
plazmidovy konstrukt pro expresi tfRNAP v Escherichia coli, nasledné byl protein izolovan
a charakterizovan. Izolace se podafila bez kontaminace faktory ¢ (tato kontaminace je Casta pii
izolaci RNAP z B. subtilis). Byla v§ak zjiSténa piitomnost ATP (nikoli GTP) a vazba této molekuly
by mohla mit biologickou relevanci pro aktivitu enzymu. Po izolaci byla demonstrovana

enzymaticka aktivita izolované rRNAP.

Shrnuto, hlavnim vysledkem této diplomové prace je vytvoteni nového, vysoce u€inného nastroje

pro studium RNAP z modelové plidni bakterie B. subtilis.

Kli¢ové slova: RNAP, sigma faktor, interakce, funkce, expresni systém



Abstract

RNA polymerase (RNAP) is a key multi-subunit enzyme of gene expression that, together with
the o factor, forms a holoenzyme and transcribes genetic information from DNA to RNA. RNAP

A were studied in this thesis. The cA factor

from Bacillus subtilis and its primary factor ¢
determines the specificity for the promoters to which the holoenzyme binds. Part of its structure is
domain 1.1, which is likely to prevent binding of ¢* to the promoter by itself (unless it is part of

the holoenzyme) by binding to domains 2 and 4.

The first part of the thesis verifies the hypothesis that domain 1.1 binds domains 2 and 4 and thus
prevents binding of 6A to the promoter. To this end, various domain constructs have been created
and their interactions have been tested. Domain interaction was tested by Nitrocellulose Filter
Binding Assay, EMSA, and in vitro transcription. The results did not show significant interaction

between domains.

The second part of the thesis deals with the creation of a tool for the study of the enzymatology of
RNAP from B. subtilis - recombinant RNAP (rRNAP). First, a plasmid construct for expression
of rRNAP in Escherichia coli was constructed by a series of cloning steps, followed by protein
isolation and characterization. Isolation was achieved without contamination by ¢ factors (this
contamination is common during isolation of RNAP from B. subtilis). However, the presence of
ATP (not GTP) was detected and the binding of this molecule could have biological relevance to
the enzyme activity. After isolation, the enzymatic activity of the isolated rRNAP was

demonstrated.

In summary, the main outcome of this thesis is the creation of a new, highly effective tool for the

study of RNAP from a model soil bacterium B. subtilis.

Keywords: RNAP, sigma factor, interaction, function, expression system
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Seznam zKkratek

e AK — aminokyseliny

e Asp — kyselina asparagova

e BSA —hovézi sérovy albumin

e dH>O — destilovana voda

e ECF — faktory s extracytoplasmatickou funkci
e Glu - kyselina glutamova

e His—tag — histidinova kotva

e iH>0O — injekéni voda

e NTP — nukleosidtrifosfat

e OD - opticka denzita

e PAA —polyakrylamid

e PAGE — polyakrylamidova elektroforéza

e pb —par bazi

¢ (p)ppGpp — guanosin tetrafosfat

e RE —restrikéni enzym

e RNAP - RNA polymeraza

e RP.—uzavieny komplex promotoru a RNAP
e RPiit—rany elonga¢ni komplex

e RP, — otevieny komplex promotoru a RNAP
e rRNAP — rekombinantni RNAP z B. subtilis exprimovana v E. coli
e SDS — dodecylsiran sodny

e Shine-Dalgarnova sekvence — SD sekvence
e UP element — upstream element

e  Wt—divoky kmen



Uvod

Enzym RNAP a faktor ¢ zajiStuji jak chod transkripce, tak jeji specifitu. Kazdy faktor o
rozpoznava svou specifickou sadu promotora (Paget, 2015). Tento systém poskytuje bakterii
uc¢innou a rychlou regulaci transkripce, ktera bunkdm pomaha efektivné reagovat na rozli¢né
zivotni podminky. Tato diplomova prace je zamétena na B. subtilis, jeho RNAP a primarni faktor
o’

Doména 1.1 faktoru ¢ ma autoinhibi¢ni funkci, kdy pravdépodobné vazbou na domény 2 a 4
zabranuje vazbé na promotor, pokud faktor ¢ neni navazan na RNAP (Schwartz et al. 2008).
Prvnim cilem bylo ziskat podrobnéjsi vhled do interakce domény 1.1 s ostatnimi doménami. Byly
nejprve studovany vlastnosti samostatnych doménovych konstrukti a jejich interakce
s autoinhibicni doménou 1.1. Pomoci nékolika metod byla nésledné testovdna vazba téchto

konstruktli na promotorovou sekvenci DNA. Nakonec byla studovana interakce doménovych

konstruktti s RNAP pomoci transkripce in vitro.

Druha ¢ast této diplomové prace byla zaméfena na tvorbu konstruktu pro néslednou izolaci
a purifikaci klonované rRNAP z B. subtilis. Takovéto konstrukty jiz byly v literatuie popsany, ale
proteinové vytézky z téchto systéml byly velmi nizké, takZze nebyly vhodné pro biochemické
experimenty (Yang & Lewis 2008). Byl tieba zcela novy, efektivni systém pro izolaci a purifikaci
rRNAP z B. subtilis pro testovani vlastnosti tohoto enzymu. Byl proto naklonovan konstrukt
podjednotek rRNAP, ktery byl exprimovan v E. coli a fRNAP nasledné izolovana pomoci
histidinové kotvy. Metodou multiple round transkripce in vitro byla ovétena funk¢nost a vlastnosti
rRNAP. Bylo sledovano, jak rRNAP funguje v transkripci samostatné a jak funguje po rekonstiuci

s faktorem o™.



2 Literarni prehled

2.1 Bakterialni transkripce

Transkripce je proces, pii némz dochéazi v bunce k piepisu DNA do RNA, a to na zaklad¢
komplementarity bazi. Jednd se o prvni fazi genové exprese, tedy cesty od informace zapsané
v DNA k funkénimu proteinu. Za transkripci je zodpovédny enzym RNAP. Tento proces prepisu
genetické informace je délen na tfi faze. Prepis zaCinad iniciacni fazi, nasleduji elongacni

a terminacni faze.

V nésledujicich kapitolach blize popisi klicovy enzym RNAP, bakteridlni promotor, faktory o

a samotny prubéh transkripce.

2.1.1 RNA polymeraza

U bakterii se nachazi pouze jeden druh RNAP, kterd byla popséna v 70. letech 20. stoleti (Hurwitz,
2005). U eukaryotickych bunék se nachazi celkem tfi typy RNAP. VSechny eukaryotické RNAP
obsahuji 12 a vice podjednotek a dosahuji hmotnosti pfesahujici 500 kDa (Severinov, 2000).
Bakterialni RNAP je enzym veliky pfiblizné 400 kDa a obsahuje Ctyti zékladni podjednotky.
Podjednotku o, kterd se naléza v enzymu jako jedina ve formé dimeru, B, B a @ (Borukhov &
Nudler, 2008). Poprvé byla struktura bakteridlni RNAP charakterizovana u Thermus aquaticus
(Zhang et al., 1999).

Slozeni jadra RNAP probihd mechanismem samouspotfadani. Nejprve se vytvoii dimer
podjednotek o, které vytvoii leSeni. Na toto leSeni se poté miiZou navazat podjednotky  a B°.
Podjednotka ® napomahé B pfi navazovani na o3 (Haugen et al., 2008). Podjednotky RNAP
postupné sestavuji charakteristicky tvar, ktery pifipomina krabi klepeto. Tvar je ohranien
podjednotkami B a B¢, které mezi sebou maji kanal Siroky 2,7 nm a uvniti tohoto kanalu najdeme
misto obsahujici ionty Mg?* (aktivni misto RNAP), kde dochazi k syntéze nového vlakna RNA
(Obrazek 1). Podjednotky dohromady tvoii takzvané jadro RNAP (Murakami & Darst, 2003,
Zhang et al., 1999).



Déle budou popsany jednotlivé podjednotky RNAP. Vlastnosti podjednotek budou popsany
u dobte prozkoumané E. coli.

Dulezitou roli mé podjednotka a, kterd je kodovana genem rpoA (Burgess, 1969). Molekulova
hmotnost podjednotky je pfiblizné¢ 35 kDa. Obsahuje N-—koncovou a C—koncovou doménu.
Domény jsou mezi sebou propojeny pohyblivym linkerem. VEtsi N—koncova doména napomaha
dimerizaci podjednotek a a jejich kontaktu s podjednotkami B a B°, které tak drzi pohromadé
(Hayward et al., 1991). Naproti tomu o néco mensi C—koncova doména zesiluje iniciaci transkripce

kontaktem s tzv. upstream elementem (UP element) (Zhang et al., 1998, Wang, 1997).

Podjednotky B a B° jsou nejvétsimi podjednotkami enzymu. Tyto podjednotky jsou kodovany geny
rpoB a rpoC a molekulovou hmotnost maji ptiblizné¢ 134 kDa. Obé tyto podjednotky jsou
sekvenéné vysoce konzervovany (Paget, 2015). Podjednotku B tvoti 9 konzervovanych ¢asti (A az
I) a podjednotku B° vytvari 8 konzervovanych ¢asti (A az H). Mezi témito specifickymi ¢astmi se

nachazi nekonzervované, velmi variabilni oblasti (Morse et al., 2002).

Na podjednotku B¢ se vaZze nejmensi podjednotka jadra RNAP, podjednotka @ (Murakami, 2015).
Podjednotka o dosahuje délky piiblizné 90 AK a jeji molekulova hmotnost je piiblizné 8 kDa. Je
kédovana genem rpoZ, lezi ve stejném operonu jako gen pro spo7, coz je enzym ovlivilujici
koncentraci alarmonu ppGpp (guanosin tetrafosfat) v buiice (Vrentas et al., 2008). Zatim se
spekuluje o jejim vlivu na transkripci. Jako podjednotka neni esencidlni, vi se nicméné o nékolika
funkcich, které napomahaji transkripci. Hraje roli v transkripéni regulaci alarmonem (p)ppGpp pii
stringentni odpovédi. Role pii regulaci transkripce byla zatim prozkoumana pouze v pokusech in
vitro (Vrentas et al. 2008). Déle pak napoméha pii sbalovani podjednotek RNAP a zvySuje jeji
stabilitu za zvySenych teplot (Ghosh et al., 2003).

Nekteré bakterie maji kromé téchto zédkladnich podjednotek podjednotky dalsi. Bakterie Bacillus
subtilis, ktera patii mezi grampozitivni bakterie skupiny Firmicutes, ma navic podjednotky o a «.
Podjednotka 9§, kterd ma velikost kolem 20 kDa, je kédovana genem rpoE a reguluje iniciaci
transkripce. Pravé tato podjednotka totiz ovliviluje senzitivitu RNAP ke koncentraénim zménadm

.....

schopnost bakterii pfizpisobit se prostiedi (Rabatinova et al., 2013). Mimo tuto funkci také
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prispiva k prevenci vazby RNAP na nespecifickou DNA. Také se uplatituje pti uvoliiovani RNAP
béhem terminacni faze transkripce (Weiss & Shaw, 2015, Juang & Helmann, 1994). Podjednotku
g, kterd ma molekulovou hmotnost pfiblizné 8 kDa, koduje gen rpoY. O funkci této podjednotky
neni mnoho znamo. JelikoZ se gen rpoY nachdzi ve stejném operonu jako RNaza J1, existuje
hypotéza, ze by podjednotka mohla mit funkci, stejn¢ jako RNaza J1, v posttranskripcni regulaci
a upravach RNA (Linder et al., 2014). Existuje hypotéza, Ze podjednotka £ mlize pfispivat k vyssi
odolnosti bakterie vici bakteriofagim tim, Ze brani vazbé fagovych proteini na RNAP (Keller

etal., 2014).

Jadro RNAP (a2, B, B*,®) nedokaze samo rozpoznat specifickou sekvenci promotoru, na kterou se
ma navazat. V tom napomahd nezavisly faktor o, ktery se k RNAP pfipoji a vytvoii tak spolu
holoenzym, ktery je schopny nasednout na specifickou promotorovou DNA. Faktory o, které
prepisuji esencidlni geny bakterie, se nazyvaji primarni faktory, nebo také housekeeping faktory.
B. subtilis mé& priméarni faktor 6, u E. coli se tento primarni faktor nazyvéa ¢’° (nizev vznikl na
zékladé molekulové hmotnosti tohoto faktoru, kterd je 70 kDa). Kromé primarnich faktort
nalezneme v bunce také alternativni faktory o, které rozezndvaji promotory pro geny se
specifickymi funkcemi vhodnymi pro danou situaci. Funguji ve chvili, kdy je bakterie ve stresu, ¢i
potiebuje reagovat na urcity signal z prostiedi. Faktory ¢ nenajdeme u eukaryotickych bun¢k, tam

napomahaji specifikovat promotor pro danou RNAP transkripéni faktory.

RNAP obsahuje tfi kanaly (Obrazek 1), které vedou mezi podjednotkami enzymu. Funkci
primarniho kanalu je vazat hybrid DNA:RNA. Do sekundarniho kandlu ptichazi substrat pro
RNAP (NTP) a je tudy smérovan do aktivniho mista enzymu s Mg > ionty. Jako tieti zde nalezneme
RNA vystupni kanal, kterym vychdzi nové syntetizované vlakno RNA (Borukhov et al., 2005).
Na obrazku je RNAP zobrazena s faktorem Gthl, ktery svou vazbou inhibuje iniciaci transkripce
(Tagami et al., 2010) a s helixovym miistkem, ktery prostorové blokuje aktivni misto RNAP pfti

pozastaveni transkripce (Weixlbaumer et al., 2013).

Strukturu 3D bakteridlni RNAP se nejprve podaftilo ziskat u Thermus aquaticus (Zhang et. al.,
1999) a Thermus thermophilus (Obrazek 1) (Tagami et al., 2010)., poté u E. coli (Murakami 2013).
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Modelovy organismus, na ktery se zamétuji, Bacillus subtilis, ma zatim pouze navrzeny homologni

model struktury RNAP, jelikoz se zatim nepodatfilo ziskat krystalovou strukturu tohoto enzymu.

Funkce RNAP neni fizena pouze popsanymi podjednotkami, ale ovliviiuje ji také spousta dalSich

faktorii. MlZe byt ovlivnéna napt. nekodujici RNA, transkripénimi faktory, roli v§ak mohou mit

1 malé molekuly jako (p)ppGpp (Srivatsan et al., 2008).

Svorka

Faktor Gfhl

Helixovy mustek

Faktor Gfhl

Hybridni vaz.
misto

\ Sekundarni
B kanal
Katal. misto B

2.1.2 Promotor

Sekundéarni kanal

Obrazek 1: Struktura RNAP u Thermus
thermophilus — elongacni komplex
Struktura elongacniho komplexu RNAP a
navazaného faktoru Gfthl.

Barevné oznaceni:

RNA — oranzova

DNA (templat) — modra

Faktor Gthl — fialova

Svorka — zelena

Helixovy mustek — rizova

Zbylé domény — Sediva

a) Zobrazeni primarniho a sekundarniho
kanalu.

b) Zobrazeni sekundarniho kanalu RNA
vystupniho kanalu. Obrazek upraven z

(Tagami et al., 2010).

Bakterialni promotor je specificky usek DNA, ktery se nachazi pfed samotnou sekvenci genu, lezi

takzvan¢ upstream, neboli proti sméru transkripce od daného genu. Promotor tvoii dvé hlavni

oblasti rozeznavané faktory o (tato stavba promotoru neplati u faktord rodiny 6%), a to oblast —10
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a —35 (Obrazek 2). Nazvy oblasti vyplyvaji z jejich pozice viici pocatku transkripce v pozici +1.
Casto se na promotoru miizou vyskytovat také UP element, prodlouZena oblast —10 a diskriminator

(Keiltys & Rosenberg, 1987).

Sekvence promotorovych oblasti urCuje silu vazby holoenzymu. Kazdy faktor ¢ ma urcitou
sekvenci DNA, takzvanou konsensus sekvenci, na kterou se nejsilnéji vaze (Chen & Helmann,
1995). Ne vzdy vSak faktory o vyzaduji pfesnou konsensus sekvenci pro silné navazani.
U alternativnich faktorii o se zjistilo, ze toleruji odchylky v sekvenci promotoru, aniz by byla
ovlivnéna jejich vazba na promotor (Osterberg et al., 2011). U E. coli bylo objeveno, Ze pied
promotorovou sekvenci lezi UP element, coz je oblast bohatd na AT pary. Nachazi se mezi
pozicemi —60 a —40. Délka UP elementu je cca 20 pb. Tato oblast zajiStuje interakci
s C—koncovymi doménami (CTD) podjednotek oo RNAP (Haugen et al., 2008). Svou vazbou
podjednotka o zvySuje silu vazby mezi RNAP a promotorem a pomdahé pii vazb& spravného

promotoru. Mize také vazat n€které transkripéni faktory (Ishihama, 1992).

Sekvenci —35 tvoii hexamer s konzervovanou sekvenci DNA 5‘-TTGACA-3° a lezi v pozici mezi
—35 a —30. Po sméru transkripce poté nasleduje DNA oblast, ktera se nazyva mezernik (nebo také
spacer). Sekvence mezerniku je dlouha 17 — 19 pb a lezi mezi oblastmi —35 a —10 (Ruff et al.,
2015). Za spacerem po sméru transkripce se mize v n¢kterych ptipadech nachazet prodlouzena
oblast —10 (neboli také extended —10). Jsou to pouze 4 bp pred sekvenci —10, které maji uprostred
konzervovanou sekvenci dvou bazi 5‘-TG-3°(Barne et al., 1997). Oblast —10 je stejné jako oblast
—35 hexamer a mé sekvenci 5‘-“TATAAT-3¢, ktera se nachazi v pozici —12 az —7 (Haugen et al.,

2008).

