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Abstrakt

Tato disertacni prace se zabyva biologii bakterialniho ribosomu u gram pozitivni
bakterie Bacillus subtilis a zahrnuje studium obou jeho slozek — ribosomalni RNA (rRNA)
a jednoho z ribosomalnich proteint. Prvni ¢ast popisuje studium regulace syntézy rRNA.
Druhé ¢ast popisuje identifikaci a charakterizaci nového ribosomalniho proteinu kodovaného
genem ybxF.

Hlavnim regulaénim mechanismem tvorby rRNA v buiice je regulace transkripce na
urovni iniciace. Inicia¢ni nukleosid trifosfaty (iNTP) jsou dilezitym regulatorem iniciace
transkripce na promotorech pro rRNA. Fyziologicky se ménici koncentrace iNTP ovliviiuje
aktivitu RNA polymerdzy (RNAP) na téchto promotorech. Takové promotory obecné
oznacujeme jako ,,senzitivni“. Nejvice znalosti o této regulaci bylo doposud ziskdno ze
studia bakterie Escherichia coli, kde je klicova pro tuto regulaci promotorova sekvence.
Avsak pravidla vztahujici se na sekvenéni pozadavky takto regulovanych promotorli u gram
negativni bakterie E. coli nejsou platna pro promotory gram pozitivni bakterie B. subtilis,
nebot’ jejich sekvence se diametralné 1isi. V ramci diserta¢ni prace jsme u B. subtilis, pomoci
in vitro a in vivo ptistupl urcili promotorové sekvenéni elementy zodpovédné za senzitivitu
promotort pro rRNA a dalsi vybrané geny ke koncentraci iNTP.

Druha ¢ast prace se zabyva objasniovanim bunééné role proteinu YbxF. Jiz dfive jsme
prokazali, ze gen ybxF, ktery tento protein koduje, je u B. subtilis soucasti vysoce
konzervovaného streptomycinového (Str) operonu, ktery zahrnuje nepostradatelné geny pro
ribosomalni proteiny a elongacni faktory. Kombinaci genetickych a biochemickych metod
a fluorescenéni mikroskopie jsme ukazali, ze se protein YbxF, ackoliv neni nezbytny pro
rast bakterie, vaze na ribosom v pribéhu exponencialni rustové faze a to na jeho velkou
podjednotku (50S). Na zakladé molekularniho modelovani a bodové mutageneze jsme pak

urcili oblast proteinu YbxF diileZitou pro tuto vazbu.



Abstract

The biology of the bacterial ribosome of gram positive bacterium Bacillus subtilis is
the central point of this thesis that includes studies of both ribosomal components
— ribosomal RNA (rRNA) and one of ribosomal proteins. The first part of the thesis focuses
on the regulation of rRNA synthesis and the second part focuses on the identification and
characterization of a new ribosomal protein, YbxF.

rRNA synthesis is mostly regulated at the level of transcription initiation. Initiating
nucleoside triphosphates (iNTPs) are important molecule effectors that regulate this process.
Varying iNTP concentration in the cell directly affects RNA polymerase (RNAP) at rRNA
promoters as these promoters are sensitive to [INTP] in vivo. Most of the knowledge about
this regulation is derived from Escherichia coli, where the rRNA promoter sequence is key
for this regulation. Nevertheless, sequence characteristics of [INTP]-regulated rRNA
promoters from gram positive bacterium B. subtilis do not emulate the sequence
characteristics derived from [iNTP]-regulated rRNA promoters from gram negative
bacterium E. coli. Using a combination of in vitro and in vivo approaches, we determined
promoter DNA elements that are responsible for [iINTP] sensitivity of ribosomal and non
ribosomal promoters in B. subtilis.

The second part of the thesis focuses on the protein part of the ribosome. We
investigated the YbxF protein, encoded by the ybxF gene, which is in B. subtilis a member of
the highly conserved streptomycin (str) operon coding for essential ribosomal proteins and
elongation factors. Using genetic and biochemical approaches and fluorescence microscopy
we showed that although YDbxF is not essential for bacterial growth it binds to the ribosome,
to its large ribosomal subunit (50S) in the course of exponential phase of growth. Subsequent
molecular modeling and mutational analysis revealed the region of YbxF that is important

for its interaction with the ribosome.



Literarni prehled

1. Bakterie Bacillus subtilis

B. subtilis je pidni, gram pozitivni nepatogenni bakterie ty¢inkovitého tvaru schopna
sporulace. Je intenzivné studovanym zastupcem Siroké skupiny mikroorganismu s nizkym
obsahem pard G + C, mezi které patii naptiklad patogenni Bacillus anthracis, ale
I mikroorganismy vyuzivané v potravinaiském pramyslu (rod Lactococcus ¢i dalsi druhy
pocetného rodu Bacillus). B. subtilis je systematicky zatazen do oddé¢leni Firmicutes
(Sonenshein et al., 2002). Genom tvofi jediny chromosom o velikosti 4215 kb nesouci
ptiblizn¢ 4100 gend. Nejméné 200 gent je pro bakterii nepostradatelnych, coz bylo zjisténo
jejich postupnou, systematickou inaktivaci (Kobayashi et al., 2003). Rozmnozovani probiha
klasickym délenim. B subtilis je také schopen sporulace, tedy alternativniho vyvojového
stadia, kdy za nepfiznivych podminek, pfi nedostatku Zivin vytvaii endospory. Ty jsou
odolné jak vici vysoké teploté, tak i kyselinam ¢i solim. Pravé diky schopnosti vytvaret
spory je bakterie schopna piezit doCasny, pro ni nepiiznivy stav prostiedi. V minulosti byl
B. subtilis vyuzivan zejména pro studium sporulace (Schaeffer et al., 1964; Piggot & Hilbert,
2004). Nespornou vyhodou tohoto modelového mikroorganismu pro laboratorni praci je jeho
schopnost piejit do fyziologického stavu, ktery oznaCujeme jako stav kompetence. Jedna se
o alternativni vyvojové stddium, do které¢ho bakterie prechadzi v ptipad¢ nedostatku Zivin,
v pocatku stacionarni faze rlstu. V tomto stavu je bakterie schopna piijmout
vysokomolekularni cizorodou DNA a nasledné¢, béhem genetické transformace se tato DNA
mize integrovat do chromozomu (Majewski & Cohan, 1999; Dubnau & Losick, 2006).

V neposledni fad¢ je B. subtilis také vyuZzivan jako modelovy organismu pro studium
proteinové sekrece a tvorbu heterolognich proteinti. V Japonsku je vyuzivan pro piipravu

tradi¢ni potraviny Natto (zkvasenych sdjovych bobti).

2. Ribosom v bakterialni burice

Ribosom je nepostradatelnou soucasti proteosyntetického aparatu vSech zivych
organismu. Je dulezitou bunéénou organelou, mistem, kde probihd translace, tedy syntéza

bilkovin. U bakterii je jeho velikost pfiblizn€ 20 nm v priméru. Sestava ze tii druha (23S,



16S a 5S) ribosomalni RNA (rRNA) a vice jak padesati ribosomalnich proteind (Nanamiya
& Kawamura, 2010). Molekulova hmotnost bakterialniho ribosomu je pftiblizné 2,6 x 10°.
Ribosom je dnes Casto oznacovan jako tzv. ribozym (anglicky ,,ribozyme*), nebot’ rRNA,
ktera tvoii jeho aktivni slozku, ma katalytickou funkci (katalyzuje syntézu polypeptidického
fetézce), ktera je pro ribozym charakteristicka (Cech 2000; Rodnina et al., 2007). Biosyntéza
ribosomil je komplexni proces, ktery zahrnuje syntézu, zpracovani a modifikaci TRNA
I ribosomalnich proteini a pokracuje samotnym sestavenim zminénych komponentti do dvou
podjednotek o hodnotach sedimenta¢niho koeficientu 30S a 50S (70S je hodnota pro cely
bakterialni ribosom). Mensi podjednotka 30S obsahuje jednu molekulu 16S rRNA a obvykle
asi 21 molekul proteinti ozna¢ovanych S1 — S21. Hlavni uloha malé podjednotky spociva ve
zprostiedkovani kontaktu mezi kodonem mRNA a antikodonem, ktery je nesen tRNA. VEtsi
podjednotka 50S obsahuje dvé molekuly rRNA (5S a 23S rRNA) a 36 proteint
oznacovanych jako proteiny L1 — L36. Dulezitou soucasti velké podjednotky je peptidyl
transferdzové misto, kde se prostfednictvim peptidické vazby prodluzuje vznikajici
polypeptidicky fetézec. Na ribosom se také prechodné vazi dulezité bilkovinné translacni
faktory regulujici iniciaci, elongaci i terminaci translace.

Strukturni pomér rRNA a ribosomalnich proteind na ribosomu je pfiblizné 65 % ku
35 % ve prospéch rRNA. Buika tedy v souvislosti stvorbou novych ribosomd musi
koordinovat syntézu rRNA se syntézou ribosomalnich proteini. MnoZstvi ribosomalnich
proteinl je zavislé na mnozstvi rRNA a je bunkou regulovano celou fadou mechanismd.
Mnozstvi aktivnich ribosomtl v buiice je v zavislosti na prostfedi regulovano pravé syntézou
rRNA. rRNA vznika v butice piepisem (transkripci) ribosomélnich RNA operontl, pficemz
tato transkripce predstavuje az 70 % celkové transkripce v rychle se dé€lici bunce.
Ribosomalni RNA spolecné s transferovou RNA (tRNA) tvofi az 95 % veskeré bunécné
RNA, takze jejich produkci se zabira velka cast kapacity bunééné RNA polymerazy
(RNAP).

Dostupnost Zivin je stézejni faktor, ktery piimo ovliviiuje rychlost rastu bakterialni
kultury. Dostane-li se buiika do prostfedi bohatého na ziviny, je ji tak umoznén rychly rust,
pro ktery potfebuje zvysenou tvorbu novych proteini. Naopak, nahly nedostatek zivin vede
k omezeni proteosyntézy a K rychlému zpomaleni ristu, tak aby buiika zbyte¢né neplytvala

energii.



3. Ribosomalni RNA

3.1  Regulace syntézy ribosomalni RNA

Transkripci rRNA operont vznikd rRNA, ktera tvoii majoritni slozku ribosomu.
Hlavnim regula¢nim mechanismem syntézy rRNA v burice je regulace transkripce na Grovni
iniciace. Tato regulace je zajistovana pomoci riznych efektorovych molekul, at uz
bilkovinné nebo nebilkovinné povahy. Nejvice znalosti o tomto zpusobu regulace bylo
doposud ziskano ze studia gram negativni bakterie Escherichia coli. Regulaci zde mizeme
rozd¢lit na tzv. dlouhodobou regulaci, kdy se buiika pravidelné déli a tvorba rRNA je zavisla
na rychlosti rustu (z anglického ,,growth rate dependent control“) a na kratkodobou,
okamzitou regulaci, kdy buitka musi rychle reagovat na rychlou zménu zivin at’ uz
V pozitivnim nebo negativnim sméru. Zde se jednd napiiklad o stringentni odpovéd
(z anglického ,.stringent response“), coz je fyziologicky stav pii kterém bunka celi
nedostatku aminokyselin (Josaitis et al., 1995).

3.2 Ribosomalni RNA operony

Geny pro rRNA jsou u bakterii soustfedény do rRNA operonti. Vétsina prokaryontnich
rRNA operonti sestava ze tii genli pro ribosomalni RNA a to v potadi 16S, 23S a 5S rRNA.
Rozmisténi rRNA operonit vramci genomu se liSi v zavislosti na bakteridlnim druhu
a soucasti rRNA operond byvaji ¢asto i geny pro tRNA. Existuji mikroorganismy pouze
s jedinym rRNA operonem. Jedna se napiiklad o patogenni bakterie Rickettsia prowazekii
(Andersson et al., 1995) a Mycoplasma pneumoniae (Klappenbach et al., 2000). Naopak
celkem 15 kopii rRNA operont bylo zmapovano u bakterie Clostridium paradoxum (Rainey
et al., 1996). Escherichia coli (Ellwood & Nomura, 1980) a stejné¢ tak Salmonella
typhimurium (Anderson & Roth, 1981) maji ve svém genomu 7 rRNA operoni. Obecné
plati, Ze mikroorganismy s vice kopiemi rRNA operonli patii mezi rychleji se délici
mikroorganismy Vv porovnani s témi, jejichz genom obsahuje pouze jeden az dva rRNA
operony. U E. coli byly v minulosti provedeny experimenty, jejichz cilem byla delece

jednoho z rRNA operonti. Bakterie postradajici jeden z rRNA operont byla zivotaschopna



a zadny vliv na rychlost rustu ¢i fyziologii nebyl pozorovan (Widom et al., 1988). Je ale
taktéz znamo, Ze vice kopii rRNA operonti umoziuje mnoha prokaryontnim organismiim Se
obecné 1épe vypotradat s riznymi druhy prostiedi, ve kterych jsou diky tomu schopné zit
(Condon et al., 1992 a 1995). V E. coli bylo pozdéji inaktivovano vSech 7 rRNA operont.
Exprese rRNA byla u mutanta zaji§tovana z plazmidu, ktery obsahoval vzdy pouze jeden
rRNA operon a bakterie byla schopna Zivota i za téchto podminek. Tato studie navic pfispéla
k objasnéni vyznamu novych mutaci v genech pro rRNA, které maji za nasledek medicinsky
problematické rezistence mikroorganismt K antibiotikiim (Recht & Puglisi, 2001).

Genom nami studované bakterie Bacillus subtilis obsahuje 9 — 10 rRNA operont,
podle toho, o ktery kmen B. subtilis se jedna (Widom et al., 1988). Kazdy z operont
obsahuje geny pro 16S, 23S a 5S rRNA. Soucasti nékterych operonti jsou také geny pro
tRNA. Vétsinou jsou lokalizovany mezi geny pro 16S a 23S, piipadné az do oblasti za
genem pro 5S rRNA. Obrazek 1 (str. 10) (Nanamiya & Kawamura, 2010) ukazuje jmenovité
jednotlivé rRNA operony sefazené za sebou podle vzdalenosti od mista ,,ori (pocatek
replikace) v genomu B. subtilis. Z obrazku je patrné, ze vétSina rRNA operond je
soustiedéna k mistu pocatku replikace, ¢imz je zajiSténa minimalni prodleva mezi replikaci
a transkripci. Kazdy z operonti je piepisovan dvojici promotortt P1 a P2. Pouze operon rrnE
je prepisovan i z promotoru P3. Operony rrnW-I a rrnl-H-G jsou ptepisovany ve skupinach
(Natori et al., 2009). Transkripce kazdého z operonii je vétSinou ukoncéena dvojici
terminatord. O samotném pribéhu transkripce rRNA operonil a o jeji regulaci v B. subtilis
pojednéava kapitola 4.6.

Jiz diive byly u nékterych kment B. subtilis popsany spontanni mutace, jejichz
nasledkem doslo v téchto kmenech k samovolné inaktivaci operont rrnW, H nebo G. Proto
jsou tyto operony povazovany v B. subtilis za postradatelné. Laboratoi Fujio Kawamury
v Tokyu nedavno vytvofila sérii mutantd B. subtilis sjedinym funkénim a Sesti
inaktivovanymi rRNA operony. Genom kazdého z mutantii tedy obsahoval vzdy pouze jeden
ze sedmi ,,hlavnich® rRNA operonu (rrnA, B, D, E, | J nebo O). U vSech sedmi mutantnich
kmeni byl pozorovan zpomaleny rist a defekty ve sporulaci a ve schopnosti dosdhnout stavu

kompetence (Nanamiya et al., 2010).
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Obr. 1: Ribosomalni RNA operony v B. subtilis (A): rozmisténi rRNA operonii na
chromozomu; (B): struktura rRNA operont, Sipky zndzoriiuji promotory P1, P2 a ptipadné
P3 (Natori et al., 2009).

4. Transkripce

4.1  Obecné uspoiadani sekvence promotoru

Promotorova sekvence DNA je nezbytna pro spravny start transkripce. Cte se ve
sméru od 5 konce k 3" konci netemplatového (kddujiciho) vlakna. Iniciacni nukleotid je
oznacovan jako +1 pozice. Sekvence, kterd je za iniciacnim nukleotidem ma kladné
znaménko a sekvence, ktera je pfed nim ma znaménko zaporné. Nukleotid v pozici 0
neexistuje. V samotné sekvenci promotoru rozpoznavame takzvané promotorové jadro, coz
je sekvence od pozice -40 az do pozice +1. Promotorové jadro dale dé€lime na Ctyfi
definované useky (obr. 2, str. 11): (i) hexamer -35: jeho konsensus sekvence je 5" TTGACA
3’; (i) mezernik: oblast mezi hexamery -35 a -10 o délce 15 — 19 bazi; (iii) hexamer -10:
jeho konsensus sekvence je 5" TATAAT 3°; (iv) diskriminator: oblast promotoru mezi
inicia¢nim nukleotidem a 3" okrajem hexameru -10, ktera je napt. u E. coli bohata na pary
guaninu a cytosinu. U B. subtilis je tato oblast bohata na pary adeninu a thyminu.
rozpoznani promotoru a naslednou vazbu o podjednotky RNAP (Haugen et al., 2008).
V oblasti mezerniku, pfed hexamerem -10 jesté rozliSujeme takzvanou rozsitenou oblast -10.

Jedna se zejména o dinukleotid 5" TG 3, ktery oddéluje od hexameru -10 pouze jedina baze
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(nachazi se v pozici -14/-15, Henkin & Sonenshein, 1987). Tento motiv je rozeznavan
podjednotkou o, s jejimZ regionem 3.0 interaguje a napomaha tak vazbé této podjednotky
na n¢které promotory (Keilty & Rosenberg, 1987; Camacho & Salas, 1999). Pred
promotorovym jadrem se mize vyskytovat takzvany UP element, ktery se nachdzi v oblasti
-40 az -60. Na tuto oblast se vaze aCTD doména RNAP a zesiluje tak transkripci

z nékterych promotora (Hirvonen et al., 2001).

Dis +]  f—

DNA s UP element

Obr. 2: Obecné usporadani sekvence promotoru a domény podjednotek RNAP vazajici
se na promotor (Haugen et al., 2008).

4.2  Bakterialni RNA polymeraza

Transkripci u bakterii provadi enzym RNA polymeraza (DNA dependentni RNA
polymeraza, RNAP). Protoze se na rozdil od eukaryont jedna o jediny enzym katalyzujici
transkripci, zodpovida tak za syntézu veskeré RNA v bunce. Katalytické jadro RNAP
(oznacuje se jako E, molekulova hmotnost ptiblizné 400000) se sklada z dimeru podjednotek
a (ap) a dale z podjednotek f a B” a . Podjednotky a; tvoii strukturni leSeni pro podjednotky
B a B’, které maji katalytickou funkci. Tyto Ctyfi podjednotky jsou sekvenéné, strukturné
i z hlediska své funkce konzervované od bakterii az po ¢loveéka (Sweetser et al., 1987;
Ebright, 2000). Na katalytické jadro RNAP se vaze podjednotka o, Casto oznaCovana také
jako faktor sigma a dale podjednotka ®. Samotné katalytické jadro neni schopné rozpoznat
sekvenci promotoru. Tuto funkci, ktera je sté€zejni pro efektivni iniciaci transkripce zastava
pravé podjednotka sigma. Slozenim vSech podjednotek vznika holoenzym RNAP (Eo).
Proces skladani RNAP probiha v tomto potadi:

atoa—mtpomBt+p —afp
Procesu skladani podjednotek napomaha podjednotka , ktera jinak neni pro bunku

esencialni.
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4.2.1 Podjednotky bakterialni RNA polymerazy (E. coli)

(i) Alfa (a): podjednotka a je tvofena cca 330 AK. Jeji molekulova hmotnost je
ptiblizn¢ 36000 Da. Koéduje ji gen rpoA. Je rozdélena do dvou domén. VEtsi, amino-
termindlni doména (aNTD) se uplatituje pii dimerizaci a podjednotek a zodpovida také za
vazbu podjednotek B a B’. Mensi karboxy-termindlni doména (aCTD) vaze DNA a uplatiiuje
se pii vazbé na promotor, na tzv. UP element (Ross et al., 1993; Gourse et al., 2000).
Podjednotka o tvofi dimer dvou sekvencné identickych podjednotek a (dimer op). Kazda
Z podjednotek a, dimeru se ale uplatiuje jinak. Jedna vaze podjednotku B a druha
podjednotku B’ (Minakhin et al., 2001).

(i)  Beta (B): podjednotku B tvoii cca 1340 AK. Jeji molekulova hmotnost je
priblizné 150000 Da a je kdédovana genem rpoB. Dohromady s podjednotkou ° davda RNAP
charakteristicky tvar krabiho klepeta. Je mistem, kam se vazi antibiotika inhibujici
transkripci (napt. rifampicin, streptovaricin, streptolydigin), (Gentry & Burgess, 1993;
Sanchez-Hidalgo et al., 2010).

(ili)  Beta’ (B’): podjednotka B’ je slozena z 1400 AK a je tak nejvétsi podjednotkou
bakteridlni RNAP (molekulova hmotnost 155000 Da). Kéduje ji gen rpoC. Uplatiiuje se
predevSim pii vazbé na DNA. Jeji doména ZBD (B°’NH, — Zn?*) se véaze na pozice -22
templatového a -27 netemplatového vldkna v oblasti mezerniku na promotoru.
S podjednotkou P vytvari aktivni centrum RNAP. Podili se také na terminaci transkripce
(Gentry & Burgess, 1993; Murakami et al., 2002).

(iv)  Omega (®): podjednotku o tvoti 91 AK a je tak nejmensi slozkou bakterialni
RNAP. Koduje ji gen rpoZ a jeji molekulovd hmotnost je 10000 Da. Je vysoce
konzervovana nejen u gram pozitivnich a gram negativnich bakterii ale i u Archaea (protein
RpoK) a u eukaryont (protein Rpb6) (Minakhin et al., 2001). Jeji funkce ale nebyla doposud
uplné objasnéna. Deleci genu rpoZ bylo zjiSténo, Ze je pro builku postradatelna a Ze
transkripce mtize probihat i bez ni (Gentry & Burgess, 1989). Podjednotka o se vaze svym
N-koncem na podjednotku B’. Podili se také na asociaci B’ s komplexem o, (Ghosh et al.,
2001; Minakhin et al., 2001). Podle nékterych zdroji se podjednotka ® podili také na
regulaci stringentni odpovédi, ovliviiuje iniciaci transkripce a béhem rlstu bakteridlni

kultury ptispiva k preziti stacionarni faze (Vrentas et al., 2005; Mathew & Chatterji, 2006).
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(v) Sigma (o): podjednotka o je nepostradatelna pro spravné zahajeni transkripce.
Béhem iniciace rozpoznava sekvenci promotoru a vaze sem RNAP. Pouze RNAP ve form¢
holoenzymu (Eo) je schopna efektivni transkripce vychazejici z promotoru. Podjednotka o
se dale podili na rozplétani dvoufetézcové DNA a hraje roli i v procesu ,,promoter escape
and clearence* (Vassylyev et al.,, 2002). Experimenty s nenavazanou podjednotkou o
prokazaly, ze samotnd ¢ je autoinhibovdna a na promotor se nevaze. Nevazi se na ni ani
znamé transkripcni aktivatory a promotorové elementy (Dombroski et al., 1992; Borukhov
& Severinov, 2002), i kdyz prace z pocatku tohoto roku naznacuji uréitou moznost vazby
samotné podjednotky ¢ na promotor (Yeh et al., 2011; Sevim et al., 2011).

Bakterialni faktory sigma se d&li do dvou rodin, 6'° a 6>* (Gruber & Gross, 2003).
Podjednotky o z rodiny ¢'° jsou sloZeny pfiblizng z 600 AK a strukturné se d&li na Styfi
konzervované domény, které se dale déli na nékolik podoblasti. Mezi prvni a druhou

doménou rozliSujeme oblast, ktera neni konzervovana (obr. 3, str. 13).

N 1.1 1.2 NCR 21]12.22.3|24|3.0] 3.1 | 3.2 4.1 4.2 C
inhibition mening+ + *
promoter DNA <:|—ED
-10  extended -35
-10

Obr. 3: Rozdéleni podjednotky ¢ na domény (model vytvofeny na zakladé struktury
podjednotky 6™ z E. coli; (Gruber & Gross, 2003). Obréazek znazortuje &tyfi konzervované
domény (1-4) ve sméru od N konci kC konci a jejich podoblasti. NCR oznacuje
nekonzervovanou oblast mezi prvni a druhou doménou. Sipky znazoriuji vazbu specifickych
podoblasti domén podjednotky ¢ na soucasti promotoru.

Obecn¢ do rodiny 6"° patii takové faktory o, které se vazi na promotor bez
pfitomnosti dalSich proteinovych slozek ¢i energie. Délime je na cCtyfi skupiny. Prvni
skupinou (I) jsou tzv. primarni faktory o, které zodpovidaji za transkripci provoznich gend.
Patii sem napiiklad ’° z E. coli s ndzvem odvozenym od své molekulové hmotnosti, ktera

odpovida 70000 Da a déle také 6®, hlavni o faktor u B. subtilis. Do ostatnich tfech skupin
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(II-IV) se fadi tzv. alternativni o faktory, které jsou bunikou vyuzivany pfi specifickych
rustovych podminkach, napt. pii stringentni odpovédi a jinych stresovych situacich
(Helmann & Chamberlin, 1988; Yeh et al., 2011).

Rodina ¢ je minoritni skupinou, kam se fadi ¢ faktory, které (pokud jsou navézané
na RNAP) rozeznavaji sekvenci promotoru, ale pro tvorbu promotorového komplexu
pozaduji pfitomnost dalSich proteinovych faktort. Hydrolyzou ATP ¢i GTP ziskavaji energii
potiebnou pro vytvoreni otevieného transkripéniho komplexu (RPp). Tato rodina faktorti o
tedy vyuziva na rozdil od rodiny ¢’® zcela odlisnou strategii vazby RNAP na promotor
(Borukhov & Severinov, 2002).

Pocet o faktori se u ruznych bakteridlnich druhti velmi 1isi. U E. coli rozeznavame
celkem 7 rtznych druh podjednotek . Pouze jedinou podjednotku ¢ vyuziva bakterie
Mycoplasma genitalium, ktera byla oznacena za bakterii s nejmensim genomem (Fraser et
al., 1995). Naopak az 65 podjednotek o vyuziva bakterie Streptomyces coelicolor (Kim et
al., 2008). Obecné se u gram-pozitivnich bakterii vyskytuje vyssi pocet faktorli o, coz je
vysvétlovano jejich vyuzitim predevsim béhem sporulace. B. subtilis obsahuje 18 druhd o
faktord, které patii do rodiny '°. Nedavno byl u B. subtilis identifikovan novy typ faktoru o,
ktery je tvofen proteiny Yvrl a YvrHa. Jednd se doposud o jediny zndmy dvouslozkovy

bakterialni faktor o (MacLellan et al., 2008 a 2009).

4.2.2 RNAP z Bacillus subtilis

RNAP z B. subtilis je mensi nez RNAP z E. coli. Dle poslednich experimentti miizeme
usuzovat, ze se v porovnani s RNAP z E. coli chova odlisné (Sojka et al., 2011). Obecné se
RNAP gram pozitivnich bakterii skladd navic z dalSich dvou podjednotek. Jednd se o
podjednotky & a druhou podjednotku .

(1) Delta (3): podjednotka 6 je kddovana genem rpoE a sklada se ze 173 AK. Jeji
molekulova hmotnost je ptiblizné¢ 21400 Da. Déli se na dvé domény, které jsou spojeny
sedmi az deviti lyzinovymi zbytky. Vétsi je strukturovana N-terminalni doména (NTD)
o0 velikosti 95 AK skladajici se ze Ctyf a-helixi a jednoho antiparalelniho B-listu. Nasleduje
ji C-terminalni doména (CTD) o velikosti 69 AK, ktera strukturovana neni (Lopez de Saro et
al., 1999; Motackova et al., 2010).
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Obr. 3A: Struktura N-terminalni domény proteinu 6 u B. subtilis (Motackova et al.,
2010). Ctyii a-helixy jsou oznaceny Cislicemi I az IV a antiparalelni B-list je oznacen
modrou barvou. Konce domény jsou ozna¢eny pismeny N a C.

Podjednotka & se vyskytuje pouze u gram pozitivnich bakterii, kde je v ramci
oddé¢leni Firmicutes jeji sekvence vysoce konzervovana. Podjednotku 6 obsahuje i minimalni
genom M. genitalium (Doherty et al., 2010).

Byla objevena jako faktor kodovany hostitelem, ktery je soucasti virové RNAP. Bylo
zjisténo, ze podporuje transkripci stfednich a pozdnich fagovych genii. Diky zjisténi, Ze se
protein 6 vaZze na RNAP byla 6 od té doby povazovana za jeji regulérni soucast a zacala byt
standardné oznaCovana jako plnohodnotna podjednotka RNAP (Pero, 1975; Tjian et al.,
1977).

Podjednotka & se vdze na RNAP pomoci své domény NTD a tim orientuje svou
doménu CTD k vazbé na povrch RNAP. Z vysledkii ziskanych ze studia podjednotky 6
in vitro vyplyva, ze & zvysuje efektivitu transkripce, uplatiuje se pii tvorbé transkripcni
bubliny (tzv. ,,promoter melting®) a dale pii recyklaci RNAP. Prozatim Zzadny z téchto
vysledkt nebyl potvrzen in vivo (Hyde et al., 1986; Juang & Helmann, 1994; Lopez de Saro
et al., 1995 a 1999). U kmene B. subtilis, kde byl inaktivovan gen rpoE kodujici protein &
byla pozorovana zména morfologie kolonii a prodlouzena lag faze ristu (Lopez de Saro et

al., 1999), ale jiné zdroje tento fenotyp prozatim nepotvrdily (Doherty et al., 2010). Dale byl
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zjistén vliv inaktivace & na sporulaci (Gao & Aronson, 2004). U Streptococcus agalactiae
a Staphylococcus aureus byla po inaktivaci proteinu 6 ovlivnéna virulence (Watson et al.,
1998; Seepersaud et al., 2006). Role podjednotky 6 u B. subtilis je extenzivné studovana také
V nasi laboratofi.

