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1 Anotace

Tato práce vznikla jako soutěžnı́ přı́spěvek do Středoškolské odborné činnosti. Jejı́m cı́lem

bylo vytvořenı́ nástrojů pro studium mechanismů bakteriálnı́ odpovědi na změnu množstvı́ živin

v prostředı́. Tato reakce se na vnitrobuněčné úrovni projevuje produkcı́ nových bı́lkovin a naopak

zastavenı́m syntézy jiných. Tomuto jevu se odborně řı́ká změna genové exprese.

V teoretické části jsou krátce shrnuty klı́čové aspekty genové exprese: transkripce (přepis

genetické informace z DNA do RNA: je prováděna enzymem RNA polymerázou [RNAP]) a translace

(překlad přepsané RNA do bı́lkovin: probı́há na ribozomech). Důležitým regulačnı́m mechanismem

genové exprese je citlivost RNAP na iniciačnı́ nukleosid trifosfáty (iNTP).

Experimentálnı́ část popisuje vytvořenı́ DNA konstruktu obsahujı́cı́ specifickou sekvenci

DNA (promotor) z Bacillus subtilis, která je schopná vázat RNA polymerázu. Dalšı́m krokem je

ověřenı́ schopnosti konstruktu iniciovat transkripci. Sekvence promotoru byla vybrána tak, aby

změřenı́m transkripčnı́ aktivity původnı́ho konstruktu a jeho následných mutacı́ bylo možné zı́skat

dalšı́ informace o mechanismu regulace genové exprese iNTP.

Experimenty probı́haly v laboratořı́ch Mikrobiologického ústavu Akademie Věd v Praze 4.

Klı́čová slova: genová exprese, transkripce, RNA polymeráza, promotor, iniciačnı́ nukle-

osid trifosfáty
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2 Seznam zkratek

A adenosin monofosfát

AK aminokyselina

APS mmoniumpersulfat

ATP adenosin-5´-trifosfát

BSA bovine serum albumin

C cytosin monofosfát

CTP cytosin-5´-trifosfát

DNA deoxyribonukleová kyselina

Fis factor for inversion stimulation

G guanosin monofosfát

GTP guanosin-5´-trifosfát

iNTP iniciačnı́ nukleotid trifosfát

[iNTP] koncentrace iniciačnı́ho nukleotid trifosfátu

mRNA messenger RNA

PCR Polymerase Chain Reaction

ppGpp guanosin-3´-difosfát-5´-difosfát

RNA ribonukleová kyselina

RNAP RNA polymeráza

SD Shine-Dalgarnova sekvence

T thymin monofosfát

tRNA transportnı́ RNA

U uridin monofosfát

UP upstream

UTP uracil-5´-trifosfát

6



3 Teoretický úvod: Genová exprese

Genová exprese je děj, během kterého se podle genu určeného sekvencı́ DNA vytvořı́ funkčnı́

produkt. Geny mohou určovat dva typy produktů: AK geny kódujı́ sekvenci aminokyselin (AK)

v bı́lkovinách, zatı́mco RNA geny nesou informaci pro vznik transportnı́ RNA (tRNA), ribozomálnı́

RNA (rRNA) a jiných regulačnı́ch RNA molekul. Geny jsou na chromozomu uloženy samostatně,

nebo v operonech. Před každým genem ležı́ promotor, na který se váže RNA polymeráza (RNAP,

viz 3.1.2), a operátor, na který se vážou represory (viz 3.2). Operon má stejně jako samostatné

geny pouze jeden promotor, ale jeho sekvence může kódovat vı́ce proteinů nebo molekul RNA.

Společný začátek transkripce umožňuje ekvimolárnı́ zastoupenı́ jednotlivých produktů. Kódujı́cı́ sek-

vence jsou od sebe odděleny dlouhými mezernı́ky. Na těchto nekódujı́cı́ch úsecı́ch jsou obsaženy

sekvence rozeznávané restrikčnı́mi endonukleázami, které rozstřı́hajı́ RNA vytvořenou podle celého

operonu na mRNA jednotlivých produktů. Výsledné produkty spolu biochemicky spolupracujı́, proto

je výhodné syntetizovat je najednou [1].

Typickým přı́kladem operonu je operon trp, který kóduje enzymy metabolické dráhy aminoky-

seliny tryptofanu.

Obrázek 1: Obecné schéma genu, převzato z [1], upraveno.

Obrázek 2: Schéma operonu trp, převzato z [1].
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3.1 Transkripce

Během transkripce docházı́ k přepisu genetické informace na templátovém řetězci DNA

do komplementárnı́ho řetězce RNA. Tato reakce je katalyzována enzymem RNA polymerázou

(RNAP) a počátek transkripce je rozpoznán pomocı́ promotoru.

3.1.1 Promotor

Promotor je regulačnı́ oblast genu ležı́cı́ před samotnou genetickou informacı́ přepisovanou

do RNA. Mı́sto počátku transkripce (prvnı́ nukleotid přepisovaný do mRNA) se označuje jako +1 po-

zice, sekvence promotoru se označuje zápornými čı́sly a kódujı́cı́ sekvence kladnými čı́sly. Nukleotid

nula neexistuje.

Nejdůležitějšı́ částı́ promotoru je promotorové jádro v délce asi 40 bázı́. Obsahuje diskriminátor,

mezernı́k a dvě konzervativnı́ hexamerové sekvence.

Obrázek 3: Schéma promotoru, převzato z [8].

Diskriminátor je různě dlouhá oblast mezi +1 a -10. Sekvence -10 hexameru je určena

konsenzem 5´-TATAAT-3´ a při transkripci na něm docházı́ k rozdělenı́ vláken DNA. Na tento he-

xamer se v literatuře odkazuje jako na TATA box nebo Pribnow box [18] [19]. Mezi oběma hexamery

je mezernı́k, který bývá různě dlouhý (mezi 15-19ti bázemi). Druhý hexamer -35 má konsenzus sek-

vence 5´-TTGACA-3´ [3] [8] [17].

Konsenzus hexamerových sekvencı́ v promotoru vycházı́ z poměru zastoupenı́ jednotlivých

bázı́ v prozkoumaných promotorech. V okolı́ těchto hexamerů se může sekvence měnit, ale samotné

hexamery zůstávajı́ stejné nebo podobné u většiny promotorů [1].

Před promotorem ve směru k 5´ konci ležı́ elementy UP (upstream), A-T bohaté sekvence in-

teragujı́cı́ s RNAP, a vazebná mı́sta pro dalšı́ proteiny [3][4][8].
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Obrázek 4: Konzervované sekvence promotorového jádra u E. coli, jednotlivé sloupce vyjadřujı́ procentuálnı́ zastoupenı́

nukleotidů na jednotlivých pozicı́ch prozkoumaných promotorů, převzato z [1].

3.1.2 RNA polymeráza

RNA polymeráza je DNA dependentnı́ RNA-nukleotydiltransferáza. Tento komplikovaný

holoenzym se skládá z několika podjednotek.

Jádro RNAP se skládá z pěti podjednotek: dvě α, β, β´ a ω. Jádro nenı́ samo schopné rozeznávat

sekvence promotoru, proto se k němu ve fázi iniciace transkripce připojuje faktor σ.

Podjednotka α je složena přibližně z 320 AK a plnı́ předevšı́m strukturnı́ funkci. Každá z obou

podjednotek α se skládá ze dvou domén spojených flexibilnı́m můstkem. Spojené N-terminálnı́

domény držı́ pohromadě podjednotky β a β´. C-terminálnı́ doména interagujı́ s elementy UP

rozšı́řeného promotoru a zvyšujı́ tak afinitu RNAP k DNA.

Podjednotky β a β´ tvořı́ katalytické jádro enzymu. Vytvářejı́ sekundárnı́ kanál a β´ navı́c

tvořı́ v primárnı́m kanále ”kormidlo“, kterým se oddělujı́ vlákna DNA. Tyto dvě podjednotky

tvořı́ dohromady tzv. klepeta. Vážou se spolu na dně primárnı́ho kanálu poblı́ž aktivnı́ho mı́sta.

Podjednotka β obsahuje přibližně 1340 AK, β´ asi 1400 AK.

Počet AK v podjednotce σ se pohybuje mezi 400-700 AK, záležı́ na typu. Váže se na β´

a odpovı́dá za rozpoznávánı́ specifických úseků DNA - konzervovaných sekvencı́ hexamerů v pro-

motorovém jádře. Na RNAP se mohou vázat různé podjednotky σ, které rozeznávajı́ jiné sekvence.

Podle toho rozlišujeme primárnı́ a sekundárnı́ faktory σ. Prvnı́ z nich odpovı́dajı́ hlavně za transkripci

genů potřebných předevšı́m pro běžný chod buňky, tzv. ”housekeeping“ genů. Sekundárnı́ faktory σ

jsou nutné pro transkripci genů, které jsou potřeba jen při různých typech stresu. Takové geny majı́

atypické -10 a -35 hexamery a variabilnı́ délku mezernı́ku.
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Obrázek 5: Model RNA polymerázy z gramnegativnı́ bakterie Thermus thermophilus vytvořený podle krystalové struk-

tury: modře podjednotky α, zeleně β, hnědě β´a fialově σ, převzato z [8].

Přesná funkce podjednotky ω nebyla zatı́m detailně popsána. Vı́me o nı́ jen to, že se skládá

z 90 AK a interaguje s podjednotkami β. Jejı́ vyřazenı́ způsobuje zpomalenı́ růstu buňky. Při izolaci

RNAP byla u B. subtilis objevena navı́c podjednotka δ, jejı́ž funkce je také zatı́m neznámá. Zdá se, že

ovlivňuje RNAP u gram pozitivnı́ch (G+) bakteriı́ podobně jako bı́lkovina DksA (viz 3.2.1) u gram

negativnı́ch (G-) bakteriı́.

V kvartérnı́ struktuře RNAP je možné rozeznat tři kanály. Primárnı́m procházı́ při transkripci

DNA a nacházı́ se zde aktivnı́ mı́sto pro syntézu RNA. Toto vazebné mı́sto obsahuje dva Mg2+ ionty

koordinované třemi kyselými zbytky kyseliny asparágové. Sekundárnı́m kanálem vstupujı́ NTP a exit

kanálem odcházı́ hotová RNA [3][8][15].

3.1.3 Mechanismus transkripce

3.1.3.1 Iniciace

Pro úspěšné zahájenı́ transkripce je potřeba promotor, RNAP a dostatečná koncentrace NTP, ze

kterých bude RNA vznikat. U G- bakteriı́ se iniciace transkripce mohou účastnit i jiné faktory, které

ale nejsou pro průběh esenciálnı́. Mohou to být různé látky bı́lkovinné, nebo nebı́lkovinné povahy,

které mohou zesilovat, nebo zeslabovat úspěšnost transkripce.
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Průběh iniciace transkripce je možné popsat následujı́cı́ rovnicı́:

R + P ↔ RPC ↔ RPI ↔ RPO ↔ RPNTP → RPE

R = RNAP, P = promotor, RPC = uzavřený komplex, RPI = intermediáty, RPO = otevřený komplex,

RPNTP =komplex s přiřazeným +1 nukleotidem , RPE= elongačnı́ komplex

Iniciace transkripce začı́ná rozeznánı́m konzervovaných sekvencı́ promotoru faktorem σ a zfor-

movánı́m uzavřeného komplexu. DNA je v této fázi ohnutá, protože mezernı́k (16-17 párů bazı́) je

přı́liš dlouhý, než aby mohl být natažený. Také může proběhnout interakce C-terminálnı́ch domén

podjednotek α s elementy UP, což zvyšuje afinitu RNAP k DNA.