Na oblast —10 navazuje sekvence 5-9 pb vedouci k pozici +1. Pokud je tato oblast bohatd na GC
pary, nazyva se diskriminator. Diskriminator ma vliv na stabilitu vazby mezi RNAP
a promotorovou DNA (diky regulaci stability otevieného komplexu). Regulace je nejvic znatelna
u promotor pro geny pro RNA, ty maji slabou vazbu s oblasti 1.2 faktoru o, coz zplsobuje
nestabilitu otevieného komplexu (Haugen et al., 2006). Promotorova sekvence a vazebnd mista pro

faktor ¢ jsou znazornény na obrazku 2.
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| 4 r | 4 Y +1

\
- UP element - Mezernik -- -10 DISC . DS DNA

CONS AAAWWTWTTTNNNAAANNNNNEFGHEENNNNNNNNNNNNEEEEN TATAA TNNNNNN - - ANNNNNNNNNNN

)P5 AAATATCTAACACCGTGCGTGENGHGEATTTTACCTCTCEBBETCATAATGCTTGC--ATGTACTAAGGA
T7A1 TAAAATTTATCAAAAAGAGTATEGACE TAAAGTCTAACCMEBGGATACTTACAGCC-ATCGAGAGGGAC
rmB P1 AAAATTATTTTAAATTTCCTCREGEGHE - GGCCGGAATAABNBE CTATAATGCGCCACCACTGACACGGAA

Obrazek 2: Holoenzym RNAP a jeho vazba na promotor u E. coli

CONS - optimalni konsensus sekvence. Nize jsou uvedeny sekvence tii dalSich promotort.

Barevné znaceni: UP element — modra, sekvence —35 — fialova, prodlouzena oblast —10 (oznacena EXT)
— Cervend, oblast —10 — Zlut4, diskriminator — oranzova, transkripcni pocatek (pozice +1) — zelena,
transkribovana oblast — Sediva. Shodnymi barvami jsou znazornény domény faktoru '°, které

s promotorovymi oblastmi interaguji. Obrazek upraven z (Ruff et al., 2015).

Na obrazku 2 jsou zobrazeny vazby holoenzymu RNAP a promotorem. Oblast 4.2 podjednotky o
se vaze na promotorovou oblast —35, dale miizeme vidét, Ze sekvence —10 véaze oblasti 2.3 a 2.4
podjednotky o. Diskriminator se vdZe na oblast 1.2. faktoru c. MiiZze také dochazet k interakcim
mezi UP elementem a C—koncovymi doménami podjednotky a a k interakci mezi prodlouzenou

sekvenci —10 (pokud je pfitomna) a oblasti 3 na faktoru ¢ (Ruff et al., 2015).
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2.1.3 Faktor ¢

Faktory ¢ se déli do dvou velkych rodin 6’° a 6**. Své pojmenovani prevzaly od dvou nejvice
znamych faktorti 6 u E. coli (pojmenovano podle molekulové hmotnosti téchto faktorti). Vétsinu
faktori ¢ fadime do rodiny 67%, v této skupiné miizeme najit jak faktory primarni, tak alternativni.

Naproti tomu rodina faktorti ¢

obstarava reakci organismu pouze na specifické podminky,
nezajist'uje expresi esencialnich genti. Pocet faktorti ¢ je rozdilny v zavislosti na daném organismu.
Tento pocet zavisi na prostfedi organismu, na jeho metabolismu a dalSich faktorech. Napftiklad B.
subtilis ma téchto faktor dohromady 18, E. coli jich obsahuje 7, Mycoplasma genitalium 1

a Streptomyces coelicolor jich ma velmi vysoky pocet, celkem 63 (Bentley et al., 2002).

Faktor ¢ funguje jako podjednotka RNAP, diky které holoenzym vaze specifickou sekvenci
promotoru, ovliviluje stabilitu otevieného komplexu a zacatek transkripce. Samotny faktor o, stejné
jako RNAP, nemiize specificky vazat promotor. Pokud neni spolu s RNAP ve formé holoenzymu,
je v neaktivni konformaci a neschopny vazat DNA. Avsak ukazuje se, Ze slaba vazba vznikat miize
(Yeh et al., 2011). Dikazem jsou nékteré alternativni faktory ¢ a jejich vazba na promotor bez
RNAP. Faktor o miiZe také interagovat s transkripénimi aktivatory (Severinov, 2000, Saecker et

al., 2011).
2.1.3.1 Skupina ¢

Faktory ve skupiné ¢'° se d&li celkem na ¢&tyfi tiidy. Tyto tiidy se mezi sebou li§i postem domén,
které se 1i8i sekvenci a funkci (Obrazek 3). U faktorii 6 nalezneme maximalné ¢tyfi domény, a to

doménu 1.1 (oblast 1.1), doménu 2 (oblast 1.2 — 2.4), doménu 3 (3.0 — 3.2.), a doménu 4 (oblast
4.1. - 4.2.) (Campbell et al., 2002).
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Skupina sigma70:

4

2a3

(8]

‘e:t 10

uzf‘
20

40 -30

b)
Prodl. -10 sekvence

-35 sekvence

Obrazek 3:

(a) Doménova struktura skupiny ¢’ , rozdily mezi jednotlivymi tfidami a znizornéni vazby na

promotor

Doménovi struktura jednotlivych tiid 67°, niZe se nachazi promotorové sekvence regulovana faktorem o’
u E. coli. PreruSované §ipky znazornuji vazbu na promotor. Barevné oznaceni: Doména 1.1 — bila, doména
2 —zelena, oblast 1.2 — oranZova, doména 3 — modra, doména 4 — Cervend, Nekonzervovana sekvence (NCR)

— rizova, Netemplatova DNA — fialova, templatova DNA —

prodlouzena —10 a sekvence —35 — zluta

(b) RNAP s navazanou ¢”° u E. coli — iniciaéni komplex

Domény ¢’ a jsou znaleny stejnymi barvami jako ¢ast (a), ale promotorové sekvence nemaji Zlutou barvu.

h TS -IU
AR

disc

-10 sekvence

tyrkysova,

—

Diskriminator

sigma prst

diskriminator, sekvence —

Tuto barvu ma nové syntetizované vlakno RNA. Obrazek upraven z (Paget, 2015).
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2.1.3.1.1 Trida 1

Pouze tfida 1 (o1) zahrnuje faktory o, které obsahuji vSechny ¢tyfi domény, mezi kterymi jsou
variabilni spoje. Do této t¥idy patii primarni faktory o, konkrétné 6’° u E. coli a o* u B. subtilis.
Spousti transkripci na vétSiné promotorti u exponencialniho rastu, kdyz nejsou ptfitomny zadné

specifické podminky ¢i ohrozeni.

Do dalsich tfid (62, 63 a o4) jsou fazeny alternativni faktory o, ty bakterie vyuZzivd pouze za
urcitych okolnosti, kdy je potteba piizplsobit se zméné prostiedi ¢i zivotnimu stadiu, kompetici
a dal§im faktortim. Faktory téchto tfid neobsahuji tzv. autoinhibi¢ni oblast 1.1. Doména 1.1 funguje
jako autoinhibi¢ni doména a jeji struktura je slozena z negativné nabitych o—helixti (Obrazek 4).
Na rozdil od dalSich domén se jako jedina nachazi pouze u faktort o tfidy 1. Diky funkci této
autoinhibicni oblasti se faktor 6 nevaze na DNA, pokud neni soucasné vazan na RNAP, se kterou
tvoti funkéni holoenzym. Inhibice funguje takovym zpiisobem, Ze se doména 1.1 navéaze na zbylé
domény enzymu, pravdépodobné na domény 2 a 4, a vytvoii tak neaktivni konformaci (Schwartz

et al., 2008)

ra : Obrazek 4: Struktura domény 1.1 faktoru ¢*
& z B. subtilis
Na obrazku je znazornéna struktura domény 1.1
o?, HI — HIII oznacuji tii o— helixy (Zachrdla
et al., 2017).
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Diky studii na bakterii Thermotoga maritima bylo objasnéno, Ze jakmile faktor ¢ neni vazan na
RNAP, tvoii kompaktni konformaci, pfi¢emz doména 1.1 se nachédzi v blizkosti domén 2 a 4.
Predpoklada se, ze se mezi doménami jedna o elektrostatické interakce, nicméné dikaz fyzické
vazby domén stale chybi (Schwartz et al. 2008). Jakmile faktor ¢ navaze jadro RNAP a vytvoii tak
holoenzym, odkryji se vazebna mista pro promotor na doménach 2, 3 a 4. Poté dojde k nasednuti
holoenzymu na specificky promotor (Murakami et al., 2002), (Vassylyev et al., 2002). Doména 1.1
ma vSak krom¢ autoinhibi¢ni funkce také velky vliv na vznik otevieného komplexu (takzvané
ma schopnost navazat se RNAP do jejiho aktivniho mista a branit tak navazani templatové DNA
(Bae et al., 2013). Tvorba oteviené¢ho komplexu je tedy zavisla na uvolnéni domény 1.1 z aktivniho
mista. V piipad¢, ze by zistala v aktivnim misté navazana, transkripce se nerozeb¢hne. Jakmile se
vSak vazba uvolni, mize byt vytvoien otevieny komplex a nasledné prob&hne transkripce. (Saecker

et al., 2011), (Hook—Barnard & Hinton, 2009), (Murakami, K. 2013).

Doménu 2 obsahuji vSechny &tyfi tfidy o’°. Sklada se ze tif a—helixii a je zndmo, Ze druhy helix
zajistuje vazbu na podjednotku ' RNAP (Young et al., 2001). V rdmci domény ovSem probiha
vice interakci. Nejen Ze doména 2 véaze podjednotku ° RNAP, ale oblasti 2.3 a 2.4 podjednotky ¢
také interaguji s oblasti —10 promotoru (Arthur & Burgess, 1998, Murakami et al., 2002). Uvnitt
promotorové sekvence —10 byly objeveny dvé konzervované baze, které zprostredkovavaji vazbu
mezi DNA a oblasti 2 faktoru 6. Jedna se o adenin na pozici —11 a thymin na pozici —7. Doména
se témito vazbami podili na stabilizaci otevieného komplexu (Zhang et al., 2012). Doména 2 mize
v ptipad¢ nekterych primarnich faktorii o obsahovat nekonzervovanou oblast (mezi oblastmi 1.2
a 2.1). U primarniho faktoru 6’ v E. coli bylo experimentalng zji$téno, Ze tato variabilni oblast
miZe mit vliv na disociaci faktoru ¢ v brzkych fazich elongace. Tato oblast miiZze byt rizné dlouha

(Leibman & Hochschild, 2007).

Doména 3 obsahuje, stejn¢ jako doména 2, celkem tii a—helixy, z nichz prvni helix se vaze na

.....

protoZe se muze na promotoru vazat na prodlouzenou -10 sekvenci, pokud je pfitomna (neni
piitomna u vsech tfid ¢’°, tudiz neni pro funkci promotoru esencialni. V piipadé promotori

s prodlouzenou —10 sekvenci, u kterych dojde k vazb& mezi touto sekvenci DNA doménou 3, jiz

18



nemusi byt pfitomna sekvence — 35, jelikoz piitomnost sekvence —10 je dostacujici k silné

stabilizaci vazby holoenzymu na promotor (Mitchell et al., 2003).

Mezi doménami 3 a 4 lezi konzervovana sekvence (neboli linker). Urcita ¢ast linkeru saha az do
kanalu, kudy vychazi nové syntetizované vlakno RNA a tvofi strukturu takzvaného “c prstu®, ktery
je v kontaktu s templatovym vlaknem DNA. Aby mohla fungovat transkripce a tvofila se nova
RNA, je nutné, aby se “c prst* vyvazal z vystupniho kanalu pro vlakno RNA. Jakmile se uvolni

vystupni kanal, mize probéhnout elongacni faze transkripce (Zhang et al., 2012, Paget, 2015).

Doménu 4 miizeme najit ve viech tiidach skupiny ¢’°. Tato doména piedev§im vaze podjednotku
B RNAP a stabilizuje tak strukturu holoenzymu. Navic interaguje s promotorovou sekvenci —35.
Doména je sloZena ze dvou par o—helixti. Kontakt s promotorovou sekvenci —35 zajiStuje par

a—helixd, ktery se naléza na C— konci proteinu (Campbell et al., 2002).

2.1.3.1.2 Trida 2

Do této ttidy patii alternativni faktory ¢ s doménami 2, 3 a 4, postradaji tedy autoinhibi¢ni doménu
1.1. Na rozdil od tfid 3 a 4 jsou strukturné velmi podobné skupiné 1, (Paget, 2015). Z téchto
poznatki vyplyva, Ze by se teoreticky mohly alternativni faktory o, které neobsahuji doménu 1.1,
navazat na DNA bez pfitomnosti jadra RNAP. Tato hypotéza byla potvrzena naptiklad u faktoru
o® u B. subtilis, i kdyz vazba v t&chto pfipadech nebyla zdaleka tak silnd, jako u holoenzymu
(Sevim et al., 2011, Kuo et al., 2015). Naopak u faktoru 'z B. subtilis se tato interakce nepotvrdila
(Ramaniuk et al., 2018).

Alternativni faktory o patfici do tfidy 2 obecné aktivuji geny dilezité pti hladovéni bunky ¢i pfi
dalsich stresech ve stacionarni fazi. Faktor 6® u B. subtilis, kterému se také obecné fika stresovy
faktor, zajiStuje transkripci genll pro reakci na rizné stresové podminky. Mize se aktivovat
kupftikladu pti reakci na osmotické a oxidativni stresy, pii kontaktu s antibiotikem, pii nedostatek
ATP nebo kysliku, ¢i za extrémnich teplot (Nannapaneni et al., 2012, Nagler et al., 2016). Dale do
této tiidy patii také faktor 65 (neboli 6°%) u E. coli, ktery je velmi dobte prostudovany. Aktivuje
geny pro reakci na Sirokou Skalu rliznych druhii stresu. Naptiklad v situaci, kdy bakterii schazi

zdroj uhliku, nebo se dostane do pfiilis vysoké teploty (Jishage et al. 1996, Battesti et al., 2011).
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2.1.3.1.3 Trida 3

Skupina 3 zahrnuje alternativni faktory o, které se svou sekvenci vyrazné odlisuji od skupiny 1.
Ve vétsing pripadu jsou slozeny ze tii domén, a to domén 2, 3 a 4. Tyto alternativni faktory regulu;ji
transkripci genl pro odpovédi na riznorodé stresy ¢i na zménu prostiedi nebo vyvoje bakterie.
Mohou to byt geny, které se exprimuji pti sporulaci, vysoké teploté, nebo béhem syntézy bic¢iku
(Paget & Helmann 2003). Do této tfidy fadime faktor o® z B. subtilis, ten reguluje expresi gentl pro
tvorbu bi¢iku nebo chemotaxi. Faktor P je aktivni v pozdnim exponencidlnim ristu (Serizawa et
al., 2004). Faktor s obdobnou funkci miZzeme najit také v E. coli, kde faktor o' (FliA) reguluje
aktivitu gend, které koduji stavebni kameny aparatu pro pohyb (Fitzgerald et al., 2014).

2.1.3.1.4 Trida 4

Ve tfidé 4 jsou zarazeny faktory o, které nazyvame faktory s extracytoplasmatickou funkci (ECF),
jelikoz slouzi jako receptory pro vnéjsi signaly prichazejici do buiiky a spousti patfi¢nou reakci
v odpovédi na signal. Do tiidy 4 spada nejvice faktori ¢ a je ze vSech tiid tou nejriznorod¢;jsi
(Lonetto et al., 1994). Tyto alternativni faktory o se skladaji pouze z domén 2 a 4. Tyto dvé domény
jsou dostacujici k rozeznani sekvence promotoru a nésledné navazani. Navic maji zkradcenou
doménu 2 o prvni a—helix v rdmci oblasti 1.2., proto zde neprobiha vazba na diskriminator (Staron
et al., 2009). Faktory ECF rozeznavaji a vaZou promotory, které maji ve vétSin¢ piipadu
konzervovany motiv “AAC” (alanin, alanin, cystein) nachéazejici se v promotorové oblasti —35
(Obréazek 5). V ramci promotorové oblasti —10 se zatim nenalezly konzervované, Castéji se

vyskytujici sekvence (Staron et al., 2009).
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Obrazek 5: Doménova struktura a porovnani

O3 Konsensus 67 vazebnych promotorovych sekvenci mezi

1 1
A _/ /_ o primarnimi faktory o a faktory ECF z E. coli
1

A) Schéma primarniho faktoru ¢’° obsahujici ctyfi

domény. U domén 2 a 4 jsou konsensus

sekvence promotoru, na které se domény silné

B 0-4 0—2 ECF faktory o viso.
GAACT N,, TCTGAt — E. colict B) Schéma faktori o patficich do skupiny ECF (o*
aae n, comaee — B. subtilis o7 u E. coli ac™ u B. subtilis). U domén 2 a 4 jsou
=== 19 konsensus sekvence promotoru, na které se

domény siln€ vazou. Obrazek upraven

z (Staron et al., 2009).

Do této t¥idy fadime naptiklad jeden ze sedmi ECF faktor( B. subtilis ", ktery zajistuje reakci
buitky na antimikrobidlni peptidy vylu¢ované sousednimi bakteriemi (Helmann, 2006). U E. coli
se nachazi faktor oF, ktery zprostiedkovava reakci na zvySujici se hladinu $patn& sbalenych
proteinti ve vn&j$i membrané a na dalsi stresové faktory (Mecsas et al., 1993). Faktor ot ma své
homology v jinych bakteriich, napiiklad v bakterii Vibrio cholerae (Mathur et al., 2007) nebo
Salmonella enterica. Témto bakteriim napomahaji pfi virulenci (Crouch et al., 2005, Testerman

et al., 2002).