(i)  Omega (w): RNAP B. subtilis obsahuje dvé podjednotky ®. Oznafujeme je
jako m1 a m,. Podjednotka m; je unikatni pro RNAP gram pozitivnich bakterii. V B. subtilis
je kodovana genem ykzG. Jeji sekvence se nijak nepodoba sekvenci podjednotky o
u Archaea ani u eukaryont. Experimenty ukézaly, Ze se nevaze do stejného mista na RNAP
jako ostatni podjednotky o [(Doherty et al., 2010), nepublikované vysledky]. Jeji role tedy
prozatim zUstava neznama. Podjednotka m; B. subtilis je taktéZ studovana v nasi laboratofi.

Podjednotka ®; je homologni s jedinou podjednotkou ® v E. coli (gen rpoZ) a v
B. subtilis je kddovana genem yloH.

o region

o regio
24

o region

25 n N
. reglon/
42

Obr. 4: Krystalova struktura holoenzymu RNAP s DNA u T. thermophilus. Obrazek
znazoriuje pocatek iniciace transkripce, kdy se jiz zaCina tvofit otevieny komplex
(Vassylyev et al., 2002).
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4.3  Mechanismus transkripce

Prubéh transkripce v bakterialni buiice se rozdéluje na tii faze: na iniciaci, elongaci a
terminaci.

Iniciace. Iniciace transkripce probiha podle nasledujiciho schématu:

R+P < RPc < [ <> RPg <> RPagorT — RPE

Pribéh iniciace popisuje obrazek 5 na strané 18. Nejprve dochazi ke kontaktu
holoenzymu RNAP s hexamery -10 a -35 v promotorové sekvenci. Hexamer -10 je
rozpoznan doménou 2 podjednotky ¢ a hexamer -35 rozpoznavd doména 4 podjednotky o.
Dal$imi dvéma dillezitymi promotorovymi elementy, které jsou rozpoznavany RNAP béhem
iniciace jsou jeSté rozsifeny element -10, ktery rozpoznava doména 3 podjednotky o a dale
UP element, na ktery se u nékterych promotort vaze C-termindlni doména podjednotky a.
Na zéklad¢ téchto kontaktlh RNAP s promotorem vznikd uzavieny promotorovy komplex
(RPc). Tento krok je nasledovan postupnym rozplétanim dvoufetézcové DNA kolem
hexameru -10 (mezi nukleotidy -12 az +2). Nasleduje proces isomerizace (I), pii kterém
dochazi ke konforma¢nim zménam RNAP i DNA a vede Kk vytvofeni otevieného
promotorového komplexu (RPp). Ve fazi RPg je RNAP chranéna proti navazani negativné
nabitych molekul, které se mohou chovat jako kompetitory. Jednou z takovych latek je
polyanion heparin, ktery s vysokou afinitou vaze volnou RNAP (jako kompetitor schopny
vazat volnou RNAP muize byt pouzita i dvoufetézcova DNA), (Haugen et al., 2008).
Transkripce je iniciovana piipojenim prvniho nukleosid trifosfatu (NTP). V pfitomnosti
substratu, kterym jsou NTP tak dochazi k syntéze kratkého tiseku RNA o délce 9-12
nukleotidii. 8-9 nukleotidli z tohoto kratkého useku RNA je sparovano s komplementarni
sekvenci DNA a vznika tak kratky DNA-RNA hybrid. V pocatku polymerace, po napojeni
nckolika NTP se polymerace muize zastavit a RNAP muZe sklouznout o nékolik pozic zpét
do pocatecni pozice v RPo. Tyto kratké useky RNA oznacujeme jako tzv. abortivni
transkripty (RPagorT). Abortivni iniciace byla pozorovana nejprve in vitro (Hsu et al.,
1995), a jeji existence byla posléze potvrzena také in vivo u E. coli (Goldman et al., 2009).
Piesna funkce takto vzniklych kratkych abortivnich transkriptli zlstdva nadéle nezndma,
nicmén¢ bylo potvrzeno, Ze abortivni transkripce ovliviiuje promotorovou aktivitu (Liu et
al., 1994).
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Obr. 5: Schéma iniciace transkripce u E. coli (Haugen et al., 2008). Templatové
nekodujici vldkno je oznaceno tmavé zelenou barvou; netemplatové a tedy kédujici vlidkno
je oznaCeno svétle zelené; RNA transkript znaci Cervena barva; katalytické ionty Mg2+
oznacuji Zluté kruhy; cervené jsou oznaeny kyselé aminokyselinové zbytky regiond 1.1
a 3.2 podjednotky 6. (A): RPc — DNA je dvouvlaknové a posouva se do hlavniho kanalu
na RNAP; (B): RP, — oblast 1.1 podjednotky o se posouva smérem do aktivniho mista
RNAP, ¢imz se DNA dostava do hlavniho kanalu. Zac¢ind se vytvaret transkripéni bublina;
(C): RPo — vlakna DNA se od sebe oddéluji, templatové vliakno se posouva do pozice idealni
pro zatazeni prvniho NTP; (D): syntéza RNA jiz zacala, DNA vlakna v oblasti hexameru -10
jsou piechodné vytlacena, coz je stav té€sné pied uvolnénim RNAP z promotoru; (E):
elongacni komplex — podjednotka o se uvolnila z RNAP, pokracuje syntéza RNA.
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Béhem iniciace je RPo Vrovnovaze s mnozstvim intermediati, pfiCemz tato
rovnovaha zavisi na mnoha faktorech. Je jimi pfedevSim samotnd sekvence promotoru,
teplota a také koncentrace Mg?* (Murakami et al., 2002).

Vzhledem k vySe uvedenému pribéhu iniciace bakterialni transkripce promotory
obecné rozliSujeme podle jejich schopnosti vazat RNAP a tvotit RPc a RPg a taktéz podle

toho jak stabilni je jejich RPo, neboli jak rychle se RPg rozpada (polocas rozpadu RPp).

Piechod ziniciace kelongaci. V nasledujicim kroku transkripce pirechazi
z faze iniciace do faze elongace, ¢ehoz je dosazeno uvolnénim RNAP z promotoru (tzv.
»promoter escape®), uvolnénim podjednotky ¢ z RNAP a vzniku takzvaného terndrniho
transkripéniho komplexu (také elongacni komplex, RPg). V této fazi transkripce dochazi na
RNAP k mnoha konforma¢nim zménam. Nové vytvofené vlakno RNA opousti RNAP
V misté, které oznac¢ujeme jako tzv. RNA-exit kanal. C-terminalni doména faktoru o blokuje
RNA-exit kanal, a pravé proto faktor o z RNAP disociuje, aby nedoslo ke kontaktu téchto
dvou struktur. U E. coli bylo zjisténo, ze uvolnéni RNAP z promotoru napomahaji faktory
GreA a GreB. Tyto dva faktory rovnéZz podporuji produktivitu iniciace transkripce in vitro
a také in vivo (Hsu et al., 1995).

Byl navrzen i alternativni mechanismus prechodu z iniciace transkripce k elongaci,
ktery byl zjistén u komplexu RNAP a ¢’ v E. coli. Faktor ¢ zde ziistiva navézany na
katalytické jaddro RNAP a je soucasti ternarniho komplexu béhem elongace. Nasledkem
konformacnich zmén RNAP pak faktor c RNA-exit kanal zfejmé nadale neblokuje (Bar-
Nahum & Nudler, 2001).

Elongace. Béhem elongace se RNAP posouva podél fetézce DNA a podle sekvence
templatového vldkna syntetizuje nové vznikajici RNA. Retézec RNA je tak
(s vyjimkou thyminovych bazi, které¢ jsou v RNA fetézci nahrazeny uracilem a také
s vyjimkou deoxyribdzy) piesnou kopii kodujiciho vlakna DNA. Prodluzovani fetézce RNA
probiha tak, ze Se na volny 3" konec, ktery je tvofen skupinou —OH ptipojuji nukleotidy na
zakladé komplementarity bazi. Jednofetézcova RNA je nasledné z komplexu s DNA

postupné uvolnovana.
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Terminace. Terminace transkripce u bakterii probiha dvéma moznymi zpusoby.
Prvni variantou je terminace probihajici nezavisle na faktoru Rho. V tomto piipadé se
transkripce zastavuje, jakmile se na RNA fetézci vytvori vlasenkova smycka bohata na pary
guaninu a cytosinu nasledovana nékolika uracily za sebou. RNAP po této struktute sklouzne
a uvolnuje se tak z fetézce, ¢imz je transkripce zastavena. V druhém piipad¢ terminace, ktera
je na faktoru Rho zavisla, se proteinovy faktor Rho piimo tGcastni procesu terminace. Tento
faktor destabilizuje elongacni transkripéni komplex a RNAP je tak z tohoto komplexu
uvolnéna a transkripce je ukoncena. Tento zplisob terminace vyzaduje jesté pfitomnost tzv.
Rho-dependentnich transkripénich faktori, kterymi jsou napiiklad elongaéni faktory NUsA,
NusB a NusG, které¢ Rho faktor vaze (viz dale v textu).

U E. coli faktor Rho patii mezi esencialni proteiny (Das et al., 1976). Byly zde
popsany oba mozné zpusoby terminace transkripce. U B. subtilis faktor Rho esencialni neni.

Bylo zjisténo, ze terminuje i svou vlastni transkripci (de Hoon et al., 2005).

4.4  Regulace transkripce

Je tieba zdiiraznit, ze v bunice je priblizné 4 — 5 tisic genti, které musi RNAP piepsat
(ptiklad pro E. coli). Toto ¢islo zahrnuje také geny kodujici stabilni RNA, ktera je potieba
pro translaci a pro tento ucel je nezbytna vysoka koncentrace RNAP. Ur¢ité mnozstvi RNAP
je také v bufice vazané na DNA a je neaktivni. Samotné mnozstvi RNAP v burce je tedy pro
transkripci limitujici, stejné tak je limitujici 1 mnozstvi faktoru o, ktery je nutny pro efektivni
iniciaci. Rlizné promotory tedy mezi sebou soutézi o RNAP vyuzitelnou pro svou transkripci
(Ishihama, 2000; Maeda et al., 2000; Browning & Busby, 2004).

Nejvice je transkripce regulovana jiz béhem iniciace (viz nasledujici kapitola 4.5).
Regulace obecné probihd pomoci mnoha faktorii, které ucinkuji prostfednictvim vazby na
DNA, RNA i samotnou RNAP. Tyto faktory mohou byt proteinové povahy, nebo se jedna
0 peptidy ¢i malé nekodujici RNA. U E. coli (podobné také u dalSich bakterialnich druhti) je
to napiiklad 6S RNA, kterd jako mald nekodujici RNA piimo interaguje s RNAP
prostiednictvim podjednotky ' a reguluje tak transkripci mnoha gend (Wassarman, 2007;
Cavanagh et al., 2008). Mezi dalsi regulacni faktory patii polyfosfaty, aminokyseliny,

vitaminy ¢i jiné latky. U E. coli je znamo 285 faktorti proteinové povahy, které maji vliv na
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transkripci. VétSina téchto faktort (265) je DNA vazebnymi proteiny, které reguluji
transkripci jiz béhem iniciace. Samotna regulace obecné probiha na zaklad¢ vazby faktoru na
promotor, ¢imZz je znemoznéna, nebo naopak umoznéna vazba RNAP do téchto mist
(Borukhov et al., 2005).

Doposud neni znamo mnoho proteind, které by regulovaly elongaci a terminaci
transkripce. Do malé skupiny znamych regula¢nich proteint patii piedevsim faktory Nus
(NusA, NusB, NusG a Nusk), faktor RfaH, ribosomalni protein S4, faktory GreA a GreB,
Mfd, RapA (HepA) a Rho (Borukhov et al., 2005). Tyto faktory piimo ovliviiuji prechodné
zastaveni transkripce (tzv. ,transcription pausing®), jeji pfedcasné ukonceni, pohyb
transkripéni bubliny, spravné parovani pii syntéze podle ptedlohy ale i rychlost transkripce a

celkovou procesivitu RNAP.

. NusA: NusA je vysoce konzervovany protein jak u Eubacteria, tak u Archaea.
V transkripci se ucastni piedevS§im antiterminace (v komplexu s NusG, NusB a Nusk). Je
zodpovédny také za signaly vedouci k ,,pausingu®. Ucastni se i terminace nezavislé na
faktoru Rho (de Hoon et al., 2005).

. Mfd: protein Mfd je taktéz velmi konzervovany. Jeho velikost je pfiblizné 130000
Da. Véze se do DNA primarniho kandlu na RNAP. Jeho role spo¢iva v obnové zastavené
transkripce (restart elongace), (Roberts & Park, 2004).

. S4: u ribosomalniho proteinu S4 byla objevena regulaéni funkce podobna
elonga¢nimu faktoru NusA. Ucastni se antiterminace rRNA i jinych ,neribosomalnich®
operont (Torres et al., 2001).

. Gre faktory: GreA a GreB jsou proteiny o velikosti 160 AK délici se na dvé
strukturované domény. N-termindlni doména ma charakter ,coiled-coil®, kdezto C-
terminalni doména je globularni. Tato globuldrni doména je zodpovédna za vazbu faktoru do
sekundarniho kandlu RNAP. Gre faktory stimuluji nukleolytickou funkci RNAP, ¢imz
dochazi k potlaceni ,,pausingu RNAP in vitro a taktéz in vivo (Borukhov et al., 2005;
Roberts et al., 2008). GreB je schopen zastoupit funkci jiného transkripéniho faktoru DksA
pii regulaci rRNA transkripce in vitro. V burice je ale jeho koncentrace pfili$ nizka a tak po
jeho deleci nebyl u E. coli pozorovan zadny vliv na fenotyp. GreA ma diky své nizké afinité

k RNAP taktéZ pouze minoritni vliv na regulaci rRNA operoni (Laptenko et al., 2003).
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45  Regulace iniciace transkripce

Promotorovd sekvence. Genom E. coli obsahuje pfiblizn¢ 2000 rtznych
promotorovych sekvenci (Salgado et al., 2001). Je to pravé rtuznorodost promotorovych
sekvenci, ktera umozituje velmi riiznorodé rozmisténi molekul RNAP po transkripcnich
jednotkach. Je znamo, ze promotory funguji efektivnéji, pokud jejich Ctyfi hlavni elementy
(hexamery -10 a -35, rozsifena oblast -10 a UP element) vykazuji sekvence blizké konsensu.
Pfitom vétSina promotorovych sekvenci v bunice je konsensu naopak vzdalena. Pravé pomér
mezi sekvencné odliSnymi promotory je dilezity pro dosazeni takové transkripce, ktera je
pro buniku v danych podminkach nejvyhodnéjsi.

Mnoho nejsilnéjsich bakterialnich promotor vyuziva efektivni UP elementy, které,
jak jiz bylo zminéno Vv kapitole 4.1, vazi RNAP prostfednictvim CTD domény podjednotky
a a ve vysledku jsou schopné transkripci z daného promotoru mnohonasobné zesilit
(Browning & Busby, 2004). Ctyti aminokyseliny T263, R265, G296 a K298 v doméné CTD
podjednotky o byly zjistény jako stézejni pro vazbu na DNA. Prostiednictvim téchto
aminokyselin se RNAP vaze do malého zlabku sekvence DNA UP elementu. Tato oblast
aCTD je u bakterii témé&f absolutné konzervovana (Ross et al., 2001).

Ptikladem takto regulovaného promotoru je ribosomalni RNA promotor P1 (rrn P1)
E. coli, jehoz sekvence UP elementu bohatd na adenin a thymin zesiluje transkripci fizenou
z tohoto promotoru 50 - 60 x. Pokud podjednotka a interaguje jesté s transkripénim faktorem
Fis, je transkripce z tohoto promotoru zesilena az 300 x (Hirvonen et al., 2001).

Faktory sigma. Piikladem je opét E. coli, kde se hlavni faktor ¢'° iastni iniciace
transkripce. Genom této bakterie obsahuje Sest dal$ich druht faktort o, které se akumuluji
jakozto odpovéd na rizné druhy stresu. Nasledné soutézi se 6° 0 RNAP (podrobné
o sigma faktorech pojednava kapitola 4.2.1 Podjednotky RNAP), (Browning & Busby,
2004). V mnoha pripadech je iniciace v pfitomnosti faktoru ¢ pod kontrolou tzv. anti-sigma
faktorti (Hughes & Mathee, 1998).

Transkripéni faktory. Transkripcni faktory (TF) pfedurcené k vazbé na promotor
koduje v E. coli témét 300 gent. Tyto faktory svou vazbou stimuluji ¢i naopak potlacuji
transkripci. Pfiblizn€ u poloviny téchto proteinid byla jejich funkce ovéfena experimentalné.

VétsSinu z této skupiny faktorth tvoii DNA vazebné proteiny, které se vazi pifimo na
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promotor. Nékteré proteiny reguluji transkripei celé skupiny gent, jiné pouze jeden jediny
gen. Predpoklada se, Ze skupina sedmi TF (CRP, IHF, Fis, ArcA, NarL, Lrp a Fnr)
kontroluje transkripci asi poloviny vSech regulovanych gent. Piblizné 60 faktori fidi pouze
jediny promotor. Obecné jsou bakterialni TF rozdéleny do mnoha skupin podle jejich
sekvencni podobnosti.

Transkripéni faktor Fis je dalezitym regulatorem transkripce rRNA v E. coli. Jedna
se 0 heterodimerni protein, ktery se béhem exponencidlniho rastu vyskytuje v buiice ve
vysoké koncentraci. Stimuluje transkripci pti dostatku zivin, coz bylo potvrzeno u nékolika
ribosomalnich ale 1 jinych, neribosomalnich promotorii. Protein Fis se vaze jak na DNA, tak
na RNAP. Na RNAP se véaze prostfednictvi podjednotky a, kterd je soucasné vazana
podjednotkou B” (Hirvonen et al., 2001).

Regulace pomoci malych ligandii. Tento zplisob regulace pomoci malych molekul

umoznuje bakterii rychle reagovat na zmény v prostredi.
(i) (P)PPGpp: jednim z takovych ligandu je ,,guanosin penta ¢i tetra fosfat™, neboli
(p)pPGpp [presngji guanosin-5’-(tri)difosfat-3 -difosfat], ktery bakterie E. coli, kde byl tento
alarmon pred vice jak 40 lety objeven, syntetizuje pfi stringentni odpovédi. Jedna se o stav,
kdy dojde v prostiedi, ve kterém buika zije k nahlému nedostatku aminokyselin a buiika na
tento jev musi rychle reagovat. Nasledkem toho bufika indukuje expresi enzymu pro
biosyntézu novych aminokyselin a zaroven zacina Setfit energii, ¢ehoz je dosazeno rychlym
zastavenim rRNA transkripce. K aktivaci stringentni odpovédi dochédzi vstupem nenabité
tRNA do A mista na ribosomu, ¢imZ se zaroven aktivuje s ribosomem asociovany protein
RelA.

Za produkci (p)ppGpp Vv E. coli zodpovidaji dva proteiny, RelA a SpoT. RelA je
enzym, ktery ppGpp syntetizuje z GTP nebo GDP a s vyuzitim ATP. SpoT je bifunkéni
enzym, ktery méa kromé schopnosti ppGpp syntetizovat také hydrolytickou aktivitu.
Zodpovida tak za regulaci hladiny ppGpp v bunce. Reaguje zejména na nedostatek zdroji
uhliku, mastnych kyselin nebo Zeleza.

Nedavno byl u E. coli popsan novy mechanismus regulace transkripce genu relA,
ktery protein RelA koduje. Bylo zjisténo, Ze béhem stacionarni faze rastu E. coli transkripci

tohoto genu tidi mald nekddujici 6S RNA, kterd se pfimo vaze na RNAP prostfednictvim
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podjednotky ¢'°. Tato regulace tak piimo ovliviiuje hladinu ppGpp v buiice (Cavanagh et al.,
2010).

Na rozdil od E. coli je u mnoha jinych bakterii znam pouze jediny enzym
zodpovédny za syntézu i regulaci ppGpp. Do nedavné doby tomu tak bylo také u B. subtilis.
Role syntézy ppGpp u B. subtilis byla kromé homologniho proteinu RelA (u B. subtilis ma
RelA také hydrolytickou aktivitu, ktera je obdobou funkce SpoT u E. coli) pfifazena jesté
dvéma dalsim bilkovinam YjbM a YwaA. Oba proteiny jsou pomérné malé a jejich sekvence
odpovida ppGpp syntetaizové doméné RelA-SpoT. Geny kodujici YjbM a YwaA byly
nalezeny také v genomu Streptococcus mutans. AvSak pfesny zplsob fungovani YjbM
a YwaA prozatim zistava neznamy (Nanamiya et al., 2008; Natori et al., 2009).

Alarmon ppGpp je znam jako globalni regulator, ktery kontroluje mnoho bunéénych
procesti, mezi které patfi transkripce, translace, metabolismus nukleotidt i replikace DNA
(Natori et al., 2009). Nize uvadim dva hlavni zndmé mechanismy regulace transkripce
pomoci ppGpp Vv E. coli.

. Negativni regulace transkripce pomoci ppGpp. Negativni vliv ppGpp na regulaci
transkripce u E. coli spociva v inhibici iniciace transkripce rRNA promotort in vitro a in
vivo. Oblast diskriminatoru rRNA promotort, tedy mista kam se vaze svou oblasti 1.2
podjednotka o, je bohatd na guanin a cytosin. Tento typ promotorti béhem iniciace vytvaii
velmi nestabilni oteviené komplexy s RNAP. ppGpp snizuje stabilitu téchto komplext a tim
inhibuje iniciaci transkripce (Paul et al., 2004).

= Pozitivni regulace transkripce pomoci ppGpp. ppGpp funguje jako pfimy aktivator
promotord fidicich transkripci aminokyselinovych operonii. Bylo také zjisténo, ze ppGpp
Vv pfitomnosti purifikovaného proteinu DksA zvySuje rychlost izomerizace RNAP béhem
tvorby otevieného komplexu in vitro. Sekvence diskriminatoru promotori pro syntézu
aminokyselin je bohata na adenin a thymin a tyto promotory tak vytvaii stabilni komplexy
s RNAP, které ppGpp svou regulaci podporuje (Paul et al., 2004; Potrykus & Cashel, 2008).

(i) DksA, GreA a GreB

DksA je maly protein, ktery u E. coli zastava funkci transkripéniho faktoru. Sklada se ze
dvou domén. Prvni doména je tvaru ,coiled-coil“ a ma na svém konci dva kyselé
aminokyselinové zbytky. Druha doména je globularni. DksA je strukturné vyrazné podobny

transkripénim elongaénim faktorim GreA a GreB. Sekvencni podobnost ale DksA k témto
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faktorim postrada. Misto vazby na sekvenci DNA se DksA, stejn¢ jako Gre faktory vaze do
nukleotidd. Diky pfimé vazbé na RNAP ma DksA potencial ovliviiovat transkripci mnoha
promotord. Je tedy s podivem, ze inaktivace genu dksA méla vliv pouze na expresi rRNA.
Ostatnich efektd (napf. citlivost ke koncentraci aminokyselin) bylo dosazeno pouze nepiimo
(Paul et al., 2004). Nedavno byl zjistén zasadni vliv DksA na déleni bunky. Bylo zji$téno, Ze
DksA destabilizuje RNAP, coz vede k odvazani RNAP zfetézce DNA a uvolnéni mista
replikaci (Tehranchi et al., 2010).

DksA reguluje iniciaci transkripce v uzké kooperaci s ppGpp. Hlavni funkci DksA je

trifosfatt (iNTP) béhem regulace iniciace transkripce [viz sekce (iii) pojednavajici o regulaci
iniciace transkripce pomoci INTP].
a transkripéni iniciaci jako DksA (Potrykus et al., 2006; Rutherford et al., 2009). V B.
subtilis se protein DksA nevyskytuje. Jeho tii nejblize homologni proteiny (kédované geny
yteA, yocK a ylyA) byly postupné inaktivovany, avSak zadny efekt na iniciaci rRNA
transkripce nebyl pozorovan (Krasny & Gourse, 2004).

Dal$imi moznymi kandidaty na malé proteiny ucastnici se regulace iniciace rRNA
transkripce u B. subtilis jsou proteiny GreA a podjednotka 6 RNAP. GreA je na rozdil od
dvou E. coli Gre faktorti (GreA a GreB) jedinym Gre faktorem v B. subtilis (Doherty et al.,
2006). Podjednotka & byla jiz dfive popsana jako faktor ovliviiujici komplex RNAP
s promotorem (Achberger & Whiteley, 1981; Lopez de Saro et al., 1999). Nase prozatim
nepublikované vysledky ziskané ze studia tohoto proteinu ukazuji, Ze 6 ma schopnost
ovliviiovat senzitivitu RNAP ke koncentraci iNTP (vice v kapitole Vysledky — ¢ast I). Role
proteinii 6 a GreA je v nasi laboratofi v soucasnosti extenzivné studovana.

(i)  inicia¢ni NTP (iNTP): Koncentrace iNTP a také ppGpp se v buiice méni v zavislosti
na fazi rustu, ve které se bakterie vyskytuje (obr. 6, str. 27). Obé tyto malé molekuly reguluji
transkripci mnoha promotorti. BEhem exponencialni faze ristu se bunky nejvice déli, a proto
je potieba pro syntézu novych proteinti velmi vysoka. Z tohoto diivodu je i aktivita rRNA
promotortt velmi vysoka pravé béhem exponencialni faze. Opacné situace nastava, kdyz

buniky dosdhnou stacionarni faze, tedy okamziku, kdy médium zac¢ina byt chudé na ziviny, a
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buriky jsou nuceny zacit Setfit energii. V této fazi se transkripce z rRNA promotora silné
omezuje. Tento zpusob regulace probiha pomoci ppGpp a iNTP. Z obrazku 6 (str. 27) je
zfejmé, ze aktivita promotoru [zde byl pouzit regulovany ribosomalni promotor rrmB P1 a
dale neregulované promotory rrnB P1(dis) a lacUV5; model z E. coli] koreluje ptimo
ppGpp, jakozto negativniho reguldtoru. Regulace takto probihd Vv raznych fazich rastu
kultury E. coli. Graf ukazuje, ze v pocatcich exponencialni faze ristu promotor reaguje svou
aktivitou na zménu hladiny iNTP, v pribéhu exponencialni faze se fidi hladinou ppGpp a ve
staciondrni fazi je aktivita promotoru jiz fizena jak hladinou ppGpp, tak pomoci iNTP.
Koncentrace téchto dvou malych molekul tedy tidi transkripci regulovaného promotoru
V ramci exponencialni i stacionarni faze ristu, coz je pro bakterii velmi vyhodné (Murray et
al., 2003).

Regulace iniciace transkripce z rRNA promotort v B. subtilis probiha i v tomto
ohledu odlisn¢ od E. coli (obr. 7, str. 28). Alarmon ppGpp se piimo nevaze na RNAP. Pro
syntézu ppGpp buiika pouziva GTP, jehoz koncentrace se na zaklad¢ tvorby ppGpp snizuje.
Efekt ppGpp je zde tedy nepiimy a zcela nezavisly na faktorech, které jsou homologni
s DksA (protein DksA se v genomu B. subtilis nevyskytuje). Koncentrace ppGpp tedy nema
v B. subtilis na aktivitu rRNA promotort piimy vliv ani in vitro ani in vivo. Iniciace
transkripce z rRNA promotort je u B. subtilis fizena stejné jako u E. coli pomoci iNTP, s tim
rozdilem, Ze u B. subtilis se jedna o jediny pfimy regula¢ni mechanismus (vice v kapitole
Vysledky — ¢ast I). Ribosomalni RNA promotory jsou u B. subtilis citlivé ke koncentraci
INTP v buiice. Regulace iniciace rRNA transkripce pomoci koncentrace iNTP je tedy u
B. subtilis hlavnim regulaénim mechanismem této transkripce (Krasny & Gourse, 2004).
Regulace transkripce rRNA u termofilni bakterie Thermus thermophilus zfejmé probiha
obdobn¢ jako u B. subtilis (Kasai et al., 2006).
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Obr. 6: Regulace promotorové aktivity pomoci iNTP a ppGpp pfi vstupu bakterie E.
coli do stacionarni faze ristu a dale v jejim prabéhu (Murray et al., 2003). (A): Relativni
promotorova aktivita v zavislosti na Case: ¢ervend barva oznacuje regulovany promotor rrnB
P1, Sedd neregulovany LacUVS5, cerna neregulovany rrnB Pl1(dis), pferusovand cCéra
oznacuje rustovou kiivku; (B): Relativni koncentrace ppGpp a ATP v zavislosti na Case:
zelend barva oznacuje hladinu ppGpp, Zlutd ATP, pferuSovand ¢ara je ristova kiivka; osa x
Vv obou grafech zndzorfiuje Casovou skdlu v minutach; Sipky znazoriuji pocatek klesani
aktivity promotoru rrnB P1 v soucinnosti s klesajici koncentraci ATP a stoupajici
koncentraci ppGpp.
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Obrazek 7: Rozdily v regulaci iniciace transkripce rRNA u E. coli a B. subtilis. U B.
subtilis je role ,,up elementi” pouze minoritni. Hlavni Glohu v regulaci iniciace transkripce
zde maji inicia¢ni nukleotidy (na obrazku oznaceny jako NTP), (Krasny & Gourse, 2004).