Následujı́cı́ fázı́ je tvorba intermediátů, ve které je DNA vnořena do primárnı́ho kanálu. Struk-

tura intermediátů je specifická pro kažou kombinaci RNAP a promotoru. Analyzovat tyto kinetické

meziprodukty je velmi obtı́žné, proto toho o této fázi zatı́m mnoho nevı́me.

Poté přecházı́ RNAP s DNA do otevřeného komplexu. Uvnitř TATA boxu docházı́ k rozvolněnı́

DNA a vytvořenı́ transkripčnı́ bubliny (oblast jednovláknové DNA) od -12 do +2. Tato fáze probı́há

většinou bez přı́tomnosti NTP. RNAP je v otevřeném komplexu chráněna před navázánı́m kompe-

titorů, např heparinu. Stabilita otevřeného komplexu může být ovlivňována malými molekulovými

efektory (ppGpp, iNTP, viz 3.2.1).

Po zformovánı́ stabilnı́ho otevřeného komplexu je přı́řazen správný NTP k +1 pozici a začı́ná

vlastnı́ syntéza RNA. V této fázi může ještě docházet k abortivnı́m transkripcı́m, opakovaným restar-

továnı́m přepisu od +1 pozice za vzniku krátkých RNA produktů. Poté, co RNAP opustı́ promotor

začı́ná elongačnı́ fáze, ve které je komplex promotoru s RNAP již velmi stabilnı́ [3][8].

Obrázek 6: Komplex RNA polymerázy s DNA, primárnı́m kanálem procházı́ DNA, sekundárnı́m kanálem vstupujı́ NTP

do aktivnı́ho mı́sta a Exit tunelem odcházı́ hotová RNA, převzato z [8].
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3.1.3.2 Elongace

Obrázek 7: Dvou iontový mechanismus, převzato z [8].

Během elongačnı́ fáze se tvořı́ vlákno RNA

podle DNA templátu. Polymeračnı́ reakce začı́ná

přivedenı́m NTP sekundárnı́m kanálem do ak-

tivnı́ho mı́sta. Zde docházı́ k vazbě mezi 3´ kon-

covým kyslı́kem sacharidu předchozı́ho nukleotidu

a α-fosfátem nukleotidu následujı́cı́ho. Při tom

docházı́ k odštěpenı́ pyrofosfátu. Chemicky se dá

tato reakce popsat jako nukleofilnı́ atak deprotonizo-

vané OH skupiny sacharidu na fosfát. Celý proces je

umožněn koordinacı́ kyslı́ku Mg2+, čı́mž je zvýšena

disociačnı́ konstanta hydroxylové skupiny [3][8].

3.1.3.3 Terminace

Polymeračnı́ reakce pokračuje dokud nedojde RNAP na konec operonu, kde se nacházı́ ter-

minátor. Tato charakteristická sekvence DNA může být dvojı́ povahy. Pro Rho dependentnı́ je nutná

přı́tomnost proteinu Rho, aby došlo k terminaci transkripce. Protein Rho rozeznává na mRNA sek-

venci bohatou na cytosiny. Poté, co na ni nasedne, putuje po rostoucı́m vlákně k RNAP za spotřeby

ATP. Transkripce je ukončena, když protein Rho dosáhne RNAP.

Terminátory nezávislé na Rho obsahujı́ sekvenci DNA, která dı́ky komplementaritě vytvořı́

po transkripci vlásenku. Poté následuje sekvence s častým opakovánı́m uracilových bazı́. Pnutı́

vzniklé rychlým zformovánı́m vlásenky ”cukne“ s vláknem RNA, které se dı́ky nı́zké adhezi ura-

cilů1 vyváže z komplexu RNAP s DNA a tı́m ukončı́ transkripci [1][3][8][20].

Obrázek 8: Schéma sekundárnı́ struktury terminačnı́ sekvence mRNA, převzato z [20].

1 Komplementárnı́ dvojice U-T tvořı́ jen dva vodı́kové můstky. C-G tvořı́ tři.
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3.2 Regulace genové exprese na úrovni transkripce

Regulovat množstvı́ produktu vyrobeného podle genetické informace je základnı́ potřeba každé

živé buňky. Pokud se organismus vyskytuje ve stabilnı́m prostředı́, nenı́ přı́liš nutné hladinu genové

exprese měnit. Když ale dojde ke změně podmı́nek, závisı́ na rychlosti regulace jeho dalšı́ přežitı́.

Přı́činou buněčného stresu může být změna teploty nebo pH v okolnı́m prostředı́. Dále se může

jednat o nedostatek různých živin. V závislosti na tom je také potřeba regulovat, které geny budou

exprimovány a které ne.

Regulace genové exprese se uskutečňuje na mnoha úrovnı́ch a lišı́ se svými principy mezi pro-

karyotnı́mi a eukaryotnı́mi organismy. Prokaryotnı́ organismy majı́ dı́ky strukturovánı́ genů do ope-

ronů možnost regulovat metabolické dráhy složené z vı́ce enzymů najednou. textextextextextextex

Obrázek 9: Represor TrpR, převzato z [1].

Mezi nejčastějšı́ regulačnı́ faktory na úrovni

transkripce patřı́ různé bı́lkovinné represory, které

se vážou na operátor a znemožňujı́ tak nasednutı́

RNAP. Napřı́klad již zmı́něny operon trp je regulo-

vaný bı́lkovinným represorem TrpR. Pokud je přı́sun

tryptofanu pro buňku zajištěn z okolı́, naváže se tato

AK na represor. To změnı́ jeho konformaci tak, že se pevně spojı́ s DNA na operátoru operonu trp

a znemožnı́ jeho transkripci. Pokud hladina tryptofanu poklesne, uvolnı́ se z vazebného mı́sta na re-

presoru, který se dı́ky tomu odpoutá od DNA a umožnı́ tak transkripci. Vzniklé enzymy katalyzujı́

vznik tryptofanu z jeho prekursorů. Na stejném principu funguje regulace i dalšı́ch operonů, zod-

povı́dajı́cı́ch za syntézu aminokyselin. Látka, která se váže na represor a měnı́ jeho konformaci se

nazývá induktor.

Represory mohou u některých genů pracovat i opačně: navázánı́ induktoru do jejich struktury

způsobı́ uvolněnı́ DNA a transkripci genu. Přı́kladem je operon lac, který je aktivnı́ pouze tehdy, je-li

v buňce přı́tomná laktosa, za jejı́ž metabolismus tento operon odpovı́dá. Tento gen je také zároveň

regulován bı́lkovinou reagujı́cı́ na stav glukosy v buňce. Operon lac je dı́ky tomu transkribován pouze

tehdy, je-li v buňce nı́zká hladina glukosy a vysoká hladina laktosy [1].

Regulace genové exprese pomocı́ represorů je velmi účinná a nedocházı́ při nı́ k téměř žádným

transkripcı́m inhibovaných genů. V přı́padě, že by byl jeden gen regulován +1 pozicı́ (viz nı́že)

a zároveň represorem (což je neobvyklé), byla by regulace represorem nadřazená a ovlivňovala by

transkripci genu mnohonásobně vı́ce [5].
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3.2.1 Regulace rrn operonů u E. coli

Ve výše zmı́něných přı́padech je genová exprese regulována tak, že ani nenı́ umožněna inter-

akce RNAP s promotorem. Dalšı́m způsobem je destabilizace otevřeného komplexu RNAP s DNA

a regulace na +1 pozici. Zatı́mco většina promotorů u E. coli vytvářı́ stabilnı́ komplexy, promotory

operonů, které kódujı́ sekvenci všech třı́ rRNA (16S2, 23S, 5S) tvořı́ výjimku. Na chromozomu

E. coli je sedm ribozomálnı́ch operonů. U všech může transkripce začı́nat na dvou promotorech: P1,

nebo P2. Každý z nich je aktivnı́ při odlišných růstových stádiı́ch buňky. U promotorů P1 je v šesti

přı́padech iNTP ATP a jednou GTP, u P2 i CTP. Pro vı́ce informacı́ o ribozomech viz 3.3.

Na rozdı́l od ostatnı́ch promotorů se u rRNA promotorů nacházı́ také elementy UP a oblast

Fis (factor for inversion stimulation). Ty jsou potřeba k zvyšovánı́ sı́ly vazby DNA s RNAP, protože

afinita RNAP k jádru tohoto promotoru je nižšı́ než u jiných operonů. Interakce elementů UP

s RNAP byla již zmı́něna v 3.1.2. Fis je heterodimernı́ protein, který funguje v buňkách E. coli jako

globálnı́ regulačnı́ faktor. Váže se na DNA směrem ke 5´ konci od promotoru a UP elementů. Může

interagovat s C-terminálnı́mi doménami podjednotky α. Vazbou do velkého žlábku na DNA zvětšuje

jejı́ ohyb a umožňuje jejı́ lepšı́ konformaci s RNAP při iniciaci transkripce.

Hladina proteinu Fis je přı́mo závislá na nutričnı́ bilanci buňky. Nejvı́ce tohoto proteinu

obsahujı́ bakteriálnı́ kultury ve fázi raného exponenciálnı́ho růstu, krátce po přesunutı́ do čerstvého

média. V tomto obdobı́ majı́ buňky dostatečný přı́sun živin a vysoká hladina Fis stimuluje rychlý růst

a dělenı́. S postupem exponenciálnı́ fáze se množstvı́ Fis v buňce snižuje a během stacionárnı́ fáze je

již neměřitelné. V této fázi se přestávajı́ buňky dělit s předešlou rychlostı́, protože medium je jimi už

přesycené a přı́sun živin se zmenšuje.

Obrázek 10: Schéma promotoru rrn, červené bloky představujı́ vazebná mı́sta pro protein Fis, žlutý blok elementy UP,

šedé bloky konzervované hexamery, šipka označuje transkripčnı́ start, převzato z [8].

Elementy UP a oblasti Fis zesilujı́ transkripci (oblasti Fis 3-8 krát, elementy UP 20-50 krát,

tj. dohromady cca 300 krát), ale jestli k transkripci vůbec dojde je ovlivněno malými molekulovými

efektory (iNTP, ppGpp), protože právě ty ovlivňujı́ stabilitu RPO. Použitı́ těchto molekul má oproti

regulaci pomocı́ různých proteinů nespornou výhodu: jejich koncentrace přı́mo a rychle vypovı́dá

o koncentraci živin v okolı́ (zatı́mco de novo syntéza proteinů trvá poměrně dlouho).