2.1.3.2 Skupina ¢

Alternativni faktory ve skupiné o>* reguluji transkripci genti zajidtujicich zpracovavani
alternativnich zdroji uhliku, zpracovavani dusiku a také syntézu organti pro pohyb. Z promotort,
které jsou regulovany témito faktory, neni spusténa transkripce béhem exponencialniho ristu, kdy
je dostatek zivin (Zhang & Buck, 2015). Rozeznavaji na promotorové sekvenci motivy v pozici
—24 a —12 (Barrios et al., 1999). Tyto faktory jsou tvofeny oblastmi 1, 2 a 3 (Obrazek 6) a nemaji
sekvenéni podobnost se skupinou ¢’°. Oblast 3 jako hlavni zajistuje vazbu RNAP a zarovei se
vaze na sekvencni oblasti —24 a —12 na promotoru (Burrows et al., 2004). Vedle lezi oblast 2, ktera
funguje jako linker a pohyblivé propojuje oblasti 1 a 3. Oblasti 2 se mezi sebou 1isi sekvenci

a délkou (Southern & Merrick, 2000).
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Na konci lezi oblast 1. Jeji funkce je podobna jako u oblasti 3, také dokaze vazat RNAP a soucasné
i promotorovou sekvenci v oblasti —12. OvSem sila jejiho navdzani je mnohonéasobné slabsi nez
u oblasti 3. Kromé téchto funkci mé oblast 1 také schopnost vazat aktivatory transkripce bEBPs
(Obrazek 6) (Wigneshweraraj et al., 2001, Cannon et al., 1999). Aktivatory transkripce bEBPs jsou
dileZité pro izomerizaci a tvorbu otevieného komplexu, jelikoz faktory 6°* se dokazou navazat na
RNAP a promotor, nicméné nedokdzou aktivovat izomeraci DNA, tudiz se nevytvofi otevieny
komplex. Aktivatory bEBPs hydrolyzuji ATP a energii ziskanou z této reakce pfevedou na
konformac¢ni zmény DNA, dochazi tedy k tvorbé otevienému komplexu a muze zacit transkripce
(Osterberg et al., 2011, Cannon et al., 2001).

Skupina ¢>* zahrnuje napiiklad faktor o~ u B. subtilis (Débarbouillé et al., 1991) &i faktor o™ u

E. coli (Wigneshweraraj et al., 2002).

Region| Region i Region 1l
Interakce s bEBP a ’ Interakce s RNAP Vazba DNA v sekvencich -24
promotorovou sekvenci -12 a-12
1 477

: ] TN I

» $ P ° P & F G

Obrazek 6: Schéma faktoru ¢>*

Schéma ¢asti faktoru 6°* (byly popsany vyse). Obrazek upraven z (Bose et al. 2008).

Alternativni faktory o jsou regulovany za pomoci tzv. faktorti anti—o. Faktory anti—c se navazou
na faktory o a takto inhibuji jejich navdzani na jddro RNAP. Vazba faktoru ¢ na RNAP je
umoznéna pouze pokud se dany faktor vyvéaze ze spojeni s faktorem anti—c. Toto vyvdzani miize
probéhnout pomoci vazby faktoru anti—anti—c na komplex proteini ¢ a anti—c (Staron & Mascher,

2010).
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2.1.4 Transkripce

2.1.4.1 Iniciacni faze transkripce

.....

uzavieny komplex (RP.) (Obrazek 7). Nasledné postupné vznikaji intermedidty (tzv. prechodné
stavy), a to diky konforma¢nim zménam. Takto se krok po kroku vytvaii otevieny komplex (RP,),
jehoz soucasti je transkripcni bublina, ktera se tvofi mezi promotorovymi sekvencemi —11 a +2.
Proces tvorby otevieného komplexu se nazyva izomerizace (Tsujikawa et al., 2002). Béhem
izomerizace se baze +1 na templatovém vlakné posune do katalytického mista RNAP, které lezi
mezi podjednotkami B a B°. Jakmile se baze +1 presune do katalytického mista, mlize se na ni
V nékterych ptipadech mlze po zah4jeni transkripce dojit k takzvané abortivni iniciaci, pii které
jsou nékolikrat syntetizovany kratké oligonukleotidy o délce piiblizné 2—12 nukleotidii. V tomto
pfipadé¢ mluvime o raném elongaénim komplexu (RPint) (Lee & Borukhov, 2016). Teprve po

uplynuti této faze mize RNAP syntetizovat del$i transkript.

Elongacni faze nastava tehdy, pokud se DNA, ktera tvofi transkrip&ni bublinu po sméru transkripce
(tzv. Downstream DNA), zacne posouvat do RNAP. Dany pohyb nazyvame scrunching. Tato ¢ast
DNA fyzicky vytla¢i faktor o, ktery se vyvaze z RNAP a muze tak zacit elongacni faze (EC)
(Winkelman et al., 2015).
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Holoenzym Uzavreny komplex Otevreny komplex

’ _j0

Iniciaéni komplex Polatek Elongacni komplex
transkripce

Obrazek 7: Iniciace transkripce — jednotlivé faze

RNAP je ve form¢ modrého ovalu, ktery ma uprostied Stérbinu (aktivni misto).

Barevné oznaceni: (aCTD) C—terminalni domény podjednotky a — Sediva, domény ¢ — Cervena a fialova,
templatova DNA — zelena, netemplatova DNA —oranzova, nové syntetizovana RNA —Cervené vlakno.
Kanéaly RNAP jsou vyznaeny jako pieruSovana ¢ara, aktivni misto s ionty Mg® * je znazornéno pomoci

malé teCky ve Stérbin€. Obrazek upraven z (Lee & Borukhov, 2016).

2.1.4.2 Elongacni faze transkripce

Pti elongaci transkripce se RNAP posouva po vlakné DNA, které pouziva jako templat a z jejiho
vystupniho kanalu postupné vychazi syntetizované vldkno komplementarni RNA. Polymerace
nového vlakna RNA probiha v aktivnim misté RNAP, kde je navdzan ion Mg®" a také dva
aspartatoveé zbytky AK, které jsou zaporné nabité. K syntetizované RNA se postupné piipojuji NTP
a za ptitomnosti Mg?* se svym a—fosfatem navazuji na 3’OH skupinu posledniho nukleotidu nové
vznikajiciho RNA vlakna. Touto reakci dojde k odStépeni pyrofosfatu (Steitz et al., 1994).

Reakce je ovlivnéna piitomnosti iontti Mg?". Ion v aktivnim mist¢ interaguje s 3°OH koncem nové
RNA. Takto snizuje pKa OH skupiny a usnadni disociaci protonu. Na misté zlstane kyslik se
zapornym nabojem. Mechanismem nukleofilni substituce elektron takto nabitého kysliku napadne

o—fosfat nové pristupujiciho NTP a tim dochazi k vytvofeni kovalentni vazby. Ion Mg?" na
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pristupujicim NTP umoznuje lepsi odStépeni pyrofosfatu (Piccirilli & Koldobskaya, 2011,
Shechner et al., 2009).

2.1.4.3 Termina¢ni faze transkripce

Terminacni faze nastava tehdy, pokud RNAP na vldkné DNA narazi na konzervovanou sekvenci
termindtoru. Tato sekvence dava RNAP signal pro zastaveni. Terminace mtze probéhnout dvéma
zpusoby. Muze dojit k terminaci bez pouziti faktoru Rho, kdy se vytvoii invertované vlasenky
bohaté na GC pary. Vznikem vlasenky se rozpadne elongacni komplex a diky tomu, ze za GC pary
lezi az 8 thymind, dojde kvili slabé vazb¢ vzniklych AU pari k disociaci RNAP (Roberts, 2019).
Dalsi moznosti terminace transkripce je transkripce zavisla na faktoru Rho. Tento protein se sklada
z Sesti podjednotek uspotddanych do kruhu. Terminaci dokéze vyvolat svou ATPazovou
a helikazovou aktivitou (Kriner & Groisman, 2017).

Kazda podjednotka faktoru Rho obsahuje N—koncovou doménu. Tato doména mé schopnost vazat
RNA. Naproti tomu N—doména ma schopnost vazat sekvence na RNA (Rho utilisation sites), které
jsou cca 40 nt dlouhé a obsahuji hodné cytosinu (Bogden et al., 1999). C—koncova doména véze
ATP a diky jeho hydrolyze faktor Rho putuje po vlakné RNA az k RNAP a rozrusi elongacni
komplex (Park & Roberts 2006). V nékterych piipadech bylo zjisténo, ze se faktor Rho miize vazat

piimo na RNAP, nicmén¢ s mensi Gi€innosti terminace transkripce (Epshtein et al., 2010).

2.2 Systémy pro izolaci RNAP z bakterii

RNAP je ustfedni enzym bakteridlni transkripce a proto je velmi dilezité mit k dispozici efektivni
zpusoby jeho izolace a purifikace. Zakladni metodou je izolace RNAP z B. subtilis za pouziti
histidinové kotvy ptimo z buné&k (Qi & Hulett, 1998). Nicméné tento zptsob neumoziiuje mutaci
kli¢ovych aminokyselin a pfi izolaci hrozi kontaminace faktory . Pozdé&ji byl vytvofen pro RNAP
z B. subtilis heterologni expresni systém, kde byl konstrukt RNAP vnesen na dvou vektorech do
bun¢k E. coli a tam byl exprimovan (Yang & Lewis, 2008). S timto systémem jsou vSak proteinové

vytézky velmi nizké, takze nejsou vhodné pro biochemické experimenty nebo strukturni studie.
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V nasi laboratofi byla pii transkripci s izolovanou RNAP v minulosti pozorovana kontaminace
molekulou ATP (Obrazek 8), pficemz u jinych NTP tento trend nebyl pozorovan (JanouSkova,

Krasny, nepublikovano). Tento vysledek byl pozorovan s RNAP z B. subtilis i E. coli.

GTP+ GTP- ATP+ ATP- CTP+ CTP- UTP+  UTP-

- (-
- & & =

- - »
-

Obrazek 8: Kontaminace RNAP z E. coli molekulami ATP - transkrip¢ni gel

Na transkripénim gelu je zietelna aktivni ¢i neaktivni transkripce v pritomnosti ¢i nepfitomnosti daného
NTP. K transkripci byla pouzita komeréni RNAP z E. coli, kterd byla exprimovana v kmeni DE3
(E. coli). Jako templat pro transkripci byl pouzit PCR produkt — byla amplifikovana sekvence promotoru
Pueg z templatu 1177 (Tabulka 1) (Janouskova, Krasny, nepublikovano).
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3 Cile prace

3.1 Klonovat a purifikovat doménové konstrukty faktoru ¢* a ovéfit funkci autoinhibi¢ni

domény 1.1

Cilem bylo vytvofit i¢inny systém pro analyzu vazby domény 1.1 na ostatni domény c*.

e Klonovat a purifikovat rekombinantni doménové konstrukty faktoru ¢

e Otestovat vazbu a autoinhibi¢ni funkci konstruktu domény 1.1 na domény 2 a 4
- Otestovat autoinhibi¢ni funkci domény 1.1 metodou Nitrocellulose filter binding assay
- Oveéfeni vysledkl Nitrocellulose filter binding assay metodou EMSA

- Otestovat interakci doménovych konstrukti s RNAP v transkripci in vitro

3.2 Klonovat a purifikovat rRNAP z B. subtilis a otestovat jeji funkci a vlastnosti

Cilem bylo vytvofit nastroj pro studium enzymologie RNAP z B. subtilis — rTRNAP. K tomu byl
zapotiebi ucinny systém pro izolaci funkéni RNAP v dostate¢né koncentraci. Za timto ucelem byl

vytvotfen konstrukt rRNAP na jednom vektoru, ktery byl exprimovan v E. coli.

e Klonovat a purifikovat rRNAP z B. subtilis expresi v E. coli
e Ov¢fit funkenost a vlastnosti RNAP

- Otestovat rRNAP v transkripci in vitro

- Oveiit, zda je rRNAP kontaminovana ATP

- Oveéfit, zda je rRNAP kontaminovéna faktorem o
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4 Materialy a metody

4.1 Enzymy, chemikalie, média

4.1.1 Pouzité chemikalie a enzymy
e [0—P]UTP-M.G.P.
e [y-"P]ATP-M.G.P.
e Agardza pro molekularni biologii — Amresco
e APS (Peroxodisiran amonny) — Sigma
¢ Bromfenolova modi — Dr. G. Gruber & Co.
e BSA (Hovézi serum albumin) — Sigma
e CH3COONa (Octan sodny) — Lachema
e Coomassie Brilliant blue G-250 — Serva
e DTT (Dithiotreitol) — Serva
e dNTP (dTTP, dCTP, dATP, dGTP) — Roche
e EDTA (Ethylendiamintetraoctova kyselina) — Lachema
¢ Ethanol 96% — Penta
e Ethanol 70% — Penta
e Expand High Fidelity PCR System — Roche
e Fenol — AppliChem
e Formamid — Penta
¢ Gel Red — Biotium
e Glycerol — Sigma
e H3BOs (Kyselina boritd) — Penta
e H3PO4 (Kyselina fosfore¢nd) — Lach—Ner
e 1H>O (Aqua pro injection) — Braun
e Izopropanol — Lach—Ner
e Chloroform — Penta
e Imidazol — Sigma

e IPTG (Izopropyl-p—D-thiogalaktosid) — Sigma
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e Kanamycin — Serva

e KCL (Chlorid draselny) — Lachema

e Loading buffer — Takara

e ME (B—merkaptoetanol) — Serva

e MgCl; (Chlorid hote¢naty) — Penta

e NaHPOj4 (Fosfore¢nan disodny) — Lach—Ner

e NaCl (Chlorid sodny) — Lach—Ner

e NTP (ATP, UTP, CTP, GTP) — Roche

e PAA (Polyakrylamid) — Serva

e Restrikéni endonukledzy (Ncol, Xhol, Xbal, Sbfl, Sacl, Ascl, Notl, Ncol, Kpnl) — Takara
e rSAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) — New England Biolabs
e SAP pufr - NEB

e T4 DNA Ligéza — Takara

e T4 DNA Ligacni pufr — Takara

e T4 kinaza — Takara

e T4 kinazovy pufr — Takara

e TEMED (Tetrametyletylendiamin) — Serva

e Tris—acetat — Serva

e Tris—HCI — Serva

e Xylene cyanol — Serva

4.1.2 Kultiva¢ni média

e Luria—Bertoni médium (LB) - pH 7, 11
- Kvasinkovy extrakt 5 g
- Trypton 10 g
- NaCll0og
- dH20 doplnéna do 1 litru
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4.2 Pristroje

4.2.1 Trepacky a termostaty

BLOCK HEATER SBH 130D

Termostat ur¢eny k inkubovani mikrozkumavek
- Maximalni kapacita je 36 x 1,5ml mikrozkumavky
- Maximalni rozmezi teplot je 24—130 °C

- Firma STUART

BIOLOGICAL THERMOSTAT BT 120
Termostat urc¢eny k inkubovani Petriho misek
- Maximalni rozmezi teplot 5-75 °C

- Firma LAB SYSTEM

HORIZONTAL SHAKER HS250 BS1

Ttepacka (horizontalni) s moznosti nastaveni ¢asu inkubace bun¢k
- Inkubace v Erlenmayerovych baiikach
- Maximalni otaCky jsou 500 rpm
- Firma IKA LABORATORTECHNIK

MULTI FUNCTIONAL SHAKER PSU 20

Ttepacka s moznosti nastaveni tiepani (reciproké, orbitalni a vibracni)
- Otéacky 20-250 rpm
- Firma BIOSAN

MINI ROCKER MR 1
Ttepacka s moznosti preklapéni umoznuje nabarveni geli SDS-PAGE
- Intenzita pteklapeni je 5-30 kmit/min

- Firma BIOSAN
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THERMOSTAT
Termostat umoziujici kultivovat bakterie v Erlenmayerovych baiikach

- Firma BROUWER

THERMOSTAT 5320
- Maximalni kapacita je 24 x 1,5ml mikrozkumavky
- Je mozné nastavit pét teplot (95 °C, 56 °C, 37 °C, 30 °C a 25 °C)
- Firma EPPENDORF

THERMO SHAKER TS - 100 C
Termostat umoznujici tfepat vzorky
- Maximalni kapacita je 24 x 1,5ml mikrozkumavky
- Maximalni rozptyl teplot je 24—100 °C
- Otéacky v rozmezi 250-1400 rpm
- Firma BIOSAN

THERMO 120
- Maximalni kapacita je 24 x 1,5ml mikrozkumavky
- Maximalni rozptyl teplot je 24—100 °C
- Potfizeno z VYVOJOVYCH DILEN UOCHB

VORTEX GENIE 2
- Maximalni rozptyl otacek 600 — 3200 rpm
- K dispozici dva reZimy: kontinualni dotykovy

- Firma SCIENTIFIC INDUSTRIES

4.2.2 Elektroforézy
OWL™ P10DS DUAL GEL SYSTEM
Vertikalni elektroforéza, umoziiuje analyzovat vzorky znacené izotopem

- THERMO SCIENTIFIC
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OWL™ EASYCAST B1A MINI GEL ELFO SYSTEM
Horizontalni elektroforéza, umoznuje analyzovat fragmenty DNA

- Firma THERMO SCIENTIFIC

XCELL SURELOCK™ MINI CELL ELFO SYSTEM
Vertikalni elektroforéza
- Pouzity ptedpiipravené gely SDS-PAGE firmy Novex
- Firma NOVEX, USA

4.2.3 Zdroje napéti

POWER PAC 3000
- Urcen pro elektroforézy
- Maximalni napéti je 300 V
- Firma BIO RAD, USA

ENDURO 300V POWER SUPPLIES
- Urcen pro elektroforézy
- Maximalni napéti je 300 V
- Firma LABNET INC., USA