46  Ribosomalni RNA promotory v B. subtilis

4.6.1 Struktura rRNA promotoru v B. subtilis

Genom B. subtilis obsahuje nejcastéji 10 rRNA operont (viz kapitola 3.2). Tyto
operony jsou vétsinou piepisovany pomoci dvou promotorti P1 a P2. Vyjimku tvoii operon
rrnH jehoz transkripce probiha jesté z promotoru P3. Operony rrnJ-W a rrnl-H-G jsou
prepisovany najednou. Transkripce téchto dvou skupin operont je fizena z promotoru P1
a P2 umisténych pted operonem rrnJ a rrnl. Sekvence vSech rRNA promotorti P1 a P2

u B. subtilis znazoriuje nasledujici obrazek 8 (str. 29).
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Pl -35 -10 +1

rrnB ttgcaataaataaatacaggtgttatattattaaacg
rrnJ ttgecactattatttactaggtggtatattattatteg
rrna ttgacttagacaactgaaggtgttattetaatatacg
rrnT ttgaccttttgataatatccgtgatatattattattcg
rrnH spoledny s rrnT
rroW spolecny s rrnd
rrnG spolecny s rrnIl
rrng tttacagtcataaaaattatgg-tataatcatttctg
rrnE ttgaccaaataaaacaggeatggtatattattaaacg

rrnD ttgactctgattcttgaccgtgttatattattaaacg

P2 -35 -10 +1
rrnB ttgacaaaaaagaagctgaatgttatattagtaaag
rrnd ttgacttcactgagtcaacgagttataataataaag
rrna ttgacagtagcggeocggtaaatgttatgataataaag
rrnT ttgacttaaaagaagctaaatgttatgataataaag
rrnH ttgactttgaagaagtgacattgtatactaataaag
rroW ttgactttgaagaagtgacgttgtatactaataaag
rrnG ttgactttgaagaagtgacattgtatactaataaag
rrno ttgacctagttaactaaaaatgttactattaagtag
rrnE pouze promotor P1

rrnD ttgacaaaagaaagtcaaaatgttatattaataaag

Obr. 8: Sekvence rRNA promotora P1 a P2 u B. subtilis. Oblasti hexameru -10, -35,

.....

4.6.2 Rozdily v regulaci rRNA promotori pomoci iNTP u E. coli a B. subtilis

Vsechny doposud znamé vysledky studia transkripéni regulace rRNA promotor
naznacuji, Ze zpusob, kterym tato regulace probihda u gram negativni bakterie E. coli neni
zcela univerzdlni a platny pro vSechny bakteridlni druhy. Pravé v piipadé naSeho
modelového organismu, gram pozitivni bakterie B. subtilis byl nedavno popsan odlisny
systém této regulace (Krasny & Gourse, 2004). Bylo zjisténo, ze vSechny rRNA promotory
P1 a P2 v B. subtilis iniciuji transkripci pomoci GTP (Natori et al., 2009). To je vyznamny
rozdil od E. coli, kde rRNA transkripce iniciuje pomoci GTP, CTP anebo ATP. Dlvod je ve
fyziologii této bakterie. Napiiklad béhem stringentni odpovédi, kdy je bakterie nucena néhle
zacit Setfit energii, dochazi v buiice k poklesu hladiny GTP, pticemz hladina ATP naopak

stoupa. Nasledkem poklesu GTP B. subtilis zastavuje vyrobu rRNA, nebot’ pro transkripci

.....
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ATP v pozici +1 rRNA promotoru ma béhem stringentni odpovédi na rRNA transkripci

opacny efekt. Promotor je v tomto piipadé stimulovan (obr. 9, str. 30). GTP je tedy jediny

......

.....

promotorii pomoci identity +1 pozice byl potvrzen 1 u jinych promotori, které startuji

transkripci pomoci GTP a jejich aktivita je tedy behem stringentni odpoveédi potlacovéna,

.....

(Krasny et al., 2008; Tojo et al., 2008 a 2010).
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Obr. 9: Korelace aktivity promotoru rrnB P1 s hladinou iNTP béhem stringentni
odpovédi u B. subtilis. Pfirozeny promotor rrnB P1+1G je senzitivni viaci klesajici
koncentraci GTP; mutantni rrnB P1+1A je senzitivni vuéi rostouci koncentraci ATP (Krasny
& Gourse, 2004).

Dalsim vyznamnym rozdilem je sekvence rRNA promotort. Z hlediska studia
regulace transkripce pomoci koncentrace iNTP u E. coli byla u této bakterie pro sekvenci
senzitivnich rRNA promotort vytvoiena nésledujici shrnujici pravidla:

(1) délka mezerniku, tedy sekvence mezi hexamery -10 a -35 musi byt dlouha 16 bp
(i)  sekvence hexameru -35 se nesmi podobat konsenzus sekvenci a rozsifena oblast

-10 (TGX) se v promotoru nesmi vyskytovat vibec

(ili)  oblast diskriminatoru, tedy sekvence mezi hexamerem -10 a pozici +1 musi byt

bohata na guanin a cytosin
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(iv)  cytosin v pozici -7 netemplatového vlakna (2 bp ,,downstream® od hexameru -10)
hraje vyraznou roli ve stabilité¢ otevienych komplexi in vitro a samotné promotorové

aktivité in vivo (Haugen et al., 2006).

Nevykazuje-li sekvence rRNA promotoru v E. coli jednu zvySe uvedenych
charakteristik, promotor ztraci senzitivitu vici svému iNTP (Henkin & Sonenshein, 1987;
Gaal et al., 1989; Hirvonen et al., 2001; Haugen et al., 2006 a 2008).

Sekvence rRNA promotort u B. subtilis, které jsou ziejmé vSechny regulovany
pomoci koncentrace jejich iINTP (iGTP), se od sekvence rRNA promotort u E. coli vyrazné
lisi. Veskera vyse uvedena pravidla platna pro E. coli zde neplati:

(1) oblast mezerniku je typicky dlouha 17 bp

(i)  hexamery -10 a -35 se vice podobaji sekvenci konsenzu; promotory maji navic také
roz§ifenou oblast -10 (TGX)

(ili)  oblast mezi hexamerem -10 a pozici +1 je bohata na adenin a thymin

(iv)  cytosin neni v pozici -7.

Objasnéni vyznamu vySe uvedenych rozdili v sekvenci DNA promotorovych
elementd mezi E. coli a B. subtilis se vénuje prvni ¢ast této disertacni prace (kapitola

Vysledky — ¢ast 1).
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5. Ribosomalni proteiny

Ribosomalni proteiny (tvoii z hlediska slozeni minoritni, avSak nepostradatelnou
slozku ribosomu) predstavuji piiblizné¢ 35 % celkové struktury bakterialniho ribosomu.
Podle toho, které z ribosomalnich podjednotek jsou soucasti, je délime na dvé skupiny.
Proteiny z velké podjednotky, kterych je dnes popsano 36, oznaCujeme jako proteiny L1
— L36. Proteint malé podjednotky je celkem 21 a jsou oznacovany jako proteiny S1 — S21.
U B. subtilis se mala ribosomalni podjednotka sklada pouze z 20 ribosomalnich proteintl,
protein S1 zde chybi (Roberts & Rabinowitz, 1989). Hlavni funkce ribosomalnich proteini
spoCiva ve strukturni stabilizaci ribosomu a predevSim v integraci translace s ostatnimi
bunéénymi procesy. Ptikladem takové integracni funkce je napiiklad role proteinu L23,
ktery zprostfedkovava kontakty mezi nascentnim polypeptidem a chaperony. Esencialni
elongacni faktory EF-Tu a EF-G zase vyuZivaji pro kontakt sribosomem proteinovy
komplex L7/L12 (Lauber et al., 2009).

Rezistence bakterii k mnoha antibiotikiim zacilenym primarné na proteosyntézu
probiha také prostfednictvim ribosomalnich proteind. Naptiklad nékteré mutace v genech
pro ribosomalni proteiny S4, S5 nebo S12 zpisobuji zvyseni translaéni procesivity a jsou tak
podstatou rezistence vuci streptomycinu (Wilson & Nierhaus, 2005).

Ackoliv je B. subtilis v mnoha ohledech vzorovym a hojné studovanym modelovym
organismem, krystalova struktura ribosomu B. subtilis doposud nebyla publikovana. Funkce
ribosomalnich proteind B. subtilis proto byva ¢asto odvozovana na zakladé sekvencni
podobnosti s ribosomalnimi proteiny T. thermophilus a E. coli, tedy mikroorganismd, kde jiz

jsou krystalové struktury ribosomu k dispozici (Schuwirth et al., 2005; Selmer et al., 2006).

5.1  Usporadani genu kodujicich ribosomalni proteiny v genomu B. subtilis

U B. subtilis je vétsina gent kodujicich ribosomalni proteiny seskupena do oblasti
rif-str-spc, ktera je umisténa do blizkosti mista ori. Tato oblast se velmi podoba uskupeni
u E. coli, kde je vétSina ribosomalnich genti soustiedéna do oblasti rif a str-spc, které deli
700 kb mezera. Tato mista jsou tvofena smési gent, které se ucastni transkripce a translace,

coz potvrzuje, ze oba tyto stézejni bunécné procesy jsou u bakterii uzce sprazeny. VSechny
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dal$i geny pro ostatni ribosomalni proteiny jsou rozmistény po mensich skupinach ve zbytku
genomu (obr. 10A, str. 33). Schéma uspotadani hlavni oblasti genti kdédujicich ribosomalni

proteiny u B. subtilis (tzv. cluster rif-str-spc) znazornuje nasledujici obrazek 10B (str. 33).

A $6-518 |34 _
rif-str-spe cluster

54 B. subtilis chromosome
L35-L20

L21-127

B

|—L>33 SECETF\.I)USG L11 LlTLID L12 YbxB BB'Tl;',bxF 512 57 EF-G E;-Tu TI_‘I")baC 51003 L4L23

L251912253L161L29517L14 L24 L5514 58 L6 L18 55 L30 L15 SecY Adk Map IF-1136 513

Sila LI?TbeA YbaE TruA |?13 59T

Obr. 10: Umisténi genu kédujicich ribosomalni proteiny v genomu B. subtilis. (A):
kruhovy chromosom B. subtilis; geny pro ribosomalni proteiny jsou oznaceny ¢ern¢; zelenou
barvou jsou znazornény rRNA operony; (B): struktura hlavni oblasti rif-str-spc kodujici
ribosomalni proteiny u B. subtilis; tento region zacina u genu kodujiciho protein L33 a konéi
u genu kédujiciho protein S9. Sipky znazoriiuji promotory, ¢arky s &ernou kulatou znackou
znazornuji mista terminace transkripce (Sonenshein et al., 2002; obrazek upraven pro
potieby této prace).
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5.2  Streptomycinovy operon B. subtilis

Streptomycinovy operon (Str operon) patii u prokaryont do skupiny vysoce
konzervovanych operonu (Itoh et al., 1999; Koonin & Galperin, 1997). Nazev tohoto
operonu byl odvozen od rezistence ke streptomycinu, jejiz podstatou je jedina
aminokyselinovad zaména v genu rpsL, ktery je soucasti str operonu. Nejvice znalosti o
tomto operonu bylo donedavna znamych ptedevsim ze studia E. coli. U této bakterie se Str
operon sklada ze ¢tyt gend. Jedna se o geny rpsL (kodujici ribosomalni protein S12), rpsG
(kodujici ribosomalni protein S7), fus (kodujici elongaéni faktor EF-G) a gen tufA (kodujici
elongaéni faktor EF-Tu). Transkripce str operonu je u E. coli fizena z hlavniho promotoru,
ktery se nachazi na 5" konci operonu pted jeho prvnim genem rpsL a déle ze dvou dalSich
promotort, které obklopuji gen fus. VSechny zminéné geny, které jsou soucasti str operonu,
u E. coli patfi mezi nepostradatelné geny, jejichz produkty zastavaji dulezité bunééné
funkce.

Ribosomalni protein S12 kodovany genem rpsL je strukturni souc¢asti rozhrani malé
podjednotky. Bylo zjisténo, Ze svou funkci spole¢né s proteinem S13 napomaha EF-G
Vv translokaci ribosomu béhem translace (Cukras et al., 2003). Jedina aminokyselinova
zaména v sekvenci S12 zpusobuje rezistenci bakterie B. subtilis ke streptomycinu (Hosoya et
al., 1998).

Ribosomalni protein S7 je kodovan genem rpsG. Ve spolupraci s proteinem S4
iniciuje sestavovani malé ribosomalni podjednotky, jejiz je soucasti. Protein S7 (podobné
jako né€kolik dalsich ribosomalnich proteinil) nese vazebné misto pro 16S rRNA (Nowotny
& Nierhaus, 1988; Golovin et al., 2006).

Elongacni faktor EF-G, ktery koduje gen fus se uplatiiuje v translaci béhem
translokace ribosomu, nebot’ je hlavnim proteinem, ktery tento proces idi.

Elongac¢ni faktor EF-Tu je kodovan genem tufA. U B. subtilis se jedna o jediny gen
kodujici tento faktor. U E. coli se vyskytuje jesté kopie tohoto genu, ktera ma stejnou funkci
a nese nazev tufB. V piipadé dostatku zivin a optimalniho rastu bakterialni kultury patii
EF-Tu mezi nejhojnéjsi bunécné proteiny. Jeho koncentrace dosahuje az desetinasobku
koncentrace ribosomi, coz je vice jak 700000 molekul EF-Tu v ramci jediné bunky (Furano,

1975). Avsak koncentrace EF-Tu v buiice je velmi proménliva, podobné jako koncentrace
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ribosomu je siln€ zavisla na rychlosti rastu bakterialni kultury. Hlavni uloha EF-Tu je

v translaci. EF-Tu vaze GTP a zodpovida za transport molekul aminoacyl-tRNA do A mista

na ribosomu pii dekodovani mRNA (Krab & Parmeggiani, 1998). GTP je nasledné

hydrolyzovano na GDP a fosfat. Vyména GDP za GTP probihd v EF-Tu jiz v rezii jiného
elonga¢niho faktoru EF-Ts, ktery se v bunice vyskytuje pouze v jedné desetiné koncentrace

EF-Tu.

Jiz pfed mnoha lety bylo zjisténo, ze protein EF-Tu je schopen tvorby filamentt in
vitro (Beck et al., 1978) a na zakladé nékolika hypotéz proto existuje piedstava, ze by EF-Tu
mohl fungovat také jako soucast aparatu zodpovédného za tvorbu bakteridlniho cytoskeletu.
Tuto hypotézu potvrzuji teprve neddvno zjisténé vysledky, které ukéazaly, ze EF-Tu Vv buiice
interaguje s cytoskeletalnim proteinem MreB, ktery ma hlavni podil v tvorbé bunécného
tvaru B. subtilis. EF-Tu se tak ziejm¢& kromé hlavni ulohy v translaci také podili na tvorbé
ty¢inkovitého tvaru bakterii B. subtilis (Defeu Soufo et al., 2010).

Na zéklad¢é studii, které byly v nasi laboratofi v minulych letech provedeny, bylo
zjisténo, ze str operon se u dvou druhti rodu Bacillus (B. stearothermophilus a B. subtilis)
sklada z péti genu, na rozdil od tradi¢niho poctu ¢tyf gent str operonu u E. coli (Krasny et
al., 1998 a 2000). Bylo zjisténo, ze u téchto dvou gram pozitivnich organismu je Str operon
na 5’ konci prodlouzen o gen ybxF, ktery pifedchazi genu rpsL (obr. 11, str. 36). Jednalo se o
vyjimeéné zjisténi, nebot’ vSechny doposud zmapované str operony [s vyjimkou genomu
archebakterie Methanococcus vannielii, (Lechner et al., 1989)] fungovaly jako transkripéni
jednotky skladajici se pouze ze ¢tyi genti (Bork et al., 1998; Itoh et al., 1999; Lathe Il et al.,
2000). Nasledujici fakta o genu ybxF nas vedla k podrobnéjsi analyze tohoto genu i proteinu
YbxF, ktery tento gen koduje:

(1) gen ybxF koduje protein YbxF, jehoz funkce nebyla doposud objasnéna ani u
jednoho ze dvou zminovanych ani zadnych jinych gram pozitivnich bakterialnich
druht

(i)  dle udaji v genomovych databazich neexistuje u gram negativnich bakterii zadny
ortholog genu ybxF

(iii)  transkript genu ybxF je soucasti polycistronni mRNA odpovidajici transkriptu vSech
genil Str operonu, avsak byl pozorovan i jako samostatna, ybxF specifickdi mRNA

(Krasny et al., 2000)
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Sekvenci str operonu obou gram pozitivnich bakterii pfedchazi mezigenova oblast
o délce 136 nukleotidi, ktera zahrnuje terminator ukoncujici transkripci ptredchazejiciho
genu rpoC, ktery koduje podjednotku B° RNAP (Yasumoto et al., 1996). V oblasti za str
operonem se nachazi gen ybaC. Protein YbaC, ktery tento gen koduje je strukturné podobny
prolinové iminopeptidaze. Jeho funkce taktéz neni znama.

Z celkového poctu 4100 kodujicich sekvenci u B. subtilis byla mozna funkce
doposud pfifazena pouze 2300 genim a to pomoci genetickych a biochemickych studii
a sekvencnich podobnosti se zndmymi proteiny. Pfesnd funkce nebyla doposud urcena
piiblizné u 1800 gent (Ogasawara, 2000; Ishii et al., 2001). Do této obsahlé skupiny
neznamych gent patii i gen YbxF, jemuz se vénuje tato ¢ast prace.

Byl zjistovan také minimélni pocet geni, které jsou za danych podminek pro
B. subtilis nepostradatelné (Kobayashi et al., 2003). Z celkového poctu 4100 gent u B.
subtilis bylo ur¢eno celkem 271 esencialnich genti. Avsak postaveni genu ybxF nebylo v této

obsahlé¢ praci diskutovano.

rpsL

st psG tuf| mplC
. L e
ybxF ybaC

i | { |

streptomycin operon

Obr. 11: Streptomycinovy operon B. subtilis (Krasny et al., 2000). Geny, které jsou
soucasti str operonu, jsou oznaceny tmavé Sedou barvou; cerné Sipky znazornuji promotory;
carky s cernou kulatou znackou znazoriuji sekvence terminatoru.

53  GenybxF

Gen ybxF koduje u B. subtilis protein o velikosti 82 aminokyselin, molekulové
hmotnosti 8325 Da a bazickém pl 9,51. Jeho aminokyselinova sekvence je z 57 % totozna
s YbxF u B. stearothermophilus. Gen ybxF je soucasti genomut vice jak 20 dalSich
mikroorganismi. Jedna se naptiklad o Bacillus halodurans, Bacillus anthracis, Clostridium

acetobutylicum ¢i Staphylococcus aureus (Gupta, 1998; Takami et al., 1999). Protein YbxF
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vykazuje Caste¢nou homologii s eukaryotickym ribosomalnim proteinem L30. Jeho usek
dlouhy 32 aminokyselin vykazuje 41 9% aminokyselinovou totoznost a 82 %
aminokyselinovou podobnost s YbxF B. subtilis. Souc¢asti tohoto tseku je také RNA
vazebny motiv, ktery byl primarné objeven u kvasinkového translacniho terminacniho
supresoru SUP1, u jeho ptibuzného proteinu DOM34 a jeho pseudogenového homologu
(Koonin et al., 1994). Tento motiv byl pozdé&ji nalezen i u dalSich bilkovin, které se dale
rozdé€luji do 4 skupin. Patii sem eukaryotické a archaealni ribosomalni proteiny L7ae/L7a;
L30e; S17¢ a s nim SUPIL; protein kdédovany genem rimK, ktery je zodpovédny za
modifikace ribosomalniho proteinu S6 u E. coli. U eukaryont se tyto proteiny nachazeji
napiiklad u rodt Arabidopsis, Saccharomyces, Xenopus, Coenorhabditis, Trypanosoma a
také u Clovéka.

Z celé této rozsahlé skupiny proteinti byla pfesna funkce urcena pouze u proteinu
L7ae/HMS6 archebakterie Haloarcula marismortui. Tento protein o velikosti 116
aminokyselin obsahuje zminovany RNA vazebny motif a jeho sekvence vykazuje 32 %
totoznost s YbxF u B. subtilis, coz je nejvyssi homologie, ktera byla nalezena mezi
sekvencemi vSech dostupnych organismu. Z hlediska funkce tohoto proteinu bylo zjisténo,
ze je soucasti velké ribosomalni podjednotky jako jeden z proteind na jejim povrchu. Jeho
schopnost vazat 23S rRNA je ale velice slaba (Ban et al., 2000). Avsak jeho pl = 4 je
v porovnani s pI YbxF velice kyselé.

Lidsky a krysi jaterni protein L30e, ktery je soucasti vySe zminéné skupiny proteinli
s motivem pro vazbu RNA se sklada ze 114 aminokyselin a vykazuje 22 % totoznost s YbxF
(Boor et al., 1995; Mao & Williamson, 1999). Ribosomalni proteiny L30e maji bazické pl
podobné proteinu YbxF. Tato fakta podporuji hypotézu, ze by gen ybxF mohl koédovat
protein asociovany s ribosomem. V seznamech dosud znamych ribosomalnich proteini B.
stearothermophilus a B. subtilis vSak nebyl nalezen zadny homolog proteinti L7ae nebo
L30e.

Jiné neZ ribosomalni vyuZiti proteinu YbxF pfedurcuji vysledky ziskané z analyzy
pouzivani kodont vSech gent str operonu (Nitschké et al., 1998). Podle této analyzy se geny
rpsL, rpsG, fus a tuf vevoluci pravdépodobné vyvijely pod stejnym selekénim tlakem,
zatimco gen YbXF se stal soucasti Str operonu ziejmée az v okamziku, kdy produkty ostatnich

gend operonu jiz byly funk¢ni a Gcastnily se bakterialni translace (Krasny et al., 2000).
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5.4  Transkripce str operonu

Str operon je u B. subtilis a B. stearothermophilus piepisovan ze dvou promotoru.
Prvnim, hlavnim promotorem je Pstr, ktery se nachazi v oblasti pied genem ybxF. Druhy,
tuf specificky promotor Ptuf se nachazi pted genem tuf a fidi pfimo transkripci tohoto genu
(Krasny et al., 1998 a 2000). Z hlavniho promotoru Pstr vznika dlouhy polycistronni
transkript a na zéklad¢ parcialni transkripcni terminace také kratky transkript odpovidajici
MRNA pouze z genu ybxF. Mechanismus terminace transkripce za genem ybxF neni
doposud znamy. Z promotoru Ptuf vznika transkript, ktery je specificky pro gen tuf.

Béhem studia transkripce Str operonu byla analyzovana také sila obou promotort.
Z této studie vySla najevo pfiblizné 20x vé&tsi ucinnost promotoru Ptuf oproti hlavnimu
promotoru Pstr. Podstatou takto rozdilné sily promotort jsou dva Cis elementy pusobici
z hlediska sily opa¢né na oba promotory. Takzvany IR element (,,inhibitory region®)
zeslabujici u¢innost hlavniho promotoru Pstr byl objeven v mezigenové oblasti rpoC — ybxF.
Naopak pied promotorem Ptuf se nachazi kratka oblast bohata na pary adeninu s thyminem,
ktera 0c¢inek tohoto promotoru mnohonasobné zesiluje (Krasny et al., 2000). Timto
zpusobem je pravdépodobné docileno fadove rozdilné aktivity promotort Ptuf a Pstr, coz ma
fyziologicky vyznam:

Aktivita obou promotori koreluje s mnozstvim bilkovinnych produktt genti v bunice.
Pomér koncentraci EF-G/EF-Tu = 1:9 byl zjistén v B. stearothermophilus (Krasny et al.,
2000) a v B. subtilis (Yasumoto et al., 1996). Jesté diive byl zjistén podobny pomér 1:10 ve
prospéch EF-Tu v Escherichia coli (Young & Furano, 1981).

55  Gen ymxC, paralog genu ybxF v B. subtilis

Gen ybxF obsahuje v genomu B. subtilis paralogni sekvenci. Jedna se o gen ymxC
(alternativni nazev yIxQ), ktery se nachazi v nusA-infB operonu (obr. 12, str. 39). Funkce
proteinu, ktery tento gen koduje, taktéz neni znama (Shazand et al., 1993). Operon nusA-
InfB se sklada ze sedmi genti. Jeho 5” konec sousedi s genem polC, ktery u B. subtilis koduje

jednu z podjednotek DNA polymerazy III (Hammond et al., 1991). Prvnim genem operonu
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je p15A, jehoz funkce neni znama ani u jeho homologu v E. coli. Nasledujicim genem je
nusA, ktery koduje esencidlni transkripcni terminacni faktor. Dale se Vv operonu nachazeji
geny ymxB a ymxC (= yIxQ). U obou genl neni znama jejich funkce. Gen ymxC je
paralogem genu ybxF. Oba proteiny, které ymxC a ybxF koduji, patii do stejné skupiny
proteinti se specifickym RNA vazebnym motivem (Koonin et al., 1994). Molekulova
hmotnost proteinu YmxC je 11046 Da a sklada se ze 100 aminokyselin. U gram negativnich
bakterii neexistuje homolog ani jednoho z gent. Je pravdépodobné, ze gen ymxC vznikl
pouhou duplikaci genu ybxF ¢i naopak. Dalsi dulezitou soucasti nusA - infB operonu je gen
Je nepostradatelny pro spravny chod bakterialni translace (Shazand et al., 1990). Z hlediska
nascho studia je zajimavé, ze protein IF2 vykazuje Caste¢nou homologii S elonga¢nimi
faktory EF-G a EF-Tu, které jsou umistény ve str operonu za genem ybxF. Poslednimi
dvéma ¢leny nusA - infB operonu jsou ORF3 a gen pl15B. Funkce obou téchto gend neni
znama.

Transkripce nusA-infB operonu probihd podstatné jednodusSim zpisobem nezli
transkripce str operonu. Je zde jediny promotor, ktery se nachazi pied genem pl5A na
samotném zacatku operonu a transkripci tak vznika jediny polycistronni transkript, ktery
pfedstavuje mRNA vSech genl operonu. Za genem p15B byla identifikovdna sekvence

zastavajici funkci transkripéniho terminatoru (Shazand et al., 1993).

nusA — infB operon

Obr. 12: Operon NusA-infB u B. subtilis. Jednotlivé geny, které jsou soucasti operonu,
jsou oznaceny tmavé Sedou barvou; Sipka stejné barvy oznacuje promotor; ¢arka s kruhovou
znackou oznacuje terminator transkripce; okolni geny jsou znazornény bilou barvou
V tmavém ramecku.

39



Pristroje, material a metody

1. Pristroje
1.1  Centrifugy

Beckman L8-80 Ultracentrifuge (USA) — vakuova chlazena centrifuga

Beckman J2-21M (USA) - rotor JA 14 (6 kyvet o0 objemu 250 ml s maximalnim odstiedivym
zrychlenim 30100 x g), rotor JA 20 (8 kyvet o objemu 50 ml s maximalnim
odstfedivym zrychlenim 48400 x g)

Heraeus Cryofuge 8000 (Némecko) - chlazena centrifuga urcena pro kyvety o objemu az 6 1
S vykyvnymi rotory a maximalnim odstfedivym zrychlenim 8000 x g

Heraeus Christ Biofuge A (Némecko) - nechlazena mikrocentrifuga pro 24 1,5 ml zkumavek
S maximdlnim odstfedivym zrychlenim 15000 x g

Ultracentrifuga Beckman Optima L90K (USA) — rotor SW41 Ti (maximalni zrychleni
288000 x g)

Universal 16 R Hettich (Némecko) - chlazena mikrocentrifuga s maximalnim odstiedivym
zrychlenim 20000 x g

Roth Corp. (Némecko) - stolni centrifuga na 1,5 ml zkumavky

1.2 Elektroforézy

Vertikalni elektroforéza OWL P10DS (Anglie) — elektroforéza pro polyakrylamidové gely
OWL (Anglie) - horizontalni agar6zova elektroforéza

Agarézova elektroforéza (CR)

Mini-Protean Il - Bio-Rad (USA) — vertikalni elektroforéza proteini

Elektroforetické zdroje (USA) - BIO-RAD model 500/200 a model PAC 3000
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1.3 Inkubatory a tirepacky

Biological Termostat BT 120 (CR) - inkubace bun&nych kultur na agarovych médiich v
Petriho miskach

Elpan Water Bath Shaker type 357 (Polsko) - inkubace buné¢nych kultur pii izolac¢nich
metodach

Eppendorf Termostat 5320 (Némecko) - pro inkubace roztoki (napf. pti $tépeni RE)

IKA HS 250 Basic (Némecko) — stolni tiepacka

Incubator Shaker Model G 25, New Brunswick Scientific (USA) - inkubace buné&énych
kultur v tekutych médiich

Multishaker PSU 20 Biosan (Litva) — ptenosna stolni tfepacka

Termoblok SBH 130D Stuart (Anglie) — blokova lazen s nastavitelnou teplotou

1.4  Dalsi pristroje

Analytické vahy Kern ABJ a ptesné vahy Kern EG (Némecko)

Denzitometr - Bio-Rad Molecular Imager FX (USA) a kazeta s expozi¢ni folii BAS-MS2040
Fuji (Japonsko)

Geigeruv-Miilleriv pocita¢ — mini monitor Series 900 (Anglie)

Nanodrop — Thermo Scientific (USA)

Spektrofotometr — Shimadzu UV 1601 (Japonsko)

PCR cyclery — MJ Research PTC 100 a PTC 200 (USA)

gPCR cycler — Eppendorf Realplex* (USA)

Sonika¢ni zafizeni — UP200S (Némecko)

Susicka geld Biometra D 62 — Schoeller (Némecko)

Transiluminator UVT-20M Herolab, 312 nm (Némecko)

Vakuova pumpa - KNFLAB Laboport (Némecko/USA)
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2. Material

[a - **P] UTP (MGP Zlin)

[*2P]-H3PO,4 Phosporus® (MGP Zlin)

2-merkaptoethanol (Serva, USA)
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranoside (Promega, USA)
Adenin (Lachema, CR)

Agar pro pevné pudy (Lachema, CR)

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

Akrylamid (Serva, USA)

Aminokyseliny (AppliChem, Némecko)

Amoniumpersulfat (Serva, USA)

Ampicilin (Biotika, SR)

Bromphenol blue (Serva, USA)

Casamino acids (Difco, USA)

Coomassie brilliant blue R-250 (Serva, USA)

Decoyinine (Biomol, USA)

dNTP (NTP) — ATP, CTP, GTP, UTP, TTP (Roche, USA)

EDTA (chelaton III, Lachema, CR)

Erythromycin (Sigma, Némecko)

Glycin (Serva, USA)

Chloramphenicol (Sigma, Némecko)
Izopropyl-B-D-thiogalaktosid (IPTG) (Sigma, Némecko)
Lincomycin (Sigma, Némecko)

Lysozym (Serva, USA)

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

PCR enzymy - Expand High Fidelity PCR System (Roche, USA), Pfx DNA polymerase

(Invitrogene, USA), Tth polymerase (Biotools, Kanada),

(Invitrogene, USA)
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Restrikéni endonukleazy (RE) — BamHI, EcoRI, EcoRV, Hindlll, Kpnl, Notl, Sall, Xhol
(TaKaRa, Japonsko)

Reverzni transkriptaza — M-MLV (Promega, USA)

RNA polymeraza - holoenzym pochazejici z E. coli (Epicentre Biotechnologies, USA)

RNaza A (Serva, USA)

SDS (Serva, USA)

Spectinomycin (Sigma, Némecko)

Streptomycin (Griinenthal, Némecko)

Tris (Serva, USA)

Trypton (Oxoid, Anglie)

Yeast extract (Oxoid, Anglie)
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3.