2 Svedberg, sedimentačnı́ koeficient charakteristický pro každou rRNA.
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Energetický stav buňky je velmi dobře charakerizován koncentracı́ nukleosid trifosfátů, jejichž

stav klesá, pokud se omezı́ přı́sun živin z okolı́. Pokud tedy dojde k tomu, že bakteriálnı́ kultura

vyčerpá medium, ve kterém se nacházı́, je potřeba regulovat dalšı́ energetický výdej buněk, omezit

proteosyntézu a přestat se dělit. V takové situaci nenı́ RNAP schopna vytvořit stabilnı́ komplex

s DNA a úroveň transkripce rRNA je výrazně snı́žena. Když jsou posléze buňky naředěny a přesunuty

do čerstvého média, docházı́ ke zvýšenı́ koncetrace NTP, což pozitivně ovlivňuje stabilitu RPO

a zvyšuje rychost transkripce. Tento jev je ale pozorován pouze u některých promotorů, které

potřebujı́ pro maximálnı́ rychlosti iniciace transkripce relativně vysokou hladinu svého iNTP. Takové

promotory se označujı́ jako senzitivnı́.

Guanosin-3´-difosfát-5´-difosfát (ppGpp) zrychluje tvorbu RPO, ale snižuje jeho stabilitu,

čı́mž snižuje rychlost transkripce. PpGpp je syntetizován proteinem RelA. Tento protein je navázán

přı́mo na ribozomu a reaguje na přı́tomnost nenabitých tRNA (tRNA bez AK) na A vazebném mı́stě

na velké podjednotce ribozomu (viz 3.3). To znamená, že k výraznému zvýšenı́ hladiny ppGpp

v buňce docházı́ pouze tehdy, má-li buňka nedostatek AK. Tı́mto mechanismem se snı́žı́ počet

ribozomů v cytoplasmě a celková hladina proteosyntézy.

Aby tento mechanismus regulace malými molekulovými efektory vůbec fungoval, je potřeba

přı́tomnost proteinu DksA. Ten svou strukturou zasahuje do NTP kanálu RNAP a snižuje stabilitu

otevřeného komplexu. Tı́m zesiluje účinnost malých molekulových efektorů na rychlost iniciace

transkripce. Protein DksA se vyskytuje předevšı́m u G- bakteriı́. Má několik různých homologů

u G+, ale ty nemajı́ na regulaci operonů rrn velký vliv [4][8].

Stejným způsobem jako operony rrn je regulován i operon fis, zodpovı́dajı́cı́ za syntézu

bı́lkoviny Fis. U E. coli je za transkripci a regulaci exprese operonu fis zodpovědný promotor

FisP, který na své +1 pozici obsahuje CTP. Mutace tohoto nukleotidu ukázaly, že iniciace CTP

je důležitou součástı́ regulace tohoto genu. S jinými nukleotidy na +1 pozici nenı́ regulace tak

účinná. Dostatečná koncentrace CTP vyžaduje stálý přı́sun živin, proto je gen Fis exprimován pouze

v buňkách v čerstvých médiı́ch [13].

Dalšı́m důležitým faktorem pro expresi genů regulovaných malými molekulovými efektory je

sekvence diskriminátoru a délka mezernı́ku. Záměnou G a C bázı́ za A a T báze v diskriminátoru

se zcela ztrácı́ regulovatelnost promotoru, stejně jako změnou délky mezernı́ku ze 16ti bázı́ na jinou

délku. Tyto změny způsobı́ vyššı́ stabilitu RPO, čı́mž zaniká význam regulace pomocı́ iNTP a ppGpp

[4].
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3.2.2 Vliv sekvence promotoru na expresi genu pyrC u E. coli

Jak již bylo zmı́něno v 3.2, většina genů u E. coli je regulována pomocı́ různých inhibitorů

a supresorů. Stejný mechanismus se předpokládál i u regulace genu pyrC, který kóduje enzym

dihydroorotázu odpovı́dajı́cı́ za část metabolické dráhy pyrimidinů. U E. coli je celkem šest samo-

statných genů nebo operonů, které kódujı́ šest enzymů katalyzujı́cı́ syntézu UMP, prekursoru všech

pyrimidinových nukleosidů. Tyto geny jsou regulovány nezávisle na sobě dostupnostı́ pyrimidinu.

Podle původnı́ch domněnek byl pyrC regulován represorem PurR, který se váže na operátor tohoto

genu. Ale PurR je slabý represor, který navı́c reaguje na koncentraci purinů, nikoliv pyrimidinů

a stará se o rovnovážné zastoupenı́ purinů a pyrimidinů. Exprese pyrC je ve skutečnosti primárně

regulována translačnı́mı́ mechanismy, které ale vycházejı́ ze senzitivity vůči nukleotidům při výběru

transkripčnı́ho startu.

Obrázek 11: pyrC promotor, hvězdičky označujı́ možná mı́sta startu transkripce, šipky označujı́ vzájemně komple-

mentárnı́ oblasti podı́lejı́cı́ se na tvorbě sekundárnı́ struktury, mezi nimi je šestnáct nukleotidů, převzato z [9].

Transkripci tohoto genu je možné zahájit na jednom z nukleotidů 6 až 9 (nukleotidy jsou

čı́slovány směrem od 5´ konce -10 hexameru). Pomocı́ mutacı́ tohoto promotoru bylo stanoveno, že

nejsilnějšı́ pozicı́ pro iniciaci transkripce je 7, nejslabšı́ jsou 9 a 10 (7 > 8 > 6 > 9 > 10). Preference

iNTP byla stanovena takto: ATP ≥ GTP > UTP >> CTP .

Nejčastěji iniciuje transkripce na C-7 nebo G-9. Docházı́ zde ke kompetici mezi nejslabšı́m

iNTP (CTP), které se nalézá na nejsilnějšı́ pozici a iniciačně silnějšı́m GTP na pozici nevhodné

pro iniciaci. Výsledek tohoto soupeřenı́ závisı́ na koncentracı́ch NTP v buňce. Pokud je hladina CTP

vysoká, docházı́ k iniciaci transkripce primárně na C-7, pokud je nı́zká na G-9.

Abychom chápali, jak tato kompetice mezi iniciačnı́mi nukleotidy může ovlivnit expresi genu,

musı́me se podı́vat na vzniklý transkript. RNA iniciované na C-7 vzniká malé množstvı́ (protože

CTP je slabé iNTP) a je delšı́ o dva nukleotidy. To umožnı́ vznik sekundárnı́ struktury na této mRNA,

protože se vytvořı́ vlásenka mezi komplementárnı́mi bázemi na začátku transkriptu a v oblasti

+20. Mezi komplementárnı́ báze učastnı́cı́ se vzniku této vlásenky patřı́ i část Shine-Dalgarno (SD)

sekvence. SD sekvence je signálnı́ mı́sto pro navázánı́ ribozomu na mRNA, konsenzus SD sekvence

je AGGAGG [16]. Kvůli participaci části této sekvence na tvorbě vlásenky se na vzniklou mRNA

nemůže navázat ribozom, transkript nenı́ translatován a nedocházı́ k vytvořenı́ genu jı́m kódovaného.

Pokud transkripce iniciuje na G-9, nevytvořı́ se vlásenka a k iniciaci translace docházı́ bez problémů.
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Obrázek 12: Mechanismus regulace exprese genu pyrC, hvězdičky označujı́ možná mı́sta startu transkripce, šipky

označujı́ vzájemně komplementárnı́ oblasti podı́lejı́cı́ se na tvorbě sekundárnı́ struktury, Met je triplet bazı́ kódujı́cı́ AK

methionin, startovnı́ mı́sto pro translaci, převzato z [9].

Gen pyrC je tedy negativně regulován hladinou CTP v buňce, stejně, jak se zjistilo později,

jako operony pyrD a carAB (dalšı́ operony kódujı́cı́ enzymy pro metabolismus pyrimidinů u E. coli).

Pokud je koncentrace CTP ([CTP]) dostačně vysoká, iniciuje transkripce primárně na C-7, což vede

k vytvořenı́ malého množstvı́ transkriptu, který navı́c nemůže být kvůli vzniklé vlásence translatován.

Pokud koncentrace CTP v cytoplasmě klesla, ale buňka nebude energeticky vyčerpána (signalizováno

hladinou GTP), bude traskripce pyrC iniciovat primárně na G-9. To povede k vytvořenı́ vyššı́ho počtu

translatovatelné mRNA a ke zvýšenı́ syntézy dihydroorotázy.

Výsledky dosažené během výzkumu regulace exprese pyrC velmi dobře zapadajı́ do rámce

našich znalostı́ o regulaci genové exprese iNTP. Srovnánı́ 300 promotorů u E. coli ukázalo, že

ve 47 % přı́padů je iniciačnı́m nukleotidem ATP, ve 28 % GTP (dohromady 75 % puriny), v 15 %

UTP a pouze v 10 % CTP. Tyto údaje jsou v souladu se zjištěnými preferencemi pozic a nukleotidů

pro iniciaci transkripce u pyrC [9].

Předpokládá se, že podobný mechanismus přepı́nánı́ iniciace transkripce jako u pyrC mezi

dvěma nukleotidy se vyskytuje i u dalšı́ch genů [11].

3.2.3 Vliv identity +1 pozice na změny v genové expresi u B. subtilis

Jak ukazuje současný výzkum, pravidla pro regulaci genové exprese popsaná u E. coli neplatı́

univerzálně. Přı́kladem je regulace rrn promotorů u G+ bakterie Bacillus subtilis. Od gram negativnı́

E. coli se lišı́ už architekturou rrn promotorů. Diskriminátor je mı́sto A-T bohatý na G-C, elementy UP

majı́ pouze malý vliv a všechny rrn promotory iniciujı́ na +1G pozici. Dále pak u B. subtilis neexistujı́

žádné homology proteinu DksA, ani Fis. PpGpp se sice u B. subtilis také syntetizuje, ale sı́lu tran-
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skripce ovlivňuje nepřı́mo. Při syntéze ppGpp je proteinem RelA spotřebováváno GTP. Vzniklé pp-

Gpp následně inhibuje enzym IMP dehydrogenázu, který je součástı́ biosyntézy GTP. Důsledkem toho

vzniká při nedostatku AK rozdı́l v hladinách ATP a GTP. Hladina GTP je tedy vysoká jen při dostatku

AK, při jejich nedostatku je převýšena hladinou ATP. Protože rrn promotory iniciujı́ GTP, jsou nega-

tivně regulovány při nedostatku AK. Naopak, jak ukázala analýza transkripčnı́ch startů jiných genů,

většina pozitivně regulovaných genů iniciuje ATP. Nepřı́mý vliv ppGpp na iniciaci transkripce byl

dokázán pomocı́ mutovaného promotorového jádra rrnB P1, u kterého byla +1 GTP pozice zaměněna

za ATP. To mělo za následek zvyšovánı́ exprese tohoto genu zároveň s rostoucı́ koncentracı́ ATP,

ačkoliv takový nárůst in vivo signalizuje nedostatek AK. Podobných výsledků bylo nedávno dosaženo

i u bakterie Thermus thermopilus, B. subtilis tedy zřejmě nenı́ ojedinělou výjimkou.

Přı́kladem genu iniciujı́cı́ho ATP je Pilv, který řı́dı́ transkripci operonu ilv-leu. Tento operon

kóduje geny pro biosyntézu aminokyselin leucinu, isoleucinu a valinu, musı́ tedy nutně být pozitivně

regulován nedostatkem AK.

