Abstrakt

RNA polymeraza (RNAP) je klicovy vicepodjednotkovy enzym genové exprese, ktery spolu
s faktorem o tvoii holoenzym a zajistuje prepis genetické informace z DNA do RNA. V této
praci byla studovana RNAP z Bacillus subtilis a jeji primarni faktor ¢, Faktor o” uréuje
specifitu pro promotory, na které holoenzym nasedd. Soucasti jeho struktury je doména 1.1,
ktera pravdépodobné vazbou na domény 2 a 4 zabratiuje vazb& samotné ¢ na promotor, pokud

neni soucasti holoenzymu.

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

doménami.

Druhd c¢ast prace se vénuje vytvoreni nastroje pro studium enzymologie RNAP z B.
subtilis — rekombinantni RNAP (rRNAP). Nejprve byl fadou klonovacich krokii vytvoien
plazmidovy konstrukt pro expresi rRNAP v Escherichia coli, nasledné byl protein izolovan
a charakterizovan. Izolace se podafila bez kontaminace faktory ¢ (tato kontaminace je Casta pti
izolaci RNAP z B. subtilis). Byla vSak zjisténa ptitomnost ATP (nikoli GTP) a vazba této
molekuly by mohla mit biologickou relevanci pro aktivitu enzymu. Po izolaci byla

demonstrovana enzymatickd aktivita izolované rRNAP.

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

nastroje pro studium RNAP z modelové ptidni bakterie B. subtilis.
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