3.1

plazmidovych konstrukti probihala v E. coli vkmeni DH5a. Seznam plazmidovych

Metody

Kmeny B. subtilis pouzité v této praci jsou uvedeny v tabulce 1 (str. 44). Ptiprava

Bakterialni kmeny a plazmidové konstrukty

konstrukti je uveden v tabulce 2 (str. 45).

Bakterialni kmen Genotyp Pived

E. subtilis
MH3636 rpoC-His10 (i & Hulett, 1998
MO1099 trpC2 phedl anyE-MLS Guérout-Fleury 7 al., 1996
FLG6943 MO1099 amyE::CmrrnQ P2 (-77/+530)-lacZ Erasnv & Gourse, 2004
BLGT333 MO1099 amyE::CmrrnB P2 (-38/+1)-lacZ Erasny & Gourse, 2004
RLGT334 MO1099 anyE::CmernB P1 (-39/+1)lacZ Erasny & Gowrse, 2004
RLG7353 MO1099 amyE::Cm Pveg (-38/-1, +1G)-lacZ Erasny & Gourse, 2004
LE&06 MO1099 anyE::Cm Pveg-10DBP1 -JacZ Sojkaefal, 2011
LE607 MO1099 amyE::CmrrnB P1-10Dveg-lacZ Sojkaefal 2011
168 prototrofini parentalni kimen laboratomi kmen
168¢rp trpC2 Alison Hunt
ATMT purB6 leud meiB3 thr-3 Fucik ef @i, 1932
ATMTser purB6 lewd8 metB3 thr-3 strdl Fuiik ef 2l 1982
168 AybxF cat AybxF Cm™ Sojka et al., 2007
168 AybxF catstr AypbxF Cmf St™ Sojka et al., 2007
ATMT AvbxF cat purB6 leuAR merB3 thr-3 AydxF Cm® Sojka et al., 2007
ATMT AybxF cai sir purB6 leuAR merB3 thr-3 AybxF Cm™ St Sojka et ai., 2007
Cal amyE:cat Cm™ Sojka et al., 2007
Col purB6 leuAR merB3 thr-3 amyE:cai Cm® Sojka ef al., 2007
Co3 purB6 leuAR merB3 thr-3 sirAl anpE:cat Crm- St | Sojkaeral., 2007

168 AypxC spc

AymoeC Spet

Sojka ef al., 2007

168 AybaF cat AywC spe

AybxF Crn™ AymieC Spet-

Sojka et al., 2007

I (vdxF", ybxF-gip)

trpC2 ybxF* amyE:-ybxF-gfp Spc™

Sojka e al., 2007

IT{AybxF, ybxF-gip)

trpC2 AybxF CmPamyE--ybxFgfp Spcl

Sojka et al., 2007

TII (yoxE", gip)

trpC2 ybxF* anyE:gfp Spct

Sojka et al., 2007

IV (AyBaE, gfp)

trpC2 Ay F CmPamyE-gfp Spet

Sojka et ai., 2007

NV (ApbxF, yhxF K1TA-gf0)

trpC2 AvbxF CmamyE-ybxF K1TA-gfp Spct-

Sojka et al., 2007

VI (AybxF, ybxF K21 A-gip)

trpC2 AvbxF CmPamyE-ybxF E21A-gfp Spc

Sojka et ai., 2007

VII (AybxF, yoxF K2AA gfp)

trpC2 AvbxF CmamyE-ybxF K24 A gfp Spct-

Sojka et al., 2007
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E. coli
LE22 pCD2 (B. subtilizsighA) Juang & Helmann, 1994
ELG6924 pDG3661 Erasny & Gourse, 2004
Tab.1: Seznam kmenu B. subtilis a E. coli.




Plazmidy Charakteristila Pivod
pRLGT70 V ektor pro testy promotori Rossetal, 1990
pRLG6533 pRLG770 = Eco-rruB P1{(-66/+9) B arker & Gourse 2001
pLK1 pRLG770 = Pwgz (-38/-1, +1G). promotorovy konstrukt =1 Krasnv & Gourse 2004
pLK2 pRLG770 s Pygg+1=8. promotorovy konstruki =2 Sojka eral . 2011
pLK3 pRLG770 s PyggDiscBP1, promotorovy konstrukt =3 Sojka etal . 2011
pLE4 pRLG770 s Pugg-10D5P 1, promotorovy konstukt =4 Sojka etal . 2011
pLE3 pRLGT70 s PugghexDBP1, promotorowy konstrukt =3 Sojka gral, 2011
pLEG pRLGT770 s PrggSp-10D5P1, promotorovy konstrukt =6 Sojka gral, 2011
pLE7Y pRLG770 s rruB P1 (-39/+1), promotorovy konstrukt =7 Krasnv & Gourss 2004
pLEK8 pRLGT70 s rrnB P1-3%t0-2-1G=7, promotorovy konstrukt =8 Sojka eral , 2011
pLE9 pRLG770 = rrnB P1-10Dheg, promotorovy konstrukt =9 Sojka eral , 2011
pLK10 pRLGT70 s r7nB P1-3TtoA, promotorovy konstrukt =10 Sojka eral , 2011
pLK1l pRLG770 s Pueg4AtoT, promotorovy konstrukt=11 Sojka eral., 2011
pLK12 pRLG770 s Pugg-10BP1+1=8G-3AtoT, promotorovy konstr. #12 Sojka eral., 2011
pLK13 pRLG770 s Pweg-10B5P1, promotorovy konstrukt =13 Sojka eral., 2011
pLEK14 pRLG770 s rrid P1 (-39/+1), promotorovy konstrukt 14 Sojka eral., 2011
pLK15 pRLG770 s Pyveg-10D4AP1 | promotorovy konstrukt 15 Sojka eral., 2011
pLEK16 pRLG770 s rrid P1-10Dveg, promotorovy konstrukt =16 Sojka eral., 2011
pLEK17 pRLG770 s r7nB P1-10DAP1, promotorovy konstrukt =17 Sojka eral., 2011
pLEK18 pRLG770 s rri P1 (-39/+1), promotorovy konstrukt =18 Sojka eral., 2011
pLEK19 pRLG770 s Pveg-10DJP1, promotorovy konstrukt =19 Sojka eral., 2011
pLK20 pRLGT70 s rrin P1-10Dhveg. promotorovy konstrukt =20 Sojka eral , 2011
pLEK21 pRLGT70 s 7B P1-10DJP1, promotorovy konstrukt =21 Sojka eral , 2011
pLK22 pRLG770 s Pilv (-39/+1, +1G), promotorovy konstrukt 22 Sojka gral 2011
pLK23 pRLG770 s Pywgg-10Dily, promoter construct =23 Sojka gral., 2011
pLEK24 pRLG770 s Pilv-10Dveg, promotorovy konstrukt =24 Sojka gral., 2011
pLK25 pRLG770 s /B P1-10D #v, promotorovy konstrukt =23 Sojka eral., 2011
pLEK26 pRLG770 s PgeaD (-39/+1), promotorovy konstmkt =26 Sojka eral., 2011
pLEK27 pRLG770 s Pyveg-10Dgcal | promotorovy konstrukt =27 Sojka eral., 2011
pLEK28 pRLG770 s PgcaD-10Dveg . promotorovy konstrukt =28 Sojka eral., 2011
pLEK29 pRLG770 s /7B P1-10Dgcal. promotorovy konstrukt 220 Sojka eral., 2011
pLEK30 pRLG770 s PinfC (-39/~1), promotorovy konstrukt 230 Sojka eral., 2011
pLE31 pRLG770 s Pveg-10DinfC, promotorovy konstrukt 231 Sojka eral., 2011
pLEK32 pRLG770 s PinfU-10Dveg, promotorovy konstrukt =32 Sojka eral., 2011
pLEK33 pRLG770 s 7B P1-10D U, promotorovy konstrukt =33 Sojka eral., 2011
pLE34 pRLG770 s rried P1 long (-130/=50). promotorovy konstrukt =34 Sojka eral., 2011
pLEK37 pRLG770 s rrid P1 long (-150/=30), promotorovy konstrukt =37 Sojka eral., 2011
pLE 341 pDG3661 s ryuB P1-10Dheg Sojka eral . 2011
pLE>64 pDG3661 s Pveg-10DBP1 Sojka eral., 2011
pUC18 vektor pro pfipravu konstrukth kinaktivad v B subtil (2686 bp) | komeréni zdroj

pDG1728 vektor pro pfipravu genu spe pomoci PCR (10776 bp) Guérout-Fleury of o/, 1996
pCPP-31 vektor pro pfipravu konstrukih kinaktivad v B subtili (5620 bp) | Krasny et ol 2000
pGEX-3X3 vektor pro pfipravu konstrukd kinaktivad v B subtils (4974 bp) | komeréni zdroj

pDG1662 integraéni veltor s kazetou CAT (6982 bp) Guérout-Fleury er af_, 1996
pYBXFK pUC18 s konstr. pro inaktivad vbxF (3485 bp) Sojka eral., 2007
pYBXFEs pUCI18 s konstr. pro inaktivad ybxF — rpsl smutsidd (53485bp) | Sojka eral., 2007
pYMXCK pGEX-3X3 s konstruktem pro inaktivact ymxC (7758 bp) Sojka eral., 2007
pSGL134 vektor pro fize gend s GFP (7600 bp) Lewis & Marston, 1999
pSGL134F11 pSG1154 s genem vhx F fizovanvm na gfb Sojka eral., 2007
pSGLI34F11 K17A | pSG1134 s mutovanvm genem vixF fizovanym s gf (7843 bp) Sojka eral., 2007
pSGLI34F11 K214 | pSG1154 s mutovanym genem vhxF fizovanym s gfk (7843 bp) Sojka etal . 2007
pSGLI34F11 K244 | pSG1154 s mutovanym genem vixF fizovanym s g/ (7843 bp) Sojka etal . 2007

Tab. 2: Seznam plazmidovych konstrukti.
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Promotorové konstrukty pro transkripci in vitro. Veskeré promotorové konstrukty
testované v transkripci in vitro byly pifipraveny na zakladé promotorového vektoru pRLG770
(Ross et al., 1990). Transkripty ze vSech testovanych promotortt mély identickou délku (145
nt) a koncily v mist¢ definovaného termindtoru. Promotorové konstrukty byly vytvofeny
pomoci komplementarnich jednovlaknovych oligonukleotidii s pfesahujicimi konci.
Sekvence na koncich dvou na sebe navazanych komplementarnich oligonukleotidt tak jiz
ptimo odpovidala sekvenci vzniklé St€penim RE EcoRI a Hindlll. Inzerty tak mohly byt
pfimo ligovany (bez pfedeslého Stépeni) do predem piipraven¢ho plazmidu pRLG770
Stépeného pomoci RE EcoRI a Hindlll. VSechny konstrukty byly ovéteny sekvenaci.

Promotorové konstrukty pro méieni aktivity promotorii in vivo. Integra¢ni plazmid
pPRLG3661 (Krasny & Gourse, 2004) byl vyuzit pro piipravu fizi promotorovych sekvenci
s genem lacZ za ucelem testovani promotorové aktivity in vivo. Promotorové fragmenty byly
do vektoru vlozeny pomoci RE EcoRI a Hindlll (byl pouzit identicky postup jako béhem
ptipravy plazmidovych konstruktd pro transkripci in vitro). Za sekvenci kazdého
z promotorti nasledovala vzdy sekvence TCT, ¢imz byla vylouCena moznost vyskytu
adeninu v blizkosti pozice +1 (vylouceni moznosti iniciace transkripce pomoci ATP). Za
sekvenci TCT nasledovalo cilové misto pro RE Hindlll a sekvence genu lacZ (Krasny &
Gourse, 2004). Vsechny konstrukty byly ovéfeny sekvenaci. Promotorové konstrukty byly
integrovany pomoci dvojitého ,,crossing over“ do mista amyE v chromozomu B. subtilis.
Rekombinantni klony byly selektovany na rezistenci k chloramfenikolu (5 pg/ml)
a senzitivitu k MLS (erytromycin 1 pg/ml a lincomycin 25 pg/ml), (Guérout-Fleury et al.,
1996).

Konstrukty pro inaktivaci genu ybxF. Fragment obklopujici sekvenci genu ybxF
(1081 bp zkazdé strany ybxF) byl piipraven v PCR reakci pomoci oligonukleotidl
s presahujicimi konci (KO1E, K02, K16 a KO4E; tabulka 3, strana 47) a templatové DNA
izolované z B. subtilis. Gen cat byl amplifikovan pomoci oligonukleotidi K05 a K09 (tab. 3,
str. 47) a templatové DNA tvofené plazmidem pCPP31. Kazdy z oligonukleotidi obsahoval
na svém 5’ konci ptesahujici sekvenci o délce 20 nukleotidii, ¢imz doSlo béhem nésledné

PCR reakce (pfi tzv. ,,annealing®) ke spojeni vSech fragmenti do jednoho celku. Pouzitim
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koncovych oligonukleotidi KO1E a KO4E byl celkovy fragment (2772 bp) amplifikovan v
dalsi PCR reakci a pomoci RE EcoRI byl vlozen do plazmidu pUCI18. Takto pfipravené
plazmidové konstrukty pYBXFK a pYBXFKs (tab. 2, str. 45) byly pouzity jako donorova
DNA pro transformaci kmend B. subtilis 168 a B. subtilis ALMT za vzniku mutantd
s vyfazenym genem YbxF (168 AybxF cat; 168 AybxF cat str; ALMT AybxF cat; ALMT
AybxF cat str; tab. 1, str. 44). Rekombinantni klony B. subtilis s vyfazenym genem ybxF
byly selektovany na rezistenci k chloramfenikolu (5 pug/ml) anebo na kombinaci rezistence
k chloramfenikolu (5 pg/ml) astreptomycinu (I mg/ml). Spravna integrace konstruktl

a samotna inaktivace ybxF byla ovéfena sekvenaci.

Oligonukleotid | sekvence DNA 5™ -3° RE
30F CCACCTGACGTCTAA GAA ACC

1620R GCGCTACGGCGTTTC ACTTC

Bilbo CTTCCACAGTAGTTC ACCAC

Frodo AAGGGTAACTATTGCCGATG

=103 TCTAAGCTT CTAGGATCCCC

#104 GTCGCTTTG AGAGAAGCACA

PealR CAGTAACTTCCACAGTAGTIC ACCAC

KO0IE GGAATTCCCTCATGGTGT ATGTAA ACG EcoRI
K02 TIT GATATGCCTCCG AATTAA CAGGTTTATTTIC GAGCA

K03 CTCGAAATAAACCTGTTAATTCGG AGG CATATC AAATG

K09 GACGCA AAA ACA AAAGTATATTATAAAAGC CAGTCATTAG

Kig GACTGGCTTTTATAATATACTTITGTITTITGCGTCAG

K04E GGAATTCCCTTC CTTATT AGG AAATIG EcoRI
vbxFGFP for GGG GTACCTCTTATG ATA AAGTATCAC AG Epnl
VbxFGFP rev GGG AATTCT AAA ATAATG GCA ACA GCGGC EcoRI
Adaggio CGGGATCCGCACAGATGATCCTGACG BamHI
Moderato CCCAAGCTTGAAACCATTCCATIC CAGAC Hindlll
Largo CCGCTC GAG GAATAA GCTGATCAGCTTGC Ahol
Cappricio ATAAGAATGCGGCCGCCTTCATTATCAGGC TCTTCG Noitl
Spc for GTCAGTAACTTC CAC AGTAGTTC

Spc rev GGATATCGTGTTTCC ACCATTTITTC EcoRV
lys17 for ATTATT GGT ACG GCG CAA ACA GTG

lys17 rev CACTGTTTG CGC CGTACC AATAAT

lys21 for CAAACAGTGGCAGCTCTAAAGCG

lys21 rev CGCTTT AGAGCTGCC ACTGTTTG

lys24 for GTGAAAGCTCTAGCGCGAGGTTCAG

lys24 rev CTGAACCTCGCGCTAGAGCTTTCAC

Tabulka 3: Sekvence DNA pouZitych oligonukleotidi (RE oznacuje restrikéni
endonukleazu; cilova mista pro RE jsou v sekvenci znazornéna podtrzenim)

47



Konstrukty pro inaktivaci genu ymxC. Gen spc v¢etné oblasti zahrnujici polylinker,
kterd mu pfedchazi, byl amplifikovan v PCR reakci pomoci oligonukleotidti Spc for a rev
(tab. 3, str. 47). Pomoci RE BamHI a EcoRV byl vlozen do plazmidu pGEX-5X3 za vzniku
konstruktu pGEX-5X3-SPC-1. Oblast predchazejici genu ymxC (717 bp) byla amplifikovana
v PCR (oligonukleotidy Adaggio a Moderato; tab. 3, str. 47) a nasledné vlozena pomoci RE
BamHI a Hindlll do plazmidu pGEX-5X3-SPC-1 za vzniku pGEX-5X3-SPC-2. Oblast za
genem ymxC (684 bp) byla amplifikovana pomoci oligonukleotidid Largo a Cappricio (tab.
3, str. 47) a vlozena pomoci RE Xhol a Notl do pGEX-5X3-SPC-2 za vzniku finalniho
konstruktu pYMXCK uréeného pro inaktivaci genu ymxC. Plazmidem pYMXCK byly
transformovany kmeny B. subtilis 168 a B. subtilis 168 AybxF cat za vzniku kmend
B. subtilis 168 AymxC spc a B. subtilis 168 AybxF cat AymxC spc (tab. 1, str. 44). Samotné
plazmidové konstrukty a stejné tak uspésna inaktivace genu ymxC byla ovétena pomoci PCR

a sekvenovanim dané oblasti.

Konstrukty pro p¥ipravu fiize ybxF s gfp. Gen ybxF byl amplifikovan v PCR reakci
pomoci oligonukleotidi YoxFGFP for a rev (tab. 3, str. 47) a templatové genomové DNA
izolované z B. subtilis 168. Pomoci RE Kpnl a EcoRI byl gen vlozen do plazmidu pSG1154
za vzniku plazmidového konstruktu pSG1154F11 (fuze 3" konce genu ybxF s5° koncem
gfp). Konstrukt byl ovéfen sekvenaci. Takto pfipravenym konstruktem byl transformovan
kmen B. subtilis 168 a kmeny s inaktivovanym genem ybxF. Ziskané rekombinantni kmeny
B. subtilis (s konstruktem integrovanym do mista amyE v chromozomu) byly selektovany na
rezistenci ke spectinomycinu (100 mg/ml); (kmen ¢&islo I; ybxF™ ybxF-gfp), anebo
kombinovanou rezistenci k chloramfenikolu (5 pg/ml) a spektinomycinu (100 mg/ml);
(kmen ¢&islo II; AybxF ybxF-gfp). Usp&sna integrace byla ovéfena standardnim zptisobem
(Lewis & Marston, 1999) a sekvenaci.

Samotny integracni plazmid pSG1154 byl pouzit pro ptipravu kment B. subtilis ¢islo
1 (ybxF" gfp) a IV (AybxF gfp), které vznikly transformaci parentalniho kmene B. subtilis
168 a kmene B. subtilis 168 AybxF cat.
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3.2 Média a kultiva¢ni podminky

Kompetentni bunky E. coli byly pfipraveny a nasledné transformacéni experimenty
byly provedeny metodou teplotniho Soku (oboji dle Hanahan, 1983). Kompetentni buriky
B. subtilis byly piipraveny a nasledné transformacéni experimenty byly provedeny tak, jak je
popsano v praci Anagnostopoulos & Spizizen, 1961. Selekce transformanti byla provadéna
na agarovych miskach s médiem LB a specifickymi antibiotiky.

Bakterialni kmeny byly kultivovany v médiu LB nebo v definovaném médiu MOPS
(50mM MOPS (pH 7.0): 1ImM (NH,4),SO4, 0.5 mM KH,PO4, 2 mM MgCl,, 2 mM CacCl,, 50
uM MnCly, 5 uM FeCls, AK [50 pg/ml]; 20 AK — médium oznaceno jako MOPS 20, a 0.4
% glukdza). Kultivace B. subtilis byla provadéna pii standardni teploté¢ 37°C. Pro méfeni
promotorové aktivity béhem rozriistdni ze stacionarni fize (experiment ,,outgrowth”) byla
bakteridlni kultura kultivovdna v médiu MOPS 20 po celou dobu exponencialni faze a jesté
nasledné 3 hodiny béhem staciondrni faze. V ¢asovém bod¢ 0 byla kultura 10x nafedéna do
stejného predehratého média. Pro experimenty, kde byl pouzit decoyinine byla bunééna
kultura kultivovana v médiu MOPS 20 do ¢asné exponencialni faze (ODggo ~ 0,3). V bodé¢ 0,
po prvnim odbéru bunééné kultury byl do média ptidan decoyinine o finalni koncentraci 0,5
mg/ml (Mitani et al., 1977). Zasobni roztok decoyininu (100 mg/ml) byl pfipraven
rozpusténim v 1 M KOH. V ramci kontrolniho experimentu byly bunky vystaveny ucinku
samotného 1 M KOH, pfi¢emZ zména hladiny GTP v bufice nebyla v tomto pifipadée

pozorovana (data nepublikovana).

Funkcni analyza mutantii s inaktivovanym genem ybxF. Pro funkéni analyzu
mutantd B. subtilis s inaktivovanymi geny ybxF bylo pouzito Spizizenovo minimalni
médium [slozeni 1 litru média: 2 g (NH4),SO4, 18,3 g K;HPO, - 3H20, 6 g K;HPO,4, 1 g Na
citrat - 2H,0, 0,2 g MgSQy, - 7H,0; pro auxotrofni kmeny byl do média ptidan tryptofan (50
png/ml) a zdroj uhliku dle potteby] a Spizizenovo bohaté médium (sloZeni 1 litru média: 25 g
trypton, 5 g kvasinkovy extrakt a minimalni Spizizenovo médium).

Byla porovnavana ristova rychlost kment B. subtilis s inaktivovanym genem ybxF a
kontrolnich kmend B. subtilis (Col — Co3, tab. 1, str. 44). Rustova rychlost téchto kment

byla méfena béhem kultivace v minimalnim 1 bohatém Spizizenové tekutém médiu a na
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agarovych plotnach, oboji ve 20°C, 37°C a ve 45°C. Dle popsaného protokolu (Schumann et
al., 2001) byly provedeny také testy schopnosti sporulace. Senzitivita k inhibitorim byla
testovana na agarovych plotnach v pfitomnosti ethanolu (8 — 16 %), nebo 1M NaCl, nebo
SDS (0,007 — 0,1 %). Pro testované kmeny byly stanoveny minimalni inhibi¢ni koncentrace
streptomycinu (1 mg pro senzitivni kmeny a 3 mg pro rezistentni kmeny). Mezi mutanty

a kontrolnimi kmeny nebyl v zddném z testl zjistén rozdil.

3.3  Metody izolace DNA

Genomova DNA B. subtilis byla izolovana standardnim postupem dle Marmur, 1961.

Plazmidovda DNA pro tucely sekvenovani byla izolovana pomoci QIAprep Spin
Miniprep Kit (Qiagen) dle standardniho postupu uvedeného vyrobcem. Zdrojem DNA byla
no¢ni kultura E. coli inkubovana v 10 ml média LB se specifickym antibiotikem.

Plazmidova DNA pro ostatni tcely byla izolovana pomoci QIAfilter Plasmid Midi
Kit (Qiagen). Zdrojem DNA byla noéni kultura E. coli inkubovana ve 100 ml média LB se
specifickym antibiotikem. Izolace byla provedena dle standardniho protokolu uvadéného
vyrobcem.

Plazmidy pro pouziti v transkrip¢ni reakci in vitro byly navic purifikovany smési
fenolu a chloroformu. Tento krok je nutny zejména z divodl odstranéni proteini
a pfedevs§im nezadoucich RNé4z. V prvnim kroku byl k plazmidové DNA pfidan jeden objem
fenolu (ekvilibrovany fenol s 0,1 M Tris pH 8, 0,1 % 8-hydroxychinolin, 0,2 %
2-merkaptoethanol). Po dikladném promichéni a kratké 5 minutové centrifugaci byla
odebrana vodna faze obsahujici plazmidovou DNA a purifikace byla opakovéana stejnym
zpusobem pfidanim jednoho objemu smési fenolu s chloroformem (1:1) a po centrifugaci
a odebrani vodné faze nasledné jednim objemem jizZ samotného chloroformu. Vodna faze
byla odebrana a pfesraZzena standardnim postupem pomoci 2,2 objemu 96 % ethanolu
Vv prostiedi kyselého 3 M octanu sodného, pH 5,2 (1/10 objemu vzorku). Po centrifugaci
(17000 x g, 20 minut, 4°C) a omyti 70 % ethanolem byl pelet usuSen a rozpustén v 30 pul 10

mM Tris-HCI, pH 7,9. Koncentrace plazmidu byla zméfena na spektrofotometru.
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3.4 Sekvenace DNA

Veskeré konstrukty byly ovéteny sekvenovanim. K ptipraveé sekvenacnich produkti
byl pouzit BigDye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).
Templatem byla zpravidla plazmidova DNA izolovana pomoci QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen). Kazda reakce o objemu 10 pl obsahovala: 7 pl templatové DNA, 2 ul BigDye
Terminator a 1 ul specifického sekvenaéniho oligonukleotidu o koncentraci 10 pmol/ul. Pro
sekvenovani promotorovych konstrukti vlozenych do plazmidu pRLG770 byly pouzity
oligonukleotidy 30F a 1620R (tab. 3, str. 47). Pro sekvenovani promotorovych konstruktt
vlozenych do plazmidu pRLG3661 byly pouzity oligonukleotidy Bilbo a Frodo (tab. 3, str.
47). Pro sekvenaci ostatnich konstruktt byly pouzity vzdy oligonukleotidy specifické pro
dany konstrukt (tab. 3, str. 47). Vzorky obsahujici sekvena¢ni mix byly nasledné vlozeny do
PCR cycleru, kde byl pro amplifikaci pouzit nasledujici program: 96°C 10 vtefin, 45°C 5
vtefin a 60°C 4 minuty (35 cykld). Produkty byly nasledné precipitovany ethanolem
v prostiedi kyselého octanu sodného dle nasledujiciho postupu:

» ke vzorku bylo pfidano 10 pl 3 M octanu sodného pH 5,2 a 80 ul H,0

= vzorek byl pfenesen do 1,5 ml zkumavky

= ke vzorku byl pfidan glykogen (5 pug) a vzorek byl fadné promichan

» ke vzorku bylo pfidano 300 pl 96 % ethanolu a nasledovala centrifugace
(17000 x g, 20 minut, 4°C)

= pelet byl oplachnut 70 % ethanolem a ususen ve vakuu

Takto pfipravené sekvenacni reakce byly pfedany do laboratofe sekvenacniho servisu
(Sttedisko sekvenovani, MBU AV CR). Ziskané sekvence byly analyzovany pomoci
programu Chromas a ClustalX. Kazdy z vybranych klonti byl uchovan ve formé
glycerinovych konzerv (smés 850 pl bunéné kultury a 150 pul glycerolu)

V hlubokomrazicim boxu (-80°C).
3.5 Izolace RNAP z B. subtilis

RNAP s navazanou histidinovou znaCkou byla izolovana z kmene B. subtilis
MH5636 dle protokolu popsaného v Qi & Hulett, 1998. Podjednotka o* byla
nadprodukovana z plazmidu pCD2 (Chang & Doi, 1990) a jeji izolace byla provedena dle
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daného protokolu (Juang & Helmann, 1994). Koncentrace vyizolovaného proteinu byla
méfena standardni metodou dle Bradfordové (Bradford, 1976) a protein byl nasledné
analyzovan pomoci vertikalni SDS polyakrylamidové elektroforézy (SDS-PAGE; Laemmili,
1970).