Obrázek 13: Vliv +1 pozice a koncentrace iNTP ([iNTP]) na aktivitu promotoru. V levé části je reakce na koncen-

traci ATP ([ATP]), v pravé na GTP. Pilv +1A je původnı́ promotor (černé body), Pilv +1G jeho mutace (nevyplněné

body). Osa x ukazuje [iNTP], osa y relativnı́ hodnotu transkripce. Pomalý nárůst aktivity promotoru s rostoucı́ [iNTP]

je charakteristický pro regulovaný promotor, rychlý nárůst pro neregulovaný. Při záměně +1 pozice z A na G se zcela

obrátı́ mechanismus regulace. Promotor, který byl původně regulován [ATP] je po nahrazenı́ +1 pozice závislý na [GTP]

a na změnu [ATP] nereaguje. Převzato z [5].

Oproti E. coli jsou u B. subtilis změněny poměry mezi iniciujı́cı́mi nukleotidy: 56 % ATP, 38 %

GTP (94 % puriny celkem), UTP 4,5 %, CTP 1,5 % (podle srovnánı́ 130 promotorových jáder ro-

zeznávaných podjednotkou σA).

U G- bakteriı́ se vznik senzitivity vůči iNTP vysvětluje interakcı́ bı́lkoviny DksA s RNAP. Tı́m

se RPO destabilizuje a zesiluje se vliv malých molekulových efektorů. U G+ bakteriı́ se transkripce

žádný podobný faktor nezúčastnı́ a RPO je senzitivnı́ pouze na iNTP [5].
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3.3 Translace

Obrázek 14: Připojenı́ AK k peptidickému

řetězci probı́há ve třech krocı́ch: při prvnı́m

kroku nasedá aminoacyl-tRNA na vazebné

mı́sto A, ve druhém kroku docházı́ k po-

sunu této aminoacyl-tRNA do vazebného

mı́sta P za vzniku peptidické vazby AK

s již vytvořeným řetězcem, třetı́m kro-

kem je vyloučenı́ předchozı́ tRNA z va-

zebného mı́sta E, poté se celý cyklus opa-

kuje, převzato z [1].

Translace je překlad genetické informace z pořadı́ nukleo-

tidů v mRNA do pořadı́ aminokyselin v polypeptidovém řetězci.

Translace je katalyzovaná ribozomy, organelami tvořenými

rRNA a proteiny. Ribozomy se skládajı́ z malé a velké pod-

jednotky a jsou esenciálnı́ součástı́ proteosyntézy. Jejich počet

v cytoplasmě přı́mo ovlivňuje rychlost syntézy proteinů a ge-

neračnı́ čas bakteriı́. Ribozomy mohou v exponenciálnı́ fázi

růstu bakteriálnı́ch buněk tvořit až 40 % hmotnosti ze sušiny

buňky.

Aby mohly ribozomy syntetizovat bı́lkoviny, je nejdřı́ve

potřeba aktivovat aminokyseliny. To je uskutečňováno speci-

fickým enzymem aminoacyl-tRNA syntetázou, který navazuje

aminokyseliny na tRNA s odpovı́dajı́cı́m antikodonem. Každá

buňka má dvacet různých aminoacyl-tRNA syntetáz, pro každou

aminokyselinu jednu.

Translace probı́há ve třech fázı́ch, podobně jako tran-

skripce. Při iniciaci se naváže mRNA svým 5´ koncem

na peptidylové mı́sto na malé podjednotce ribozomu a poté se

obě podjednotky spojı́. Bakteriálnı́ mRNA obsahuje signálnı́

sekvenci šesti nukleotidů před každou oblastı́ kódujı́cı́ bı́lkovinu

(DS sekvence). Dı́ky tomu je možné, aby se ribozom navázal

i na prostředek mRNA, pokud nese vı́ce genů. Pořadı́ ami-

nokyselin v bı́lkovině je určena pořadı́m kodonů (trojic bázı́)

na mRNA. Počátek translace je ve všech organismech určen

kodonem AUG, který specifikuje čtecı́ rámec. Pro vytvořenı́

správně fungujı́cı́ bı́lkoviny je čtecı́ rámec velmi důležitý,

protože kdyby došlo k jeho posunutı́, syntetizovala by se zcela

jiná bı́lkovina. Kodon AUG kóduje aminokyselinu methionin,

která tak tvořı́ N-konec všech nově vzniklých bı́lkovin, ačkoliv

je ve většině přı́padů následně odstřižena speciálnı́ proteázou.

Iniciačnı́ fáze je ukončena vazbou methionin-tRNA na vazebné

mı́sto P na malé podjednotce.
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V elongačnı́ fázi se na vazebné mı́sto A váže dalšı́ aminoacyl-tRNA s odpovı́dajı́cı́m antikodo-

nem. Při posunu velké podjednotky vůči malé dojde ke vzniku peptidické vazby mezi C-terminálnı́

doménou prvnı́ aminokyseliny a N-terminálnı́ doménou druhé. Tato reakce je katalalyzována enzy-

mem peptidyltransferázou, který je lokalizován ve velké podjednotce ribozomu. Energie potřebná

ke vzniku této vazby pocházı́ z rozštěpenı́ makroergické vazby mezi tRNA a methioninem (dále

pak rozštěpenı́m vazby předchozı́ aminokyseliny a jejı́ tRNA). Posunutı́m ribozomu k 3´ konci

mRNA se posune čtecı́ rámec a přerušı́ se vazba mezi iniciačnı́m kodonem na mRNA a antikodonem

prvnı́ tRNA, která je tı́m uvolněna z vazebného mı́sta E. Do volného mı́sta A se naváže dalšı́

aminoacyl-tRNA a celý proces se opakuje, dokud nenı́ translace ukončena jednı́m z terminačnı́ch

kodonů. Poté se nově vzniklý protein uvolnı́ a ribozom se rozpadne na podjednotky [1].
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4 Materiál a metody

4.1 Přı́stroje

Centrifugy

Heraeus Cryofuge 8000 - chlazená centrifuga s výkyvným rotorem,maximálnı́ zrychlenı́ 8000 x g

Universal 16 R - chlazená mikrocentrifuga s maximálnı́m odstředivým zrychlenı́m 20 000 x g

Qualitron, INC. - stolnı́ centrifuga na krátké stáčenı́ roztoku v mikrozkumavce

Elektroforézy

Vertikálnı́ elektroforéza Sigma - velikost gelu: 16,5 cm x 17,5 cm

Horizontálnı́ agarózová elektroforéza OWL - velikost gelu: 13 x 11,5 cm, 7 x 8 cm

Agarózová elektroforéza - velikost gelu: 6,5 x 7,5 cm

Elektroforetické zdroje Bio-Rad Model 500/200 a POWER PAC 3000

Inkubátory a třepačky

Eppendorf Termostat 5320 - použı́ván pro inkubaci roztoků s restrikčnı́mi endonukleázami

Thermo 120 - termoblok s možnostı́ nastavenı́ teploty

Biological Termostat BT 120 - použı́ván pro inkubace Petriho misek s transformovanými buňkami

Block Heater Stuart SBH130D

Ostatnı́

Denzitometr Bio-Rad Molecular Imager FX (USA)

Expozičnı́ kazeta s expozičnı́ fóliı́ BAS-MS2040 Fuji (Japan)

Spektrofotometr - Shimadzu UV - 1601

PCR Cycler - PTC - 100 MJ Research

PCR Cycler - PTC - 200 MJ Research

GM počı́tač mini-monitor Series 900

Sušička gelů Biometra D 62

Vakuová pumpa KNFLAB Laboport
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4.2 Použı́vané chemikálie, enzymy a dalšı́ preparáty

Agar pro pevné půdy (Lachema, ČR)

Agaróza pro molekulárnı́ biologii (Sigma, SRN; Lachema; ČR)

Aqua pro injectione biotika (Braun, SRN)

Akrylamid (Serva, USA)

Amoniumpersulfat (Serva, USA)

Ampicilin (Biotika, SR)

Bromphenole blue (Serva, USA)

EDTA (chelaton III, Lachema, ČR)

GTP (Roche, USA)

ATP (Roche, USA)

CTP (Roche, USA)

UTP (Roche, USA)

[α - 32P] UTP (M.G.P., ČR)

N, N, N´, N´- tetramethylethyldiamine (TEMED) (LKB, Švédsko)

N, N´- methylenbisacrylamid (Serva, USA)

Trishydroxyethylaminomethan (Serva, USA)

Octan sodný (Lachema, ČR)

Ethanol (Penta, ČR)

Glykogen (Applied biosystems, USA)

Fenol (Fluka, USA)

Chloroform (Penta, ČR)

BSA (hovězı́ albuminin) (Takara, Japonsko)

pufr pro Taq polymerázu (Roche, USA)

Restrikčnı́ endonukleázy - EcoRI, HindIII, (TaKaRa, Japonsko) + restrikčnı́ pufry H a M

RNA polymeráza holoenzym z E. coli (Epicentre biotechnologies, USA)

T4 DNA ligáza (Takara, Japonsko)
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4.3 Složenı́ pufrů a mediı́

LB medium

Látka Množstvı́ na 1 litr

Tryptone 10 g

Kvasnicový extrakt 5 g

NaCl 10 g

H2O doplnit objem do 1 l

TAE pufr

Látka Množstvı́ na 1 litr 50x TAE

Tris.HCl 242 g

Kyselina octová 57.1 ml

0.5 M Na2 EDTA (pH 8.0) 100 ml

H2O doplnit objem do 1 l

TBE pufr

Látka Množstvı́ na 1 litr 10x TBE

Tris.HCl 108 g

Kyselina boritá 55 g

0.5 M EDTA (pH 8.0) 40 ml

H2O doplnit objem do 1 l

Transkripčnı́ pufr

Látka 10 x koncentrovaný pufr

Tris.HCl pH 7,9 800 mM

MgCl2 200 mM

DTT 20 mM
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4.4 Práce s DNA - přı́prava plasmidu s promotorovým konstruktem

Cı́lem klonovánı́ DNA bylo vytvořenı́ plasmidu obsahujı́cı́ vybrané promotorové jádro. Tento

plazmid sloužil následně jako DNA templát při transkripci in vitro.

Pro klonovánı́ byl použit plasmid pRLG770. Tento vektor tvořı́ 5080 párů bázı́ a obsahuje

několik restrikčnı́ch mı́st, mezi nimi i sekvence rozeznávané endonukleázamy EcoRI a HindIII. Mezi

tato dvě restrikčnı́ mı́sta se vkládá konstrukt - promotorové jádro. Zhruba 120 bp od štěpı́cı́hı́ mı́sta

pro HindIII směrem ke 3´ se nalézá rho-independentnı́ terminátor z rrnB genu E. coli. Na tomto ter-

minátoru končı́ transkripce započatá na vloženém promotoru.

Jako selekčnı́ marker při klonovánı́ sloužı́ gen β-laktamázy, který poskytuje rezistenci na am-

picilin. Pokud buňka přijala plasmid s promotorovým konstruktem, projevı́ se to rezistencı́ na toto

antibiotikum. Dále je na plasmidu obsaženo ori (sekvence určujı́cı́ počátek replikace), jehož součástı́

je promotor pro RNA1. Ten sloužı́ pro regulaci počtu kopiı́ plasmidu v buňce. Pokud je už v buňce

dosaženo maximálnı́ho počtu kopiı́ tohoto plasmidu, krátké RNA sekvence vytvořené na tomto pro-

motoru se komplementárně vážou k nově vzniklé DNA při replikaci a inhibujı́ tak jejı́ dokončenı́.

Obrázek 15: Plasmid pRLG770 s vyznačenými důležitými sekvencemi, modrá šipka označuje úsek přepisovaný do RNA

při in vitro transkripci, který začı́ná na vloženém konstruktu. Fialová šipka označuje gen pro rezistenci na ampicilin.