4.2.4 Centrifugy

AVANTI J-26XPI

Centrifuga s chlazenim, vyménitelné rotory
- Mximalni zrychleni u rotoru JA-10 je 17 700 x g (kyvety 0,5 1)
- Maximalni zrychleni u rotoru JA-25.50 je 25 000 x g (kyvety 50 ml)
- Firma BECKMAN

ALLEGRA X-15R CENTRIFUGE
Centrifuga s chlazenim, vykyvny rotor SX4750A
- Maximalni zrychleni je 5 250 x g
- Maximalni kapacita je 24 x 15ml kyvety/12 x 50ml kyvety
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- firma BECKMAN

MINI — CENTRIFUGE
- Maximalni zrychleni je 2000 x g
- Maximalni kapacita je 6 x 1,5ml mikrozkumavky

- Firma ROTILABO

MICROFUGE 20R

Centrifuga s chlazenim, vymeénitelné rotory
- Maximalni kapacita je 24 x 1,5ml mikrozkumavky
- Maximalni zrychleni u rotoru FA241.5 je 20 627 x g
- Firma BECKMAN

UNIVERSAL 320 R
Centrifuga s chlazenim, vyménitelné rotory
- Maximalni zrychleni u rotoru 1420-B je 21 382 % g, maximalni kapacita je 24 x 1,5 ml
mikrozkumavky
- Maximalni zrychleni u rotoru 1620-A je 9 509 x g, maximalni kapacita je 6 x 50ml
kyvety
- Firma HETTICH

4.2.5 Dalsi pristroje

EG 2200

Analyticka vaha
- Maximaln€ 2200g
- Firma KERN

BAS-MS2040

Kazeta obsahujici citlivou desku ur¢end k vyhodnoceni transkripce in vitro

- Firma FUJI
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KNFLAB
Vakuova pumpa (firma LABPORT)

MIDIDRY D62 (BIOMETRA)
Susicka gela
- SuSici plocha ma rozmeéry 30 x 40 cm

- Rozmezi teplot je 5 — 90 °C

MINI 900EP15 CONTAMINATION AND RADIATION MONITOR
- Geigerav — Miillertiv pocitac (pfirucni)
- Citlivost 0,5 — 2000 cps
- Firma THERMO SCIENTIFIC

MOLECULAR IMAGER FX
Phosphoimager od firmy BIO-RAD

NANODROP™ LITE
Spektrofotometr, umoziuje mefit koncentraci DNA

- Firma THERMO SCIENTIFIC

pH/ION 510
pH metr od firmy OAKTON INSTRUMENTS

PTC 200
Cycler od firmy MJ RESEARCH
- Dva termobloky (dva typy mikrozkumavek dle velikosti)

UP 200S
Sonikator od firmy HIELSCHER (vyménitelné sondy)

UV -1601PC UV VISIBLE
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Spektrofotometr od firmy SHIMADZU

UVT-20M

Transiluminator od firmy HEROLAB
4.3 Vektory

Plazmid pET-28b(+)
Plazmid pET-28b(+), zakoupeny od firmy Novagen se pouziva piedevsim pro klonovani gent

a expresi jimi kddovanych proteinti, v mé diplomové praci byl pouzit k produkei rekombinantnich
kontrukt 6. Schéma plazmidu viz Obrazek 9.

Obsah plazmidu:
sekvence His—tag (6 histidinl pfipojenych na C—konci proteinu)
- T7 promotor (inducibilni)

- gen zajist'ujici rezistenci na kanamycin

Xho l{158)
Not I{168)
Eag l(168)

Hind ll{173)
Sal lj179)
Sac l(190)
EcoR lj192)
BamH l{138)
Nhe l(231)
Nde l(238)
Nco l(296)
Xba l(3as)

Bal ll401)

SgrA l{a42)

Sph l(598)

Dra llls127)

Pwu l(4428)
Sgf l(4426) -

Sma l{4300) Miu lf1123)

3 Bel I{11a7)
Cla l(4117) ol
Nru (4083 1 ||y BSIE i1304)
w
pET-28a(+) = || [rApa 1334
(5369bp) 24
&

BssH ll(1534)
EcoR V(1573)
Hpa l{1829)

Eco57 l(a772)

AlwN 1(3640)

BssS (3387 PshA I(1968)

Bal liz187)
Fsp l(2208)
Psp5 lliz230)

BspLU11 l{3224)
Sap l(3108)

Bst1107 l(2995)

Tth111 l{2969)
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T7 promater primer #59348-3

pET upstream primer #69214-3

Bal I T7 promoter lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCC LG GAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAAT TETRAGC GLATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA

Neol His+Tag Nde | Nhel T7-Tag
TATACCATGEGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGRCCTRGTECCGCECORCAGCCATATGGCTAGCATCACTERTCEACAGCAA

MetGlySerSerHicsHisHicsHisHisHi sSerSerGlyLeuValProArgGlySerHisMetAlaSerMetThrGlyGlyGInGIn

Eag| thrombin
BamH | EcoR 1 Sacl _Sall Hindlll _ Notl  Xhol HisTag
ATGGGTCGCGGATCCGAATTCOAGCTCCGTCEACAAGCTTGLGGCCGLACTCAAGCACCACCACCACCACCACTCAGATCCGRCTECTAACAAAGCCE pET-28a «|
MetGlyArgilySerGluPheGluleuArgArglind laCyst lvArgThrArgd laProFroProProfrolevArgSerGl vOysEnd
CACAAGCTTGCGGCCGLACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCERCTGOTAACAAAGCCE pET-28k (|

CGTC
.

GGTCGGGATCCGAATTCGAGCTC
GlyArg

euluHisHisHisHisHisHIsEnd

AsplysleuAlablah

spProfsnSerSer

LGGRTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGC TTGCGGLCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGECTGCTAACAARGCCC pET-28c ||
GlyArglleArglleArghloProSerThrSerLevArgPredisSerSerTheThrTheTheThrThrGlul leArgleuleuThrliysPro. .

Bput102 | T7 terminator
GAAAGGAAGCTCAGTTGECTGCTRCCACCOC TRAGCAATAACTAGCATAACCCCTTRGGGCCTCTARACGEETCTTGAGEERTTTTTTG

-—
T7 terminator primer #569337-3

Obrazek 9: Mapa plazmidu pET-28b(+). Zdroj: manual firmy Novagen

Plazmid pAC22
Plazmid pAC22 (odvozen z plazmidu pET28a, ziskany z laboratofe Roberta Landicka) (Kouba et

al., 2019) se pouziva piedevsim pro klonovani genli a expresi jimi kddovanych proteind. V této
diplomové praci byl pouzit k produkci rRNAP z B. subtilis. Schéma plazmidu s vlozenymi
podjednotkami RNAP z B. subtilis ({RNAP) je znazornéno na Obrazku 10.

Plazmid obsahuje:

- sekvence His—tag (6 histidinll pfipojenych na C—konci proteinu)
- T7 promotor (inducibilni)

- gen zajist'ujici rezistenci na kanamycin
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terminator T7)
(14 321) KpnI

pAC22-Bsub-RNAP
14 700 bp

(10 674) Ncol

promotor lacl
promotor T7)

XbalI (5030)
SbfI (6020)

(rpoZ

Sacl (6262)

GT

AsclI (6817)

(7060) NotI

Obrazek 10: Mapa plazmidu pAC22
Mapa plazmidu pAC22, pouzitého na klonovani RNAP z B. subtilis. Jednotlivé podjednotky byly vkladany
do plazmidu pomoci restrikénich enzymt Xbal, Sbfl, Sacl, Ascl, Notl, Ncol a Kpnl. Mapa byla vytvoiena

v programu SnapGene Viewer dostupném na adrese https://www.snapgene.com/snapgene—viewer/.

Plazmid p770
V nasi laboratoti byl Plazmid p770 ziskan z laboratoie pani Rossové (Ross ef al., 1990). Promotory

urcené k transkripénim experimentim do néj byly vloZeny za pomoci restrikénich endonukleaz mezi
restrikéni mista EcoRI a Hindlll. Nize je zndzornéna mapa plazmidu (Obrazek 11).
Plazmid obsahuje:

- B-laktamazovy gen, ktery poskytuje rezistenci k ampicilinu

- Terminator (p nezavisly)
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Obrazek 11: Mapa plazmidu p770
Mapa plazmidu p770 pouzitého jako templat v transkripci in vitro. Mapa byla vytvofena v programu

SnapGene Viewer dostupném na adrese https://www.snapgene.com/snapgene—viewer/.
4.4 Pouzité bakterialni kmeny

Tabulka 1: Seznam bakteridlnich kment pouzitych v této praci

Nazev kmene  Genotyp Pivod

supE44; AlacU169(®80 lacZAM15); hsdR17;

DH5a (E.coli)  recAl; endAl; gyrA96; thi—1; rel-Al Invitrogen
BL21(DE3) F— ompT hsdS(rB— mB-) gal dcm A(DE3)

LK 1828 DHS5a pET28b(+)/sigd (D1 _2)-6His Tato prace
LK 1829 DH5a pET28b(+)/sigA (D2)-6His Tato prace
LK 1830 DH5a pET28b(+)/sigA (D3_4)-6His Tato prace
LK 1834 DH50 pET28b(+)/sigd (D4)-6His Tato prace
LK 1831 DH5a pET28b(+)/sigd (D1_4)-6His Tato prace
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LK 1832 DHS5a pET28b(+)/sigA (D2_4)-6His Tato prace
LK 1835 BL21(DE3) pET28b(+)/sigd (D1 _2)-6His Tato prace
LK 1836 BL21(DE3) pET28b(+)/sigd (D2)-6His Tato prace
LK 1837 BL21(DE3) pET28b(+)/sigd (D3 _4)-6His Tato prace
LK 1855 BL21(DE3) pET28b(+)/sigd (D4)-6His Tato prace
LK 1838 BL21(DE3) pET28b(+)/sigd (D1 _4)-6His Tato prace
LK 1839 BL21(DE3) pET28b(+)/sigd (D2 _4)-6His Tato prace
LK 1345 BL21(DE3) pET28b(+)/sigA (D1.1)-6His Tato prace
LK 2289 DHS50 pAC22/rpoA _rpoZ rpoE rpoY Tato prace
LK 2331 DHS5a pAC22/rpoB Tato prace
LK 2345 DHS5a pAC22/rpoB_rpoC Tato prace
BL21(DE3) pAC22/

LK 2376 rpoA_rpoZ rpoE rpoY rpoB rpoC-8His Tato prace
LK 1177 DH50a p770/Pyeg

4.5 Prace s mikroorganismy

4.5.1 Kultivace bakterii

Bakterie (bakteridlni druhy E. coli a B. subtilis) byly kultivovany piedev§im na agar6zovych
miskach (37 °C), nebo také v Erlenmayerovych baikéach v tekutém médiu. Bakterie v tekutém
médiu byly kultivovany v 37 °C za neustalého tiepani. Objem tekuté kultury nepiesahl 1/3 objemu
banky.

Postup:
- Kultura byla zaoCkovéna z glycerinové konzervy sterilni klickou do 10 ml ptedehiatého LB
s ptislusnym antibiotikem a nésledné byla ttepana 12—14 hodin v 37 °C.
- Nasledn¢ se zméfila optickd denzita kultury (OD) a kultura byla ptfeockovéna do
specifického objemu piedehiatého média s ptislusnym antibiotikem na pocate¢ni OD 0,03.
- Nakonec byla kultura inkubovéna v 37 °C pfi stdlém tfepani. V jednotlivych €asovych

intervalech byla zaznamenavéana OD a vynaSena do grafu ristové kiivky.
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- Pii kultivaci wt RNAP z bun€k B. subtilis probihalo ptfeoCkovani kultury do predehiatého

média bez antibiotika.

Postup méreni optické denzity

Byl odebran vzorek kultury, ktery byl poté ziedén v poméru 1:9 s dH20. Nasledn¢ byla naméfena
hodnota OD. K tomu byl pouzit spektrofotometr UV — 1601PC, na kterém byla zvolena vIinova
délka paprsku, tedy vinova délka 600 nm, kterd se pouziva k méfeni koncentrace bakterialni
kultury. Nakonec byla vypocitina OD ptvodniho neziedéného vzorku prostym néasobenim

nameétené hodnoty.

4.5.2 Tvorba glycerinové konzervy

Tento zptsob uchovavani vzorkli umoziuje skladovat bakteridlni kmen v teploté —80 °C az nékolik
let. Z tekuté kultury bakterii v LB médiu s transformovanym vektorem se odebralo 850 pl kultury
a toto mnozstvi bylo smichano s 150 pl sterilniho glycerolu. Tato smés byla po promichani ulozena

do teploty — 80 °C.

4.6 Prace s DNA

4.6.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Metoda PCR byla v této praci pouzita k amplifikaci genti pro jednotlivé doménové konstrukty
faktoru ¢, pro amplifikaci podjednotek RNAP z B. subtilis a pro amplifikaci promotorovych
oblasti. Jako templatova DNA byla pouzita chromozomalni DNA z B. subtilis. V reakcich byly
pouzity primery, které jsou uvedeny v kapitole Vysledky. NiZe je rozepsana reak¢ni smés PCR pro

jednu reakci (Tabulka 2).
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Tabulka 2: Reakéni smés pro PCR (50 pl)

Latka Objem (pl)

1H>O (injek¢ni voda) 40,25
templatova DNA (1 pg) 1
primer forward (100 pmol/pl) 1
primer reverse (100 pmol/ul) 1
10mM dNTP 1
10x pufr (MgClz) 5
DNAP Expand High Fidelity PCR system 0,75
Teplota Namichana smés byla vlozena do cycleru PTC
Pocet cykli (°C) Cas (s) 200 a DNA byla amplifikovdna dle programu
1 95 120 v tabulce 3.
1 95 15 Tabulka 3: program amplifikaéni reakce
56 30
72 60
5 95 15
52 30
72 60
24 95 15
48 30
72 60

Po amplifikovani DNA za pomoci PCR byly vzorky vzdy analyzovany pomoci agarové

horizontalni elektroforézy.

4.6.2 Horizontalni agarova elektroforéza
Slozeni pufru 50x TAE: 2M Tris—acetat, 50mM EDTA (pH 8,0)
Postup:

- Byla sestavéna aparatura OWL™ EASYCAST B1A.
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- Poté bylo rozpusténo 0,5 g agarozy v 50 ml pufru 1XTAE v Erlenmayerové baiice. Tim
byla namichana 1% agar6za. Vznikly roztok byl néasledné chlazen a poté k nému bylo
pfipipetovano fluorescencni barvivo Gel Red, které barvi nukleové kyseliny, a to
v mnozstvi 5 pl — fedéni 1:10 000.

- Vznikla smés byla promichana a nalita do elektroforetické aparatury. Do aparatury byl
vsazen hieben, ktery pii tuhnuti gelu vytvaii komurky k naneseni vzorki.

- B¢hem 30 minut smés ztuhla, poté byla aparatury zalita pufrem 1x TAE. Cely gel
i elektrody byly zakryty pod hladinou pufru.

- Nakonec byl vyndan hieben z aparatury.

- Do jedné jamky v gelu byl vzdy nanesen velikostni marker.

(Pouzité typy markerti od firmy Thermo Scientific: GeneRulerTM Low Range DNA
Ladder, GeneRulerTM DNA ladder MIX)

- Do dalSich jamek byly naneseny vzorky smichané s 10x Loading buffer v poméru 1:10.
Pouzity loading buffer byl zakoupen od firmy Takara.

- Sestavena aparatura byla pfipojena ke zdroji napéti POWER PAC 3000. Zdroj byl pustén
na napéti 5V/cm po dobu pfiblizn¢ 60 minut.

- Prob¢hla analyza gelu na transiluminatoru (UVT-20M) — vinova délka 320 nm, vysledek

byl zdokumentovan.

4.6.3 1zolace DNA z gelu
V ptipad¢ izolace DNA z gelu byl pouzit protokol a chemikélie z komercni soupravy QIAquick
Gel Extraction (firma QIAGEN). Centrifugace vzorkl byly provadény za pokojové teploty 24 °C
pfi zrychleni 17900 x g.
Postup:
- Sterilnim skalpelem byl na UV lampé€ vyfiznut pruh gelu s danou DNA, kterou chceme
izolovat. Poté byl vloZen do mikrozkumavky.
- Vyfiznuty pruh byl zvaZzen a bylo k nému pfidano trojndsobné mnozstvim pufru QG. Tedy
pokud je hmotnost pruhu naptiklad 200 mg, bylo pfidano 600 pl pufru QG.
- Po pfidani pufru QG byl vzorek inkubovan v 50 °C az do momentu GpIlného rozpusténi gelu
(vétsinou rozpusténi trva 10 minut). Mezitim byl vzorek kazdé 2 minuty promichan na

vortexu.
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Nasledné byl ke vzorku ptipipetovan izopropanol, pomér 1:1 s ptiivodni hmotnosti gelového
pruhu a tato smés byla promichédna pipetou.

Tato smés byla ptepipetovana do kolonky QIAprep, kterd ma silikagelovou membranu.
V této kolonce byla smés centrifugovana 1 minutu.

Tekutina protekla membranou (zbytek agarozy) byla odlita a na kolonku byl napipetovan
pufru QG (500 ul), nasledné byla kolonka centrifugovéna 1 minutu.

Tekutina protekla membranou byla odlita a nasledné bylo pfipipetovano 750 ul pufru PE,
kolonka s pufrem stala v pokojové teplot¢ po dobu 5 minut a nasledné¢ byla opét
centrifugovana 1 minutu.

Tekutina protekla membranou byla odlita, nasledné byla kolonka centrifugovana 1 minutu
kvuli odstranéni veskerych zbytki promyvaciho pufru.