Po izolaci RNAP jsme provedli rekonstituci s podjednotkou o”. Rekonstituce
probihala v uchovavacim pufru (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,1 M NaCl, 3 mM 2-
merkaptoethanol, 50 % glycerol) po dobu 30 minut pii teploté 30°C. Pro kazdy izolat RNAP
jsme nejprve provedli titratni experiment, ve kterém byl stanoven vhodny pomér
koncentraci RNAP a podjednotky o”, tak aby pouzitd koncentrace podjednotky o™ byla pro
funkci RNAP saturujici.

RNAP z E. coli (Holo RNAP) byla zakoupena od firmy Epicentre Biotechnologies®.

3.6 Transkripce in vitro

Vsechny promotorové sekvence, které byly vlozeny do transkripéniho plazmidu
pRLG770 a nasledné testovany pomoci transkripce in vitro jsou uvedeny v tabulce 2 (str.
45). Kazdy plazmidovy konstrukt jsme pied samotnym testovanim v transkripci in vitro
analyzovali elektroforeticky, abychom se presvéd¢ili, ze vice jak 90 % plazmidu ztstalo
vcce formé. Transkripéni reakce byly provadény v objemu o 10 pl a nésledujicich
koncentracich jednotlivych komponenti:

= 30 nM RNAP

= 1 nM plazmidovy promotorovy konstrukt v ccc formé
= 40 mM Tris-HCI pH 8,0

= 10 mM MgCl,

= 1mMDTT
= 0,1 png/ml BSA
= 150 mM KCI

= 200 uM ATP, CTP a GTP (kazdy)

Pokud byla testovana senzitivita promotort ke koncentraci ATP nebo GTP, rozsah
koncentraci uvedenych NTP byl 20 — 2000 uM. Redici fada GTP (piipadné ATP) byla
pfedem pripravena v 10 zkumavkach o koncentracich 20, 40, 100, 200, 400, 600, 1000,
1300, 1600 a 2000 uM. UTP byl v kazdé reakci pouzit v neznacené (10 uM) a radioaktivné
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znadené ([a-32P]-UTP, 2 uM) formé, kde je o fosfat UTP znadeny pomoci 3P ([a-3?P]-UTP,
9,25 mBq, dodavano MGP Zlin).

Takto pfipraveny vzorek byl inkubovan 5 minut ve 30°C. Transkripce byla
iniciovana pfidanim 1 pl 300 mM RNAP (findlni koncentrace 30 mM). Reakce byla
zastavena po 15 minutdch inkubace ve 30°C piidanim 10 pl formamidového pufru (95 %
formamid, 20 mM EDTA pH 8,0, 0,05 % bromfenolova modf, 0,05 % xylene cyanol) a
dikladnym promichanim (vortex). 10 ul vzorku bylo analyzovano pomoci elektroforézy v 1
x koncentrovaném pufru TBE (10 x pufr TBE: 0,9 M Tris.HCI, 0,02 M EDTA pH 8,0, 0,9 M
kyselina borita) na akrylamidovém (AA) 7 % gelu (7 % roztok AA v 7 M mocoviné a pufru
TBE; pfed nalitim smé&si do elektroforézy ptidan 10 % APS a TEMED). AA gel byl posléze
usu$en na suSicce gelt (Biometra D 62) napojené na vakuovou pumpu (KNFLab Laboport).
Ususeny gel byl vlozen do expozi¢ni kazety (Fuji) a byl piekryt expozicni f6lii absorbujici
radioaktivni zafeni pochézejici ze vzniklych transkriptd. Po 12 — 15 hodinové expozici byly
produkty analyzovany pomoci piistroje Molecular Imager® FX (BIO-RAD). Mnozstvi
transkriptu (univerzalni délka 145 nt) produkovaného z testované¢ho promotoru bylo méfeno
pomoci programu ImageQuant (Molecular Dynamics). Obrazek S1 (str. 54) zobrazuje
expozici reprezentativniho gelu, kterd byla ziskéna testovanim senzitivity promotoru rrnJ P1
z B. subtilis. Vyhodnoceni vysledkii bylo provadéno pomoci programu Sigmaplot (Jandel
Scientific). Hodnota Kntp byla pro kazdy promotor stanovena pomoci rovnice: f = a x [1 —
exp(-b x x)], kde f = relativni transkripce, X = ¢as, a, b = konstanty. Hodnota Kytp je silné
zavisla na pouzité koncentraci soli a stejné tak na teploté, pfi které reakce probiha.
Porovnatelnost hodnot Kyt testovanych promotort je proto podminéna piesnym dodrzenim

vySe uvedenych podminek transkripcni reakce.
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Obr. S1: Reprezentativni AA gel zobrazujici produkty transkripce in vitro fizené
z promotoru rrnJ P1 (Sojka et al., 2011). Dva hlavni produkty transkrip¢ni reakce jsou
znazornény: (i) transkript odpovidajici produktu iniciovaného z promotoru rrnJ P1 (145 nt) a
(11) transkript iniciovany z promotoru RNA I (104 nt), ktery je pfirozenou soucasti plazmidu
pRLG770 a reguluje tak pocet kopii plazmidu v bufice (transkripci iniciuje pomoci ATP,
ke [GTP] tedy neni senzitivni).

3.7  Stabilita otevirenych komplexi

Stabilita otevienych transkripnich komplext byla méfena v transkripéni reakci po
piidani kompetitoru dle Barker & Gourse, 2001. Pouzitym kompetitorem byl polyanionicky
sacharid heparin. Ten se vaZe na volnou RNAP a je schopen disociovat RNAP z uzavieného
komplexu s promotorem. RNAP ve stavu otevieného komplexu s promotorem je k heparinu
rezistentni. Stabilitu jsme méfili u otevienych komplext vytvofenych mezi RNAP a

plazmidovym promotorovym konstruktem v reakci s transkripénim pufrem (stejné slozeni
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jako v Kklasické transkripci in vitro) a 30 mM KCI, po dobu 15 minut pii teploté 30°C.
Heparin o koncentraci 0,5 pg/ml byl pfidan v ¢ase 0. V casovych bodech byly odebrany
alikvoty, ke kterym byly ptfidany vSechny Ctyfi NTP, ¢imz byla iniciovdna transkripéni
reakce. Po 15 minutdch byla reakce zastavena pfidanim formamidového pufru (slozeni
uvedeno Vv odstavci popisujici transkripci in  vitro). Produkty byly analyzovany
elektroforeticky na 7 % akrylamidovém denaturacnim gelu v pfitomnosti mocoviny (stejnym
zpusobem jako vySe popsana analyza produktd transkripce in vitro). Mnozstvi vzniklych
transkriptti, které ptresné¢ odpovida mnozstvi vytvofenych otevienych komplext, bylo
kvantifikovano v zavislosti na ¢ase a vyneseno do grafu pomoci programu SigmaPlot (Jandel
Scientific). Polo¢as rozpadu otevienych komplexi (t12) byl definovan pomoci nésledujici

rovnice f = a x exp(-b x x), kde f'= relativni transkripce, x = Cas, a, b = konstanty.

3.8 Extrakce RNA a reverzni transkripce

Pivodné bylo méfeni promotorové aktivity in vivo v na$i laboratofi provadéno
pomoci 3 galaktozidovych assay. Polocas rozpadu mRNA, jejiz syntéza je fizena promotory
testovanymi V této praci, vSak odpovida ptiblizn¢ 4 minutam. Metoda [ galaktozidovych
assay je tedy pro tyto ucely zcela nevhodna. Pro testovani promotorové aktivity in vivo byl
pouzit identicky plazmid pRLG3661, kde byl testovany promotor fizovan ke genu lacZ. Nas
dalsi postup byl ale odlisny. Promotorovou aktivitu jsme analyzovali metodou ,,primer
extension a navazujici RT-qgPCR (Krasny & Gourse, 2004). Nejprve jsme izolovali
celkovou RNA z exponencialné rostouci (nebo stacionarni) kultury B. subtilis. Specificka
¢ast mRNA odpovidajici lacZ mRNA, jejiz syntéza byla fizena testovanym promotorem byla
pfepsana v reverzni transkripci do cDNA (pro reverzni transkripci byl pouzit oligonukleotid
PealR; tab. 3, str. 47). cDNA byla poté pouzita jako templat v RT-qPCR reakci. Vzniklé
mnozstvi RNA (pfepsané do cDNA) tedy piimo korelovalo s aktivitou testovaného
promotoru.

Pfed samotnym testovanim promotorti byla nejprve izolovana RNA odpovidajici tzv.
»recovery marker® (RM RNA). Jednalo se o specifickou ¢ast RNA, jejiz dané mnozstvi bylo
pfidano ke kazdému testovanému vzorku pred extrakci RNA, abychom mohli monitorovat

ptipadnou degradaci izolované RNA. RM RNA byla izolovana z kmene RLG6943 (Krasny
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& Gourse, 2004), zde v tab. 1, str. 44. Tato RNA nese sekvenci pro vazbu oligonukleotidu,
ktera je identickd se sekvenci oligonukleotidu vazajiciho se na sekvenci testované mRNA
(oligonukleotid pgalR, tab. 3, str. 47). Druhy z oligonukleotidii je ale odlisSny a zcela
specificky pro RM RNA (oligonukleotid #104, tab. 3, str. 47) a stejné¢ tak produkt
amplifikovany pomoci oligonukleotidi #104 a fgalR je delsi nez testovand mRNA, tak aby
tyto produkty byly od sebe odlisitelné pomoci elektroforézy na polyAA gelu (Josaitis et al.,
1995).

N&s postup izolace mRNA nezahrnoval zadné centrifugacni kroky, ¢imz jsme
predesli ovlivnéni ziskanych dat zplsobené piedpokladanou rychlou degradaci izolované
RNA. 2 ml bunééné kultury byly odebrany v ¢asovych bodech a ptimo pfidany k pfipravené
smési 3 ml fenolu, 3 ml chloroformu a 500 pl lyza¢niho pufru (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 500
mM LiCl, 50 mM EDTA pH 8,0 a 5 % SDS). Po okamzitém promichani (vortex) a piidani
RM RNA (25 ul ~ 0,5 pg) byla bunééna suspenze sonikovana 1 minutu a piidanim 5 ml H,O
byl navySen celkovy objem vzorku. Nasledovala centrifugace pii 3100 RPM (centrifuga
Haereus Cryofuge 8000, rotor 6610), 10 minut, 4°C a odbér vodné faze do nové smési
fenolu a chloroformu (zde jiz bez lyza¢niho pufru). Fenol/chloroformova extrakce byla jesté
jednou opakovana. Ke 4 ml vodné faze bylo ptidano 5 pug glykogenu, 0,4 ml 3 M octanu
sodného pH 5,2 a 9,68 ml 96 % ethanolu. Po dikladném promichéni byl vzorek uchovan
vV -20°C do druhého dne. Nasledovala centrifugace pii 3100 RPM (centrifuga Haereus
Cryofuge 8000, rotor 6610), 30 minut, 4°C. Pelet byl susen 2 — 3 minuty na vzduchu
otoenim zkumavek dnem vzhuru a posléze byl rozpustén ve 400 pl HO. Vzorek byl
pfenesen do 1,5 ml zkumavek a nasledovala druha precipitace ethanolem (40 pl octanu
sodného pH 5,2 a 968 ul 96 % ethanolu). Po centrifugaci (17000 x g, 20 minut, 4°C) byl
vzorek oplachnut 70 % ethanolem, usuSen ve vakuu a rozpustén v 50 pl 10 mM Tris-HCI,
pH 8,0. Néasledovalo odstranéni nezddouci DNA pomoci ,,Turbo DNase kit“ (Ambion).
Jedna reakce o objemu 20 ul obsahovala 2 pl RNA, 2 pl 10x koncentrovany pufr, 0,5 pl
Turbo DNase a 15,5 pl H20. Po 30 minutach inkubace reakéniho mixu ve 30°C bylo ke
vzorku ptidéno 2,2 ul inaktiva¢niho roztoku (soucést kitu) a vzorek byl inkubovan 2 minuty
v pokojové teploté. Po centrifugaci pti 17000 x g, 2 minuty pii pokojové teploté bylo

odebrano 15 pl vzorku a uloZeno v -20°C pro dalsi pouZiti.

56



Takto precisttna RNA byla pouzita jako templat Vreverzni transkripci fizené
reverzni transkriptdzou M-MLV. Kazda reakce o objemu 10 pl se skladala z 3 pl precisténé
RNA, 0,5 pl oligonukleotidu fgalR (10 pmol/ul), 2 ul 5x koncentrovaného pufru M-MLV
a 4,5 ul H,O. Vzorky s reakénim mixem byly nasledné vlozeny do PCR cycleru, kde byl
pouzit program PEH (,,primer extension hybridisation*; 80°C 5 minut, -38°C ~ ubytek o 1°C
za 1 minutu). Po ukonceni programu PEH bylo ke vzorku pfidano 15 pl reakéniho mixu
(6 ul ANTP, 3 pl 5x koncentrovany pufr M-MLV, 2 ul 0,1 M DTT, 1 ul M-MLV reverzni
transkriptaza a 3 pl H,0) a nasledoval program PE (,,primer extension®; 42°C 30 minut).
Vysledna cDNA byla uloZena v -20°C a nasledné byla kvantifikovana pomoci RT-gPCR.

V experimentu kdy byla hladina GTP v buiice snizovana uc¢inkem decoyininu, byly 2
ml buné&éné kultury urcené pro izolaci RNA odebrany v ¢asovych bodech 0, 3, 6 a 12 minut
od pridani decoyininu (finalni koncentrace 0,5 mg/ml). Nasledovala extrakce RNA podle

postupu popsaného vyse.
3.9 ,Real time“ qPCR (RT-gPCR)

cDNA byla pouzita jako templat v RT-qPCR reakci, ktera byla fizena polymerazou

Taqg (Promega). Samotna reakce probihala v osmimistnych stripech (BIO-RAD) v cycleru
Realplex* (Eppendorf). Reakéni mix o objemu 25 pl byl p¥ipraven z:

= 3 ulcDNA

= 1 U polymerazy Taq

= 0,2 ul SYBR green (Molecular Probes)

= 1 xpufr Tag DNA

= 250 uM dNTP (kazdy)

= 3 mM MgCl;

= 0,4 mM oligonukleotidi (kazdy)

Pro RT-qPCR byly pouzity dvé kombinace oligonukleotidi: (i) oligonukleotid
specificky pro testovanou RNA (#103) v kombinaci suniverzalnim reverznim
oligonukleotidem pgalR a (ii) oligonukleotid specificky pro RM RNA (#104) v kombinaci
s univerzalnim reverznim oligonukleotidem fgalR (tab. 3, str. 47). Takto piipravena reakce
byla v cycleru amplifikovana ve 40 opakovanich pomoci programu: 95°C 15 vtefin, 65°C 20

vtefin, 72°C 30 vtefin. Pro kazdy vzorek jsme provedli analyzu teploty tani (,,melting curve
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analysis®), abychom potvrdili identitu PCR produktii. V ramci negativnich kontrolnich
reakci jsme jako templat pouzili izolovanou RNA (DNazovand) a zaroven jsme provadéli
kontrolni reakce bez templatu (cDNA). Pro kvantifikaci cDNA byla pouzita metoda AC;
(Pfaffl, 2001). Vysledna hodnota byla normalizovana k hodnot¢ ziskané amplifikaci cDNA
odpovidajici RM RNA a k optické denzité kultury, z niz byla testovana RNA izolovana.

3.10 Stanoveni hladiny GTP u B. subtilis

Pro tucely izolace GTP z B. subtilis jsme inkubovali bunécnou kulturu v médiu
MOPS 20 s glukézou (0,4 %) a radioaktivng znaenou kyselinou fosfore¢nou [*P]-HsPO,
Phosporusgz, 20 pCi/ml (MGP Zlin) do casné exponencialni faze (ODggo ~ 0,3). 30 ul
bunééné kultury bylo v €asovych bodech ptfidéno ke stejnému objemu 13 M kyseliny
mravenc¢i. Smes byla dikladné promichéana a ulozena pies noc v -20°C.

V experimentu, kde byla hladina GTP v burice snizovana G¢inkem decoyininu, byla
bunécnd kultura urcend pro izolaci GTP odebrana v casovych bodech 0, 3, 6 a 12 minut od
pfidani decoyininu (finalni koncentrace 0,5 mg/ml). lhned po odebrani byla kultura pfidana
ke stejnému objemu 13 M kyseliny mravenci.

Hladina GTP byla uréena metodou vertikalni chromatografie na tenké vrstve.
Polyethyleniminové (PEI) desky urcené pro chromatografii na tenké vrstvé (TLC plates
Polygram® CEL 300 PEI od Macherey-Nagel) byly nejdfive promyty vodou (ve vertikalni
poloze byly umistény do 1 cm hluboké vodni lazné a voda byla ponechdana samovolné
vzlinat od spodni ponofené hrany smérem vzhiiru) a 15 minut byly suSeny v digestofi. 4 ul
radioaktivné znacené bunécéné kultury byly poté naneseny do piedem vyznaceného
startovniho bodu ve spodni ¢asti PEI desky. Po 15 minutach suseni v digestofi byly desky ve
vertikdlni poloze ponofeny svym spodnim okrajem asi 0,5 cm hluboko do 14zné s 0,85 M
KH,POy,, kde byly ponechany az do doby, kdy ¢elo vzlinajiciho 0,85 M KH,PO, dorazilo
k horni hrané PEI desky. Po ususeni v digestofi byly desky vlozeny do expozi¢nich kazet ,a
byly exponovény pies noc. Expozice NTP byly analyzovany na piistroji Molecular Imager®
FX (BIO-RAD) a jejich kvantifikace byla provedena pomoci programu ImageQuant
(Molecular Dynamics). Pozice GTP na PEI desce byla ur¢ena pomoci komeréné ziskané¢ho

GTP, jehoz odpovidajici mnozstvi bylo na PEI desky naneseno paralelné s bunécnymi

58



izolaty. Tato forma ,studené¢ho* GTP byla detekovdana pomoci UV svétla na

transiluminatoru (Schneider et al., 2003).

3.11 Porovnani sekvenci

bakterialnich druhu

DNA promotora rrn Pl pochazejicich z vybranych

Sekvence promotori uvedenych pro porovnani v tab. 5 (str. 84) byly ziskany
Z dostupné literatury nebo byly urCeny na zaklad¢ vizudlni kontroly sekvence dané oblasti
rRNA operonu a dan¢ho bakteridlniho druhu. Tyto sekvence byly ziskany z internetové

databaze NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Od kazdého organismu jsme vybrali mezi

ttemi az péti promotory rrn P1. U nékterych organismi to nebylo mozné, nebot’ se takovy
pocet promotori u nekterych bakterii nevyskytuje. Nasledn¢ byl jeden typicky zéstupce
promotoru rrn P1 (z dostupného poctu pro dany organismus) vybran do porovnani, které je
uvedeno v tabulce 5 (str. 84). V nize uvedené tabulce 4 (str. 59) je pro kazdy vybrany

promotor uveden zdroj, odkud byla sekvence ziskana (kod NCBI piipadné reference na

literaturu).

Kod Bakterialni druh Jméno/NCBI | Reference nebo pozice v genomu
Bsu | Bacillus subtilis rrnB P1 Krasny & Gourse, 2004
Ban* | Bacillus anthracis NC_012659.1 | 82100-82137

Bacillus cereus NC_011969.1 | 82020-82056

Bacillus thuringiensis NC_008600.1 | 9085-9123
Bpu | Bacillus pumilus NC_009848.1 | 9341-9374
Lmo | Listeria monocytogenes NC_012488.1 | 233724-233760
Pae | Paenibacillus sp. NC_012914 | 11265-11302
Sau | Staphylococcus aureus NC_002951.2 | 2115415-2115452
Lac | Lactobacillus acidophilus NC_006814 | 58867-58902
Spn | Streptococcus pneumoniae NC_012468 16392-16427
Cdi | Clostridium difficile NC_009089.1 | 10649-10685
Cpe | Clostridium perfringens NC_008261.1 | 10030-10065
Tte | Thermoanaerobacter tengcongensis | NC_003869 | 83637-83673
Mag | Mycoplasma agalactiae NC_009497 | 614890-614927
Upa | Ureaplasma parvum NC_002162 | 145150-145186
Msm | Mycobacterium smegmatis rrm P1 Gonzalez-y-Merchand et al., 1996
Sno | Streptomyces nodosus rrD P1 Yap & Wang, 1999
Eco | Escherichia coli rrB P1 Schneider et al., 2002
Vch | Vibrio cholerae rrnA P1 Aiyar et al., 2002
Sen | Salmonella enteritica NC_006905 | 284848-284884

Tab. 4: Sekvence promotori pro rRNA vybranych bakterialnich druhd — zdroje

ziskanych promotorovych sekvenci uvedenych v tab. 5 (str. 84).
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3.12 Molekularni modelovani in silico

Pro piipravu in silico modelu RNAP z B. subtilis se sekvenci DNA ve stavu
otevieného komplexu byl jako templat pouzit jiz diive znamy homologni model RNAP
pochazejici z B. subtilis (Johnston et al., 2009). K tomuto modelu byla piipojena sekvence
DNA na zaklad¢ dostupné struktury RNAP z E. coli v komplexu s duplexem DNA:DNA ve
stavu oteviené transkripéni bubliny (PDB id 3iyd; Hudson et al., 2009). Porovnavani
struktur dostupnych modeli bylo provadéno pomoci programu ICM Browser (Molsoft
L.L.C.). Na =zakladé¢ porovnani dostupnych struktur jsme umistili fetézec DNA do
odpovidajici pozice na zde uvadéném modelu RNAP z B. subtilis.

Pro pfipravu in silico modelu proteinu YbxF z B. subtilis byly vyuzity modely
homolognich proteinli dostupné v proteinové databance (kod PDB 1NMU chain D,
kvasinkovy protein L30e; kod PDB 1YSH chain C, protein L30e pochdzejici z klicki
pSenice a kod PDB 1PXW chain A, protein L7ae z Pyrococcus abyssii). Porovnavani
struktur téchto modelti bylo provadéno pomoci modulu ,,align2D* z programového balicku
»Modeler software”. Software stejného vyrobce byl pouzit také na samotnou piipravu

homolognich modelti YbxF.

3.13 1Izolace ribosomu z B. subtilis

Bakterialni kultura (1000 ml) byla inkubovana v médiu LB s 1 % xylézou az do
ODggo ~ 1,0 (exponenciadlné rostouci bakterie). V okamziku dosazeni této optické denzity
byla polovina kultury odebrana a druhé polovina byla dale inkubovéna ptes noc (stacionarni
bakterialni kultura; cca 10 hodin od okamziku odbéru exponencialni kultury).

Bunééna kultura byla centrifugovana 1 hodinu pii 3100 RPM (centrifuga Haereus
Cryofuge 8000, rotor 6610) a 4°C. Médium bylo odstranéno a pelet byl promyt 10 ml pufru
S (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM MgCl;, 60 mM NH.CI, 0,5 mM EDTA, 5 mM
2-merkaptoethanol, 10 % glycerol, I mM phenylmethylsulfonyl fluorid). Po centrifugaci pfi
3100 RPM (centrifuga Haereus Cryofuge 8000, rotor 6610), 20 minut pii 4°C byly vzorky
thned zamrazeny v -20°C. Veskeré nasledujici kroky byly provadény pii teploté¢ 4°C.
Zamrazena kultura (~ 1 g) byla resuspendovana v 7-8 ml pufru S a sonikovéana 5 x 1 minutu

na ledu (s 15 vtefinovymi piestavkami). Zbytky pevného bunétného materidlu byly ze
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sonikatu odstranény 30 minutovou centrifugaci pti 30000 x g. Supernatant byl posléze
centrifugovan 120 minut pii 285000 x g (ultracentrifuga Beckman Optima L90K). Sediment
byl suspendovan vpufru Sa po odstranéni pigmentovanych ¢astic nizkootackovou
centrifugaci pii 20000 x g, 20 minut (pouze v ptipad¢ stacionarni kultury) byly 2 ml alikvoty
naneseny na hladinu pufru Ss30 % sacharézou (8 ml) v 10 ml kyvetach. Nasledovala
vysokootackova centrifugace pres noc pii 190000 x g. Sediment izolovanych ribosomti byl
rozpustén v pufru Ss1 M NH4Cl. Nahromadéné nerozpustné cCastice byly odstranény
kratkou centrifugaci pfi nizkych otdckach (20000 x g, 20 minut) a supernatant byl
centrifugovan opét pii vysokych otackach 285000 x g po dobu 3 hodin. Sediment ribosom
byl resuspendovan v pufru S a zbytek nahromadénych ¢astic byl odstranén nizkootackovou
centrifugaci pfi 20000 x g, 20 minut. Supernatant (cca 2 ml) odpovidajici purifikovanym
ribosomum byl rozdélen na alikvoty po 300 ul a byl zamrazen v hlubokomrazicim boxu (-

80°C).

3.14 Disociace ribosomii 70S na podjednotky 50S a 30S

Exponencialné rostouci bunétna kultura B. subtilis byla ptfipravena stejnym
zpusobem, jak je uvedeno vySe v sekci 3.13 (izolace ribosomi). Kultura byla po prvni
centrifugaci resuspendovana v pufru S, sonikovana a nasledné znovu centrifugovana 20
minut pii 30000 x g z dGvodi odstranéni nerozpustnych zbytkli bunééného materialu. 200 pl
supernatantu bylo po té naneseno na hladinu pfedem pfipraveného gradientu sachardzy
(10 — 25 %). Pouzitd koncentrace iontd Mg?* byla 0,3 mM. Nasledovala vysokootadkova
centrifugace (248000 x g, 210 minut, rotor SW41 Ti v ultracentrifuze Beckman Optima
L90K). Po centrifugaci byl gradient rozdélen pomoci sbérace (Foxy Jr.) do 15 frakei. Na
zaklad¢ hodnoty absorbance (260 nm) bylo urceno rozlozeni ribosomalnich podjednotek 30S

a 50S do jednotlivych frakci, které bylo nasledné graficky znazornéno.

3.15 Detekce fuzniho proteinu YbxF-GFP

Fuzni protein YbxF-GFP byl detekovan v izolovanych ribosomech fluorescenci a ve

frakcich odpovidajicich jednotlivym ribosomalnim podjednotkam technikou Western
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blotting pomoci protilatky proti GFP. Pfed samotnou detekci fizniho proteinu YbxF-GFP ve
frakcich ze sachardzového gradientu (ev. v samotnych ribosomech) byly jednotlivé frakce
(ribosomy) precipitovany pomoci kyseliny trichloroctové (TCA) podle nasledujiciho
postupu:

= TCA byla pfidana do findlni 5 % koncentrace

vzorek byl 1 hodinu inkubovan v -20°C a nasledné centrifugovan 20 minut pti 15000
x ga4°C
= supernatant (TCA) byl odpipetovan a pelet byl 2 x oplachnut 96 % ethanolem

a ususen ve vakuu

vzorek byl resuspendovan v pufru A (1 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8; 0,8 ml glycerol;
1,6 ml 10 % SDS; 0,2 ml 0,05 % bromphenol blue, 1,2 ml 2-merkaptoethanol, 3,2
ml dH,0)

vzorek byl separovan na 12 % gelu SDS-PAGE (Laemmli, 1970).

Vzorky byly nasledné ptfeneseny pomoci blotovaci sestavy (400 mA, 2 hodiny)
a pufru B (1 litr zasobniho roztoku: 15,15 g Tris-HCI, 72 g glycinu) na nitro-celul6zovou
membranu (Schleicher a Schuell). Néasledovala samotna detekce fizniho proteinu YbxF-GFP
protilatkou proti GFP (,horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit™; Santa Cruz
Biotechnology). Mnozstvi detekovaného proteinu bylo analyzovano standardni metodou

pomoci chemiluminiscenéniho kitu (Pierce).

3.16 Mikroskopie

Fluorescence ribosomt (150 pl roztoku purifikovanych ribosomt identické
koncentrace) byla méfena pomoci fluorescenéni mikroskopie na 96 jamkovych
mikrotitracnich destickdch (Sigma). Sestava na meéteni fluorescence GFP se skladala
z mikroskopu Leica Fluo III a fotoaparatu Olympus C5050 s filtrem GFP. Hodnoty relativni
fluorescence byly kvantifikovany pomoci programu ImageJ 1.34s.

Fluorescen¢ni mikroskopie bunék B. subtilis byla provadéna pomoci fluorescenéniho

mikroskopu Olympus 1X81 Cell-R a digitalni kamery Hamamatsu Orca-ER.
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3.17 Bodova mutageneze

Bodova mutageneze sekvence DNA genu ybxF byla provedena pomoci kitu
,»QuickChange* (Stratagene) v mutagenni PCR reakci dle postupu uvadéného vyrobcem.
Jako templat pro PCR reakci byl pouzit plazmid pSG1154F11. Sekvence pouzitych
oligonukleotidd (lysl7for a rev, lys21for a rev a lys24for a rev), které nesly adekvatni
zamény v sekvenci DNA genu ybxF, jsou uvedeny v tabulce 3 (str. 47). Po amplifikaci celé
sekvence plazmidu pSG1154F11 v PCR reakci byla templatova DNA S$tépena RE Dpnl,
ktery Stépi pouze metylovanou sekvenci DNA. Takto piipraveny Stépeny reak¢éni mix byl
pouzit jako donorova DNA pro transformaci E. coli. Nasledovala izolace plazmidové DNA a
sekvenace. Ovéfenou plazmidovou DNA byl transformovan vhodny kmen B. subtilis, ¢imz
doslo k integraci ¢asti plazmidové sekvence do mista amyE na chromozomu B. subtilis.

Usp&sna integrace byla ovéiena standardni metodou (Lewis & Marston, 1999) a sekvenaci.