Vytvořeno v program BV Tech Plasmid. Úseky DNA nejsou v reálném poměru.
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4.4.1 Izolace plasmidové DNA z E. coli DH5α

4.4.1.1 Minipreparace

Touto metodou byla zı́skávána plasmidová DNA pro ověřenı́ sekvencı́ vložených DNA

konstruktů. Minipreparace byla prováděna pomocı́ souprav QIAprep Spin Miniprep Kit od firmy

QIAGEN. Principem této izolace plasmidové DNA je adsorpce DNA na silikagel v prostředı́ vysoké

koncentrace solı́. RNA, proteiny a dalšı́ nı́zkomolekulárnı́ nečistoty jsou z kolonky odmývány

zvýšenou koncentracı́ solı́. Plasmidová DNA je z kolonky eluována nı́zkou koncentracı́ solı́. Mini-

preparace se lišı́ od midipreparace 4.4.1.2 množstvı́m zı́skané DNA. U midipreparace je také opačné

pořadı́ koncentracı́ solı́ při promývánı́.

Použité roztoky:

Pufr P1: 50 mM Tris-HCl, pH 8; 10 mM EDTA, 100 g/ml RNÁza A

Pufr P2: 0,2 M NaOH, 1 % SDS

Pufr N, Pufr PB, Pufr PE

Puf EB: 10 mM Tris-HCl, pH 8,5

Zásobnı́ roztok ampicilinu (50 mg/ml)

Vlastnı́ postup:

• Jednou koloniı́ bylo inokulováno 7,5 ml LB média s antibiotikem ampicilin (konečná koncent-

race 100 g/ml). Následně bylo inkubována a třepáno 12-16 hodin ve 37 ◦C.

• Roztok kultury byl centrifugován při 10 000 x g, 10 minut ve 4 ◦C a supernatant byl odstraněn.

• Sediment byl resuspendován v 250 µl pufru P1 a převeden do mikrozkumavky.

• Bylo přidáno 250 µl pufru P2, směs byla promı́chána převracenı́m mikrozkumavky (5-6 x)

a inkubována 2 minuty na ledu.

• Lýze byla zastavena přidánı́m 350 µl pufru N3, směs byla opět několikrát promı́chána a inku-

bována 1 minutu na ledu. Sraženina byla centrifugována 20 minut při 14 500 x g a 4 ◦C.

• Supernatant byl promı́chán a přepipetován na kolonku QIAprep, a převeden přes ni pomocı́

centrifugace (12 000 x g, 1 min, 4 ◦C).

• Prošlý roztok byl přepipetován na kolonku a znovu přes ni pomocı́ centrifugace převeden.
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• Kolonka s navázanou plasmidovou DNA byla přečištěna 1 x 0,5 ml pufru PB a 2 x 0,75 ml

pufru PE.

• Zbytky roztoků byly z kolonky odstraněny pomocı́ centrifugace (1 min).

• plasmidová DNA byla z kolonky eluována nanesenı́m 50 µl pufru EB a následnou centrifugacı́

roztoku do čisté mikrozkumavky.

4.4.1.2 Midipreparace

Touto metodou byla z buněk E. coli zı́skávána plasmidová DNA o dostatečné čistotě a v do-

statečném množstvı́ pro dalšı́ pokusy. Midipreparace byla prováděna pomocı́ soupravy QIAfilter

Plasmid Midi Kit od firmy QIAGEN. Principem této meotdy je alkalická lýze buněk a následná

iontoměničová chromatografie.

Nabité molekuly z buněčného extraktu (DNA, RNA, některé proteiny) jsou vázany elektrosta-

tickými silami k částicı́m v elektrostatické matrix, neboli pryskyřici (resin), v promývacı́ kolonce.

Promývánı́m kolonky roztoky se stoupajı́cı́ koncentracı́ solı́ se přerušuje elektrostatická vazba a látky

jsou eluovány (přestávajı́ být vázány) v pořadı́ proteiny, RNA, DNA. Plasmidová DNA je tedy

k resinu vázána při nı́zké koncentraci solı́ a po oddělenı́ od kontaminujı́cı́ch proteinů a RNA je

eluována roztokem s vysokou koncentracı́ solı́.

Použité roztoky:

Pufr P1: 50 mM Tris-HCl, pH 8, 10 mM EDTA, 100 g/ml RNÁza

Pufr P2: 0,2 M NaOH, 1 % SDS

Pufr P3: 3 M octan draselný, pH 5,5

Pufr QBT: 750 mM NaCl, 50 mM MOPS, pH 7,0, 15 % isopropanol (v/v), 0,15 % Triton X-100 (v/v)

Pufr QC: 1,0 M NaCl, 50 mM MOPS, pH 7,0, 15 % isopropanol (v/v)

Pufr QF: 1,25 M NaCl, 50 mM MOPS, pH 8,5, 15 % isopropanol (v/v)

Zásobnı́ roztok ampicilinu (50 mg/ml)

Vlastnı́ postup:

• Z glycerolové konzervy uložené v -80 ◦C byla vložena bakteriálnı́ kultura do LB média

s antibiotikem ampicilin (konečná koncentrace 100 µg/ml). Kultura byla následně inkubována

za stálého třepánı́ 8-10 hodin ve 37 ◦C.
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• Narostlá kultura byla centrifugována při 10 000 x g, 15 minut, při teplotě 4 ◦C.

• Po odstraněnı́ supernatantu byl sediment resuspendován ve 4 ml pufru P1.

• Přidánı́m 4 ml pufru P2 a jemným promı́chánı́m obsahu kyvety celý roztok do cca 1,5 min

zmodral. Změna barvy je způsobena indikátorem pH, který je obsažen v pufru P2 a indikuje

lyzi bakteriálnı́ch buněk.

• Přidáno 4 ml neutralizačnı́ho pufru P3 a vše bylo opět jemně promı́cháno do té doby než se

roztok odbarvil a vytvořil se ”tvaroh“.

• Pomocı́ střı́kačky z kitu byl roztok zbaven tvarohu přenesen do kolonky ekvilibrované 4 ml

pufru QBT.

• Kolonka byla dvakrát promyta 10 ml pufru GC.

• plasmidová DNA byla z kolonky eluována 5 ml pufru QF do nové zkumavky.

• Do zkumavky bylo přidáno 3,5 ml isopropanolu, plasmidová DNA v tomto prostředı́ precipi-

tuje.

• Roztok byl následně centrifugován při 9 000 x g, 30 min, při 4 ◦C.

• Po slitı́ supernatantu byl pelet usušen ve vakuu.

• Pelet byl rozpuštěn v 150 µl injekčnı́ vody (rozpouštěnı́ trvá 8-10 hodin).

4.4.1.3 Čištěnı́ plasmidové DNA fenolem a chloroformem

Touto metodou se DNA čistı́ od znečišt’ujı́cı́ch proteinů, hlavně od RNÁzy, která se použı́vá

při midipreparaci (pufr P1). Směs fenolu a chloformu srážı́ proteiny, které se pak vyskytujı́ na hranici

vodné a fenolové fáze. Centrifugovánı́m je možné je od sebe oddělit a vodnou fázi s DNA odpipe-

tovat. Fenol a chloroform jsou jedovaté těkavé látky, proto je potřeba pracovat v odvětrávané digestoři.

Použité roztoky:

Fenol - ekvilibrovaný s 0,1 M Tris, pH 8-9, 0,1 % 8-hydroxychinolinem, 0,2 % 2-mercaptoethanolem

Chloroform
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Vlastnı́ postup:

• K roztoku s plasmidovou DNA byl připipetován fenol v poměru 1 : 1, poté byla směs důkladně

promı́chána.

• Vodná fáze byla přepipetována do nové zkumavky.

• Do zkumavky byl připipetován polovičnı́ objem fenolu a stejný objem chloroformu.

• Směs byla centrifugována při 13 500 x g, 5 min.

• Vodná fáze byla přepipetována do nové zkumavky.

• Přidán stejný objem chloroformu.

• Centrifugace při 13 500 x g, 5 min.

4.4.1.4 Sráženı́ plasmidové DNA ethanolem v prostředı́ octanu sodného

Sráženı́, neboli precipitace, je vznik nové oddělené pevné fáze (DNA) ve fázi kapalné.

Použité roztoky:

3 M octan sodný (Naac), pH 5,2

96 % ethanol

70 % ethanol

Vlastnı́ postup:

• Roztok s plasmidovou DNA byl smı́chán s 1/10 objemu 3 M NaAc, pH 5,2.

• K vzniklému celkovému objemu byl přidán 2,2 násobek objemu 96 % ethanolu ( -20 ◦C) a vše

bylo důkladně promı́cháno.

• Směs byla inkubována 10 minut v -80 ◦C.

• Centrifugace při 14 000 x g, 15 min, při 4 ◦C.

• Pelet byl opláchnut vychlazeným 70 % ethanolem, usušen a rozpuštěn v 50 µl 10 mM Tris-HCl,

pH 7,9.

• Koncentrace plasmidové DNA byla určena spektrofotometricky, při vlnové délce 260 nm. Dále

byl určen poměr absorbancı́ při vlnových délkách 260 a 280 nm.
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4.4.1.5 Analýza plasmidové DNA restrikčnı́m štěpenı́m

Použité roztoky:

Restrikčnı́ endonukleázy EcoRI a HindIII: konečná koncentrace 1-2 U/500 ng3 DNA

Pufr M

Pufr H

Roztok EDTA 0,5 M, pH 5,2

Injekčnı́ voda

Vlastnı́ postup:

• Nejprve byla namı́chána restrikčnı́ směs o objemu 10 µl, která obsahovala plasmidovou DNA,

restrikčnı́ endonukleázu a restrikčnı́ pufr.

• V přı́padě, že bylo štěpeno dvěma enzymy současně, byl použit takový pufr, ve kterém oba

enzymy vykazovaly vysokou aktivitu.

• Restrikčnı́ směs byla inkubována 1 hodinu v 37 ◦C.

• Po inkubaci byla reakce ukončena přidánı́m roztoku EDTA (chelaton III, sloučenina vyvazujı́cı́

hořečnaté ionty nezbytné pro aktivitu enzymu).

4.4.1.6 Elektroforetická analýza DNA

K analýze plasmidové DNA byla použita horizontálnı́ agarózová elektroforéza. Princip této

metody je v tom, že DNA se v roztoku chová jako polyanion a v elektrickém poli se pohybuje k

anodě. Pro odhad délky a koncentrace fragmentů DNA byl použit hmotnostnı́ marker (DNA z λ

bakteriofága štěpená EcoRI a HindIII, velikost fragmentů v rozmezı́ 564 bp - 21 226 bp). Podle

výsledku elektroforetické analýzy lze odhadnout koncentraci DNA ve vzorku a také, zda-li je ve

vzorku dostatečné množstvı́ DNA použitelné pro dalšı́ kroky.