Jako posledni krok byla eluovana DNA. Kolonka byla pfendana do nové mikrozkumavky,
na stfed membrany bylo napipetovano 30 ul pufru EB a poté byla mikrozkumavka 1 minutu

centrifugovana.

4.6.4 Stépeni

Metoda $tépeni restrikénimi endonukledzami byla pouzita pii pfipravé konci plazmidi pET—

28b(+) pro integraci doménovych konstrukti faktoru * a pro integraci podjednotek RNAP z B.

subtilis. Metoda byla také pouZita pro St€peni koncli produkti PCR urenych k integraci do

plazmidu pET-28b(+). SloZeni reakénich smési pro stépeni jednotlivych PCR produkti jsou

rozepsany nize, v Tabulkach 4 a 5.

Tabulka 4: Slozeni reak¢éni smési pro Sté€peni plazmidu pET-28b(+)

Latka MnozZstvi

10xK pufr (Takara) 3ul
BSA 3ul
Ncol (10 U/ul — Takara) 1l
Xhol (10 U/ul — Takara) 1 ul
Plazmid pET-28b(+) 1 pg

Doplnéno dH20 do 30 pl
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Tabulka 5: SloZeni reakéni smési pro Stépeni PCR produkti

Latka Mnozstvi

10xK pufr (Takara) 3ul
BSA 3ul
Ncol (10 U/ul, Takara) 1wl
Xhol (10 U/ul, Takara) 1l
Inzert 180 ng

Doplnéno dH>O do 30 pl

- Veskera provadéna Stépeni probihala 1 hodinu pfi teploté 37 °C. Nasledné bylo Stépeni

inaktivovano inkubaci v 65 °C po dobu 15 minut.

4.6.5 Defosforylace plazmidi
Po §tépeni plazmidl a inzertd byla provedena deforforylace plazmidld. Dany plazmid se smicha
s rISAP (Shrimp Alkaline Phosphatase), ktera zajisti defosforilaci 5' koncli DNA. SloZeni reakéni

smeési je rozepsano nize v Tabulce 6.

Tabulka 6: : SloZeni reak¢éni smési pro defosforilaci nastépenych plazmidi

Latka Objem (ul)

Plazmid 27 ul
10xSAP pufr (NEB) 3ul
rSAP (NEB) 4 ul
iH20 14 wl
Postup:

- Nejprve byla napipetovana smes (Tabulka 6).
- Po promichani byla ponechana pii teploté 37 °C na 30 minut.

- Nasledné byla defosforylace inaktivovéana inkubaci v 65 °C na 15 minut.
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4.6.6 Ligace

Ligaci nastépenych PCR produkti a defosforylovanych plazmidi byla provedena za pouziti
enzymu T4 DNA Ligazy a T4 DNA Ligacniho pufru (firma Takara). Slozeni ligacni smési je
rozepsano v Tabulce 7.

Tabulka 7: Slozeni liga¢ni smési

Latka Mnozstvi

Plazmid 100 ng
T4 DNA Ligaza (25 U/ul) 1l
T4 DNA Ligaéni pufr 2 ul

mnozstevni pomér 5:1
Inzert vuci plazmidu

Doplnéno dH>O do 20 pl

Postup:
- Byla napipetovéna liga¢ni smés (Tabulka 7), kterd byla po smichani byla inkubovana ptes
noc (12-14 h) v 16 °C.

- Nasledné byla inaktivovana inkubaci v 65 °C na 15 minut.

4.6.7 Transformace do E. coli
Pro transformaci bun€k E. coli byla pouZzita metoda teplotniho Soku (Hanahan, 1983).
Postup:
- Kompetentni buiiky E. coli, které byly pfipraveny v nasi laboratofi, byly vyjmuty z —80 °C
a poté byly ponechdny na ledu do rozmrznuti.
- Ligaéni smés (¢i plazmid) byla rozpipetovana do mikrozkumavek.
- Do jedné z mikrozkumavek byla napipetovana pouze iH20, ktera slouzi jako negativni
kontrola.
- Po promichani byly kompetentni buniky rozpipetovany po 100 pl do mikrozkumavek
s ligaéni smési, ty byly nésledné protfepany a inkubovany na ledu po dobu 30 minut
- Mikrozkumavky byly inkubovéany (90 s, 42 °C) a poté uloZeny na 5 minut na led.
- Poté byl do vSech mikrozkumavek pfipipetovan 1 ml LB média. Po promichani byly

mikrozkumavky zakryty parafilmem, vlozeny do stojanku a zajistény proti vypadnuti.
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- Nasledné probehla inkubace mikrozkumavek ve vodorovné poloze po dobu 60 minut
v 37 °C, a to za stalého tfepani.

- Mikrozkumavky byly centrifugovany (6000 x g, 1 min, 24 °C).

- Supernatant byl z vétsi ¢asti odlit, pelet byl resuspendovan ve zbylém médiu.

- Bunky ve zbylém médiu byly natieny pomoci sklenéné hokejky na agarové misky (agar LB
a odpovidajici antibiotikum).

- Nakonec byly buniky pies noc inkubovany pti 37 °C v poloze dnem vzhtiru.

- Nasledujici den byly kvantifikovany kolonie na miskach. Pokud se zadany inzert vlozil do
plazmidu, dané buiiky na LB agaru narostly. Pocet plazmidu, které se zpétné uzaviely i bez

vlozeného inzertu jsme redukovali diky defosforilaci 5' konct.

4.6.8 Miniprep — izolace plazmidové DNA
K izolaci plazmidové DNA z bun¢k byla pouzita komer¢ni souprava QIAprep Spin Miniprep Kit,
zakoupena od firmy QIAGEN.
Postup:
- Pozadovany plazmid byl ziskavan z buniek E. coli, které byly kultivovany pies noc v 10 ml
LB média (kapitola 4.5.1 Kultivace bakterii).
- Nasledujici den byla buné&cna kultura chlazena (15 minut) a poté centrifugovana na 3000
x g, po dobu 10 min pii 4 °C.
- Vznikly supernatant byl vylit, pelet byl resuspendovan v pufru P1 (250 pl) a poté
ptepipetovan do mikrozkumavky.
- Poté byl pfidan pufr P2 v mnoZstvi 250 pl, mikrozkumavky byly poté opakovanym
obracenim promichany.
- Nasledn¢ byl pfipipetovano 350 pl pufru N3, ihned potom byly mikrozkumavky
promichany a centrifugovany (17 900 x g, 10 min, 24 °C).
- Pouze supernatant byl piepipetovan na kolonku. Ta byla centrifugovana (17 900 x g, 1 min,
24 °C).
- Tekutina, ktera protekla, byla odlita a byl pfipipetovan pufr PE (750 pul).
- Poté byla kolonka centrifugovana na 17 900 x g, po dobu 1 min pfti 24 °C.
- Tekutina, ktera protekla, byla vylita a kolonka znovu centrifugovéana (17 900 x g, 1 min,

24 °C). Tim byl odstranény zbytky pufru PE.

46



- Poté byla kolonka piendéana do nové 1,5ml mikrozkumavky a bylo pfipipetovano 50 ul
pufru EB
- Po ubéhnuti 1 minuty v pokojové teploté probéhlo eluovani DNA do mikrozkumavky

prostiednictvim centrifugace (17 900 % g, 1 min, 24 °C).

4.6.9 Midiprep — Izolace plazmidové DNA

K izolaci plazmidové DNA z vétsiho objemu bun¢k byla pouzita komercni souprava Wizard plus
MidiPrep DNA purification systém (firma Promega). Tato metoda je urcena pro izolaci plazmida
z vét§iho objemu bunék (porovnano s metodou Miniprep).

Postup:

- Pfes noc byly péstovany buiiky (objem 100 ml média, postup dle kapitoly 4.5.1 Kultivace
bakterii).

- Poté byly buiiky 15 minut uloZeny na ledu a néasledné¢ centrifugovany v 50 ml falkonkach
na 5 250 x g, po dobu 10 min pii 4 °C.

- Vznikly supernatant byl odstranén a pelet byl resuspendovan v Cell Resuspension Solution
(3 ml - 1,5 ml na kazdou falkonku) za pomoci vortexu. Vzniklé roztoky byly slity do
spole¢né falkonky.

- Kroztoku byly pfipipetovany 3ml Cell Lysis Solution a byl promichdn jemnym
pfevracenim.

- Byl ptidén Cell Neutralization Solution (3 ml) a roztok byl promichan pfevracenim.

- Roztok byl centrifugovan pii zrychleni 10000 x g na 10 min pfi 4 °C.

- Vznikly supernatant s poZadovanou DNA byl pfepipetovan do nové falkonky (50ml).

- Byl pfidén resin (10 ml) a roztok byl promichén.

- Byla sestavena kolonka a pfipojena k vyvévée. Na kolonku byl nalit resin s DNA a tato smés
postupné pod tlakem protekla.

- Jakmile smés protekla kolonkou, byl pfilit Column Wash Solution (10 ml) s pfidanym
EtOH. Pfidani Column Wash Solution probéhlo 2x.

- Jakmile smés protekla kolonkou, byla kolonka pfipojena dalSich 30 sk vyvéve kvili

vyschnuti a poté byla teprve odpojena.
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Byla odiiznuta cast kolonky, ktera obsahuje DNA a tato cast byla vlozena do 1,5ml
mikrozkumavky. V mikrozkumavce byla centrifugovana nal0 000 x g po dobu 2 min pfi
24 °C.

Po centrifugaci byla kolonka pfendana do nové 1,5ml mikrozkumavky a byla na ni
nanesena injekéni voda (300 pl, ptedehiata na 65 °C). Po 1 minuté v pokojové teploté byla
centrifugovana na 10 000 x g po dobu 20 s pti 24 °C.

Roztok, ktery protekl kolonkou byl opét centrifugovan na 12 000 x g po dobu 5 min pii
24 °C).

Vznikly supernatant byl pfenesen do nové 1,5ml mikrozkumavky. Pipetovanim byl zméten

objem supernatantu.

Pro nésledné pouziti v transkripcnich reakcich byla navic pouzita fenol-chloroformova extrakce

(umozituje odstranit RNazy v izolované DNA):

K izolované¢ DNA byl piipipetovan fenol (pomér objemiil:1), vSe bylo promichéno
otacenim a vlozeno na oto¢nou tfepacku (5 minut).

Nasledné byl roztok centrifugovan na 13 200 x g po dobu 5 min pii 24 °C.

Byla odpipetovana vodna faze a byla ptidana smés fenolu a chloroformu (pomér 1:1).
Poté byl vzorek tfepan a centrifugovan (stejné jako v minulém piipadg).

Z mikrozkumavek byla odpipetovana vodna faze a byl pfidan chloroform (pomér 1:1).
Poté byl vzorek tfepan a centrifugovan (stejné jako v minulém piipadg).

Do nové mikrozkumavky byla odpipetovana vodna faze a nasledoval postup srazeni DNA.
K izolované DNA byl pipetovan octan sodny (CH3COONa, 3M), ktery tvofil 1/10 objemu
roztoku DNA

Byl pfipipetovan také 96% EtOH, ktery tvofil 2,2 x objem roztoku DNA.

Roztok byl fadn€ promichéan a inkubovan po dobu 10 minut (=80 °C).

Roztok byl centrifugovan na 12 000 x g po dobu 15 min pfi 4 °C.

Vznikly supernatant byl odstranén a bylo pfipipetovano 50 pl chlazeného 70% EtOH na
pelet.

Smés byla znovu centrifugovana, stejné jako v minulém piipadé€, avSak pouze 1 minutu.

Vznikly pelet byl susen pomoci exsikatoru napojeného na vakuovou pumpu.
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- Na zéavér byla na pelet napipetovana iH>O (50 pl) a byla zmétena koncentrace izolované
DNA na piistroji NANODROP™ LITE.

4.7 Prace s proteiny
K izolaci proteinti byla pouzita metoda afinitni chromatografie. Byly izolovany uméle vytvotené
konstrukty domén faktoru 6* a jadro RNAP z B. subtilis. Tyto proteiny obsahovaly v sekvenci AK

histidinové kotvy, ta slouzi k i izolaci proteinti diky své afinité k iontim kov.

4.7.1 Indukce exprese proteinii

Pro metodu indukce exprese byly pouzity nésledujici pufry:

Pufr P ( 50mM Na2HPO4, 300mM NaCl, 5% glycerol, 3mM p—mercaptoetanol)
Postup:

- Byly ockovany a nasledné kultivovany buniky E. coli (kmen BL21 z glycerinové konzervy),
které obsahovaly plazmid s vlozenym genem ndmi pozadovaného proteinu pro izolaci.
Kultivace bunék je popsana v kapitole 4.5.1 Kultivace bakterii.

- Jakmile bakterie dosdhly OD 0,6-0,8 (v pfipadé€ kultivace wt RNAP OD 1), kultura byla
pfendana do pokojové teploty a byla indukovana exprese proteinu piidanim IPTG
(u kultivace domén ¢ 0,8mM, u kultivace RNAP 0,3Mm).

- Kultura se tfepala v pokojové teplot¢ 3 hodiny, poté byla chlazena 20 minut na ledu
a nakonec centrifugovana na 8000 x g po dobu 15 min pii 4 °C.

- Vznikly pelet byl vortexem resuspendovan v P pufru (40 ml) a smés byla centrifugovana
v 0,51 falkonkéach na 3500 x g po dobu 15 min pii 4 °C).

- Byl odlit supernatant a pelety byly zamrazeny ve falkonkach v —20 °C.

4.7.2 1zolace proteinii metodou afinitni chromatografie
Postup:
- Zmrazené pelety byly ponechany v ledové 1dzni do rozmrznuti a poté resuspendovany
vortexem v pufru P (15 ml).
- Vzorky byly na ledu sonikovany 12 x 10 sekund s minutovymi pauzami.
- Nasledn¢ smé&s byla centrifugovana na 19000 x g po dobu 15 min pii 4 °C

- Supernatant byl pfenesen do nepouzité falkonky.
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- Byla pfipravena agar6za Ni-NTA (firma QIAGEN, 1,5 ml), 2x promyta pufrem P (10 ml)
centrifugaci na 2000 x g po dobu 2 min pfi 24 °C.

- Promyté agar6za byla slita se supernatantem a smés byla ponechana v ledové 1azni 1 hodinu
(za neustalého tiepani ve vodorovné poloze).

- Byla pfipravena kolonka a dana do 4 °C (chladova mistnost), na kolonku byla pfipojena
silikonova hadicka (5cm), diky které se zvysil priitok. Nakonec byla kolonka dana nad
Erlenmayerovu bainiku do stojanu.

- Pomoci pufru P (10 ml) byla kolonka preekvilibrovana

- Na kolonku byla nalita smés supernatantu s agar6zou Ni-NTA.

- Kolonka byla nasledné promyta pufrem P (30 ml).

- Poté byla promyta pufrem P (30 ml ), ke kterému byl pfidan imidazol (30Mm).

- Silikonova hadi¢ka byla sunddna a byl eluovan izolovany protein pufrem P (400mM
imidazol). Jednotlivé frakce s proteinem byly jimény do 10 mikrozkumavek.

- Byly eluovany vzdy 0,5ml frakce, které byly nakonec analyzovany na gelu SDS-PAGE.

4.7.3 SDS polyakrylamidova elektroforéza

Metoda se pouzivd pro analyzu denaturovanych proteinli, které jsou na gelu rozdéleny dle
molekulové hmotnosti. V této metod¢ se pouzivaly jiz ptipravené gradientové gely NuPAGE®
Novex 4-12% Bis—Tris gel.

Postup:

Byla sestavena aparatura (XCELL SURELOCK™ MINI CELL)

- Do aparatury byl zasunut ptedptipraveny gel - NuPAGE® Novex 4—12% Bis—Tris gel.

- Do aparatury byl nalit pufr (1x NuPAGE® MES SDS Running buffer).

- Byly pfipraveny vzorky s pufrem NuPAGE® LDS Sample Buffer (zdsobni roztok 4x)
a nasledné dany do termostatu THERMOSTAT 5320 na 5 minut pii 95 °C.

- Vzorky byly naneseny do jamek gelu, spolu s markerem Novex Prestained Protein Marker
v jedné z jamek.

- Nakonec byla elektroforéza ptipojena na zdroj napéti (POWER PAC 3000) — napéti 200 V,

¢as 35 minut.

- Z aparatury byl vyndan gel a byl barven aplikaci SimplyBlueTM SafeStain.
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4.7.4 Barveni gelu za pomoci SimplyBlueTM SafeStain
Postup:
- Byla ptipravena kadinka s dH20 (100 ml), do niz byl ponotfen gel a 1 minutu byl zahtivan
pomoci mikrovinné trouby.
- Poté byla kadinka tfepana na pieklopné tfepacce 1 minutu (mirné otacky).
- Voda byla odlita a byly 2x opakovany ptedchozi kroky.
- Do kadinky bylo pfilito barvivo SimplyBlueTM SafeStain (20 ml) a opét byl gel zahtivan
pomoci mikrovinné trouby (1 minuta).
- Kadinka byla tfepana na ptreklopné tiepacce dalSich 10 minut.

- Nakonec byla ke gelu ptidana dH20 (100 ml) a kédinka byla dana na pteklopnou
trepacku, kde byla tfepana 10 minut. Tento postup byl opakovéan do odbarveni gelu.

4.7.5 Dialyza

Tato metoda se pouziva pro vyménu pufri. K vymeéné se pouziva dialyzacni kazeta (Slide A Lyzer
Dialysis Cassette, firma Thermo Scientific) s dvémi celulosovymi membranami, které obsahuji
pory a jsou uzavieny v plastovém ramu.

Dialyzaéni pufr (uchovévaci pufr) v ptipadé nasledného uchovani proteinu v —20 °C:

50mM Tris—HCI (pH 8,0); 100mM NaCl; 3mM B—merkaptoetanol, 50% glycerol.