Cile disertacni prace

* definovat promotorové elementy DNA zodpovédné za regulaci iniciace transkripce
pomoci iNTP u B. subtilis

= ovéfit vlastnosti definovanych promotorovych elementi DNA pomoci in vitro a in
Vivo pfistupii na sad¢€ vybranych promotort

= zjistit pfipadnou esencialitu genu ybxF a jeho bunétného paralogu, genu ymxC
v B. subtilis

= objasnit funkci a lokalizovat protein YbxF v B. subtilis
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Vysledky — ¢ast |

1. Vybér zakladnich promotori

Transkripce vSech rRNA operont u E. coli i B. subtilis je typicky fizena ze dvou
promotorit oznacovanych jako rrn P1 a rrn P2. Jejich aktivita je zavisld na koncentraci
iNTP, tedy na rychlosti ristu bakterialni kultury. Cim vys§i je rychlost ristu, tim vyssi je
produkce INTP a aktivita rRNA promotort. Podle dostupnych udaji jsou promotory rrn P1
citlivéjsi na tyto zmény nez promotory rrn P2 a to jak u E. coli (Paul et al., 2004), tak
u B. subtilis (Krasny & Gourse, 2004).

Tato pozorovani jsme potvrdili i v naSich experimentech. Testovali jsme chovani
promotort rrB P1 a rrB P2 v zavislosti na fazi rustu B. subtilis. Pro tento ucel byly
vytvoteny promotorové konstrukty, kde byl kazdy ztestovanych promotori fizovan
s markerovym genem. Konstrukty byly nasledné integrovany v jediné kopii do chromozomu
B. subtilis. Bunééna kultura z takto ptipravenych kmenu B. subtilis byla kultivovana po dobu
3 hodin v bohatém médiu MOPS, které obsahovalo vSech dvacet aminokyselin, az do
stacionarni faze rastu. Po té byla kultura 10X naradéna do Cerstvého média, dale kultivovana
a vzdy v 10 minutovych intervalech byla izolovana celkova RNA. Reverzni transkripci byla
specificka ¢ast RNA definovana oligonukleotidem SgalR (tab. 3, str. 47) piepsana do cDNA.
Promotorova aktivita byla méfena mnozstvim cDNA (odpovidd mnoZstvi nasyntetizované
specifické mMRNA) pomoci RT-gPCR (viz. Pfistroje, material a metody). Promotorova
aktivita v bod¢ 0 min. byla stanovena jako 1. Z vysledkd je patrné, ze ucinkem bohatého
média promotor rrnB P1 zvysil svou aktivitu ptiblizné 100 x, av§ak promotor rrnB P2 pouze
5 x (obr. 13, str. 65). Podobné vysledky jsme pozorovali také u promotord rrnO P1 a rrnO
P2. Promotor rrnB P1 reagoval svou aktivitou na bohaté médium nejsilnéji, proto byl vybran
pro dalsi experimenty k identifikaci usekd, které jsou v téchto promotorech za reakci na
koncentraci iNTP zodpovédné.

Ribosomalni promotor rrnB P1 je u B. subtilis z hlediska své sekvence typickym
zastupcem ribosomalnich promotortt P1. Sekvence jeho mezerniku dosahuje délky 17 bp,
coz je délka odpovidajici i mezernikiim dalSich péti ze vSech sedmi promotora rrn P1 (délka

mezernik u rrnO P1 a rrnl P1 je 16 a 18 bp). Oblast mezi hexamerem -10 a pozici +1 je
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bohata na adenin a thymin a dosahuje délky 8 bp (promotory rrn P2 maji tuto oblast
slozenou pouze ze 7 bp). Inicia¢nim nukleotidem je guanin, stejné jako u vSech ostatnich
promotort rrn P1 B. subtilis. V pozici -7 promotorové sekvence rrnB P1 je u E. coli cytosin,

ale u B. subtilis je jiny nukleotid.

rmnB P1

100 A
o
>
©
(O]
fo
O
£
o
2 10
'g rmnB P2
& 5
o
2
1
0 10 20 30
minutes

Obr. 13: Aktivita vybranych promotoru béhem Kkultivace bakterialni kultury po
naiedéni do ¢erstvého média bohatého na Ziviny (,,outgrowth* ze stacionarni faze), (Sojka
et al., 2011). Kmeny B. subtilis testované v experimentu: RLG7554 (rrnB P1, bila kolecka);
RLG7553 (rrnB P2, bilé ¢tverce); RLG7555 (Pveg, ¢erna kolecka).

Ptirozeny promotor Pveg byl zvolen jako hlavni kontrolni promotor. Pveg neni
regulovan koncentraci iINTP a exprese z tohoto promotoru probiha konstitutivné. Jedna se
o silny promotor, ktery fidi transkripci jediného genu veg, jehoz funkce doposud nebyla
u B. subtilis objasnéna. AvSak promotor Pveg patii mezi velmi dobfe prostudované
promotory (Le Grice et al., 1986; Krasny & Gourse, 2004) a iniciuje transkripci pomoci
ATP. Zdivodu jednodussi interpretace vysledkii jsme pro nase experimenty zvolili
upraveny promotor Pveg, ktery transkripci iniciuje pomoci GTP. Tato uprava v pozici +1
nema prokazateln¢ Zadny jiny vliv na vlastnosti tohoto promotoru, které ziistavaji stejné jako
u ATP varianty (Krasny & Gourse, 2004).

Porovnani sekvenci promotord rrnB P1, rrnB P2, Pveg a E. coli rrnB P1 je

znazornéno na obrazku 14 (str. 66). Shodou okolnosti promotor rrnB P1 je pojmenovan
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stejné u E. coli i B. subtilis. Oba promotory jsou ale sekvenéné zcela odlisné. Pro fadné
rozliSeni obou promotoru v textu této prace je ribosomalni promotor rrnB P1 z B. subtilis
oznacen jako Bsu-rrnB P1 a rrnB P1 z E. coli jako Eco-rrnB P1. Je-li v textu uvedeno pouze

oznaceni rmB P1, je jim vzdy minén promotor rrnB P1 z B. subtilis.

spacer G+C rich
16 bp discriminator
-35 -10 +1
Eco-rrnB P1 AAATGCTTGTCAGGCCGGAATAACTCCCTATAATGCGCCACCACCGCGC
17bp A+T rich
Bsu-rrnB P1 AAACTATTGCAATAAATAAATACAGGTGTTATATTATTAAACGTCGCTG
17 bp
Bsu-rrnB P2 AAGTTGTTGACAAAAAAGAAGCTGAATGTTATATTAGTAAAGCTGCTT
17 bp
Pveg GTGTTGTTGACAAAAATGGGCTCGTGTTGTACAATAAATGTGGTGAGG

Obr. 14: Porovnani sekvenci vybranych promotoria pochazejicich z E. coli a B. subtilis
(Sojka et al., 2011). Hexamery -35, -10 a pozice +1 jsou znazornény Cervené. Nékolik bazi,
které vybrané promotory ptirozené obklopuji, jsou znazornény sedou barvou.

2. Zavislost aktivity promotort na koncentraci INTP in vitro

2.1 RNAP z E. coli a B. subtilis — méFeni senzitivity promotori in vitro

U promotort jsme testovali jejich senzitivitu ke koncentraci iNTP (dale jen [INTP]).
Citlivost promotori ke koncentraci iNTP in vitro mize byt stanovena na zaklad¢ urceni
konstanty Kintp, ktera predstavuje takovou koncentraci iNTP, ktera zajistuje 50 %
maximalni promotorové aktivity. Promotory, které jsou tzv. senzitivni vuci [INTP] maji
relativné vysoké hodnoty Kintp. Jejich aktivita tmérné stoupa se stoupajici koncentraci
INTP. Naopak Kintp promotort tzv. nesenzitivnich k [INTP] dosahuje relativné nizkych
[INTP] aktivitu téchto promotord jiz neovlivni. Pro vS§echny promotory, které byly testovany

v transkripci in vitro, jsme stanovili hodnotu jejich Kintp.
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V nize popsanych experimentech jsme porovnavali chovani vybranych promotor
v transkripci in vitro, za pouziti RNAP izolované z E. coli anebo z B. subtilis. Vybrané
promotory (obr. 14, str. 66) jsme porovnavali z hlediska jejich senzitivity vaci [INTP]
a pouziti dvou riznych RNAP. Pro v§echny promotory jsme stanovili jejich Kintp. Nejdiive
jsme zméiili hodnotu Kinyte U promotoru Eco-rrnB P1 s jeho pfirozenou RNAP z E. coli.
Hodnota Kjytp tohoto promotoru je relativné vysoka (Kintp = 180 uM), aktivita promotoru
stoupa se zvysujici se koncentraci iIATP a promotor je tedy tzv. senzitivni vaci [iNTP] (obr.
15, str. 67). Podobné¢ je tomu i v piipadé promotoru Bsu-rrnB P1 s RNAP z B. subtilis. Je téz
siln¢ senzitivni vici [iINTP], jeho Kiyte €ini 172 upM a pro svou maximalni aktivitu vyzaduje
az 1000 uM GTP. Naopak zcela jiné vlastnosti vykazuje tento promotoru tehdy, je-li
transkripce fizena RNAP z E. coli. Pro dosazeni své poloviéni aktivity mu sta¢i pouze nizka
koncentrace iGTP (18 uM) a jevi se tedy jako tzv. nesenzitivni viéi [iNTP]. Promotor
Eco-rrB P1 pak neni RNAP z B. subtilis rozeznavan jako efektivni promotor vibec, nebot’
v tomto experimentu nebyly zadné transkripty detekovany (obr. 15, str. 67). Promotor Pveg
je RNAP z obou organismii rozeznavan jako nesenzitivni promotor (RNAP z E. coli

- vysledky nezobrazeny; RNAP z B. subtilis — obr. 17, str. 69).

E. coliRNAP B. subtilis RNAP
Eco-rmB P1 sensitive; K ;=180 [uM] no transcription

T — d

Bsu-rrmB P1 insensitive; K\ ;p=18 [UM] sensitive; Kp=172 [UM]

- e - @D - o e &S e e e e s
[INTP] -_—y—mm e

Obr. 15: Zavislost aktivity ribosomalnich promotoru Eco-rrnB P1 a Bsu-rrnB P1 na
koncentraci INTP a na pavodu RNAP (Sojka et al., 2011). Senzitivita byla stanovena jako
funkce koncentrace iNTP a pouzité RNAP izolované z B. subtilis nebo E. coli. Experiment
in vitro; hodnoty Kyrp a vzristajici koncentrace iNTP (20 - 2000 uM, viz kapitola 3.6, str.
52) jsou znazornény uvniti obrazku.

Z této sady transkripénich experimentd in vitro tedy vyplyva, ze RNAP izolovana

z E. coli nerozpoznava promotor Bsu-rrnB P1 jako senzitivni promotor. Na druhou stranu
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tento promotor je RNAP z B. subtilis jako senzitivni jasné rozpoznavan. Promotor Pveg je

RNAP z B. subtilis a stejné tak RNAP z E. coli rozeznavan jako nesenzitivni.

2.2 ldentifikace promotorového elementu DNA zodpovédného za senzitivitu
promotori K [iINTP] u B. subtilis

V této experimentalni ¢asti jsme se snazili identifikovat oblast promotoru Bsu-rrnB
P1, ktera odliSuje tento promotor od promotoru Pveg z hlediska sensitivity k [INTP].
Ptipravili jsme prvni sadu chimérnich promotorovych konstrukti ve které byla sekvence
promotoru Pveg (promotorovy konstrukt #1) postupné systematicky ménéna az do podoby
sekvence promotoru rrB P1 (obr. 16, str. 68; tuto sadu promotorovych konstrukti pfipravil

Mgr. T. Kouba v ramci své diplomové prace).

promoter -36 -10 “
Pveg TATTTGACAAAAATGGGCTCGTGTTGTACAATARATGT.G
Pveg+1=8 TATTTGACAAAAATGGGCTCGTGTTGTACAATAAATG

PvegDiscBP1 TATTTGACAAAAATGGGCTCGTGTTGTACAAT
Pveg-10DBP1
PveghexDBP1
PvegSp-10DBP1

rrnB Pl

rrnB P1-39to-2+1G=7
rrnB Pl-10Dveg

WO a0 s WN |

Obr. 16: Porovnani sekvenci DNA vychozich promotord Pveg a rrnB Pl a jejich
chimérnich forem (Sojka et al., 2011). Sekvence promotoru Pveg je zndzornéna svétle
Sedou barvou; sekvence promotoru rrnB P1 je zndzornéna tmavé Sedou barvou; hexamery -
35, -10 a pozice +1 jsou zndzornény ¢erveng; # znazornuje Cislo promotorového konstruktu.

Vsechny chimérni promotorové konstrukty jsme testovali v transkripci in vitro, ktera
probihala pomoci RNAP z B. subtilis. Obrazek 17 (str. 69) ukazuje typické primarni
vysledky (17A) a jejich kvantifikaci (17B) pro promotory Pveg, rrnB P1 a dalsi dva

promotorové konstrukty.
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Obr. 17: Zavislost aktivity promotord in vitro na koncentraci INTP (iGTP)
v pritomnosti RNAP z B. subtilis (Sojka et al., 2011). (A): primarni vysledky
transkripcnich experimentd; koncentrace GTP vrozmezi 20 uM - 2000 uM. (B):
kvantifikace transkripénich produkti; vysledky jsou uvedeny pouze do 1000 uM
koncentrace GTP.

Na nasledujicim obrazku 18 (str. 70) jsou pak uvedeny hodnoty Kgrp zjisténé pro
vSechny pfipravené promotorové konstrukty #1 az #9. Vysledky poskytly informaci o
vyznamu jednotlivych ¢asti promotoru rrnB P1 z B. subtilis, pfi jeho vyuzivani vlastni
RNAP, pro udrzeni schopnosti reagovat na zvysujici se koncentraci iGTP (senzitivita k
[IGTP]). Z vysledkl vyplyva, ze zkracenim vzdalenosti mezi hexamerem -10 a pozici +1
v sekvenci promotoru rrnB P1 (konstrukt #8), pfipadné rozsifeni této oblasti u promotoru
Pveg (konstrukt #2) ovlivnilo pouze minimalné senzitivitu téchto promotord k [INTP].
Podobny efekt pfinesla vyména diskrimindtoru z Pveg za diskriminator z promotoru rrnB P1

(konstrukt #3). Vyrazny vliv na promotorovou senzitivitu byl pozorovan az u chimérniho
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konstruktu #4. Zde byla promotorova sekvence od hexameru -10 az po pozici +1 pochazejici
z promotoru rrB P1 pfipojena ke 5° oblasti promotoru Pveg. Hodnota Kgre tohoto
promotorového konstruktu #4 az zde vyrazné stoupla a zna¢né se priblizila hodnoté Kgrp

promotorového konstruktu #7 rrnB P1, tj. nativniho promotoru B. subtilis.
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Obr. 18: Grafické znazornéni hodnot Kgtp testovanych promotorovych konstruktu
(Sojka et al., 2011). Hodnoty Kgtp jsou uvedeny nad grafem. Chybové usecky znazornuji
rozptyl hodnot dle smérodatné odchylky ziskané ze tii experimentti pro kazdy z promotort.

vvvvvv

vychozim promotorim Pveg a rrnB P1) jsou pro lepsi orientaci znazornény odlisnou
texturou.

U zbyvajicich chimérnich promotort jsme pozorovali uz pouze mirny vliv dalSich
modifikaci ¢i vymén elementi na senzitivitu k [iINTP]. Pfipojenim hexameru -35 (konstrukt
#5) ¢i mezerniku rrnB P1 (konstrukt #6) k Pveg ptineslo pouze mirné zvyseni hodnot Kgrp
Vv porovnani s hodnotou Kgrp odpovidajici konstruktu #4. Hodnoty Kgrp konstruktd #5 a #6
vSak byly piekvapivé o néco vyssi nez Kgtp samotného rrB P1. ZvySena hodnota Kgtp U
konstruktu #5 je pravdépodobné dusledkem vneseni hexameru -35 z rrnB P1. Nicméné
sekvence hexameru -35 v konstruktu #6 zménéna nebyla. Sekvence hexameru -35 u tohoto
konstruktu odpovida konsenzu (TTGACA) a v mezerniku je navic ziejma piitomnost
rozsiteného motivu -10 (TGX). Pfesto je naméfena hodnota Kgrp tohoto konstruktu

v porovnani s konstruktem #5 o néco vyS$$i. Je vSak ziejmé, ze na rozdil od E. coli,
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specificky promotor B. subtilis muZze obsahovat hexamer -35 se sekvenci odpovidajici
konsenzu, stejné tak i rozSifeny motiv oblasti -10 a tento promotor nadale mize vykazovat
vlastnosti promotoru senzitivniho k [INTP]. VSe minéno v transkripci in vitro provedené
pomoci RNAP z B. subtilis.

Z davodi ovéieni dulezitosti promotorové 3° oblasti pro senzitivitu promotoru k
[INTP] jsme vytvofili reciproky promotorovy konstrukt #9, jehoz 3 oblast pochazela
z promotoru Pveg a naopak 5° oblast byla z promotoru rrnB P1. Hodnota Kgrp tohoto
konstruktu byla srovnatelna s hodnotou Kgrp promotoru Pveg (obr. 18, str. 70). Tento
vysledek tedy znovu potvrdil rozhodujici podil promotorové 3" oblasti rrnB P1 na zachovani
vysoké senzitivity promotoru k [iNTP].

Hlavnim elementem, ktery urcuje bud’ ,,senzitivitu* anebo ,,nesenzitivitu“ je sama 3’
promotorova oblast. Jak je patrné, pochazi-li z promotoru rrnB P1 ud€luje promotoru
senzitivitu i kdyZ zbyla ¢ast promotoru je nesenzitivniho pivodu (konstrukt #4). Naopak a
jesté ucinnéji, pochdzi-li 3" promotorova oblast z Pveg, neni promotor k [iNTP] senzitivni,

ackoliv jeho zbytek je zcela senzitivniho piivodu (konstrukt #9).

3. Stabilita otevirenych promotorovych komplexi

3.1  Identifikace promotorové sekvence DNA zodpovédné za stabilitu otevienych

promotorovych komplexii

Tamas Gaal a jeho kolegové z Univerzity ve Wisconsinu jiz v roce 1997 publikovali
vysledky, které dokazuji, Ze senzitivita promotoru k [INTP] negativné koreluje se stabilitou
jeho otevieného promotorového komplexu (Gaal et al., 1997). V naSich experimentech S
promotorovymi konstrukty jsme proto také zmé¢fili stabilitu jejich otevienych komplexi a to
méfenim polocasu jejich rozpadu. Kromé vlivu promotorové 3° oblasti na senzitivitu k
[INTP] (viz vyse) jsme prokazali vliv této oblasti i na stabilitu otevienych komplexl nasich
chimérnich promotorti (obr. 19, str. 72; tento experiment provedl Mgr. Tomas Kouba).
Promotory s niz$i hodnotou Kgrp (napf. konstrukty #1 a #9) utvareji vyrazné stabilngjsi
oteviené komplexy na rozdil od promotort s vyssi hodnotou Kgrp (napt. konstrukty #4 a #7),

které utvareji méne stabilni oteviené komplexy.

71



Tato ¢ast experimentt in vitro tedy dale potvrzuje kli¢ovy podil sekvence 3" oblasti

(od hexameru -10 v¢etné, az po pozici +1) promotoru rrnB P1 na mechanice fizeni iniciace
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Obr. 19: Stabilita otevifenych komplexi promotorovych konstrukti #1 — #9 (Sojka et
al., 2011). Hodnoty polocasu rozpadu (ti2) otevienych komplexi jsou uvedeny nad grafem.

4, Uloha baze -5T Vv senzitivité promotorii k [iNTP]

4.1  Bodova mutageneze v sekvenci DNA promotoru rrnB P1

Provedli jsme analyzu sekvence DNA vSech sedmi rRNA promotord P1 u B. subtilis.

V 3’ oblasti téchto promotoru se vyskytuji celkem Ctyfi sekvenéni varianty (obr. 20, str. 73).

V ramci téchto ctyf variant sekvenci DNA se nachazi pouze jedina 100 % konzervovana

baze. Jedna se 0 thymin v pozici -5 (3 bp od hexameru -10 smérem k pozici +1).
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-10 +1
rrnA TAATATACG
rimB, D, E TATTAAACG
rrnl, J TATTATTCG
rrnQ TCATTTCTG

Obr. 20: Porovnani sekvenci DNA promotorovych 3" oblasti sedmi rRNA promotoriu
P1 u B. subtilis (Sojka et al., 2011). Pocatek sekvence hexameru -10 a pozice +1 je
znazornén tuéné. Thymin v pozici -5 je znazornén Cerveng.

Piipravili jsme promotorovy konstrukt, jehoz zakladem je sekvence promotoru rrnB
P1. Vznikly promotorovy konstrukt #10 se od sekvence rrnB P1 lisi pouze v pozici -5, kde
jsme thymin nahradili adeninem, coz je bdze, kterd se nachdzi v analogické pozici
u promotoru Pveg. Sekvence DNA a naméfena hodnota Kgrp konstruktu #10 jsou uvedeny
na obrazku 21 (str. 74). Jak je patrné z panelu B v obrazku 21, uz pouha vyména thyminu za
adenin v pozici -5 (konstrukt #7) zpisobila u promotoru rrnB P1 silny pokles hodnoty jeho
Ketp, tj. posun khodnoté Kgrp promotoru Pveg (sniZeni senzitivity). Soucasné jsme
piipravili analogicky konstrukt, jehoz sekvence je odvozena od promotoru Pveg. Adenin
Vv pozici -4 (baze analogicka pozici -5 u rrnB P1, ktera se nachazi 3 bp od pozice +1 ve
sméru ,,downstream*) byl zaménén za thymin. V tomto reciprokém ptipadé vsak zadny
vyrazny narust hodnoty Kgrp V porovnani s promotorem Pveg nebyl pozorovan (konstrukt
#11,; obrazek 21 A, B; str. 74). Vyraznéjsi nartist hodnoty Kgrp byl zjistén az u nésledujiciho
konstruktu, kde byl efekt mutace v pozici -5 zdliraznén soucasné provedenou zaménou
celého hexameru -10 a prodlouzenim oblasti diskriminatoru ze 7 bp na 8 bp (konstrukt #12;
obr. 21 A, B; str. 74). Rozdil v hodnotach Kgtp mezi konstrukty #11 a #12 je piiblizné
trojndsobny. Zaroven je tfeba zdiraznit, Ze samotné prodlouZzeni diskriminatoru (konstrukt
#2; obr. 16, str. 68) ¢i samostatné provedend zaména hexameru -10 (konstrukt #13, obr. 21,
str. 74) zadné vyrazné zvyseni hodnoty Kgrp neptineslo.

Thymin v pozici -5 tedy hraje vyraznou roli v senzitivit¢ promotoru rrnB P1 k

[INTP] pii transkripci katalyzované RNAP z B. subtilis. Je vSak zifejmé, Ze tato baze neni
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jedinym regula¢nim prvkem v senzitivité tohoto promotoru K [INTP]. Srovnej napi. Kgrp

také konstruktu #2 a #3 (obr. 18, str. 70).

# promoter =35 -10 +1
Bveg TATTTGACAAAAATGGGCTCGTGTTGTACAATAAATGT. G
rrnB Pl

10 rrnB PLl-5TtoA

11 |Pveg-4AtoT TATTTGACAAAAATGGGCTCGTGTTGTACAAT TGT .G
12 |Pveg-10BP1+1=86-5AtoT | TATTTGACAAAAATGGGCTCGTGTT TGTCG

13 |Pveg-10BP1 TATTTGACAAAAATGGGCTCGTGTT TGT.G
B _ _ KQTP[NM] _ |
172 | 60 26 29 | 93 23
200 - | | | | | |
150
=
3100
&
4
50 - I
7 N BN m
7 10 1 11 12 13

# promoter construct

Obr. 21: Uloha baze -5T v senzitivité promotoru rrnB P1 k [iINTP] (Sojka et al., 2011).
(A): Sekvence promotorovych konstrukti #1 a #7 a novych konstrukti #10 — #13. Hexamery
-35, -10 a pozice +1 jsou znazornény Cervené; pozice bodové mutace konstrukti #10, #11
a #12 je znazornéna tucné. (B): Grafické znazornéni hodnot Kgrp testovanych
promotorovych konstrukti. Hodnoty Kgrp jsou uvedeny nad grafem. Chybové usecky
znazornuji rozptyl hodnot dle smérodatné odchylky ziskané ze tfi experimentl pro kazdy
z promotoru. Sloupce znazornujici hodnoty Kgrp pro vychozi konstrukty #1 (Pveg) a #7
(rrB P1) jsou pro lepsi orientaci znazornény odliSnou texturou.

4.2 Interakce baze -5T s RNA polymerazou z B. subtilis

Z vysledki ziskanych z transkripce in vitro je ziejmé, ze dulezitym faktorem
senzitivity promotoru rrnB P1 u B. subtilis je také thymin v pozici -5. Ve spolupraci
s Ivanem Barvikem z Matematicko-fyzikalni fakulty UK v Praze jsme proto vytvorili
in silico molekularni 3D model struktury tohoto promotoru ve stavu otevieného komplexu

S RNAP z B. subtilis. Thyminova baze v pozici -5 je zifejm¢ obdobou pozice -7
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u ribosomalnich promotort E. coli. Nejedna se ale o pfimou homologii, nebot’ -5T B. subtilis
se nachazi v porovnani s promotory E. coli o 1 bp dale od hexameru -10, pti¢emz u E. coli se
navic jedna 0 odli$nou bazi - cytosin v pozici -7. Z molekularniho modelu vyplyva, ze baze
V pozici -5 netemplatového vlakna by mohla utvaret kontakty s motivem 428-ERVVRE-433
podjednotky B RNAP (obr. 22, str. 76). Kontakty mezi sekvenci DNA netemplatového
vlakna v oblasti transkripéni bubliny s podjednotkou B byly popsany jiz diive (Naryshkin et
al., 2000). Dal§im moznym kontaktnim mistem baze -5T je region 1.2 podjednotky ™.
Tento typ interakce je v souladu sjiz popsanymi kontakty baze -7C s podjednotkou o™
u E. coli. Nicméné vzhledem k nasemu modelu RNAP z B. subtilis je zde ve fazi otevieného
komplexu tento kontakt méné pravdépodobny. VéEtsi potencial vazby baze -5T na sekvenci
o™ miZe tato pozice mit aZ ve stavu izomerizace, kdy se region 1.2 podjednotky 6™ nachazi
v piimé blizkosti baze -5T. Baze v pozici -5T muze v tomto stavu kontaktovat motif 272-
EEDD-275 podjednotky o”. Na zikladé identity baze v pozici -5T templatového &i
netemplatového vlakna sekvence DNA Ize usuzovat, ze nami popsané interakce by mohly
mit vliv na stabilitu otevieného transkripéniho komplexu a tedy i na senzitivitu danych
promotort k [INTP]. Je tfeba zdlraznit, Ze popsané interakce maji spekulativni charakter.
K detailnimu pochopeni Glohy baze -5T V senzitivité¢ promotort k [iINTP] bude nutné provést

dalsi experimenty.
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motif 428-ERVVRE-433 10
podjednotky

-5NT

O o e - : 272-EEDD-275
- ‘oL f oL podjednotky o*

Obr. 22: Model moznych interakci mezi bazi v promotorové pozici -5 templatového ¢i
netemplatového vlakna promotoru rrnB P1 s RNAP u B. subtilis vytvereny in silico
(Sojka et al., 2011). Podjednotka " byla z modelu odstranéna, nebot jeji struktura branila
V zobrazeni nami popisované oblasti. Podjednotka B, svétle Sedd barva; podjednotka o™,
svétle fialova barva; templatové vldkno DNA, svétle rizova barva; netemplatové vlakno
DNA, svétle modra barva. Oblasti podjednotky B a 6™ vytvafejici mozné interakce s -5NT a
s -5T jsou znazornény Zlutou nebo fialovou barvou. Pozice -5T netemplatového vldkna je
znazornéna modie a je oznafena jako -5NT. Pozice -5T templatového vlakna je znazornéna
Cervené a je oznacena jako -5T. Hexamery -10 a -35 jsou znazornény tu¢n¢.

5. Zavislost aktivity promotoru na koncentraci iNTP in vivo

51  Vliv promotorové 3" oblasti na senzitivitu promotora k [iINTP] u B. subtilis
in vivo.

Na zaklad¢ in vitro vysledkd o vlivu promotorové 3” oblasti na senzitivitu promotort
k [INTP] jsme vybrali nejcharakteristi¢téjsi promotorové konstrukty #4 (Pveg-10DBP1) a #9
(rrnB P1-10Dveg) pro testovani tohoto efektu in vivo. Pro tento ucel byly oba promotorové

konstrukty apromotory Pveg a rrmB Pl kazdy zvlast' integrovany V jediné kopii do
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chromozomu B. subtilis. Bakterialni kultury takto pfipravenych kmena byly kultivovany az
do ¢asné exponencialni faze (ODgoo ~ 0,3) a nasledné vystaveny ucinku latky decoyinine. To
vedlo k vyraznému poklesu hladiny GTP v bunce, nebot’ decoyinine inhibuje GMP syntazu,
tedy enzym, ktery zajistuje cestu vedouci k syntéze GTP v bunce. Po té byla v ¢asovych
bodech provedena izolace celkové RNA a jeji specificka ¢ast (oligonukleotid SgalR, tab. 3,
str. 47) byla reverzni transkripci piepsana do ¢cDNA. Promotorova aktivita byla méfena
pomoci RT-gPCR na zékladé mnozstvi cDNA, které odpovidalo mnozstvi vzniklé mRNA.
Hladina GTP v buiice byla méfena metodou chromatografie na tenké vrstvé. Podrobny popis
ptfipravy téchto kmenll a postup v testovani aktivity integrovanych promotort je popsan
v kapitole Ptistroje, material a metody.