3Unit definition (jednotková definice) je veličina charakteristická pro každý enzym. V přı́padě restrikčnı́ch endo-

nukleáz je jedna jednotka definována jako množstvı́ enzymu potřebného k štěpenı́ 1 µg of λ DNA za 1 hodinu při 37 ◦C

v celkovém objemu 50 µl.
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Obrázek 16: Ilustračnı́ fotografie separace plasmidů,

1 % agarozový gel,

1 - lineárnı́ plasmid po štepěnı́ HindIII a EcoRI,

2 - λ marker DNA HindIII a EcoRI,

3 - neštěpený plasmid, popisky po pravé straně označujı́

pozice na kterých se pohybuje supercoil (plasmid

s vláknem DNA v nadšroubovicové struktuře, tato kon-

formace je nezbytná pro experimenty in vitro),

open circle (plasmidová DNA s jednovláknovým zlo-

mem) a chromozomálnı́ DNA, která ve vzorku zůstala po

izolaci z E. coli (na tomto snı́mku je jı́ pouze neznatelné

množstvı́). Foto: Luděk Sojka

Použité roztoky:

Agaróza

50x TAE, pH 8,0 - 2M Tris-acetát, 50 mM EDTA, pH 8,0

Ethidium bromid - 10 mg/ml

Vzorkový pufr pro DNA - 2,5 mg/ml bromfenolová modř, 2,5 mg/ml xylen cyanol, 30 % glycerol,

6 mM EDTA

Vlastnı́ postup:

• Nejprve byla sestavena elektroforéza.

• 0,3 g agarózy bylo v mikrovlné troubě rozvařeno v 1x TAE na 1 % agar.

• Agaróza byla poté ochlazena pod tekoucı́ vodou na teplotu asi 50 ◦C a nalita do aparatury

na elektroforézu. Do gelu byly pomocı́ ”hřebenu“ vytvořeny komůrky.

• Do připravených komůrek nanášeny vzorky plasmidové DNA a hmotnostnı́ marker.

• Po nanesenı́ vzorků byla DNA dělena za stálého napětı́ 5 V.cm−1. Ke sledovánı́ průběhu elek-

troforézy sloužila bromfenolová modř a xylene cyanol (bromfenolová modř putuje přibližně

na úrovni 250 bp a xylen cyanol 2500 bp).

• Po půl hodině byl el. proud zastaven a gel byl vložen do EtBr lázně na dalšı́ půl hodinu.
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• Gely byly prohlı́ženy na UV transiluminátoru při vlnové délce 320 nm (v této oblasti je vidět

ethidium bromid integrovaný do DNA) a vybrané gely byly fotografovány přı́strojem Polaroid

nebo Panasonic do digitálnı́ho formátu.

• U plasmidů byla zkoumána jejich kvalita i kvantita.

• Pokud to vyžadoval dalšı́ postup, byly vybrané DNA fragmenty z gelu izolovány.

4.4.1.7 Izolace DNA z gelu

Izolace DNA z gelu byla prováděna pomocı́ soupravy QIAEX II od firmy Qiagen. Prepa-

race je založena na afinitnı́ chromatografii, kdy se DNA váže na silikagelové kuličky v prostředı́

chaotropnı́ch solı́.

Použité roztoky:

Pufr QG

Pufr PE

Pufr EB

Isopropanol

Vlastnı́ postup:

• Z agarózového gelu byl skalpelem vyřı́znut bloček obsahujı́cı́ DNA pro izolaci.

• Dı́lek byl zvážen a vložen do mikrozkumavky.

• Do mikrozkumavky byl přidán pufr QG (300 µl pufru na 100 mg gelu).

• Směs byla důkladně promı́chána a inkubována 10 minut v 50 ◦C (každé dvě minuty inkubace

byla směs opět důkladně promı́chána).

• Následně bylo upraveno pH roztoku podle přı́tomného barevného indikátoru. Pokud byla barva

roztoku oranžová nebo fialová byl přidán 3 M octan draselný pH 5,0 dokud nebyl roztok žlutý.

• Ke směsi byl přidán isopropanol v poměru 100 µl na 100 mg gelu.

• Roztok byl přenesen na kolonku s membránou a centrifugován 1 minutu při 12 500 x g a tento

krok zopakován.

• Na kolonku bylo naneseno 0,5 ml pufru QG, který byl centrifugován 1 minutu při 12 500 x g.
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• Na kolonku bylo naneseno 0,75 ml pufru PE, který byl centrifugován 1 minutu při 12 500 x g.

• Kolonka byla centrifugována ”na sucho“ 1 minutu při 12 500 x g a supernatant byl odstraněn

a kolonka byla přenesena do nové mikrozkumavky.

• DNA byla z membrány eluována 50 µl pufru EB, který byl centrifugován do připravené mik-

rozkumavky.

4.4.2 Klonovánı́ DNA

4.4.2.1 Přı́prava DNA inzertu

Inzerty byly skládány z komplementárnı́ch jednovláknových DNA řetězců (primerů). Tyto

primery byly navrženy tak, že na výsledném dvouvláknu DNA vznikly přesahujı́cı́ lepivé konce

odpovı́dajı́cı́ štěpenı́ restrikčnı́mi enzymy EcoRI a HindIII, které ale neobsahovaly fosfát na konci

vláken. Pro annealing (spojenı́ dvou vláken k sobě) bylo potřeba do reakčnı́ směsi přidat pufr pro

polymerázu Taq. Tı́m se vytvořı́ stejné iontové prostředı́ jako u PCR, čı́mž se umožnı́ hybridizace

(spojovánı́ vláken komplementárnı́mi bázemi) obou vláken. Schéma DNA inzertu: Jednotlivé jed-

novláknové DNA řetězce byly objednávány u externı́ firmy (EastPort, ČR).

Obrázek 17: Schéma jednotlivých primerů, obě dvě vlákna jsou zobrazena od 5´konce k 3´. Barevně jsou vyznačeny

důležité sekvence.
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Obrázek 18: Vlákno DNA vzniklé spojenı́m obou primerů.

Vlastnı́ postup:

• Do mikrozkumavky bylo napipetováno po 5 µl forward a reverse vlákna DNA, 10 µl 10 x pufru

Taq pol, 5 µl 25 mM MgCl a doplněno vodou do objemu 100 µl.

• Směs byla vložena do PCR cycleru v programu kdy během 1 hodiny klesá teplota směsi z 95 ◦C

na 45 ◦C rychlostı́ 1 ◦C za minutu.

4.4.2.2 Přı́prava plasmidu a ligace DNA inzertu

Plasmid pRLG770 byl nejprve štěpen odpovı́dajı́cı́mi restrikčnı́mi endonukleázami (viz

4.4.1.5), restrikčnı́ směsi byly rozděleny agarózovou elektroforézou a štěpený plasmid z gelu

izolován. Takto připravený plasmid byl použit pro ligaci s inzertem. K ligaci byla použı́vána T4 DNA

ligáza od firmy Takara o koncentraci 20 U/µl4. Enzym DNA ligáza spojuje koheznı́ konce plasmidů

a ligovaných inzertů za vzniku fosfodiesterových vazeb. Reakce je energeticky náročná a vyžaduje

přı́tomnost ATP v pufru.

Vlastnı́ postup:

• Nejprve byly namı́chány reakčnı́ směsi tak, aby obsahovaly plasmid a inzert v molárnı́m poměru

1 : 5. Obvykle bylo použito 50-100 ng plasmidu, 1-5 U ligázy a ligačnı́ pufr o koncentraci 1 x.

• Směs byla inkubována 3-16 hodin při 16 ◦C.

• Ligace byla ukončena inaktivacı́ enzymu inkubacı́ při 65 ◦C po dobu 15 minut.

4.4.2.3 Transformace buněk E. coli KB DH5α

Transformace všech kmenů byla prováděna metodou tepelného šoku. Kmen KB DH5α nemá

plasmid kódujı́cı́ gen pro β-laktamázu.
4Zde je jedna jednotka definována jako množstvı́ enzymu schopné zligovat vı́ce jak 90 % z 6 µg λ DNA HindIII

fragmentů za 30 minut v 16 ◦C v celkovém objemu 20 µl.
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Vlastnı́ postup:

• Zmražené kompetentnı́ buňky byly roztáty v ledové lázni. Na ledu byly také vychlazeny zku-

mavky pro dalšı́ použitı́.

• Ligačnı́ směs a neupravené plasmidy (negativnı́ kontrola) byly rozpipetovány do vychlazených

(0 ◦C) zkumavek a bylo připipetováno po 200 µl kompetentnı́ch buněk. Směsi byly lehce

protřepány a inkubovány 30 minut v ledové lázni.

• Mikrozkumavky byly inkubovány 90 sekund ve 42 ◦C (teplotnı́ šok) a pak 5 minut v ledové

lázni.

• Do každé mikrozkumavky byl přidán 1 ml LB média. Mikrozkumavky byly třepány 1 hodinu

v 37 ◦C v horizontálnı́ poloze.

• Buňky byly krátce centrifugovány, supernatanty byly odlity a sedimenty byly resuspendovány

ve zbytku média, který stekl zpět ze stěn mikrozkumavky.

• Buňky byly rozetřeny na misky s ampicilinem a inkubovány 12-16 hodin ve 37 ◦C dnem vzhůru.

• Buňky, které přijaly plasmid s insertem zı́skaly rezistenci na ampicilin a vytvořily kolonie i v

antibiotickém mediu. Negativnı́ kontrola prokázala, že bez genu pro β-laktamázu nemohou

bakteriálnı́ buňky v LB mediu s ampicilinem narůst.

4.4.2.4 Sekvenačnı́ reakce

K ověřenı́ úspěšnosti klonovánı́ a transformace byla použita sekvenačnı́ reakce a jejı́ vyhod-

nocenı́ na kapilárnı́m sekvenátoru. K amplifikaci byl použit systém BigDye Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit (Applied Biosystems). K sekvenaci byly požity tyto primery: 30 F forward primer

pro p770 (∼60 bp 5´směrem od EcoRI): CCACCTGACGTCTAAGAAACC.

1620 R reverse primer pro p770 (∼25 bp 3´směrem od HindIII): GCGCTACGGCGTTTCACTTC.

Vlastnı́ postup:

• Nejprve byl do 200 µl mikrozkumavek namı́chán sekvenačnı́ mix o finálnı́m objemu 10 µl,

Jedna reakce obsahovala: 2 µl premixu BigDye Terminátor

1 µl forvard nebo reverse primeru (3-10 pmol)

7 µl plasmidové DNA z minipreparace
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• Směs byla dobře promı́chána, vložena do cycleru a reakce probı́hala v cyklu 96 ◦C 10 sec. - tanı́

DNA, 45 ◦C 5 sec. - nasedánı́ primerů, 60 ◦C 4 min - polymerace, celkově v 35ti cyklech.

• K produktům reakce bylo přidáno 10 µl 3 M NaAc a 80 µl vody. Vzorek byl promı́chán

a přepipetován do 1,5 ml mikrozkumavky.

• Bylo přidáno 5 µg glykogenu a promı́cháno. Následně bylo přidáno 300 µl 96 % ethanolu a opět

promı́cháno, tı́mto krokem byl produkt sekvenačnı́ reakce sražen.

• Vzorek byl centrifugován 20 minut při 17 000 x g a 4 ◦C.

• Pelet byl opláchnut 250 µl 70 % ethanolu a centrifugován jako v předchozı́m bodě.

• Pelet byl usušen ve vakuu a odeslán do sekvenačnı́ laboratoře.

• DNA sekvence byla kontrolována pomocı́ programu Chromas. Bakteriálnı́ kolonie obsahujı́cı́

požadovaný plasmid s inzertem byly zakonzervovány do glycerolových konzerv (850 µl

buněčné kultury a 150 µl glycerolu) a uschovány při -80 ◦C.