Dialyzacni pufr v ptipadé nasledného pouziti gelové permeacni chromatografie:
50mM Tris—HCI (pH 8,0); 150mM NaCl; 3mM p—merkaptoetanol, 5% glycerol (u nckterych
protein byl pouzit jako pufr pro gelové permeaéni chromatografie 1xP z divodu srazlivosti
proteinu).
Postup:
- Kazeta s vhodnym objemem a velikosti pori byla vloZena do plastového plovaku
a hydratovana 5 minut v dialyza¢nim pufru (500 ml).
- Do dialyza¢ni kazety byl injekéni stiikackou pfenesen roztok s izolovanym protein a byl
z kazety vysat vSechen vzduch.
- Poté byla kazeta ponofena do dialyza¢niho pufru a zacala dialyzace proteinu stdlym
michédnim (4 °C, 12 hodin), po 12 hodinach byl dialyza¢ni pufr vyménén a nasledné

probihala dialyza jesté 4 hodiny.
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- Za pomoci injek¢ni stiikacky byl protein vysadn z kazety a piecistén pomoci gelové
chromatografie. Po dialyze do uchovavaciho pufru byl protein ulozen do —20 °C a byl

ptipraven k pouziti. Cistota a koncentrace proteinu byla analyzovéana na gelu SDS-PAGE.

4.7.6 Gelova chromatografie

K precisténi proteinovych konstruktti a rRNAP byla pouzita gelova chormatografie. Proteiny byly
touto metodou rozdéleny podle velikosti. Byla vybrana koncentrovana frakce proteinu, u které
nedochézelo ke srazeni. Tato frakce (0,5 ml) byla precisténa p¥istrojem AKTA pure 25 L na kolong
superdex 200 increase 10/300 gl (0,5ml/min). Byly jimany 0,5ml frakce proteinu a nasledné byly
analyzovany na SDS-PAGE.

4.7.7 Zméreni koncentrace proteint
V této praci byla koncentrace proteinit métena metodou podle pani Bradfordové (Bradford, 1976).
Pouzité ¢inidlo: Coomassie Brilliant blue G250 (100 mg) s etanolem (50 ml), 85% H3PO4
(100 ml) a s dH>O (doplnéna do celkového objemull).
Postup:
- K Bradfordovu ¢inidlu (950 pl) byl pfidédn analyzovany roztok a proteinem (10 pl) a H2O
(40 pl). Poté byla zmétena OD.
- Hovézi sérovy albumin (BSA) byl pouzit jako standard k vytvoteni kalibra¢ni pfimky. Byly
pouzity koncentrace (ug/ml): 0, 1, 3, 5, 10, a 20. Podle rovnice vznikl¢ pfimky a porovnani
s naméfenymi hodnotami OD byla vypocitana koncentrace izolovanych proteint u kazdého

vzorku.

4.8 Transkripce in vitro

4.8.1 Transkripce

Byly provadéna takzvana transkripce in vitro, a to za pouziti jaddra RNAP (B. subtilis) izolovaného
v této praci afinitni chromatografii. V kazdé¢ reakci byl k jadru pfidén jeden z konstrukti domén
faktoru ¢*. Promotorovéa oblast P,.; byla vloZena na plazmidu 1177 (P770), ktery byl v nasi
laboratofi jiz k dispozici (Tabulka 1). Reakce probihala s radioaktivnim zafi¢em [o—32P]-UTP.
Zatic 32P je v kategorii B a ma polocas rozpadu 14,3 dne. Radioaktivni UTP, které bylo
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zabudovano do fetézce syntetizované RNA, produkovalo zafeni, které absorbovala citliva deska

(BAS-MS2040). Bylo tak mozné analyzovat mnozstvi produktu, a to denzitometricky pomoci
skenovani na piistroji MOLECULAR IMAGER FX.

SloZeni roztoku:

Transkripéni pufr (20x koncentrovany): 20mM DTT, 800mM Tris—HCl s pH 7,9 a 200mM
MgCl,

Dilu¢ni pufr: 100mM NaCl, 50mM Tris—HCl s pH 8,0 a 50% glycerol

STOP puft: 0,05% bromfenolova modft, 95% formamid, 20mM EDTA s pH 8,0 a

0,05% xylene cyanol

RNAP (300nM) byla rekonstituovana s piislusSnym konstruktem faktoru ¢ v mnozstevnim
pomeéru 1:5 po dobu 30 minut (30 °C).

Mezitim byl namichan master mix spolecny pro vSechny reakce (tabulka 8)
(v experimentech zkoumajicich vliv pfitomnosti ATP ¢i GTP, nebyl tento NTP ptidan do
mixu).

Vzorky, které obsahovali v§e az na RNAP, byly inkubovany 5 minut v 37 °C.

Transkripce byla iniciovdna piidanou RNAP (samotné & rekonstituované se o*
konstruktem) na findlni koncentraci 30nM (byl ptidan1pl).

Transkripce byla zastavena STOP pufrem piesné po 15 minutach (vzorek byl se STOP
pufrem promichadn na vortexu).

Nakonec byly vzorky analyzovany pomoci vertikalniho polyakrylamidového gelu (PAA)

(popsano v nasledujici kapitole).
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Tabulka 8: Master mix pro jednu reakci — slozeni

Latka Objem (ul)

20x transkrip¢ni pufr 0,5

20 mM ATP (200 uM) 0,1

20 mM CTP (200 uM) 0,1

20 mM GTP (200 uM) 0,1

1 mM UTP (10 uM) 0,1

o3P UTP 0,1

plasmid 100 ng/pl (s promotorem Py.g) 1

100xBSA 0,1

KCI (150 mM) 1,5

iH20 Doplnéno do objemu 9 pl

4.8.2 Vertikalni PAA elektroforéza
Pouzité roztoky:
Pufr 10 x TBE: 0,9M Tris—HCI (pH 8,0); 0,02M EDTA; 0,9M H3BO3
Postup:
- Nejprve byla slozena elektroforetickd aparatura (OWL™ P10DS DUAL).
- Nasledn¢ byly do aparatury vloZeny 2 skla, mezi kterymi byly na krajich Imm tlusté
»spacery“. Pod né byla nalita agardza (2%,).
- Jakmile agardza zatuhla, mezi skla byl nalit gel PAA (10% APS 300 pul, 7% PAA 30 ml
a TEMED 30 pl). Do gelu byl poté vlozen hieben, pomoci kterého jsou vytvarovany jamky.
- Kdyz zatuhl gel (po ccal hodin€), do aparatury byl nalit pufr 1x TBE, byl vyndan hieben
a byly proplachnuty vytvarované komurky opatrnym pipetovanim.
- Do jamek byly naneSeny vzorky, které byly ziskdny metodou transkripce in vitro (vzdy
10 ul).
- Ptipravena elektroforéza byla pusténa na 200 V na 2 hodiny.
- Po 2 hodinach byl vyjmut gel z aparatury, dan na filtracni papir, poté byl zakryt folii a suSen
v suSi¢ce MIDIDRY D62.
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- SuSeni gelu probihalo ve vakuu pti 90 °C piiblizné 1 hodinu. Gel byl ponechan jesté dalsi
hodinu na susicce, aby gel dostate¢n¢ vychladl.

- Gel byl vlozen do kazety (BAS—MS2040) a v této kazet¢ byl v kontaktu s citlivou deskou.
Nasledné byla deska snimana skenerem MOLECULAR IMAGER FX a v programu
Bio—Rad Quantity One byly analyzovany vysledky.

4.8.3 EMSA (electrophoretic mobility shift assay)
Metoda EMSA se pouziva pro analyzu nativnich proteint, jejich interakci a interakci s DNA. Byl
pouzivan komercni gel zakoupeny od firmy Invitrogen (NativePAGE™ 4-16% Bis—Tris Protein

Gel) a také komer¢ni pufry.

- Byla sestavena aparatura XCELL SURELOCK™ MINI CELL, do té¢ byl vsunut
ptedpfipraveny gel NativePAGE™ 4-16% Bis—Tris Protein Gel.

- Pfipravena aparatura byla z vnéjSich stran komory naplnéna pufrem 1x NativePAGE™
Running Buffer (ze zasobniho roztoku 20x).

- Dovnitf komory ke gelu byl nalit modry NativePAGE™ Cathode Buffer.

- Z gelu byl vyndan hieben a jamky diikladné proplachnuty pipetou.

- U vzorkt byla provedena rekonstituce (viz sekce 4.8.1).

- Ke vzorkim bylo pfipipetovano potiebné mnozstvi pufru NativePAGE™ Sample Buffer
(4x).

- Vzorky byly naneseny na gel. MnoZstvi nanesenych proteini bylo vzdy 300 mM.

- Nakonec byla elektroforéza pfipojena na zdroj napéti a puSténa na 150 V po dobu 130
minut. Po celou dobu byla aparatura chlazena ledem.

- Gel byl nésledné vyjmut z aparatury, piendan do kadinky, tfikrat zahtat v mikrovinné
troubé (1 minutu) a tfikrat vyplachnut destilovanou vodou.

- Poté byl gel barven pomoci barviva Gel Red (Gel RED byl nafedén v pufru 1x TBE
1:10 000) po dobu 20 minut za mirného tfepani.

- Gel byl vyplachnut destilovanou vodou a analyzovan na UV lampé¢€ (ndzev stroje??), kde
byla analyzovéana poloha DNA.

- Nakonec byl gel obarven barvivem SimplyBlueTM SafeStain (viz sekce 4.7.5) a byla

analyzovana poloha proteinti.
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4.8.4 Nitrocellulose filter binding assay
Metoda se pouziva pro analyzu interakci nativnich proteinti a jejich interakci s DNA.
Pouzité roztoky:

- Transkripni pufr: 150mM KCI, 800mM Tris—HCl s pH 8 a 200mM MgCl»

- Diluéni pufr: 2M NaCl, 2M Tris—HCl s pH 8,0 a 50% glycerol

4.8.4.1 Radioaktivni znaceni promotori
- Metodou PCR byly vytvofeny promotorové sekvence r7nBP1 a Pyeg.
- Byla namichéna smés (viz tabulka 9), ve které bylo pouzito radioaktivni [y—32P]-ATP pro
prvni sadu vzorki a neradioaktivni ATP pro druhou sadu. Touto metodou bylo zaménéno

v— ATP na 5" konci promotorové sekvence za radioaktivni [y—32P]-ATP.

Tabulka 9: Slozeni smési pro radioaktivni znaceni promotorQ

Latka Mnozstvi (ul)

T4 DNA kinaza 1,5
T4 DNA kindzovy exchange pufr 3
Promotor 15
[y—32P]-ATP/ nezna¢ené ATP 45
H>O 6

- Nasledné byla smé&s ddna na 60 minut do 37 °C (v termobloku THERMO 120).

- Promotory byly piecistény (zbaveny primertl) komerénim kitem (viz nasledujici sekce).

4.8.4.2 PreciSténi promotori
K precisténi naznacenych promotorti byl pouzit QIAquick Nucleotide Removal Kit od firmy
QIAGEN.

- Nejprve byl ke vzorkiim ptidan PNI pufr (10x objem vzorku).

- Tato smés byla napipetovana na kolonku.

- Poté byla smés centrifugovana po dobu 1 minuty a protekla smés byla odlita.

- Na kolonku byl nésledné napipetovan PE pufr (500 pl) a takto byla znovu centrifugovana

1 minutu. Tento krok byl opakovan dvakrat. Nakonec byl protekly pufr odlit.
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Kolonka byla centrifugovana 1 minutu naprazdno.

Na kolonku byl napipetovan pufr EB (30 ul) a byl eluovan do nové mikrozkumavky.
Neradioaktivni ¢ast piecisténych promotortt byla pusténa na horizontdlni agarovou
elektroforézu pro odhadnuti koncentrace (viz sekce 4.6.2).

Radioaktivni ¢ast promotort byla pouzita v metod¢ Nitrocellulose filter binding assay.

4.8.4.3 Nitrocellulose filter binding assay

Nejprve byl namichan master mix (80 pl pro kazdou reakcei), viz Tabulka 10.

Tabulka 10: SloZeni master mixu

Latka Mnozstvi

Ix transkripéni pufr 8 ul

promotorova DNA (znacend) 100 pM

BSA (100 pg/ml) 10 pl

ME 10 mM

H>O doplnéno do 80 pl

Byly ptipraveny jednotlivé proteinové konstrukty. U vzorkt, kde to bylo pozadovano, byla
provedena rekonstituce (viz sekce 4.8.1).

Tyto konstrukty byly rozdéleny do jednotlivych reakci, a to na konec¢nou koncentraci
100 nM (byly natedény dilu¢nim pufrem) — kone¢ny objem reakce byl 20 pl.

K jednotlivym reakcim byl pfimichdn master mix (80 pl) a nasledné byly tyto reakce
inkubovany 20 minut v 37 °C. Od chvile pfipipetovani master mixu bylo k praci se vzorky
vyuzivano ochranné plexisklo a ochranné bryle.

Transkripéni pufr byl 10x nafedén vodou, rozlit do 10ml falkonek po 3 ml na kazdou reakci.
Do misky s nafedénym transkripénim pufrem byly ponofeny filtry (MF-Millipore™
Membrane Filters od firmy Millipore — 0,45 um HA), jeden pro kaZdou reakci.

Byla piipravena filtracni baiika, na kterou bylo napojeno odsdvani. Navrch bylo déno
kruhové tésnéni a valec s plochou pro filtr. Celd aparatura byla na nepropustném tacu a byla

obklopena plexisklem.

57



Bylo zapnuto odsavani, poté byl filtr vloZen pinzetou na horni plochu valce, kde se pfisal.
Nasledn¢ byly kraje filtru fadné utésnény Sroubovacim valcem s dirou uprostied.

Na stfed filtru byl napipetovan vzorek v nékolika kapkach. Poté byl filtr promyt 3 ml
nafedéného transkripniho pufru.

Tésnici valec byl odSroubovan a filtr dan na alobal. Takto se postupovalo u vSech vzorki.
Filtry byly vysuseny pod lampou a piekryty folii.

Filtry byly takto ulozeny do kazety, kde byly exponovany citlivé desce, ta byla poté
snimana skenerem MOLECULAR IMAGER FX. V programu Bio—Rad Quantity One byly
analyzovany vysledky.
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5 Vysledky

5.1 Piiprava konstrukti faktoru ¢ a test jejich vzajemné vazby

5.1.1 Klonovani a purifikace konstrukti faktoru ¢ z B. subtilis

Byly navrzeny a samostatné naklonovany doménové konstrukty faktoru ¢* (viz Obrazek 12).
Jednotliveé byly naklonovany doména 2 a 4. Déle byly spolecné klonovany doména 1.1 s doménou
2 a domény 3 a 4. Byly navrzeny také chiméry spojené linkerem (flexibilni spojka — byla pouzita

¢ast domény 3), a to domény 1.1 a 4 a domény 2 a 4. Doména 1.1 byla v nasi laboratofi jiz

k dispozici.

Doména 1.1 Doména 2 Doména 3 Doména 4

Doména 2
Doména 4

Doména 1.1 Doména 2
Doména 3 Doména 4
Doména 1.1 linker Doména 4
Doména 2 linker Doména 4

Doména 1.1

Obriazek 12: Znazornéni doménovych konstruktii faktoru o*.
Jako prvni je znazornén cely faktor 6*, pod nim je nasledné zobrazena doménova skladba jednotlivych

klonovanych konstrukti.

Byly navrhnuty a objednény primery na PCR amplifikaci Gsekt genli kodujicich domény faktoru
o? (sigAd) viz Tabulka 11. Kromé usekii piirozené sousedicich domén byly amplifikovany spole¢né
také domény 1.1 a 4 a domény 2 a 4. Nejprve byly amplifikovany jednotlivé domény s tim, Ze
navrzen¢ primery obsahovaly navic presahujici sekvenci. Tyto sekvence byly vzdy

komplementarni u dvojic domén, které spolu mély tvofit konstrukt. Po prvni amplifikaci byly
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jednotlivé dvojice domén amplifikovany spolu, koncové komplementarni sekvence se sparovaly
a bylo dosyntetizovano dvojvlakno DNA. Takto byl vytvoten konstrukt domén 1.1 a 4 a konstrukt
domén 2 a 4. Mezi doménami vzdy lezi sekvence vytvofena presahy. Jednd se o sekvenci Casti
domény 3 (Glu na 57. pozici — Asp na 75. pozici), kterda funguje jako flexibilni spoj mezi
doménami.

Reverzni primery v sobé nemély vlozen stop kodon, jelikoz byla zvolena izolace histidinovou

kotvou (His—tag). Kotva se exprimuje na konci proteinu, ktery je vlozen do plazmidu pET-28b(+).

Tabulka 11: Pouzité primery a restrikéni endonukledzy — amplifikace kontruktii genu sig4

Cislo Nazev Sekvence primeru RE

1212 Doy 1l @ 2 1F cgccatggctgataaacaaacccacgagaca el
1987 Domény 1 a2 R ccggctcgagetgatcggeaatggegeg Xhol
1986 Doména 2 F cgeegecatggttaaccttetttctgecaaaag Ncol
1987 Doména 2 R ccggetcgagetgatcggeaatggegeg Xhol
1988 Doména3 a4 F cgcecgecatggegagaacgatceggatte Ncol
1990 Doména 3 a4 R ccggctegagttcaaggaaatctttcaaacg Xhol
1989 Doména 4 F ggcgcgecatatgacttcaccttctgaccacge Ncol
1990 Doména 4 R ccggctcgagttcaaggaaatctttcaaacg Xhol
1993 Domény 1 a4 F gtatgtatttaaaggaaatcggtcggacttcaccttctgaccacge Ncol
1994 Domény 1 a4 R gcgtggtcagaaggtgaagtccgaccgatttcctttaaatacatac Xhol
1991 Domény 2 a4 F gccgatcaggcgagaacggagecggtatctctggaaac Ncol
1992 Domény 2 a4 F gtttccagagataccggetcegttetcgectgatcggeaatg Xhol

Amplifikované geny byly analyzovany na horizontélni agarové elektroforéze a nasledné izolovany
z gelu. Poté byly Stépeny restrikénimi endonukledzami Ncol a Xhol a nasledné byly jednotlivé
konstrukty vkladany do plazmidu pET-28b(+). Takto upravené plazmidy byly transformovany do
bunék E. coli (kmen DHS5a). Zda byly konstrukty vlozeny spravné a maji spravnou sekvenci bylo
zkontrolovano sekvenaci. Byly udélany glycerinové konzervy s transformovanymi buitkami a byly
zapsany do laboratorniho seznamu.