Ovg¢tili jsme, ze poklesem hladiny GTP t¢inkem decoyininu, ktery ptekvapivé nastal
velmi rychle, prudce a siln¢ poklesla také aktivita promotoru rrnB P1. Naopak aktivita
promotoru Pveg =zistala podle ocekavani beze zmény (obr. 23, str. 78). Aktivita
promotorového konstruktu #4, ktery nese jen 3” oblast z rrnB P1 poklesla pfiblizné stejné
rychle a siln¢ jako aktivita promotoru rrnB P1. Vzhledem k tomu, Ze polocas rozpadu
testované mRNA dosahuje priblizné€ 4 minut, je zfejmé, ze aktivita obou promotora (rrnB P1
a promotorového konstruktu #4) poklesla témét na nulovou Groven mezi prvnimi dvéma
casovymi body (€asovy blok od bodu 0 po bod 3 minut od ptfidadni decoyininu). V aktivité
reciprokého promotorového konstruktu #9, ktery nese jen 3" oblast z Pveg nebyl pozorovan
zadny pokles. Naopak byl zjistén mirny narist aktivity tohoto promotoru. Tento nariist mize
byt vysvétlen mensi afinitou promotorového konstruktu #9 k RNAP v porovnani s afinitou
promotoru Pveg k RNAP (obr. 24, str. 78). K tomuto zjisténi jsme dosli na zakladé
experimentu in vitro, ve kterém jsme testovali senzitivitu promotorovych konstrukti #1
(Pveg) a #9 (rrnB P1-10Dveg) ke zvysujici se koncentraci RNAP z B. subtilis (titrace RNAP
od koncentrace 0,12 nM az po 60 nM). Zatimco aktivita promotoru Pveg byla saturovana jiz
mezi 15 nM a 30 nM koncentraci RNAP, promotorovy konstrukt #9 vyzadoval pro svou
maximalni aktivitu 50 az 60 nM koncentraci RNAP.

3" oblast promotoru rrB P1 je tedy zodpovédna za senzitivitu tohoto promotoru
k [INTP] také in vivo. Je-li tato promotorova oblast fizovana S promotorovou 5° oblasti
nesenzitivniho promotoru Pveg, vznikne chimérni promotor, ktery reaguje svou aktivitou na

klesajici koncentraci GTP (je senzitivni k [INTP]) obdobné jako promotor rrnB P1.
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rrmB P1-10Dveg (#9)

relative promoter activity
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Obr. 23: Zména aktivity promotori jako nasledek poklesu hladiny GTP v buiice
(acinek decoyininu), (Sojka et al., 2011). Promotorova aktivita a koncentrace GTP v bod¢ 0
byly normalizovany k hodnoté 1. Cisla promotorovych konstrukti odpovidaji tém, které byly
testovany také v transkripci in vitro. Bily trojuhelnik znazoriiuje promotorovy konstrukt #9
(kmen LK607), bilé koleCko oznacuje konstrukt #4 (kmen LK606), cerné kolecko
znézornuje promotor Pveg (kmen RLG7555) a Cerny trojuhelnik znaci promotor rrnB P1
(kmen RLG7554). Hladina GTP je znazornéna pteruSovanou c¢ernou linkou. Hodnoty
odpovidaji primémym hodnotdm naméfenym v ramci Ctyf nezéavisle provedenych
experimentd.
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Obr. 24: Vliv koncentrace RNAP na aktivitu promotorovych konstrukti in vitro.
Promotorova aktivita obou promotori byla normalizovana k maximalni hodnoté 1
(saturovana transkripce). Aktivitu promotoru Pveg znazoriuji Cerné sloupce; aktivitu
promotorového konstruktu #9 znazoriuji Sedé sloupce.
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6. Zavislost aktivity dalSich promotori na koncentraci iNTP in vitro

6.1 Vliv promotorové 3" oblasti na senzitivitu dalSich promotori k [iNTP] in vitro

V této sadé¢ experimentd jsme se snazili ur¢it, zdali je mozné aplikovat efekt
3" oblasti promotoru rrnB P1 na senzitivitu k [INTP] také na jiné ribosomalni rrn P1
I neribosomalni promotory. Pro tento ucel jsme vybrali dalsi dva promotory rrn P1 (rrnA P1
arrnJ P1) a také tfi neribosomalni promotory (Pilv, PgcaD a PinfC).

Promotor Pilv tidi transkripci gent, které se tcastni biosyntézy isoleucinu, leucinu
a valinu (Ward & Zahler, 1973). Transkripci iniciuje pomoci ATP a je viuéi tomuto iNTP
siln¢ senzitivni. Senzitivita promotoru Pilv K ATP se v burice uplatiiuje béhem hladovéni po
aminokyselinach (tzv. stringentni odpovéd’), kdy se koncentrace GTP a ATP pohybuji
opacnym smérem. Hladina GTP klesa, zatimco hladina ATP stoupd. Toho bunka vyuZiva
mimo jiné i ke stimulaci transkripce fizené promotorem Pilv vedouci k syntéze novych
aminokyselin, které jsou pro bakterii nachazejici se v tomto fyziologicky nepfiznivém stavu
potiebné (Eymann et al., 2002; Krasny et al., 2008; Tojo et al., 2008). Pro potieby nasich
experimentl jsme (podobné jako u promotoru Pveg) pouzili upravenou variantu promotoru
Pilv, kde byl adenin v pozici +1 nahrazen guaninem. Tento upraveny promotor je tak
senzitivni vi€i GTP, coZ usnadniuje interpretaci namétenych dat. Podobné jako u promotoru
Pveg, kromé vyse popsan¢ho efektu tato zdmeéna nema zadny dalsi vliv na vlastnosti tohoto
promotoru (Krasny et al., 2008).

Dalsi dva promotory, které nepatii do skupiny ribosomalnich promotort, jsme hledali
mezi promotory, které fidi geny, jejichz aktivita se b&hem stringentni odpovédi snizuje.
Hledali jsme tedy promotory s touto vlastnosti, které transkripci iniciuji pomoci GTP. Do
takové skupiny patii promotory PinfC a PgcaD (Tojo et al., 2008), a proto jsme u obou
téchto promotord ptredpokladali, ze budou senzitivni k [INTP]. Promotor PinfC fidi
transkripci obsahlého operonu infC-rpmL-rpkT-ysdA, ktery koduje geny pro translacni
ysdA koduje protein, jehoz funkce doposud nebyla objasnéna. Je znamo, Ze operon infC

-rpmL-rpkT-ysdA je auto regulovan pomoci atenuace (Choonee et al., 2007). Posledni
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vybrany promotor PgcaD fidi transkripci genu, ktery u B. subtilis koduje enzym
uridyltransferaza (Hove-Jensen, 1992).

Pro vSechny vyse uvedené promotory jsme stanovili hodnoty jejich Kgrp. V prvnim
experimentu jsme potvrdili tlohu sekvence DNA promotorového jadra (oblasti od pozice -39
az po pozici +1), ktera je podstatou mechanismu senzitivity t€chto promotort k [INTP]. Pro
tento experiment jsme vybrali ribosomalni promotory rrnA P1 a rrnJ P1. Pro oba promotory
jsme vytvoftili dvé varianty konstruktti. Prvni varianta konstruktii zahrnovala pouze sekvenci
promotorového jadra, pficemz v druhé varianté¢ konstruktu byla jeho soucasti také oblast
Sir§Stho okoli promotoru (-150 az +50). Sekvence promotorovych konstrukti rrnA Pl
(konstrukt #14) a rrnJ P1 (konstrukt #18) jsou uvedeny na obrazku 26 (str. 81). Sekvence
prodlouzenych konstruktti odvozenych od promotord rrnA P1 a rrnJ P1 (promotorové
konstrukty #34 a 37) na obrazku 26 (str. 81) z prostorovych divodi neuvadim, nebot’ se
jedna, vzhledem k sekvencim promotorovych jader obou vySe zminénych konstrukti
o totozné sekvence, které jsou prodlouzené na 5" konci promotoru o 150 bp a na 3" konci
promotoru o 50 bp. V transkripci in vitro jsme porovnavali hodnoty Kgrp vSech cCtyf
promotorovych variant. Ukazalo se, ze tyto hodnoty jsou srovnatelné u obou variant pro
kazdy promotor (obr. 25, str. 80). Nase vysledky jsou tedy v souladu s jiz diive zjisténymi
daty (Krasny & Gourse, 2004) a potvrzuji, Ze je to piredevsim sekvence promotorového
jadra, ktera je zodpovédna =za senzitivitu téchto promotord k [INTP]. V dalSich
experimentech jsme se proto soustfedili na sekvenci promotorového jadra.

KGTP[HM]
240 (242 | | 138] 170

300

250
200
150
100
50
0

# promoter construct

Kere [HM]

Obr. 25: Porovnani hodnot Kgtp u promotori rrnA P1, rrnd Pl  jednak ve formé
promotorovych jader a jednak ve formé jejich prodlouZenych variant (,,long*). Cisla
pod osou x grafu znazornuji promotorové konstrukty #14 (rrnA P1), #34 (rrnA P1 long), #18
(rrnJ P1) a #37 (rrnd P1 long). Hodnoty Kgtp jsou uvedeny nad grafem.

80



Pro testovani vySe zminénych péti vybranych promotort (rrnA P1, rrnd P1, Pilyv,
PinfC a PgcaD) jsme od kazdého z nich ptipravili ¢tyfi varianty konstruktii: (i) promotorové
jadro; (ii) chimérni promotor, kde jsme promotorovou 5" oblast z promotoru Pveg (sekvence
od 3 bp pred hexamerem -35 az po hexamer -10 vcetné) fuzovali S 3" oblasti (od hexameru
-10 vcetné¢ az po pozici +1) testovaného promotoru (analogicky k promotorovému
konstruktu #4 na obr. 16, str. 68); (iii) chimérni promotor sloZzeny ze sekvence 5 oblasti
testovaného promotoru a 3° oblasti promotoru Pveg (analogicky k promotorovému
konstruktu #9 na obr. 16, str. 68) a (iv) chimérni promotor slozeny z 5 oblasti promotoru
rrB P1 a 3’ oblasti testovaného promotoru. Sekvence vSech téchto chimérnich konstruktt

jsou uvedeny na obrazku 26 (str. 81).

# class I promoters -35 -10 +1
rrnA Pl
1! Pvag~-10DAP1
7 nAeT=10Dveg. |

1 rrnB P1-10DAP1

rrnd Pl

rrnd Pl
9 Pveg=-10DJP1l

rrnB Pl=-10DJP1

rrnd Pl

Pilv

PgcaD

PinfC

Obr. 26: Porovnani sekvenci DNA promotorovych konstrukti odvozenych od rrnA P1,
rrnJd P1, Pilv, PinfC a PgcaD (konstrukty #14 az #33), (Sojka et al., 2011). Hexamery -35,

ze dvou moznych transkripcnich start. Preferovédna je pozice +1 vzdalena 7 bp od hexameru
-10.
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U vsech vySe uvedenych promotorovych konstrukti jsme porovnavali hodnoty jejich
Kerp, které uvadim na obrazku 27 (str. 83). Oba promotory pro rRNA rrnA P1 a rrnJ P1
vykazuji charakteristiky podobné promotoru rrnB P1. Do této kategorie promotorti jsme
zaradili i promotor Pilv, i kdyz hodnoty jeho Kgrp jsou ve vsech ptipadech v porovnani
s ostatnimi vzdy o néco vys$i, coz je nepochybné dano silnou senzitivitou samotného
promotorového jadra Pilv k [INTP]. 3" oblast promotort rrnA P1, rrnJ P1 a Pilv ma obdobné
jako u promotoru rrnB P1 dominantni vliv na senzitivitu zminovanych promotora k [INTP].
Tato vlastnost byla hlavnim kritériem rozdé€leni testovanych promotord do dvou tfid.
Promotory rrnA P1, rrnJ P1 a Pilv jsme pfifadili do hypotetické I. ttidy senzitivnich
promotort. U promotort PgcaD a PinfC jsme nepozorovali efekt promotorové 3” oblasti na
senzitivitu k [INTP]. Naopak obé& promotorové oblasti (oblasti 3" i 5”) jsou u téchto dvou
promotort vyzadovany pro jejich senzitivitu k [INTP]. Promotory PgcaD a PinfC jsme proto
zatadili do hypotetické II. tfidy senzitivnich promotort. U obou téchto promotorl jsme
pozorovali zajimavou vlastnost z hlediska jejich senzitivity k [INTP]. I pies fizi 5 oblasti
promotoru rrB P1 k 3" oblasti testovanych promotora II. téidy si oba chimérni promotory
zachovaly vlastnosti promotora senzitivnich k [INTP] (konstrukty #29 a #33; obrazek 27, str.
83).

Dle nasich vysledkid je tedy ziejmé, Ze z hlediska senzitivity promotort k [INTP]
u B. subtilis existuji dvé tiidy promotort. U promotori 1. tiidy je to 3" oblast promotoru
(oblast v€etné¢ hexameru -10 az po pozici +1), kterd zastava hlavni roli v senzitivité téchto
promotort k [INTP]. Promotory B. subtilis pro rRNA jsou typickymi zastupci promotort
této téidy. U promotort II. tfidy samotna 3 oblast promotoru tuto roli v senzitivité k [INTP]
neplni a provedeni dal$ich studii bude nutné pro urceni elementi DNA zodpovédnych za
regulaci téchto promotortt pomoci koncentrace iNTP. Do II. tfidy senzitivnich promotorti

jsme na zaklad¢ nami ziskanych vysledku zaradili promotory PgcaD a PinfC.
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Obr. 27: Porovnani hodnot Kgtp promotoru I. a II. tfidy (Sojka et al., 2011).
Promotorové konstrukty #14 az #33. Barevné kodovani bylo zvoleno pro snadngjsi orientaci
VvV obrazku a odpovida kodovani na predeslém obrazku 26, kde jsou uvedeny sekvence DNA
vSech zobrazenych promotorti. Hodnoty Kgtp jsou uvedeny v tabulce nad obrazkem.

7. Vlastnosti promotorové sekvence DNA zodpovédné za senzitivitu promeotora
dalSich bakterialnich druhi k [iINTP]

Zajimalo nés, zdali promotory jinych bakteridlnich druhti vykazuji sekvenéni
vlastnosti promotort B. subtilis senzitivnich k [INTP]. V tabulce 5 (str. 84) je uvedeno
porovnani sekvenci vybranych promotorti ziskanych z internetové databaze osekvenovanych
bakterialnich genomt.. V ramci skupiny gram pozitivnich bakterii jsme promotorové
sekvence hledali u dvou bakterialnich kment. Prvnim z nich byl kmen Firmicutes. Jedna se
o rozsahlou skupinu bakterii s nizkym obsahem pardi G + C. Patii sem rody Bacilli,
Clostridia a Mollicutes. Nékteré fylogenetické zdroje fadi rod Mollicutes do samostatného
kmene Tenericutes (Wolf, 2004). Druhym kmenem byla skupina Actinobacteria. Jedna se
o mensi skupinu bakterialnich rodi s vysokym obsahem part G + C (Ventura et al., 2007).
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Do porovnani v tabulce 5 jsme =zafadili také sekvence promotord rrn Pl vybranych
z genomu tfi gram negativnich bakterii. Strategie vybéru promotorovych sekvenci
uvedenych v tabulce 5, stejné tak pozice promotorovych sekvenci v genomech uvedenych

bakterialnich druhti jsou popsany v kapitole Ptistroje, material a metody.

=35 =10 +1

G+ | F | Bacilli Bsu CTATTGCAATARATAAATACAGGTCTTATATTATTAALCG
Ban* CTATTGCATTTTAATAATCAAACTGCTATATTTATATTCG

Bpu CTATTGCAAGCAAAGAATCAAGATGGTATATTATTATTCG

Lmo TGCTTGCAETCECIRTERHRE:ETHnTATﬂTTTnEHEACG
Pae TACTTGCAATCCATTACGGCGTTCATGSTATATTATCTCTTG
Sau CTATTGAARAT T CCARCARATACATALATARRATAATATTTG
Lac GATTTGCCAAAACGGRAAGAAAATAAGCTARATTAATAALG
Spn TAGTTGACAAACTTTGAARAGACTGTATAATAGTAAGAG
Clostridia | Cdi GTATTGACCTACTGTTTTAAAGATGGTATAGTATTACTTG
Cpe ATGTTGACAAAGTTCCGAAAGTGATGTTAAACTAAAGAR
Tte AGATTGAACATACGCTAAARAGATGCTATATTAATAAACG
Mollicutes | Mag CTTTTGATCTATATATCCAARACTCCATAATTATT TJ.L )
Upa ATCTTGACATTTTCTACACTTTTTTAATATAATCTTCTAG

A Msm GATTTGACTCCCAGTTTCCAAGGACCTAACTTATTCCAGG
Sno AAGTTGACACCCCCCTACCCGATCCGTAGTGTTCTCCGAG
=35 =10 +1
G= Eco CTTGTCAGCGCCGGEAATAACTCCCTATAATGCECCACCA
Vch TACTTGACAATATAACTACGCTTCTCTATAATCCCCCCTCA
Sen C CTTGTCTTCCTCAACCGACTCCCTATAATCCGCCTCCA

Tab. 5: Porovnani sekvenci promotori rrn P1 vybranych bakterialnich druhu (Sojka et
al., 2011). Vyznam zkratek: G+, gram pozitivni bakterie; G-, gram negativni bakterie; F,
Firmicutes; A, Actinobacteria. Bsu, Bacillus subtilis; Ban*, Bacillus anthracis, *identickou
promotorovou sekvenci jsme nalezli také u Bacillus cereus a Bacillus thuringiensis; Bpu,
Bacillus pumilus; Lmo, Listeria monocytogenes; Pae, Paenibacillus sp.; Sau, Staphylococcus
aureus; Lac, Lactobacillus acidophilus; Spn, Streptomyces pneumoniae; Cdi, Clostridium
difficile; Cpe, Clostridium perfringens; Tte, Thermoanaerobacter tencongensis; Mag,
Mycoplasma agalactiae; Upa, Ureaplasma parvum; Msm, Mycobacterium smegmatis; Sno,
Streptomyces nodosus; Eco, Escherichia coli; Vch, Vibrio cholerae, a Sen, Salmonella
enteritica. Hexamery -35, -10 a pozice +1 jsou znazornény tuéné. Thymin v pozici -5 (resp.
T v pozici 3 bp od hexameru -10 ve sméru k pozici +1) je znazornén tu¢né a podtrzené.

Promotorové sekvence vétSiny zdstupci kmene Firmicutes vykazuji sekvencni
vlastnosti podobné tém, které jsme popsali u promotort rrn P1 B. subtilis. VSechny

promotory uvedené v horni Casti tabulky 5 pro Bacilli, Clostridia a Mollicutes (str. 84)
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transkripci pravdépodobné iniciuji pomoci GTP (transkripéni start nebyl experimentalné
oveéfovan, usudek vyplyva zvizualni kontroly promotorové sekvence). Podobné¢ byl
u vétsiny promotori identifikovan thymin v pozici -5. Tato zjisténi nas vedou k hypotéze, Ze
vysledky objasiujici senzitivitu promotort k [INTP] u B. subtilis by mohly byt aplikovatelné
I na bakterialni druhy z rozsahlého kmene Firmicutes. Promotorové sekvence bakterialnich
druhti kmene Actinobacteria se z hlediska své sekvence vice podobaji zastupcim gram
negativnich bakterii. Sekvence jejich diskriminatoru (oblast mezi hexamerem -10 a pozici
+1) je bohata na guanin a cytosin, coz je typicka vlastnost rRNA promotord gram
negativnich bakterii (Gonzalez-y-Merchand et al., 1996; Yap & Wang, 1999). Je vsak tieba

zminit, Ze i u téchto promotort jsme identifikovali thymin v pozici -5.
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Vysledky — ¢ast 11
1. Inaktivace genu ybxF v genomu B. subtilis

Prvotnim pfistupem pro objasnéni funkce proteinu YbxF u B. subtilis byla delece
genu ybxF, ktery tento protein kdduje, za Gcelem zjisténi piipadné esenciality tohoto genu.
Pro inaktivaci genu ybxF byly zvoleny dva kmeny, prototrofni kmen B. subtilis (168)
a Ctyfnasobny auxotrofni mutant ALMT (ALMT). Tento kmen byl zvolen z divodt jeho
ristové zavislosti na adeninu, leucinu, methioninu a threoninu, ktera zjednodusila
identifikaci rekombinantl. Genotyp obou vychozich kment B. subtilis je uveden v tabulce 1
(str. 44) v kapitole Piistroje, material a metody. Samotny konstrukt pro inaktivaci ybxF byl
ptipraven postupnou metodou pomoci PCR za pouziti templatu izolovaného z kmene 168
a z kmene nesouciho rezistenci ke streptomycinu (mutace v genu rpsL, ktery sousedi
s genem ybxF ve str operonu). Pomoci obou variant konstrukti a obou parentalnich kment
B. subtilis tak vznikly celkem ¢étyti mutantni kmeny B. subtilis s inaktivovanym genem ybxF
(168 AybxF cat; 168 AybxF cat str; ALMT AybxF cat; ALMT AybxF cat str). Genotyp
vSech kment je uveden v tabulce 1 (str. 44) a strategie pfipravy konstruktt pro inaktivaci
ybxF je popsana v kapitole Ptistroje, material a metody. Duvodem inaktivace genu ybxF
soucasn¢ i ve kmenu B. subtilis rezistentnim ke streptomycinu byla moznost otestovani
ptipadného vlivu delece ybxF na senzitivitu vi¢i tomuto antibiotiku. Obrazek 28 (str. 87)
znazornuje typické rustové kiivky jednoho z mutantnich kment B. subtilis s inaktivovanym
genem ybxF (AybxF) a rodi¢ovského kmene (wt) v médiu bohatém (28A) a chudém (28B)
na ziviny (Str. 87). Z obrazku je ziejmé, Ze se rustové kiivky obou kment od sebe nijak
nelisily. VSechny mutantni kmeny s inaktivovanym genem ybxF byly nasledné podrobeny
rozsahlé funkéni analyze. Kromé prvotniho ur¢eni generaéni doby mutantii jsme testovali
schopnost sporulace, vliv teploty na rast a senzitivitu k inhibitoram (8 % ethanol, 1 M NaCl,
0,0007 % SDS). V zadném z testi vsak nebyl ptipadny efekt delece ybxF pozorovan.
Podobné nebyl zjistén ani vliv inaktivace ybxF na rezistenci mutantnich kment k antibiotiku

streptomycin.
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Obr. 28: Ristové kiivky mutantniho kmene B. subtilis s inaktivovanym genem ybxF
(AybxF) a parentalniho kmene (168), (Sojka et al., 2007). (A) kultivace v bohatém
Spizizenové médiu; (B) kultivace ve Spizizenové minimalnim médiu. Cerné kiizky oznaduji
rastovou kiivku kmene AybxF; ¢erné trojuhelniky oznacuji rGstovou kiivku parentalniho
kmene (168).

2. Inaktivace paralogniho genu ymxC v genomu B. subtilis

Vzhledem k tomu, ze efekt inaktivace ybxF u B. subtilis nebyl pozorovan, rozhodli
jsme se pristoupit K inaktivaci genu ymxC, ktery je v genomu B. subtilis paralognim genem
ybxF. Tuto deleci jsme provedli z divodu mozného funkéniho zastoupeni produktid obou
téchto genl. Funkce genu ymxC v B. subtilis je taktéz neznama, stejné jako funkce ybxF.
Podobnym zpisobem jako gen ybxF jsme tedy inaktivovali také gen ymxC (kmen AymxC,
popis inaktivace je uveden v kapitole Pfistroje, material a metody). | v pfipadé genu ymxC
jsme dosli k zavéru, zZe jeho delece nema zadny vliv na celkovy fenotyp B. subtilis. Nasledné
jsme geny ybxF a ymxC inaktivovali v ramci jednoho kmene B. subtilis (AybxF AymxC)
a ani u tohoto dvojité mutantniho kmene jsme vliv inaktivace obou gend nepozorovali. Dosli

jsme k zavéru, ze gen ymxC a stejné tak i gen ybxF nepatii u B. subtilis mezi esencialni geny.
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3. Lokalizace proteinu YbxF v B. subtilis

Vzhledem k tomu, Ze gen ybxF je soucasti dulezitého str operonu, provedli jsme testy
lokalizace a distribuce proteinu YbxF v B. subtilis. Pro tento ucel jsme pfipravili kmen
B. subtilis, do jehoz chromozomu jsme vlozili kopii genu ybxF fazovanou s genem gfp, ktery
koduje tzv. zeleny fluorescencni protein (dale jen GFP). Soucasti konstruktu byl také
inducibilni promotor (Pxyl), ktery je senzitivni ke koncentraci xylézy a umoznil nam tak
v bunce regulovat expresi fazniho proteinu YbxF-GFP. Takto pfipraveny konstrukt jsme
integrovali do mista amyE v chromozomu parentalniho kmene B. subtilis (kmen ¢&islo I;
ybxF" ybxF-gfp) a kmene s inaktivovanym genem ybxF (kmen &islo II; AybxF ybxF-gfp).
Soucasné jsme pripravili také dva kontrolni kmeny, jejichz chromozom obsahoval misto
genu ybxF fazovaného s gfp pouze samotny gen gfp (kmen &islo III; yoxF™ gfp a kmen &islo
IV; AybxF gfp). Usp&sna piiprava zminénych kmenii byla ovéfena jak sekvenaéné, tak
metodou Western blot pouzitim protilatky proti GFP (obr. 29, str. 88). Seznam kment
a jejich genotyp je uveden v tabulce 1 (str. 44) v kapitole Pfistroje, material a metody.

Rustova rychlost kmene B. subtilis produkujiciho samotny protein GFP a stejné tak
rastova rychlost kmene produkujiciho fizni protein YbxF-GFP odpovidala ristové rychlosti
parentalniho kmene B. subtilis. U obou kment jsme uspésné detekovali emisi GFP. Tato
fakta dokazuji, Ze produkce samotné¢ho GFP a stejné tak proteinu YbxF fuzovaného s GFP

nema na rust ¢i zivotaschopnost B. subtilis zadny vliv.

i v P M

YoxF-GFP_ — 40kDa
GFP
B — - 30kDa

Obr. 29: Detekce fazniho proteinu YbxF-GFP a samotného proteinu GFP v sonikatech
B. subtilis metodou Western blot (Sojka et al., 2007). Kmen ¢islo 11, AybxF ybxF-gfp; IV,
AybxF gfp; P, rodi¢ovsky kmen 168 (ybxF*); M, marker.
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V nasledujicim experimentu jsme porovnavali intenzitu fluorescencnich signali
kment B. subtilis nesoucich samotné GFP a fuzni protein YbXF-GFP b&hem exponencialni
a staciondrni faze rlstu. Zjistili jsme, Ze intenzita fluorescence je vyrazné silngj$i béhem
exponencialni faze rustu bakterie. Naopak u spor vyse uvedenych kmend B. subtilis nebyla
zadna fluorescence detekovana (data nepublikovana). Fluorescen¢ni signal odpovidajici
samotnému proteinu GFP (kmen cislo IV, AybxF gfp) byl rozloZzen rovnomérné po celé
bunce, jak béhem exponencialni (obr. 30A, str. 89), tak béhem stacionarni faze ristu, coz je
vysledek, ktery je v souladu s jiz dfive publikovanymi daty (Mascarenhas et al., 2001).
Naopak u kmene, kde byl produkovan fuzni protein YbxF-GFP (kmen ¢islo II, AybxF ybxF-
gfp) nebyl fluorescencni signal rozloZzen rovnomérné, nybrz jeho intenzita byla vyrazné
zesilena v oblastech polt bunky (obr. 30B, str. 89). Bipolarni rozlozeni v ramci buiky je
charakteristické pro ribosomy, které¢ jsou zejména v exponencialni fazi ristu ze stiedu bunky
vytlaéovany do stran buné¢nym jadrem (Lewis et al., 2000; Mascarenhas et al., 2001; Hunt
et al., 2006). K tomuto efektu nedochazi u bakterii béhem stacionarni faze rastu. Z téchto
vysledku vyplynula hypotéza, Ze by se protein YbxF u B. subtilis mohl vazat na ribosom a to

b&hem exponencidlni faze rastu.

A B

Obr. 30: Fluorescence GFP bunék B. subtilis z exponencialni faze rustu (Sojka et al.,
2007). (A): fluorescence samotného GFP u kmene ¢islo IV (AybxF gfp); (B): fluorescence
fazniho proteinu YbxF-GFP u kmene ¢islo I (AybxF ybxF-gfp); Sipky znazoriuji mista
zesilené intenzity fluorescence odpovidajici pélam buriky.
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4. YbxF — sou¢ast ribosomu exponencialné rostoucich bakterii B. subtilis

Abychom zjistili, zdali se protein YbxF skute¢né vaze na ribosom B. subtilis,
provedli jsme izolaci ribosomll z kmeni Cislo I az IV, jak z exponencialné rostoucich, tak ze
stacionarnich bun¢k. Ribosomy jsme po izolaci a dukladné purifikaci testovali na intenzitu
fluorescence GFP (obr. 31, str. 91). Z obrazku 31 je patrné, Ze pouze ribosomy izolované
z kmene | (yoxF" ybxF-gfp) a z kmene II (AybxF ybxF-gfp) vykazovaly silnou fluorescenci
GFP i pres veskeré provedené centrifugaéni a purifika¢ni kroky (podrobné v kapitole
Material & metody). Je tedy ziejmé, Ze U exponencialné rostoucich bakterii B. subtilis je
protein YbxF soucasti ribosomu. Fluorescen¢ni signal ribosomu izolovanych z kmene Il
postradajiciho pivodni kopii genu ybxF (AybxF ybxF-gfp) byl silngj$i nezli signal
odpovidajici ribosomim izolovanym z kmene I, kde byla kopie ptvodniho genu ybxF
soucasti genomu (YbxF' ybxF-gfp). Slabsi fluorescence kmene 1 je pravdépodobné
dusledkem kompetice pivodniho proteinu YbxF a fhzniho proteinu YbxF-GFP o stejné
vazebné misto na ribosomu. Je tieba zminit, ze vzhledem K mirnému rozdilu ve fluorescenci
kmene I a II byl tento kompetitivni efekt velmi slaby, coz odpovida silné¢ a tedy prevazujici
expresi fuzniho proteinu YbxF-GFP kontrolované inducibilnim promotorem.