4.5 Metody práce s proteiny

4.5.1 Rekonstituce jádra RNAP a podjednotky σA z B. subtilis

Touto metodou se oba proteiny složı́ do funkčnı́ holoenzymu RNAP. Jádro RNAP bylo

izolováno v našı́ laboratoři metodou afinitnı́ chromatografie na Ni2+ iontech.

Použité roztoky:

Roztok jádra RNAP 6,9 µM

Roztok σA podjednotky 54,7 µM

Vlastnı́ postup:

• Roztoky jádra RNAP a σA podjednotky byly v molárnı́m poměru 1 : 6 smı́chány a inkubovány

30 minut při 30 ◦C.

• Takto rekonstituované proteiny se uchovávajı́ při -20 ◦C.

• Pro transkripčnı́ reakci in vitro se dále ředı́ uchovávacı́m pufrem v poměru 1 : 12 na

požadovanou koncentraci 300 nM.
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4.6 Transkripčnı́ experimenty

Transkripčnı́ experimenty in vitro byly prováděny s RNAP z B. subtilis rekonstituovanou

z jádra RNAP a z σA podjednotky. Při reakci byl použit radioaktivně značený nukleosid trifosfát

- UTP. Radioaktivně značen je jeho α-fosfát obsahujı́cı́ 32P. 32P je α-zářič s poločasem rozpadu

14,3 dne a sı́lou emitovaných α-částic 1,71 MeV. Rozpad probı́há podle rovnice 32P→ e− + 32S.

Zářenı́ vniklé rozpadem UTP zabudovaného do řetězce vnikajı́cı́ RNA se absorbuje pomocı́ absorpčnı́

folie. Množstvı́ produktu transkripčnı́ reakce bylo měřeno denzitometricky. Protože jsou vznikajı́cı́

transkripty vždy stejně velké, poměr jejich intenzit zářenı́ odpovı́dá poměru jejich množstvı́ a od-

povı́dajı́ tedy za daných podmı́nek rychlosti iniciace transkripce nebo množstvı́ RNAP schopné

transkripce. Jelikož se pracuje se zdrojem ionizujı́cı́ho zářenı́, musı́ se použı́vat přı́slušné ochranné

pomůcky.

4.6.1 Určovánı́ KCTP promotorového konstruktu

KCTP je hodnota koncentrace iniciačnı́ho nukleotidu potřebná pro 50 % maximálnı́ rychlosti

iniciace transkripce z daného promotoru. Hodnota KNTP se použı́vá jako srovnávacı́ faktor mezi

jednotlivými promotory. Transkripce se provádı́ při 10 různých koncentracı́ch iniciačnı́ho nukleotid

trifosfátu. Koncentrace ostatnı́ch reaktantů je konstantnı́. Množstvı́ produktu transkripčnı́ reakce

přı́mo odpovı́dá rychlosti iniciace transkripce při dané koncentraci iNTP. Množstvı́ produktu se po

elektroforéze měřı́ denzitometricky.

Použité roztoky a materiály:

20x transkripčnı́ pufr

20 mM ATP, CTP, GTP

1 mM UTP

[α - 32P ]1 mM UTP (9,25 Mbq)

zásobnı́ roztok plasmidu 200 ng/µl

1 M KCl

BSA 10 mg/ml

zásobnı́ roztok RNAP z B. subtilis (300 nM)

STOP roztok: 95 % formamid, 20 mM EDTA pH 8,0, 0,05 % bromfenolová modř, 0,05 % xylene

cyanol
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5,5 % roztok AA v 7 M močovině a TBE pufru

10 % APS

TEMED

10 x TBE

Vlastnı́ postup:

• Jelikož se při experimentu pracuje se zdrojem ionizujı́cı́ho zářenı́, musı́ se použı́vat přı́slušné

ochranné pomůcky (rukavice, brýle, plexisklové štı́ty) a pracovat na vyhrazeném mı́stě (di-

gestoř).

• Transkripčnı́ reakce byla prováděna při 20, 40, 100, 200, 400, 600, 1000, 1300, 1600, 2000 µM

koncentrace CTP. Vycházı́ se ze zásobnı́ho roztoku 20mM CTP, který se přı́slušně ředı́.

• Následně byla připravena reakčnı́ směs obsahujı́cı́ všechny složky potřebné pro transkripci,

kromě RNAP. Složenı́ reakčnı́ směsi pro 1 reakci (v praxi se připravuje pro vı́ce reakcı́ najednou

přı́slušným znásobenı́m):

Objem (µl) Složka směsi

0,1 20 mM ATP (finálnı́ koncentrace 200 µM)

0,1 20 mM CTP (finálnı́ koncentrace 200 µM)

0,1 1 mM UTP (finálnı́ koncentrace 10 µM)

1 CTP přı́slušného ředěnı́

0,1 [α - 32] UTP

2 plasmid (finálnı́ množstvı́ 80 ng)

3,5 iH2O

1,5 1 M KCl (finálnı́ koncentrace 150mM)

0,1 BSA 10 mg/ml

• Do připravených mikrozkumavek bylo napipetováno 1 µl CTP přı́slušného ředěnı́ a k němu 8

µl reakčnı́ směsi.

• Zkumavky byly preinkubovány 5 minut při 30 ◦C a reakce byla iniciována přidánı́m 1 µl RNAP

(finálnı́ koncentrace 30 nM). Celkový objem reakce byl 10 µl.

• Transkripce probı́hala 15 minut při 30 ◦C a byla ukončena se přidánı́m 10 µl STOP roztoku
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(obsahuje chelatony vychytávajı́cı́ Mg2+ ionty potřebné pro transkripci a formamid denaturujı́cı́

RNAP).

• Produkty transkripce byly separovány na 5,5-7 % polyakrylamidovém gelu v TBE pufru. Gel

byl následně sušen a poté uzavřen do expozičnı́ kazety, kde se na citlivou folii absorbuje zářenı́

vznikajı́cı́ z transkriptů.

• Primárnı́m výsledkem byl obraz gelu se zřetelně ozářenými pásy odpovı́dajı́cı́ transkriptům.

Intenzity jednotlivých pásu byly měřeny na přı́stroji Bio-Rad Molecular Imager FX a kvantifi-

kovány pomocı́ softwaru Bio-Rad Quantity One. Množstvı́ transkriptu bylo určeno jako inten-

zita přı́slušného pásu zmenšená o intenzitu pozadı́.

• Jednotlivé intenzity se vztahujı́ vzhledem k hodnotě intenzity v plateau fázi. Plateau fáze je fáze,

kdy se zvýšenı́m koncentrace iCTP již nezvýšı́ rychlost iniciace transkripce, tedy ani množstvı́

produktu transkripčnı́ reakce.

Výsledky byly matematicky zpracovány, vyneseny do grafu a z rovnice vynesené křivky byla

určena hodnota KCTP přı́slušná danému promotoru.

Prokládaná křivka má tvar y = a(1− e−b.x)

Pro KCTP platı́ KCTP =
−ln(1−a

b
)

0,5

Obrázek 19: Závislost rychlosti iniciace transkripce na [GTP] u promotoru PywaA +1G.
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5 Cı́l práce

V teoretické části byly popsány přı́klady mechanismů regulace genové exprese iNTP u různých

genů a bakteriálnı́ch druhů. Experimentálnı́ část vycházı́ ze zı́skaných poznatků o regulaci genové

exprese u B. subtilis. Jak je zřejmé ze srovnánı́ promotorů u E. coli v 3.2.1 a u B. subtilis v 3.2.3,

CTP a UTP jsou použı́vány jako iNTP pouze velmi zřı́dka. RNAP při iniciaci preferuje ATP nebo

GTP. Proč jsou ale při iniciaci transkripce upřednostňovány dvojice bazı́ A-T nebo G-C na kódujı́cı́m

a komplementárnı́ vláknu DNA před zrcadlovými dvojicemi T-A a C-G, nenı́ známo.

Cı́lem tohoto projektu bylo vytvořit nástroj, pomocı́ kterého by bylo možné sledovat interakci

aktivnı́ho mı́sta RNAP s promotorem obsahujı́cı́ málo preferovaný iNTP (CTP). Mutacemi takového

promotorového jádra by bylo následně možné porovnat vliv identity +1 pozice na aktivitu tohoto pro-

motoru.

Prvnı́m krokem byla identifikace promotoru schopného iniciovat transkripci na +1C a vytvořenı́

patřičného DNA konstruktu. CTP bylo zvoleno jako vhodné iniciačnı́ NTP, protože je velmi nesnadné

”donutit“ RNAP iniciovat na mutovaném promotoru CTP, kde +1 pozice (původně A či G) byla

změněna na CTP, pokud se v blı́zkém okolı́ nacházı́ jiné A či G. Následnými transkripčnı́my ex-

perimenty měla být zjištěna hodnota KCTP (koncentrace CTP potřebná k dosaženı́ 50 % maximálnı́

transkripce, viz nı́že) a jejı́ změny v závislosti na mutacı́ch promotorového jádra, popřı́padě hodnoty

KNTP při mutacı́ch +1 pozice(na A, G, U).
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6 Výsledky

6.1 Experimentálnı́ strategie

6.1.1 Literárnı́ rešerše

Na začátku projektu bylo potřeba v genomu B. subtilis vybrat vhodné promotorové jádro sen-

zitivnı́ na iCTP. Z literatury jsou známy pouze tři přı́pady, kdy je CTP uvedeno jako startovnı́ pozice

pro transkripci.

Prvnı́ z nich pocházı́ ze studie operonu ilv-leu (viz 3.2.3). Tento operon iniciuje na dvou sou-

sednı́ch pozicı́ch. Primer extension určila tyto dvě pozice jako C a A. V jiných studiı́ch bylo ale

uvedeno, že tento operon iniciuje na dvou po sobě jdoucı́ch A. Určenı́ jedné iniciačnı́ pozice jako C

je s nejvyššı́ pravděpodobnostı́ chybná, nasvědčujı́ tomu i experimenty in vitro [10].

Obrázek 20: Primer extension operonu ilv-leu, převzato z [10].
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Vizuálnı́ kontrolou kompilace σA-dependentnı́ch promotorových elementů u B. subtilis z [6]

byly zjištěny dva promotory, u kterých bylo CTP uvedeno jako iNTP.

Prvnı́ z těchto promotorů stojı́ před kódujı́cı́ sekvencı́ genu ffh [7], který se blı́že nespecifiko-

vaným způsobem podı́lı́ na řı́zenı́ sekrece proteinů u B. subtilis.

Obrázek 21: Sekvence genu ffh, podtržené sekvence představujı́ konzervovné hexamery v promotorovém jádře a SD

sekvenci v kódujı́cı́ oblasti, šipka ukazuje start transkripce a jejı́ směr, převzato z [7].

Detailnějšı́ kontrola sekvence mRNA tohoto genu, která byla zı́skána pomocı́ primer ex-

tension, přinesla pochyby, zda-li je nukleotid na +1 pozici opravdu určen správně. Špatná interpretace

výsledků primer extension ohledně iNTP nenı́ v přı́padě zmı́něného článku relevantnı́, protože v tomto

přı́padě byl experiment proveden kvůli kontrole sounáležitosti dvou genů do jednoho operonu.