Poté byl k transformaci ovéfenym plazmidem pouZzit expresni kmen E. coli (DE3). Bunky
s vnesenym konstruktem byly uchovany pomoci glycerinové konzervy (viz kapitola 4.4 Bakterialni

kmeny). Kmen byl kultivovan v 11 média LB s kanamycinem (50 pg/ml) do OD 0,6. Poté byla
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indukovana exprese proteinovych konstrukti pomoci 0,8 mM IPTG. Kultura byla tiepana dalsi

3 h, poté byla lyzovana sonikaci a tento sonikat byl podroben centrifugaci. VSechny konstrukty ¢

byly izolovany pfes histidinovou kotvu, za pouziti afinitni chromatografie. Byla pouzita agardza

Ni—NTA, jelikoz se k ni histidinova kotva svym C—koncem véaze.

Postupné byly jimany frakce (0,5 ml) z chromatografické kolonky, u kterych byla pfitomnost

proteinu oveéfena métenim dle Bradfordové. Koncentrované frakce byly néasledné analyzovany

pomoci SDS-PAGE (Obrazek 13). Izolace samotné domény 2 byla netispésna.
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B - Konstrukt domén 1 a 2

1
1 2 3 4 5 6 M kDa

3

4

M

160

110
80

60

50
10

[
|

30
20

15

10

D — Chiméra domén 1 a 4

E — Konstrukt domény 1.1

oa |1 2 3 4 M 1 2 4

5

6

M

160

110
80

60

50

40

kDa

160

110
80

60

50

40

30

20

160
110

60

50

40

30

20

| 10

C - Konstrukt domény 4
kDa M 1 2 3 4
160
110
80
60
50
40
30
20
15
= -
10

F — Chiméra domén 2 a 4

kDa

1 2 3 4 5 6 M

160

110
80

60

50

40

20

15

10

> -

v

Obrazek 13: Analyza elu¢nich frakei po izolaci proteinovych konstrukti afinitni chromatografii

pomoci SDS-PAGE

Jimané proteinové frakce z chromatografické kolony na proteinovém gelu SDS—PAGE, pismenem M je

zna¢en marker. Pismena A — F oznacuji jednotlivé proteinové konstrukty.



Na zéklad¢ analyzy na SDS-PAGE byly koncentrované frakce vybranych konstrukti (domény 1.1
a chiméry 2 a 4) pomoci dialyzy pieneseny do pufru pro nasledné precisténi gelovou permeacni
chromatografii (Obrazek 14). U nékterych konstruktii precisténi nebylo mozné z diivodu vysoké
srazlivosti proteinu, a to bud’ ve fazi eluce, nebo pozdéji pii dialyze.

Po precisténi gelovou chromatografii byly proteinové konstrukty (jimané frakce) opét analyzovany
pomoci SDS-PAGE (Obrazek 14) a dialyzou pfeneseny do uchovavaciho pufru pro delsi
skladovani v —20 °C.
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Obrazek 14: Gelova chromatografie konstruktu chiméry 2 a 4 (A a B) a domény 1.1 (C a D)
(A)a (C) Chromatogram z gelové chromatografie. Na ose x je vyznaCen pocet jimanych ml
do jednotlivych frakci. Na ose y jsou jednotky mAU (absorpéni jednotky UV A 280nm)
(B) a (D) Analyza frakci pomoci SDS-PAGE
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Tabulka 12 shrnuje, které proteinové konstrukty byly izolovany a které z nich byly purifikovany

gelovou chromatografii a pouzity k experimentim.

Tabulka 12: Vysledky izolace doménovych konstrukti

Doménovy konstrukt  Izolace PreciSténi Pouzito pii experimentech
Domény 2 a 4 + + +
Doména 1.1 + + +
Domény 1 a 2 a4 - (srazlivost) -
Domény 3 a 4 + - (srazlivost) -
Domény 1 a 4 a4 - (srazlivost) -
Doména 4 + - (srazlivost) -
Doména 2 - - -

5.1.2 Priprava promotorovych sekvenci P,., a rrnBP1 z B. subtilis pro Nitrocellulose filter
binding assay

Byly navrhnuty primery na PCR amplifikaci promotorovych sekvenci B. subtilis, Pveg a rrnBP1
(viz tabulka 13).

Tabulka 13: Seznam pouzitych primerd pro amplifikaci konstrukti promotorovych sekvenci Pyeg

a rrnBP1

Cislo Nazev Sekvence primeru
2297 rrnBP1 F

2298 rrnBP1 R

2299 Pyeg

2300 Preg

Probéhla PCR amplifikace promotord, které byly nasledné izolovany z gelu.
K vytvofeni radioaktivné znaCenych promotorid byla pouZita metoda piimého radioaktivniho
znaceni (sekce 4.8.4.3), nasledné byly promotorové sekvence pouzity v metod¢ Nitrocellulose filter

binding assay.
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5.1.3 Test vazby domény 1.1 na doménovy konstrukt domén 2 a 4 metodou Nitrocellulose
filter binding assay

V tomto experimentu byly sledovany interakce RNAP a konstruktii faktoru 6* s DNA. Pokud dany
proteinovy konstrukt vazal promotorovou DNA, neprotekla filtrem, a tudiz mohla byt na filtru
detekovana jeji radioaktivita. Pokud k interakci nedoslo, nenavazana DNA filtrem protekla.

Byla analyzovéna vazba autoinhibi¢ni domény 1.1 na domény 2 a 4, kde se nachazi sekvence

zajistujici vazbu na promotor (obrazek 15).

Probéhly dvé sady pokust, v prvnim pokusu byla porovnana intenzita vazby domén 2 a 4 bez
autoinhibi¢ni domény 1.1 a posléze s dvéma rtiznymi koncentracemi domény 1.1. Ve druhém
pokusu byla analyzovéna vazba domény 1.1 na o rest (¢ bez domény 1.1) v poméru 1:5.
V kazdém z pokust byla pouzita pozitivni 1 negativni kontrola. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
RNAP holoenzym a jako negativni kontrola byl pouzit faktor ¢*. K pozitivni kontrole byla
intenzita vazby vzorki vztazena. Pti kazdém experimentu byl pouzit takzvany blank (Cisty pufr bez
vzorku). Radioaktivita blanku byla odectena jako pozadi od vSech vzorkd.

V reakcich byly pouzity radioaktivné znagené [y —2P]-ATP promotory 7#nBP1 a Py,. Programem
Bio—Rad Molecular Imager FX byla snimdna primarni data a poté byla v programu Bio—Rad

Quantity One kvantifikovéna.

Tyto experimenty mély ukazat, zda doména 1.1 plni svou inhibi¢ni funkci a zabranuje zbylym

doménam ve vazbé€ na promotor.
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Obrazek 15: Vazba domén 2 a 4 na promotor rrnBP1 (A) a P,.; (B) v zavislosti na koncentraci domény
1.1

Metoda Nitrocellulose filter binding assay. V fadku nahofe jsou primdrni data. Pod nimi je graf jejich
kvantifikace, ktera vychazi ze Ctyt opakovani.

Pozitivni kontrola: RNAP — ¢ (holoenzym)

Negativni kontrola: 6* (cely protein)

Z analyzy vysledki Nitrocellulose filter binding assay vyplynulo, Ze samostatnd autoinhibi¢ni
doména 1.1 nevéze konstrukt domén 2 a 4 a nezabratiuje jeho vazbé na promotor. Vysledky naopak
ukézaly, ze se sama doména 1.1 vaze na promotorovou sekvenci. Pro potvrzeni vazby domény 1.1
na promotorovou DNA byla s vybranymi konstrukty ¢ provedena EMSA. Tato metoda potvrdila
piedchozi vysledek, nicméné vazba domén na DNA byla ve vSech ptipadech velmi slaba, blizko

detekéni arovné.

Konstrukty byly nasledn¢ otestovany v transkripci in vitro, aby mohla byt potvrzena ¢i vyvracena
interakce mezi doménami 2 a 4 a doménou 1.1 a soucasné¢ aby mohla byt analyzovéna jejich
interakce s RNAP. K tomuto ucelu byla pouzita wt RNAP z B. subtilis a pozdéji také rRNAP
vytvofena v této praci.
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5.1.5 Transkripce in vitro za pouZiti konstrukti faktoru ¢
Tento experiment m¢l za cil analyzovat vazbu domény 1.1 na konstrukt domény 2 a 4 pfi transkripci
in vitro v ptitomnosti RNAP z B. subtilis. Byla provedena rekonstituce proteinovych konstrukta

a transkripce in vitro (Obréazek 16).

1.0/ Obrazek 16: Test vazby domény 1.1 na
3 konstrukt domén 2 a 4 za pomoci transkripce
o ]
= e Na obrazku je na ose y znazornéna intenzita
e 0.6 transkripce a na ose X jsou rozepsané jednotlivé
e
- 0.4 vzorky. Pod osou x jsou ukazana primarni data
e Y4
2 I z transkripéniho gelu. Jednd se o vzorky s wt
© ]
E 0.2 RNAP. Jako templat byl pouzit promotor Py,
0.0 ktery byl pfidan na plazmidu 1177 (p770)
| - - e — (Tabulka 1).
RNAP| + + + + +
ot + - - = =
o"doménal.1| - - 3 - +
o'doména2a4| - - - i %

Transkripce fungovala spravné, jelikoz vzorek s rekonstituovanou RNAP—c* vykazoval vysokou
transkripci a vzorek se samotnou RNAP vykazoval transkripci o poznani nizsi. Jelikoz byla pouzita
wt RNAP, drZela se stdld hladina transkripce i bez piitomnosti 6*, coz byl nasledek kontaminace
izolované RNAP piirozené se vyskytujici 6 v burice.

Analyza dat dale ukazala, Ze ptidani domény 1.1, konstruktu domén 2 a 4 ¢i jejich kombinace,

vyrazn€ neovlivni intenzitu transkripce.

5.2 Priprava rRNAP z B. subtilis v E. coli

Byl vytvoten plazmidovy konstrukt obsahujici vSechny podjednotky RNAP z B. subtilis pro
expresi TRNAP v E. coli. Postupné byly vlozeny jednotlivé geny pro podjednotky RNAP do
vektoru pAC22 (viz Obrazek 17). VSechny vlozené geny pro podjednotky byly piepisovany do
jednoho dlouhého transkriptu. Jednotlivé geny pro podjednotky obsahovali svou Shine-Dalgarnovu
sekvenci (SD sekvenci) a stop kodon. Pouze podjednotky B a B’ byly exprimovany do proteinu

spole¢né, jelikoz sdileli jednu SD sekvenci a stop kodon. Mezi nimi byl vlozen linkr dlouhy 9 AK.
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Byly navrhnuty primery na PCR amplifikaci genti kodujicich podjednotky RNAP. Reverzni primer
podjednotky B’ byl navrzen s pfidanou sekvenci histidinové kotvy (His—tag) pro pozd¢jsi izolaci.
Geny kodujici domény o, o, 8 a € byly nasyntetizovany firmou Invitrogen jako jeden konstrukt
(asek DNA). Konstrukt byl stépen RE Xbal a Notl a vlozen do plazmidu pAC22. Spravnost
sekvence byla ovéfena sekvenaci.

Geny pro podjednotky B a B’ byly jednotlivé amplifikovany metodou PCR s mirné¢ odliSnym
programem od klasické PCR (tabulka 14). Pouzité primery a RE viz Tabulka 15.

Tabulka 14: Program PCR pouzity u podjednotek p a3’
Pocet cykli Teplota (°C) Cas (s)

1 95 120
1 95 15
56 30
72 60
5 94 15
50 30
68 135
24 94 15
48 30
68 135
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Obrazek 17: Schéma postupu vkladani podjednotek RNAP do vektoru pAC 22

A) Plazmid pAC 22 (nové vloZené konstrukty jsou oznageny *)

B) Byl vlozen konstrukt genti pro podjednotky a, @, d a € (geny #poA, rpoZ, rpoE, rpoY)
C) Byl vlozen amplifikovany tisek genu pro podjednotku B (gen 7poB) a polylinkr (9AK)
D) Byl vlozen amplifikovany usek genu pro podjednotku B’ (gen rpoC)
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Tabulka 15: Pouzité primery a restrikéni endonukledzy — amplifikace podjednotek RNAP  a 3’

Cislo Nazev Sekvence primeru RE
2684 BF ggtctagageggccgetttaagaaggagatatatctatgacaggtcaactagtte Notl
2685 BR cgeggatccggtacceccatggegegeaagttettttgttactacatcg Nceol
2686 P’ F gegecatggtggctcgggtgcaatgctagatgtgaacaattttgag Nceol
2687 B’R gcggtaccttagtgatggtgatggtgatggtoatgttcaaccgggaccatatcg Kpnl

Amplifikované geny pro podjednotky B a B’ byly puStény na horizontalni agarovou elektroforézu
(obrazek 18) a nasledné izolovany z gelu. Poté byly Stépeny restrikénimi endonukledzami Not/
a Ncol, Ncol a Kpnl a nasledné ligaci vloZeny do plazmidu pAC22, kde jiz byl vloZen konstrukt a,
®, 0 a €. Plazmidy byly nasledné vneseny do bun¢k E. coli (kmen DH5a) a z bun¢k byly vytvofeny

glycerinové konzervy. Vlozeni bylo pokazdé zkontrolovano pomoci sekvenace.
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Obrazek 18: Agarézovy gel s podjednotkami f (vlevo) a B’ (vprave) po PCR
Na gel byly pustény 2ul podjednotek B (vlevo) a B’ po PCR. Jako marker (M) byl pouzit GeneRuler™ DNA
Ladder Mix.

Plazmid byl poté transformovan do expresniho kmene E. coli DE3 (BL21). Buiiky s vnesenym
konstruktem byly uchovany pomoci glycerinové konzervy (viz kapitola 4.4 Bakterialni kmeny).

Vysledny kmen byl kultivovan v 1 I LB média s kanamycinem (50 pg/ml) do OD 0,6. Poté byla
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pomoci IPTG indukovana exprese podjednotek RNAP. Kultura byla tfepana dalsi 3 h, poté byla
lyzovana sonikaci a tento sonikat byl podroben centrifugaci. V§echny podjednotky byly izolovany
ptes histidinovou kotvu, za pouziti afinitni chromatografie. Byla pouzita agar6za Ni-NTA, jelikoz

se k ni histidinova kotva svym C—koncem vaze.

Byly jimany frakce (0,5 ml) z chromatografické kolonky, u kterych byla pfitomnost proteinu
ovétena méfenim dle Bradfordové. Poté byly koncentrované frakce analyzovany na SDS-PAGE
(Obrazek 19). Pro porovnani byla zaroven izolovana wt RNAP z B. subtilis.
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Obrazek 19: Jimané frakce RNAP — izolace afinitni chromatografii

Jimané proteinové frakce z chromatografické kolony na proteinovém gelu SDS-PAGE. Pismenem M je
oznaCen marker. Obrazek A) frakce RNAP, B) frakce wt RNAP (zde byl pouzit Pierce™ Prestained Protein
MW Marker firmy Thermo Scientific).

Na zakladé této analyzy byly koncentrované frakce rRNAP pomoci dialyzy pfeneseny do pufru pro
nasledné pouziti gelové permeacni chromatografie a proteiny dale uchovavany ve 4 °C. Pro

precisténi proteinti byla poté provedena gelova chromatografie (Obrazek 20).
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Po precisténi gelovou chromatografii byly proteiny (jimané frakce) opét analyzovany pomoci
SDS—PAGE (viz Obrazek 20) a dialyzou pteneseny do uchovavaciho pufru pro delsi skladovani
v =20 °C. Wt RNAP byla dialyzou pienesena ihned po izolaci afinitni chromatografii do

uchovavaciho pufru a analyzovana pomoci SDS-PAGE.
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Obrazek 20: Gelova chromatografie RNAP

(A) Chromatogram z gelové chromatografie

Na ose x je vyznacen pocet jimanych ml do jednotlivych frakci. Na ose y jsou jednotky mAU (absorpéni
jednotky UV A 280nm)

(B) Analyza frakci pomoci SDS-PAGE

Jelikoz analyzou na SDS—-PAGE bylo zjisténo, Ze kromé komplexu 8 + 3’ se na gelu objevuje také

o ndco mensi prouzek, byl tento komplex podroben analyze MS na servisnim pracovisti MBU
(obrazek 21).
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Obrazek 21: Srovnani frakeci RNAP wt a rRNAP

Vzorky, u kterych byla provedena analyza MS z SDS-PAGE
proteinového gelu jsou oznaceny *. M oznacuje marker.
Potadi vzorku:

1) RNAP z B. subtilis — wt (tato RNAP obsahuje podjednotku
HelD) 2) RNAP z B. subtilis po izolaci afinitni chromatografii
(izolace z E. coli) , 7 a 8) RNAP z B. subtilis po gelové
chromatografii (izolace z E.coli), 9 a 10) E. coli RNAP

holoenzym.