V kontrolnim experimentu jsme ribosomy izolovali zcela identickym zpusobem také
z exponencialné rostoucich kmenit ¢&islo IIT (yoxF" gfp) a IV (AybxF gfp). Oba tyto kmeny
produkovaly pouze volny protein GFP a fluorescence suspenze jejich ribosoma byla velmi
slaba, odpovidajici pouze pozadi. Tento experiment tedy vyloucil jak vazbu samotného GFP
na ribosom, tak i vazbu proteinu YbxF na ribosom prostiednictvim proteinu GFP (obr. 31,
str. 91).

Ribosomy izolované zkment | (yoxF™ ybxF-gfp) a II (AybxF ybxF-gfp) ve
stacionarni fazi rustu neprojevovaly zadnou fluorescenci (obr. 31, str. 91). I pfes pfitomnost
fazniho proteinu YbxF-GFP v obou vyse uvedenych kmenech, protein YbxF v této fazi ristu

tak jiz pravdépodobné neni soucasti ribosomu.
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Obr. 31: Fluorescence GFP ribosomu izolovanych z B. subtilis (Sojka et al., 2007).
Kmeny B. subtilis, které byly zdrojem izolovanych ribosomd, jsou uvedeny u grafu pod osou
X. ,,Buffer S* odpovida negativni kontrole (roztok pufru pouzity pro uchovavani ribosomi).

5. Lokalizace proteinu YbxF na ribosomu B. subtilis

Kmen ¢islo 1T B. subtilis (AybxF ybxF-gfp) nesouci pouze jedinou kopii genu ybxF,
ktera byla fuzovana na gfp jsme pouzili pro zjisténi ke které ribosomalni podjednotce se
protein YbxF vaze. Bunécné lyzaty kmene II ziskané béhem exponencidlni fuze ristu jsme
centrifugovali pii vysokych otackach v sachar6zovém gradientu za pouziti nizké koncentrace
(0.3 mM) ionti Mg?*. Timto zpiisobem jsme dosahli rozd&leni ribosomi na podjednotky 50S
a 30S. Jednotlivé frakce jsme testovali metodou Western blot na ptitomnost fuzniho proteinu
YbxF-GFP za pouziti identické protilatky proti GFP, jako v ptedeslych experimentech (obr.
32, str. 92). Podle ocekavani jsme nejveétsi mnozstvi fuzniho proteinu detekovali ve vrchnich
frakcich supernatantu. Avsak mensi cast fuzniho proteinu jsme detekovali i ve frakcich

odpovidajicich podjednotce 50S. Naopak ve frakcich odpovidajicich podjednotce 30S nebyl
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fazni protein detekovan. Tento vysledek naznacuje, ze YbxF se vaze na podjednotku 50S
a zde zifejm¢ do oblasti vzajemného styku obou ribosomalnich podjednotek. Pti disociaci
ribosomu na jednotlivé podjednotky pak dojde k uvolnéni vétsiny YbxF a ten se tak detekuje

V supernatantu.
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Obr. 32: Profil ribosomalnich podjednotek 50S a 30S po jejich rozdéleni
v sacharézovém gradientu a detekce fuzniho proteinu YbxF-GFP vV jednotlivych
frakcich metodou Western blot (Sojka et al., 2007). Ribosomalni frakce byly ziskany
z exponencialné rostoucich bakterii kmene II (AybxF ybxF-gfp). Vyiez vysledkt analyzy
Western blot je uveden pod grafem. C+ odpovida pozitivni kontrole [ribosomy
z exponencialné rostouciho kmene IT (AybxF ybxF-gfp)].

6. Model proteinu YbxF vytvoieny in silico

Pomoci dostupnych krystalickych struktur homolognich proteind jsme ve spolupraci
s Ivanem Barvikem z Matematicko-fyzikalni fakulty UK v Praze vytvoftili modely proteinu
YbxF in silico. Jako templaty pro modelovani byly pouzity modely kvasinkového
ribosomalniho proteinu L30e, ribosomalniho proteinu L30e pochazejiciho z klickl pSenice
a ribosomalniho proteinu L7ae z Pyrococcus abyssii (Chao et al., 2003; Charron et al., 2004;
Halic et al., 2005). Protein YbxF je z hlediska své aminokyselinové sekvence identicky
2195 % s kvasinkovym proteinem L30e, z23 % s pSenicnym L30e a ze 40 % s L7ae
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z P. abyssii. Vsechny tfi modely YbxF mély velmi podobny strukturni charakter, coz je
v souladu s vysokou podobnosti vychozich modelti samotnych homolognich proteind.
Vsechny proteiny maji charakteristické hydrofobni jadro, které se sklada ze ctyr B-listh
obklopenych ¢tyfmi a-helixy. Druhy a-helix (pocitino od N-konce) se sklada z 12
aminokyselin. Krajni glycinové zbytky jsou podstatou specifické flexibility obou konct
druhého a-helixu. Sekvence tohoto a-helixu vykazuje nejvyssi homologii mezi vSemi Ctyimi
proteiny. U kvasinkového proteinu L.30e a u L7ae z Haloarcula marismortui byl druhy
a-helix identifikovan jako dulezity pro vazbu téchto proteint na ribosom (Ban et al., 2000;
Halic et al., 2005; Klein et al., 2004).

Druhy a-helix proteinu YbxF obsahuje tfi bazické aminokyselinové zbytky. Jedna se
0 lyzin v pozicich 17, 21 a 24 (K17, K21 a K24) tvotici na modelu YbxF strukturu, ktera
siln¢ vystupuje do okolniho prostoru (obr. 33, str. 94). Sekven¢ni analyza provedena ze
vSech dostupnych sekvenci proteinu YbxF a jeho homologii ndm ukazala vysokou
konzervovanost pozitivn€ nabitych aminokyselin v této oblasti. U proteinu YbxF se jedna
0 motif K17-K21-K24 nasledovany motivem K-K-R u L30e a N34-K38-E41 u proteint
L7ae. Proteiny L30e a L7ae vyuzivaji prvni aminokyselinu helixu 2 pro kontakty se sekvenci
rRNA ¢i mRNA. Lyziny K21 a K24 proteinu YbXF na zakladé modelu vytvofeného dle
pSeni¢ného L30e a L7ae zP. abyssii pfeduruji kontakty sneznamym proteinovym
,clusterem® Il respektive s ribosomalnim proteinem L15¢ (Halic et al., 2005; Klein et al.,
2004).
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Obr. 33: 3D homologni model proteinu YbxF vytvoieny in silico na zakladé homologni
struktury ribosomalniho proteinu L30e izolovaného z kli¢ki pSenice (Sojka et al., 2007).
Bazické aminokyseliny druhého a-helixu jsou zvyraznény. Koéd PDB  pouzitého
templatového modelu je 1YSH.

7. Uloha konzervovanych lyzini ve vazbé YbxF na ribosom

V nasledujicim experimentu jsme testovali, zdali jsou vysoce konzervované lyziny
Vv pozicich 17, 21 a 24 proteinu YbxF dilezit¢ pro vazbu tohoto proteinu na ribosom
B. subtilis béhem exponencialni faze rustu. Pro tento i¢el jsme pfipravili tfi mutantni kmeny
B. subtilis, jejichz soucasti byl protein YbxF nesouci vzdy zaménu jednoho ze tii lyzint za
alanin. Takto upravenou sekvenci ybxF jsme fazovali s gfp. Jednalo se o kmeny B. subtilis
¢islo V (AybxF ybxF K17A-gfp), VI (AybxF ybxF K21A-gfp) a VII (AybxF ybxF K24A-
gfp). Jejich genotyp je uveden v tabulce 1 v kapitole Ptistroje, material a metody.

Z vyse uvedenych kmentl jsme v exponencialni fazi ristu izolovali ribosomy, které
jsme nasledné testovali na intenzitu fluorescence proteinu GFP. Stejné jako u pfedeslych
experimenti jsme na zakladé intenzity fluorescence GFP sledovali, zdali se fazni protein
YbxF-GFP vaze na ribosom. Porovnavali jsme tak fluorescenci ribosomt izolovanych
zkment V az VII a z kontrolniho kmene II. V porovnani s ribosomy z kmene II (AybxF
ybxF-gfp) jsme zjistili siln¢ zeslabenou fluorescenci odpovidajici ribosomiim izolovanym

z kmene VII (AybxF ybxF K24A-gfp), kde byl lyzin v pozici 24 nahrazen alaninem (obr. 34,
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str. 95). Tento vysledek tedy ukazal, Ze lyzin v pozici 24 proteinu YbxF je ziejmé dilezity
pro vazbu tohoto proteinu na ribosom. Fluorescence ribosomu z kmeni V (AybxF ybxF
K17A-gfp) a VI (AybxF ybxF K21A-gfp) byla zeslabena v porovnani s kmenem Il pouze
mirng, coz je zfejmeé dano pouze minoritni tlohou obou lyzint K17 a K21 ve vazbé proteinu

YbxF na ribosom.
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Obr. 34: Fluorescence GFP ribosomi izolovanych z B. subtilis — bodova mutageneze
(Sojka et al., 2007). Kmeny B. subtilis, které byly zdrojem izolovanych ribosomu, jsou
uvedeny u grafu pod osou Xx. ,,Buffer S* odpovida negativni kontrole (roztok pufru pouzity
pro uchovavani ribosomi).

V néasledujicim kontrolnim experimentu jsme potvrdili, Ze rozdily ve schopnosti
mutantnich proteinii YbxF-GFP vazat se na ribosom jsou zplisobeny danou mutaci a nikoliv
rozdilnou mirou jejich exprese. Provedli jsme expresni analyzu téchto tfi mutantnich
proteintt YbxF-GFP (bunééné lyzaty kmenu V, VI a VII), kterou jsme porovnavali s expresi
proteinu YbxF-GFP ve své puvodni, nemutované podobé (bunéény lyzat kmene II).

Kvantifikace exprese vSech ¢tyf protein metodou Western blot s protilatkou proti GFP
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rozhodné prokazala, ze exprese mutantnich proteintt YbxF-GFP neni niz§i nez exprese

cw v

YbxF-GFP je tak zfejmé zptsobena jejich nizsi afinitou k mutovanym formam YbxF-GFP a
nikoliv niz§i koncentraci ribosomd. Primarni vysledky jedné z Western blot analyz jsou

uvedeny na obrazku 35 (str. 96).

V VI Vil Il

YDXF-GFP ——> | e FE g T ——

Obr. 35: Exprese mutovaného fazniho proteinu YbxF-GFP u B. subtilis. Analyza
Western blot protilatkou proti GFP. Ribosomy izolované z kmenti V (AybxF ybxF K17A-
ofp), VI (AybxF ybxF K21A-gfp), VII (AybxF ybxF K24A-gfp) a 1T (AybxF ybxF-gfp).
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Diskuze

V prvni ¢asti disertacni prace je popsana problematika regulace iniciace bakterialni
transkripce pomoci koncentrace iINTP. Tato regulace byla doposud nejvice studovana u gram
negativni bakterie E. coli, na ptikladu promotora fidicich transkripci gend pro ribosomalni
RNA. My jsme se zaméfili na studium této regulace u gram pozitivni bakterie B. subtilis, jak
v ptipad¢ ribosomalnich, tak 1 neribosomalnich promotorii. Hledali jsme elementy
promotorové sekvence DNA, které jsou za tuto regulaci odpovédné. Tyto elementy jsme
identifikovali a na zaklad¢ jejich umisténi v promotorové sekvenci jsme testované promotory
senzitivni k [INTP] rozdélili do dvou t¥id. U promotort I. t¥idy je hlavnim senzorem [iINTP]
3’ oblast promotoru, tj. hexameru -10 az po pozici +1, kdezto u promotort II. tfidy jsou to
ob¢ promotorové oblasti (3’a 57), které jsou vyzadovany pro senzitivitu téchto promotort
K [INTP].

Typickymi zastupci skupiny promotort L. tfidy jsou promotory rrn P1. Regulaéni 3°
oblast promotoru zodpovédna za jejich senzitivitu k [INTP], kterym je vzdy GTP, je pfi
iniciaci soucasti transkripéni bubliny a senzitivita téchto promotort k [INTP] negativné
koreluje se stabilitou jejich otevienych komplexti (promotory rrn P1 tvofi nestabilni
oteviené promotorové komplexy). Hlavnim limitujicim faktorem pro efektivni transkripcni
iniciaci z téchto promotort je samotny velmi kratky ¢asovy interval, ktery ma pfichozi iNTP
(iIGTP) u téchto promotort k dispozici. Dilezitou roli v aktivité téchto promotori hraje
thymin v pozici -5 v jejich 3 oblasti. Jeho role je obdobou tlohy vysoce konzervovaného
cytosinu v pozici -7 ribosomalnich promotort E. coli. Z hlediska pozice této baze se nejedna
0 piimou homologii, nebot’ pozice -7 u rrn promotori E. coli je v porovnani s pozici -5 u rrn
promotortt B. subtilis umisténa o 1 bp blize sekvenci hexameru -10. Je tfeba zminit, Ze
thymin v pozici -5 je také soucasti 3" oblasti promotord PgcaD a PinfC, ale v sekvenci
promotoru Pilv se uz v této pozici nevyskytuje. Absence thyminu v pozici -5 u promotoru
Pilv by mohla byt kompenzovana sekvenci jeho 3° oblasti, ktera je relativn¢ bohatd na
guanin a cytosin. Na zakladé pocitatového molekularniho in silico modelu RNAP
z B. subtilis a sekvence promotoru tvoficiho otevieny komplex jsme dosli k zavéru, ze baze
Vv pozici -5 rrn promotort B. subtilis ma potencial vytvaret interakce se dvéma oblastmi
RNAP. Prvni moznosti je kontakt baze -5T s motivem 428-ERVVRE-433 podjednotky
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RNAP a druhou hypotetickou moznosti je kontakt této baze s regionem 1.2 podjednotky o™
Pro zcela presvédCivé prokazani jedné ztéchto moznych interakci je tieba provést dalsi
experimenty.

U promotort II. tfidy je citlivost na koncentraci iNTP podminéna nejen urcitou
sekvenci 3" oblasti, ale i 5° oblasti. Je tfeba zminit, Ze sekvence 5  oblasti (-39 az -14)
z promotoru rrnB P1 v sobé nese elementy, které v kombinaci s 3" oblasti promotor II. téidy
vytvateji chiméru, kterd je nadale senzitivni k [INTP]. Efekt 5° oblasti promotoru rrB P1
ale neni dominantni, coz dokazuje vysledek ziskany testovanim senzitivity chimérniho
promotorového konstruktu #9 k [INTP] in vivo (obr. 23, str. 78). Veskeré informace, které
jsme doposud ziskali tak svédéi pro hypotézu, Ze jsou to pravé rizné kombinace
promotorové sekvence, které stoji za senzitivitou promotort k [INTP]. Na zakladé doposud
znamych informaci se tedy neda urcit obecné platné pravidlo pro senzitivitu promotord
k [INTP] u B. subtilis. Pro pfesné sekvenéni vymezeni elementdt DNA zodpovédnych za
senzitivitu promotort II. tfidy bude nutné provést dalsi experimenty.

Motiv rozsifené oblasti -10 je u B. subtilis souc¢asti v§ech promotora rrn P1 (Natori et
al., 2009). Bylo zjisténo, ze tento motiv stabilizuje komplexy vytvofené mezi promotorovou
sekvenci a RNAP (Camacho & Salas, 1999; Voskuil & Chambliss, 1998 a 2002) a tim
dochazi ke snizeni hodnoty Kntp. Vyskyt tohoto motivu v sekvenci promotort u B. subtilis
je pomérné Casty a jeho negativni vliv na senzitivitu promotort k [INTP] je vyvazen vlivem
ostatnich promotorovych element (Helmann, 1995).

V tabulce 5 na strané 84 je uvedeno porovnani vybranych promotorovych sekvenci
pochazejicich z riznych bakterialnich druh. V porovnani se vyskytuji dva druhy
promotorovych sekvenci:

(i) sekvence promotorti podobna sekvenci promotoru rrnB P1 u B. subtilis s oblasti mezi
hexamerem -10 a pozici +1 bohatou na pary adeninu a thyminu a zaroven u mnohych druhti
také s thyminem v pozici -5. Tato sekvence je typickou promotorovou sekvenci vyskytujici
se bakterii kmene Firmicutes. Thymin v pozici -5 jsme identifikovali také u bakterii kmene
Actinobacteria.

(i) sekvence promotori podobné sekvenci promotord rrn P1 u E. coli se
sekvenci diskriminatoru bohatou na pary guaninu a cytosinu. Tento typ sekvence je typicky

pro promotory gram negativnich bakterii a vyskytuje se také u gram pozitivnich bakterii
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kmene Actinobacteria. Z porovnani promotorovych sekvenci vyplyva, ze stejného zptsobu
regulace uc¢inkem [INTP] muze byt dosazeno také u promotort s pieckvapivé riznorodymi
sekvencemi vyskytujicimi se u fylogeneticky velmi vzdalenych bakterialnich druhti. Pfitom
plati, jak jsme zjistili i v naSich experimentech, Ze citlivost néjakého promotoru na
koncentraci svého iNTP zavisi na sekvenci promotoru, ale i na ptivodu RNAP. Tedy chovani
promotoru je dano az souhrou obou téchto slozek: promotor Bsu-rrnB P1 se chova s RNAP
z B. subtilis jako vysoce senzitivni k [INTP], s Kytp ~ 172 uM GTP, kdezto v ptitomnosti
RNAP z E. coli se zméni na tzv. nesenzitivni s Kytp ~ 18 uM GTP.

RNAP z B. subtilis a E. coli se od sebe lisi svou strukturou i celkovou velikosti.
RNAP z B. subtilis je mensi nez RNAP z E. coli. RNAP z B. subtilis ve své struktuie
postrada zejména oblasti, které piispivaji ke schopnosti RNAP z E. coli utvafet stabilni
promotorové komplexy. U mutantni RNAP z E. coli postradajici zminované oblasti byla
pozorovana jeji schopnost utvafet mén¢ stabilni oteviené komplexy (Artsimovitch et al.,
2003). Tato mutantni RNAP se tedy piiblizila svymi vlastnostmi RNAP z B. subtilis.
Promotory schopné utvaret S RNAP stabilni komplexy jsou u B. subtilis obecné méné Casté.
U E. coli je tomu pravé naopak — promotory utvafejici stabilni komplexy jsou zde daleko
Castjsi. V porovnani s E. coli tedy genom B. subtilis obsahuje daleko vice promotort, které
jsou regulovany koncentraci jejich iNTP. U B. subtilis je tato regulace hlavni a zaroven
velmi rychlou odpovédi na nové podminky prostiedi, do kterych se bakterie dostava.

Z nasi studie je zfejmé, Ze se testované promotory citlivé na [INTP] 1isi ve stupni
senzitivity k [iINTP]. Pfikladem je vyrazny rozdil v naméfenych hodnotach Kgtp senzitivnich
promotoru Pilv a PinfC (obr. 27, str. 83). Muzeme se domnivat, Ze tyto rozdily pozorované
in vitro odpovidaji rozdilnym aktivitam obou promotorti in vivo. Zodpovézeni této otazky
zajisté vyzaduje provedeni dalSich experimenti.

Je mozné, ze u B. subtilis také nekteré dalsi faktory proteinové povahy plni roli
regulatord senzitivity promotord k [INTP]. Jak bylo jiz diive popsano u E. coli, tyto faktory
se mohou piimo vazat na RNAP. Faktor DksA se u E. coli vaze do sekundarniho kanalu
RNAP a ovliviiuje tim senzitivitu promotord k [INTP] (Rutherford et al., 2007). Podobné
u E. coli plni svou funkci také faktor GreB (Potrykus et al., 2006; Rutherford et al, 2009).
Jak jiz bylo popsano v uvodu této prace, v genomu B. subtilis neexistuje piesny homolog

proteinu DksA. Byly zde objeveny tii geny vykazujici ur€itou sekvencni podobnost s genem
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kodujicim DksA, ale jejich inaktivace Zzadny efekt na senzitivitu promotort k [INTP]
nepiinesla (Krasny & Gourse, 2004). Roli regulatord promotorové senzitivity k [INTP]
u B. subtilis by mohli plnit také proteiny GreA a podjednotka 8 RNAP. Narozdil od E. coli,
kde se vyskytuji faktory GreA a GreB je GreA jedinym faktorem Gre v genomu B. subtilis.
Role podjednotky & u B. subtilis je v ramci dalSich projektt extenzivné studovana v nasi
laboratofi.

Ve druhé c¢asti disertacni prace popisuji vysledky ziskané ze studia proteinu YbxF
u B. subtilis. Gen ybxF je soucasti streptomycinového operonu, kde vSechny ostatni geny
koduji esencialni proteiny. Jak jsme vSak prokazali, YbxF oproti ptivodnim piedpokladiim
do této skupiny esencidlnich proteinil nepatii, 1 kdyz se pfepisuje jednak samostatné a také
ve formé& polycistronni mRNA (tj. dohromady s transkripty pro ribosomalni proteiny
a clongacni faktory). Proto nas zajimala lokalizace YbxF v bunce. Pfipravili jsme proto
kmeny B. subtilis produkujici fizni protein YbxF-GFP a zjistili jsme, ze bunky produkujici
tuto fuzi vykazuji zesilenou fluorescenci v oblastech bunéénych pola (obr. 30, str. 89). Jiz
diive bylo popsano, Ze v téchto ¢astech buiiky jsou béhem bunécéného déleni lokalizovany
ribosomy. Efekt zesilené fluorescence v pdlech jsme pozorovali pouze u exponencialné
rostoucich bakterii. Stacionarni bunécna kultura tyto vlastnosti neméla. Jednalo se tedy o
prvni ndznak mozné vazby proteinu YbxF na ribosom. Nasledné jsme provedli izolaci
ribosomu z ptredem pfipravenych kmend B. subtilis, tak abychom byli schopni porovnat
fluorescenci ribosomtl v zavislosti na pfitomnosti a nepfitomnosti proteinu YhbxF.
Fluorescence ribosomli byla patrnd jen u téch, které byly izolovany zkment, které
produkovaly fizni protein YbxF-GFP, kdezto fluorescence ribosomi izolovanych z kmene
produkujiciho samotné GFP byla takika zanedbatelna (obr. 31, str. 91). Fluorescenci jsme
také pozorovali jen u ribosomi izolovanych z exponencialné rostoucich bunék. Dosli jsme
k zavéru, ze se protein YbxXF vaze na ribosom béhem exponencialni faze rastu B. subtilis.
Podobny efekt asociace proteinil s ribosomy zavislé na fazi ristu byl jiz dfive pozorovan
také u ne¢kterych dalsich ribosomalnich proteinti (Nanamiya et al., 2004).

V navazujicim experimentu jsme zjistili, ze po disociaci ribosomu na podjednotky se
vétsina fuzniho proteinu YbXF-GFP z ribosomu uvolnila. Pouze jeho mala cast zistala
navazana na podjednotce 50S (obr. 32, str. 92). Na zakladé tohoto vysledku usuzujeme, ze

by se protein YbxXF mohl piednostné vazat na podjednotku 50S a to do mist, kde se styka
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s podjednotkou 30S. Takovou hypotézu podporuji i udaje o vazebném mist¢ homologniho
proteinu L30e. Tento protein se vaze na povrch ribosomu a interaguje S obéma
ribosomalnimi podjednotkami (Halic et al., 2005). Na druhou stranu, protein L7ae, ktery je
taktéz strukturné podobny YbxF se vaze pouze na velkou ribosomalni podjednotku (Ban et
al., 2000).

Homologni model struktury proteinu YbxF byl vytvofen na zakladé dostupnych
krystalovych struktur kvasinkového proteinu L30e, proteinu L30e =z klickd pSenice
a proteinu L7ae z P. abyssii (obr. 33, str. 94). Ackoliv jsou tyto proteiny strukturné podobné
proteinu YbxF, je tfeba zminit, Ze jejich pl je velmi odlisné. Protein L30e ma bazické pI ~ 9,
naopak pl proteinu L7ae je kyselé (pI ~ 4). pl proteinu YbxF je 9,51. Protein L30e dale patii,
na rozdil od YbxF, mezi esencialni proteiny (Halic et al., 2005). Funkce proteinu L7ae
nebyla doposud objasnéna. Na zdkladé naSich vysledk a dalSich dostupnych informaci
prozatim nelze fici, zdali je protein YbxF bakterialnim protéjskem proteinu L30e nebo

proteinu L7ae, a ani jaké by mohla byt jeho uloha v buiice.
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Shrnuti vysledki

Prvni ¢ast mé diserta¢ni prace se zabyva obecnym mechanismem regulace iniciace
transkripce ribosomalni RNA pomoci koncentrace iNTP u B. subtilis. Vysledky této ¢asti
prace jsou shrnuty v kapitole Vysledky — ¢ast I. Vzhledem k zasadnim rozdilim ve struktuie
promotori genit pro rRNA u E. coli a B. subtilis, rozhodli jsme se urcit, které elementy
sekvence promotora jsou u B. subtilis zodpovédné za tento typ regulace. Systematicky jsme
porovnali funkci jednotlivych usekti promotort senzitivnich vié¢i koncentraci iNTP s tseky
z promotort nesenzitivnich. Zjistili jsme, Ze u B. subtilis je za tento zptisob regulace jak in
vitro, tak in vivo zodpovédna 3" oblast promotoru (promotorova sekvence od hexameru -10
az po pozici +1; oznaceno vzhledem k netemplatovému vlaknu DNA fetézce), pficemz jeji
charakter vyrazné ovliviiyje stabilitu otevienych komplext testovanych promotorti a tim také
ucdinnost iniciace transkripce. Thymin v pozici -5 v 3" oblasti promotoru jsme ur¢ili jako
dalsi dulezity prvek podilejici se na zminéném zptsobu regulace. Z hlediska senzitivity vaci
koncentraci iNTP jsme testované promotory rozd¢lili do dvou tfid (tfida I a tfida II).
Z analyzy promotorovych sekvenci jinych bakteridlnich druhti vyplynulo, ze nase vysledky
mohou byt aplikovatelné také na mechanismy regulace senzitivity promotor ostatnich
bakterii tfidy Firmicutes k [INTP].

Druh4 cast mé disertatni prace se zabyva proteinovou slozkou ribosomu a jeji
vysledky jsou uvedeny v kapitole Vysledky - ¢ast II. Zabyvali jsme se studiem proteinu
YbxF u B. subtilis. Gen ybxF, ktery tento protein koduje, byl jiz diive v nasi laboratofi
objeven jako nova soucast 5° konce streptomycinového operonu tohoto organismu.
Vzhledem k pfitomnosti genu ybxF v takto vysoce konzervovaném operonu, jehoz vSechny
ostatni produkty patii mezi esencialni bunééné komponenty, rozhodli jsme se gen ybxF
inaktivovat a pfispét tak k objasnéni jeho funkce. V naslednych testech vsak bylo zjisténo, ze
tato inaktivace neovlivnila ani rist ani chovani B. subtilis. VV genomu B. subtilis ma gen
ybxF paralogni zastoupeni. Jedna se o gen ymxC v nusA — infB operonu. Pfistoupili jsme
proto také k inaktivaci tohoto paralogniho genu a nasledné byl také ptipraven mutantni kmen
B. subtilis s inaktivovanymi obéma geny ybxF a ymxC. Ani u téchto mutanti nebyl
pozorovan zadny vliv inaktivace. Nasledn¢ jsme provedli testy lokalizace proteinu YbxF

V burice a zjistili jsme asociaci tohoto proteinu s ribosomy béhem exponencidlni faze rastu

102



B. subtilis. Po disociaci ribosomi na podjednotky jsme YbxF detekovali na ribosomalni
podjednotce 50S. Z homologniho modelu struktury proteinu YbxF vyplyvalo, Ze lyzinové
zbytky v pozicich 17, 21 a 24 druhého o-helixu by mohly zodpovidat za vazbu YbxF na

ribosom. Experimentalné jsme pak prokazali, ze lyzin v pozici 24 je dulezity pro tuto vazbu.
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Seznam zkratek

A

AA
AK
Amp
ATP
B. subtilis
bp

C

cce
CAT
DNA
E. coli
EDTA

iNTP
kb
NTP
IPTG
pPPGpp
RE
RNA
RNAP
RP¢
RPo
rRNA
SDS

TAE

adenin

akrylamid

aminokyselina

ampicilin

adenosin-5"-trifosfat

Bacillus subtilis

,,base pair* (pocet part bazi)

cytosin

plazmidova DNA ve form¢ nadSroubovice (,,supercoiled*)
chloramfenikol acetyl transferaza
kyselina deoxyribonukleova
Escherichia coli

kyselina ethylendiamintetraoctova
guanin

intermediaty iniciace transkripce
kilobaze (tzn. tisic bazi)

nukleosid trifosfat
isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid
guanosin-5’-difosfat-3 "-difosfat
restrikéni endonukleédza

kyselina ribonukleova

DNA dependentni RNA polymeraza
uzavieny promotorovy komplex
otevieny promotorovy komplex
ribosomalni RNA

dodecyl sulfat sodny

thymin

trisacetatovy pufr
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TEMED N, N, N’, N’ - tetramethylethyldiamin

TF transkrip¢ni faktor
U uracil
[INTP] koncentrace INTP
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