Obrázek 22: Primer extension transkriptu genu

ffh, G, A, T a C jsou sekvenačnı́ dráhy pro jed-

notlivé nukleotidy, Pr2 je DNA vytvořená re-

verznı́ transkriptázou z mRNA genu ffh, hvězdička

označuje odhadovaný start transkripce. Podle

srovnánı́ rychlosti putovánı́ lze určit délku pri-

mer extension fragmentu a srovnat ho s délkou

fragmentů v sekvenačnı́ch dráhách, čı́mž lze určit

identitu jeho prvnı́ho nukleotidu na 5´ konci. V

tomto přı́padě je však výsledek sporný, Pr2 nedo-

sahuje zcela pozice CTP uváděného jako +1 po-

zice. Protože primer extension se odehrává v jiném

iontovém prostředı́ než sekvenace, majı́ fragmenty

vzniklé při této proceduře tehdenci putovat na gelu

spı́še pomaleji, než by odpovı́dalo jejich délce.

Kvůli tomu lze usoudit, že +1 pozicı́ tohoto pro-

motoru nenı́ C, ale G, převzato z [7].
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Druhý promotor stojı́ před genem hsmB1 [14], který kóduje enzym BsuBI. Tento re-

strikčně/modifikačnı́ enzym rozeznává sekvenci 5´ CTGCAG 3´ a pro autory článku byl zajı́mavý

zejména proto, že tato sekvence je stejná jako sekvence rozeznávaná enzymem PstI u G- bakterie

Providencia stuartii.

Obrázek 23: Sekvence genu hsmB1, podtržené sekvence představujı́ konzervovné hexamery v promotorovém jádře a SD

sekvenci v kódujı́cı́ oblasti, šipka ukazuje start transkripce a jejı́ směr, převzato z [14].

Protože tento enzym byl izolován z jiného kmene B. subtilis než je běžně použı́ván jako mode-

lový organismus, bylo potřeba sekvenci promotorového jádra zı́skat jinak, než izolacı́ z živých buněk.

Žádat autory článku o zaslanı́ přı́slušného kmene by mělo nejisté výsledky, proto bylo potřeba nechat

si přı́slušné primery syntetizovat.

Obrázek 24: Primer extension genu BsuBI, G, A, T a C jsou sekvenačnı́ dráhy komplementárnı́ pro jednotlivé nukleotidy

(tj. G=C, A=T), 2 - RNA izolovaná z B. subtilis ISB8 (hsrBI+, hsmB1+). Červený rámeček ukazuje stejnou velikost RNA

fragmentu s fragmentem v sekvenačnı́ dráze, převzato z [14].
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6.2 Klonovánı́

Poté, co byly objednané jednovláknové primery k dispozici, byl proveden annealing obou

vláken (viz 4.4.2.1). Tento insert byl následně pomocı́ enzymu ligázy vložen do plazmidu pRLG770

(viz 4.4.2.2). Plazmid pRLG770 byl izolován z DHα kmene E. coli (viz 4.4.1.2) a jeho restrikčnı́

analýzou na agarózovém gelu byl vyštěpen úsek mezi sekvencemi rozeznávanými enzymy Hin-

dIII a EcoRI (viz 4.4.1.5). Takto vzniklá linearnı́ DNA opatřená ”lepivými konci“ byla izolována

z gelu (viz 4.4.1.7). Poté byl mezi konce lineárnı́ho plazmidu vložen konstrukt z vybraného pro-

motorového jádra. Následně byl plazmid přidán do kultury E. coli a po termošoku proběhla selekce

bakteriálnı́ch buněk, které plazmid přijaly. U plazmidu izolovaného z těchto buněk byla sekvenacı́

ověřena přı́tomnost promotorového jádra.

Kmen s plazmidem obsahujı́cı́ sekvenci promotorového jádra enzymu BsuBI byl zařazen

do strain booku pod označenı́m #618 a pro dalšı́ použitı́ byla vytvořena glycerolová konzerva.

Obrázek 25: Ověřenı́ správného vloženı́ promotorového jádra kapilárnı́m sekvenátorem. Insert je označený červeným

rámečkem.
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6.3 Ověřenı́ transkripčnı́ aktivity a určenı́ hodnoty KCTP

Obrázek 26: Ověřenı́ transkripčnı́ aktivity promotorového konstruktu. V červeném rámečku vlastnı́ konstrukt, v zeleném

marker, ve fialovém RNA1.

Obrázek 27: CTP titrace 1, KCTP = 31 µM
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Obrázek 28: CTP titrace 2, KCTP = 33 µM

Obrázek 29: CTP titrace 3, KCTP = 44 µM
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7 Diskuze

Známe jen velmi málo promotorů, které u B. subtilis iniciujı́ na +1 pozici molekulou CTP.

Z prozkoumané literatury jsem uvedl tři takové promotory. U dvou z nich se jedná pravděpodobně

o chybný závěr a tyto promotory iniciujı́ na jiném nukleotidu. Třetı́ z uvedených promotorů byl zvo-

len jako vhodný nástroj pro experimenty in vitro.

Promotorový konstrukt byl vložen do plasmidu a jeho přı́tomnost byla potvrzena sekvenacı́.

Předběžné výsledky ze třı́ uvedených in vitro transkripcı́ ukazujı́, že hodnota KCTP je u tohoto pro-

motoru poměrně nı́zká, ačkoliv původnı́ předpoklad byl opačný. Průměrné KCTP bylo u PhsmB1

37 µM. Hodnota KNTP koreluje s regulacı́ promotoru v buňce. Aby promotor reagoval změnou svojı́

aktivity na změnu NTP v buňce, musı́ být jeho hodnota KNTP obvykle 100 µM a vyššı́. Tyto výsledky

poukazujı́ na možnost, že promotor PhsmB1 tvořı́ s RNAP stabilnı́ RPO a nenı́ tedy regulován kon-

centracı́ CTP. Promotory tvořı́cı́ stabilnı́ RPO jsou u B. subtilis velmi vzácné a známe jich pouze

několik.

Předběžné výsledky ovšem nebylo možné potvrdit. Kvůli neznámé technické chybě se při

dalšı́ch experimentech jevila hodnota KCTP naopak vysoká. Bude tedy nutné experimenty zopako-

vat, aby bylo možné výsledky ověřit.
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8 Závěr

Úspěšně byl navrhnut a vytvořen požadovaný promotorový konstrukt a jeho přı́tomnost na

plasmidu byla potvrzena sekvenacı́. Poté byly provedeny pilotnı́ experimenty pro zjištěnı́ hodnoty

KCTP . Výsledky těchto experimentů naznačujı́, že hodnota KCTP je u PhsmB1 nı́zká a tento promotor

nenı́ regulován [CTP]. Práce na tomto projektu bude probı́hat i nadále, protože výsledky je potřeba

potvrdit.

Tato práce patřı́ do základnı́ho výzkumu, ale důlěžitost výzkumu bakteriı́ je zřejmá. Uv-

nitř našeho těla i na jeho povrchu žijı́ stovky druhů prokaryotnı́ch organismů. Odhaduje se, že jen

ve střevech máme jeden kilogram bakteriı́ a na počet je bakteriálnı́ch buněk v našem těle desetkrát

vı́ce než našich vlastnı́ch. Některé bakterie nám sloužı́, jiné škodı́ a dalšı́ch si ani nevšimneme.

Nicméně bakteriálnı́ infekce jsou stálou hrozbou a vedeme s nimi válku, kterou nemůžeme nikdy

úplně vyhrát. Bakterie se velmi rychle množı́ a dokážou během krátké doby zaplnit veškerý dostupný

prostor. Rapidně reagujı́ na změny prostředı́ a dı́ky horizontálnı́mu přenosu genů se rychle objevujı́

nové kmeny, rezistentnı́ na antibiotika. Jediným způsobem jak nepodlehnout bakteriı́m je udržovat

si trvalý náskok a vyvı́jet nová antibiotika rychleji, než jsou bakterie schopné reagovat. A k tomu je

potřeba tyto organismy studovat a pochopit co nejlépe mechanismy, na kterých fungujı́. Laboratoř,

ve které jsem pracoval, spolupracuje s FN Motol na vývoji antibiotik na principu inhibitorů aktivnı́ho

mı́sta RNAP. Pro správné fungovánı́ takových antibiotik musı́me co nejlépe pochopit, jak aktivnı́

mı́sto RNAP funguje, včetně toho, proč při iniciaci transkripce preferuje na +1 pozici pořadı́

purin5-pyrimidin6.

Fungujı́cı́ antibiotika jsou ale poměrně vzdálený cı́l a tento projekt má na něj relativně malý

bezprostřednı́ vliv. Přı́mé využitı́ výsledků této práce by se dalo sledovat u výzkumu vlivu sekvence

promotoru na stabilitu RPO RNAP. Na takovém výzkumu v současné době pracuje např. Mgr. Luděk

Sojka z AV ČR. Stejná data by se dala také použı́t v in silico modelech iniciace transkripce, které

probı́hajı́ na MFF UK pod vedenı́m Ivana Barvı́ka.

Závěrem této práce bych chtěl poděkovat Liboru Krásnému za možnost pracovat v jeho

laboratoři na MBÚ a zároveň Alžbětě Švenkové a Lud’ku Sojkovi za tolik potřebnou pomoc při

laborovánı́.

5 na kódujı́cı́m vlákně
6 na komplementárnı́m vlákně
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[8] KOUBA, J.: Vliv DNA elementů na aktivitu a regulaci rRNA promotorů u Bacillus subtilis.
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Dostupný z WWW:

<http://www.biog1105-1106.org/demos/106/unit02/3d.prokterminationsignal.html>.

50

http://www.biog1105-1106.org/demos/106/unit02/3d.prokterminationsignal.html

	Anotace
	Seznam zkratek
	Teoretický úvod: Genová exprese
	Transkripce
	Promotor
	RNA polymeráza
	Mechanismus transkripce
	Iniciace
	Elongace
	Terminace


	Regulace genové exprese na úrovni transkripce
	Regulace rrn operonu u E. coli
	Vliv sekvence promotoru na expresi genu pyrC u E. coli
	Vliv identity +1 pozice na zmeny v genové expresi u B. subtilis

	Translace

	Materiál a metody
	Prístroje 
	Používané chemikálie, enzymy a další preparáty
	Složení pufru a medií
	Práce s DNA - príprava plasmidu s promotorovým konstruktem
	Izolace plasmidové DNA z E. coli DH5
	Minipreparace
	Midipreparace
	Cištení plasmidové DNA fenolem a chloroformem
	Srážení plasmidové DNA ethanolem v prostredí octanu sodného
	Analýza plasmidové DNA restrikcním štepením
	Elektroforetická analýza DNA
	Izolace DNA z gelu

	Klonování DNA
	Príprava DNA inzertu
	Príprava plasmidu a ligace DNA inzertu
	Transformace bunek E. coli KB DH5
	Sekvenacní reakce


	Metody práce s proteiny
	Rekonstituce jádra RNAP a podjednotky A z B. subtilis

	Transkripcní experimenty
	Urcování KCTP promotorového konstruktu


	Cíl práce
	Výsledky
	Experimentální strategie
	Literární rešerše

	Klonování
	Overení transkripcní aktivity a urcení hodnoty KCTP

	Diskuze
	Záver
	Seznam literatury