Analyzou MS bylo zjisténo, ze se nejedna o podjednotku
B ¢i B’ zE. coli, ale je to odStépend East dvojproteinu

B+ B’ z B. subtilis.

S klonovanou rRNAP byla nasledné provedena transkripce in vitro (Obrazek 22) pro ovéieni

aktivity RNAP. Také byla testovana transkripce bez ptitomnosti GTP a ATP. Pro srovnani byla

transkripce provadéna také s wt RNAP, kterd byla v nasi laboratofi k dispozici.
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Obrazek 22: Transkripce in vitro s rRNAP z B. subtilis a s wt RNAP
A —vzorky s rRNAP

B — vzorky s wt RNAP
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Na ose y je zndzornéna intenzita transkripce a na ose X jsou rozepsané jednotlivé vzorky. Pod osou x jsou
ukazana primarni data z transkripéniho gelu. Jako templat byl pouZzit promotor Py, ktery byl pfidan na
plazmidu 1177 (p770) (Tabulka 1).

Poradi vzorkt: 1) Transkripce s holoenzymem a v§emi NTP, 2) Transkripce s holoenzymem bez ATP, 3)
Transkripce s holoenzymem bez GTP, 4) Transkripce s RNAP bez 6 a viemi NTP, 5) Transkripce s RNAP
o® abez ATP, 6) Transkripce s RNAP o™ abez GTP

Analyza dat z transkripce in vitro potvrdila aktivitu TRNAP z B. subtilis. Z gratu vyplyva, ze
rRNAP neni kontaminovéana faktorem c”, jelikoZz v jeho nepiitomnosti nedochazi k transkripci.
Naopak wt RNAP vykazuje transkripéni aktivitu i bez pfidani faktoru ¢, protoze pii izolaci byl

Casteéné izolovan také faktor

vazany na RNAP v burice.

V nasi laboratofi byla jiz v minulosti pozorovéano, Ze pokud nebylo pfiddno ATP, k transkripci
stale dochézelo. K tomuto jevu dochazi i u rRNAP z B. subtilis, a to dokonce o néco vice nez u wt
RNAP. rRNAP musi tedy vazat ATP v bunikach E. coli, kde je exprimovana. Jako negativni
kontrola byly pouzity vzorky bez ptidaného GTP. V téchto piipadech k transkripci nedochazi. GTP

pti izolaci RNAP neni navazan. Tento jev byl také pozorovan u wt RNAP.

S nové vytvorenou funkcéni rRNAP byly provedeny pokusy pro analyzu vazby domény 1.1 na

domény 2 a 4 a to opét pomoci transkripce in vitro (Obrazek 23).
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1.0 Obrazek 23: Test vazby domény 1.1 na
.g 0.8 konstrukt domén 2 a 4 za pomoci transkripce
= Na obrazku je na ose y zndzornéna intenzita
% 0.61 transkripce a na ose x jsou rozepsané jednotlivé
—
:'é' 0.4/ vzorky. Pod osou x jsou ukdzana primarni data
2 z transkripcniho gelu. Jedna se o vzorky s
% 0.2 rRNAP. Jako templat byl pouzit promotor Py,
e 0.0 ktery byl pfidan na plazmidu 1177 (p770)
- (Tabulka 1).

RNAP| + + + + +

ot + - - - -

o'doménal.1| - - # - #

c'doména2a4| - - - + i

Analyza dat ukazala, stejné jako u transkripce s wtRNAP, ze priddni domény 1.1, konstruktu

domén 2 a 4 ¢i jejich kombinace, neovlivni intenzitu transkripce.
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6 Diskuze

6.1 Doménové konstrukty faktoru ¢*

6.1.1 Izolace doménovych konstrukti faktoru ¢

Doménové konstrukty faktoru ¢ byly nejprve klonovany a poté izolovany pomoci histidinové
kotvy a nasledné afinitni chromatografie. Pfi izolaci konstruktli Casto dochazelo k vysoké
srazlivosti, jelikoz fragmenty proteinti ¢asto odhali na povrchu ¢asti, které normalné¢ ve styku
s okolnim prostiedim nejsou. Mlize dochazet také ke Spatnému sbaleni domén z ditvodu absence
n¢kterych jejich Casti a absence vazby na okolni domény. Nerozpustnost izolovanych proteinti neni
neobvykld, naptiklad pfi izolaci domény G elongac¢niho faktoru Tu (EF-Tu) z E. coli, kterd ma
GTPazovou aktivitu, nebylo mozné tuto doménu izolovat v rozpustné form¢ (Tomincova et. al.,
2002). Proto byly do kone¢nych pokust vybrany konstrukty, které byly v dostate¢né koncentraci
a mély dostatecnou Cistotu, aby mohly byt pouzity v transkripcnich experimentech in vitro
a zaroven byly rozpustné. To se tykalo hlavnich konstruktd uréenych k experimentim, domén 2 a
4 a domény 1.1. Tyto konstrukty byly vybrany pro dalsi experimenty, jelikoz byla jiz v minulosti
testovana vazba domény 1.1 na zbytek faktoru ¢ a testy naznacovaly, ze se jednd o vazbu na
domény 2 a 4. Vazba byla testovana na organismu Thermotoga maritima a bylo pozorovano, ze
faktor ¢ tvofi mimo holoenzym kompaktni konformaci, kde se doména 1.1 nachazi v bezprostiedni
blizkosti domén 2 a 4. Vazba mezi doménami vSak nebyla prokézana (Schwartz et al., 2008). Navic
se pravé na doménach 2 a 4 nachazi hlavni vazebna mista pro promotorovou sekvenci.

Pfitomnost izolovanych proteinti a jejich Cistota byla ovéfena pomoci SDS-PAGE. Proteiny byly

precistény gelovou chromatografii.

6.1.2 Testovani funkce autoinhibi¢ni domény 1.1 za pouziti metody Nitrocellulose filter

binding assay a transkripce in vitro

Vybrané doménové konstrukty byly testovany metodou Nitrocellulose filter binding assay, kde
byla analyzovdna vazba jednotlivych konstrukti na promotorovou sekvenci rrnBP1 €i Pyeg.

Z analyzy vysledkli vyplynulo, Ze autoinhibiéni doména 1.1 nevaZe konstrukt domén 2 a 4
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a nezabranuje jeho vazb¢é na promotor. Vysledky ukazovaly spiSe opacny charakter, konstrukt
domén 2 a 4 i doména 1.1 se vazou na promotorovou sekvenci. Pfidanim domény 1.1 v poméru
k doménam 2 a 4 nesnizila vazba na promotor prokazatelnym zpiisobem, ve vétSin¢ piipada se
vazba naopak zvysila.

Stejné vysledky se tykaly vazby domény 1.1 na c* rest. Samotna ¢* rest vykazovala vazbu na
DNA, kterou by dle hypotézy méla vazba domény 1.1 snizit. Dochézelo vsak opét k opacnému
efektu. Nedochézi tedy k vazbé domény 1.1 na ostatni domény faktoru ¢* a k inhibici vazby na
promotor, ale dochazi kromé vazby o” rest také k vazbé domény 1.1 na promotorovou DNA. Tato

vazba byla déle ovétena metodou EMSA, nicméné vysledky potvrdily pfedesié zavéry.

Pro otestovani interakce mezi doménami a soucasné¢ interakce domén s RNAP byla pouzita metoda
transkripce in vitro. K tomuto Gcelu byla pouzita wt RNAP z B. subtilis a rRNAP. Analyza dat
ukézala, ze pfidani domény 1.1, konstruktu domén 2 a 4 ¢i jejich kombinace, neovlivni intenzitu

transkripce.

Zavérem, nedochdzi tedy k interakci doménovych konstruktlh mezi sebou ani s RNAP. Doménové
konstrukty klonované samostatné nefungovaly tak, jak by fungovaly v celém faktoru o*
v pfirozeném prostiedi bunky, pravdépodobné z divodu absence jejich kovalentniho spojeni.
Pokud je vazba mezi doménou 1.1 a ostatnimi doménami slaba, je mozZné, Ze k ni dochazi pouze
diky bezprostiedni blizkosti domén v kovalentni vazbé. Napiiklad pokud bylo uméle vytvoieno
kovalentni spojeni mezi 6’° aRNAP u E. coli (podjednotka PB’), dos$lo mezi nimi

k desetindsobnému zvyseni frekvence tovrby vazby (Mooney & Landick, 2003). Je tedy mozné, Ze

bez kovalentniho spojeni mezi doménami k vazbé vibec nedochazi, nebo se frekcence vazby
natolik sniZi, ze jiZ neni mozZné ji detekovat.

Pro dalsi studium interakci mezi doménami faktoru ¢ by bylo vhodné pouZit metody, u kterych
bude kovalentni vazba domén zachovéna. Je mozné napiiklad mutovat AK na vybranych
doménach na cystein a diky ndslednému naznaceni cysteinu sledovat pomoci NMR interakce
mezi mutovanymi doménami (Skinner & Laurence, 2010). Podobné byla studovana podjednotka
0 RNAP, u které byly N-koncové a C—koncové domény naznaCeny paramagnetickymi

molekulami (Papouskova et. al., 2013).
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6.2 Expresni systém pro izolaci rRNAP z B. subtilis

6.2.1 Izolace rRNAP z B. subtilis exprimované v E.coli

Byla klonovdna rRNAP a nasledné¢ izolovana (za pomoci histidinové kotvy) afinitni
chromatografii. Piivodni postupy izolace proteinu, které nepouzivaly kotvu pro oznaceni
izolovaného proteinu, byly méné specifické a ptindsSely mensi vytézky. Tento postup byl naptiklad
aplikovan pfi izolaci RNAP z T. aquaticus, kde bylo pouzito opakované srazeni a filtrace. Nakonec
byly izolované protein pieciStény na iontové chromatografii (Zhang et. al., 1999). Stejny postup

byl pouzit také pti izolaci RNAP z E. coli (Polyakov et. al., 1995).

rRNAP se podafilo izolovat v dostatecné koncentraci a ¢istoté pro nadsledné pokusy. Pfitomnost
proteinu a Cistota byla ovéfena pomoci SDS-PAGE a nésledné byl protein pfecistén gelovou
chromatografii. Soucasné byla pouzita wt RNAP, ktera jiz byla k dispozici v nasi laboratofi. Wt
RNAP slouzila pro srovnani funkcnosti a vlastnosti s rRNAP.

Izolace proteinu v heterolognim hostiteli E. coli byla zvolena zejména proto, Ze plivodni expresni
systémy zaloZzené na izolaci proteinu piimo zdané builky pomoci vlozené¢ho His-tagu
neumoznovaly ziskat protein v potfebné koncentraci a Cistoté. Navic pokud se studovany gen
nachazi na chromozomu bakterie, nelze efektivné provadét mutace pro studium struktury
a vlastnosti. Tento postup byl pouZit pii izolaci RNAP z C. glutamicum (Holatko et al., 2012) ¢i
pti izolaci RNAP z B. subtilis (Qi & Hulett, 1998).

Byl opublikovan také heterologni expresni systém, ve kterém byl konstrukt RNAP vnesen na dvou
vektorech do bunék E. coli a tam nasledné exprimovan (Yang & Lewis, 2008). Tento zpisob se
vSak vnaSi laboratoii nepovedlo efektivné zopakovat, vysledny protein nebyl vhodny pro

biochemické experimenty nebo strukturni studie.

VloZenim konstruktu do plazmidu pAC22 a expresi v E. coli se vnasi laboratofi jiz UspéSné
podafilo izolovat RNAP z Mycobacterium smegmatis (Kouba et al., 2019). Navic byly geny pro
podjednotky B a B’ navrzeny se spole¢nou SD sekvenci a stop kodonem, exprimoval se tudiz jeden

spole¢ny protein. Zamezilo se tak kontaminaci rRNAP doménami z E. coli.
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Dalsi vyhodou nové vytvofeného systému je, ze izolovana rRNAP neobsahuje faktor HelD, coz
umoziuje testovani rRNAP v jeho nepfitomnosti ¢i naopak testovani zmény vlastnosti po ptidani

tohoto faktoru.

6.2.2 Test funkce a vlastnosti rRNAP pomoci transkripce in vitro

Metodou transkripce in vitro byla ovéfena funkénost rRNAP. Transkripce fungovala ve vSech
piipadech (5 opakovani), rRNAP tedy zajistuje transkripci stejné¢ jako v pfirozeném prostiedi
bunky. Stejnym zplsobem byla v nasi laboratofi testovana wt RNAP z B. subtilis, samostatné

a v komplexu s faktorem ¢' (Ramaniuk et. al., 2018).

Samostatnd rRNAP nevykazovala transkripci, zatimco po rekonstiuci s faktorem ¢* vykazovala
vysokou transkripci. Tento vysledek dokazuje, ze rRNAP vytofend v této praci nebyla izolovana
s faktorem ¢ z E. coli, coz se ukazalo jako nesporna vyhoda heterologniho expresniho systému.
V ptipadé wt RNAP se drzela stald hladina transkripce i bez piitomnosti 6*, coz byl nasledek

kontaminace izolované wt RNAP piirozené se vyskytujici 6* v buiice B. subtilis.

Cilem bylo také ovétit, zda je rRNAP kontaminovana ATP z buiky, jelikoZ se tento fenomén v nasi
laboratofi potvrdil jiz v mnulosti pfi trankripci in vitro s RNAP z E. coli exprimovanou v kmeni
DE3 (Janouskova, Krasny, neublikovano). Pokud nebylo pfiddno ATP, k transkripci stale
dochazelo. A to jak v ptipadé wt RNAP z B. subtilis, u které tento jev byl pozorovan uz dfive, tak
urRNAP. Z téchto vysledki vyplyva, Ze rRNAP vaze ATP v buiitkach E. coli, kde je exprimovana.

Kontaminace dalSimi molekulami je pfi izolaci velmi Casta, v literatufe je jiz diskutovéna.
Napiiklad pfi izolaci rekombinantni laktatdehydrogendzy u bilych krevet, kterd katalyzuje
konverzi laktatu na pyruvat, byla nalezena kontaminace histidinem a asparaginem. Tyto dvé AK
byly v aktivnim mist¢, jelikoz tam ptirozené piisobi jako akceptory protont (Leyva-Carrillo et. al.,
2019). Tento fenomén se netyka pouze proteintl, kuptikladu izolace RNA z kéavy je naro¢na kvuli
vysoké hladin¢ kontaminace polysacharidy, polyfenoly a dalSimi sekundarnimi metabolity. Timto

problémem se laboratote stale zabyvaji a pfichazi s novymi postupy izolace (Huded et. al., 2018).
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V literatuie nebyla nalezena zminka o kontaminaci konkrétné¢ molekulou ATP, tento jev prozatim
nebyl vysvétlen. Mlze se napiiklad jednat o dalSi formu regulace iniciace transkripce. Jako
negativni kontrola byly pouzity vzorky bez pfidaného GTP. V téchto piipadech k transkripci
nedochazi ani u jedné RNAP. V nasi laboratofi byla testovdna transkripce v nepfitomnosti vSech
jednotlivych NTP a ve vsech piipadech krom¢ neptitomnosti ATP transkripce nebyla aktivni
(Janouskova, Krasny, nepublikovano). Pokud by dochézelo k ndhodné vazbé NTP do RNAP
v buiice, s nejvétsi pravdépodobnosti by se vazala molekula ATP, jelikoz je ji v buiice nejvice, ale
jelikoz u jinych NTP nebyla pozorovana ani velmi nizka hladina transkripce, mize se jednat

o specifickou vazbu.

Shrnuto, timto zpiisobem byla vytvorena funkéni rRNAP, kterou je na plazmidu snadné mutovat
a je tudiZ vhodna pro dalsi testy jejich vlastnosti. Diky snadné mutagenezi je mozné studovat
konkrétni mista dlileZita pro interakci s regulaénimi faktory a DNA. Jelikoz je exprimovano cisté
jaddrorRNAP v E. coli, je zde moznost libovolné ptidavat dalsi interagujici partnery ¢i podjednotky,
napiiklad HelD ¢i faktory o a studovat tak jejich vlastnosti. Tento systém ma tak potencial studie
RNAP z B. subtilis za ucelem tvorby novych antibiotik ¢i studie regulacnich faktori, které
ovliviluji transkripci. V bakterii by mohla byt také snize regulovatelnd exprese potiebnych

proteintl, napiiklad pro pouziti v biotechnologiich.
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7 Souhrn

Byly uspésné izolovéany a purifikovany doménové konstrukty faktoru ¢*. U vybranych konstruktti
byly provedeny prvotni pokusy pro ovéieni jejich vzdjemné interakce a funkcnosti se zamérenim
na autoinhibi¢ni funkci domény 1.1. K tomuto ucelu byly pouzity metody Nitrocellulose filter
binding assay, EMSA a transkripce in vitro. Témito metodami bylo zjisténo, ze zvysSujicim se
pomérem domény 1.1 k doménam 2 a 4 nedoslo k inhibici vazby domén 2 a 4 na promotor.

Vysledky ukazaly opacnou tendenci.

Z pokusii vyplyva, ze pokud se vytvoii rekombinantni doménové konstrukty, jejich vlastnosti

neodpovidaji pfirozenym podminkam.

V druhé ¢asti této prace byla klonovana rRNAP, kterou se podaftilo izolovat funkéni a v dostate¢né
koncentraci. Funk¢nost byla uspésné prokazana v transkripci in vitro. Pomoci transkripce in vitro
bylo také zjisténo, ze rRNAP na rozdil od wt RNAP neni kontaminovana faktory o, coz by mohlo
ptispét k snadné&j$i krystalizaci proteinu. Klonovand rRNAP vSak stejné jako wt RNAP obsahuje
ATP z builky E. coli. Ptedmétem dalSiho vyzkumu bude, zda tato vazba mtze mit biologickou roli,

¢1 zda se jednd o kontaminaci, byt’ specifickou.
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