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1 Anotace

Tato prace vznikla jako soutézni prispévek do Stiedoskolské odborné Cinnosti. Jejim cilem
bylo vytvofeni nastroju pro studium mechanismii bakteridlni odpovédi na zménu mnoZstvi Zivin
v prostiedi. Tato reakce se na vnitrobunécné drovni projevuje produkci novych bilkovin a naopak
zastavenim syntézy jinych. Tomuto jevu se odborné fikd zména genové exprese.

V teoretické Casti jsou kratce shrnuty klicové aspekty genové exprese: transkripce (piepis
genetické informace z DNA do RNA: je provddéna enzymem RNA polymerdazou [RNAP]) a translace
(preklad prepsané RNA do bilkovin: probihd na ribozomech). DllezZitym regulacnim mechanismem
genové exprese je citlivost RNAP na iniciacni nukleosid trifosfaty (iNTP).

Experimentalni c¢ast popisuje vytvofeni DNA konstruktu obsahujici specifickou sekvenci
DNA (promotor) z Bacillus subtilis, kterd je schopnd vazat RNA polymerdzu. Dal$im krokem je
oveéfeni schopnosti konstruktu iniciovat transkripci. Sekvence promotoru byla vybrdna tak, aby
zméfenim transkripcni aktivity ptivodniho konstruktu a jeho ndslednych mutaci bylo mozné ziskat

dalsi informace o mechanismu regulace genové exprese iNTP.

Experimenty probihaly v laboratofich Mikrobiologického tstavu Akademie Véd v Praze 4.
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2 Seznam zkratek

A | adenosin monofosfat
AK | aminokyselina
APS | mmoniumpersulfat
ATP | adenosin-5"-trifosfat
BSA | bovine serum albumin
C | cytosin monofosfat
CTP | cytosin-5"-trifosfét
DNA | deoxyribonukleova kyselina
Fis | factor for inversion stimulation
G | guanosin monofosfét
GTP | guanosin-5 -trifosfat
INTP | iniciacni nukleotid trifosfat
[INTP] | koncentrace iniciacniho nukleotid trifosfatu
mRNA | messenger RNA
PCR | Polymerase Chain Reaction
ppGpp | guanosin-3~-difosfat-5’-difosfat
RNA | ribonukleova kyselina
RNAP | RNA polymeraza
SD | Shine-Dalgarnova sekvence
T | thymin monofosfat
tRNA | transportni RNA
U | uridin monofosfat
UP | upstream
UTP | uracil-5"-trifosfat




3 Teoreticky uvod: Genova exprese

Genova exprese je d¢j, béhem kterého se podle genu ur¢eného sekvenci DNA vytvori funkéni
produkt. Geny mohou urcovat dva typy produktd: AK geny koéduji sekvenci aminokyselin (AK)
v bilkovinéach, zatimco RNA geny nesou informaci pro vznik transportni RNA (tRNA), ribozomalni
RNA (rRNA) a jinych regula¢nich RNA molekul. Geny jsou na chromozomu uloZeny samostatné,
nebo v operonech. Pfed kaZzdym genem leZi promotor, na ktery se viZze RNA polymerdza (RNAP,
viz 3.1.2), a operétor, na ktery se vazou represory (viz 3.2). Operon ma stejné jako samostatné
geny pouze jeden promotor, ale jeho sekvence miZe kdédovat vice proteinii nebo molekul RNA.
Spole¢ny zacatek transkripce umoziuje ekvimolarni zastoupeni jednotlivych produkti. Kédujici sek-
vence jsou od sebe oddéleny dlouhymi mezerniky. Na téchto nekddujicich tsecich jsou obsaZzeny
sekvence rozeznavané restrikénimi endonukledzami, které rozstiithaji RNA vytvorenou podle celého
operonu na mRNA jednotlivych produkti. Vysledné produkty spolu biochemicky spolupracuji, proto
je vyhodné syntetizovat je najednou [!].

Typickym prikladem operonu je operon rp, ktery koduje enzymy metabolické drahy aminoky-

seliny tryptofanu.

promotor terminator
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operator g idujici sekvence

Obrazek 1: Obecné schéma genu, pfevzato z [ 1], upraveno.
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Obrazek 2: Schéma operonu trp, prevzato z [1].



3.1 Transkripce

Béhem transkripce dochdzi k prepisu genetické informace na templdtovém fetézci DNA
do komplementarniho fetézce RNA. Tato reakce je katalyzovdna enzymem RNA polymerdzou

(RNAP) a pocatek transkripce je rozpoznan pomoci promotoru.

3.1.1 Promotor

Promotor je regulacni oblast genu leZici pfed samotnou genetickou informaci prepisovanou
do RNA. Misto pocatku transkripce (prvni nukleotid pfepisovany do mRNA) se oznacuje jako +1 po-
zice, sekvence promotoru se oznacuje zdpornymi Cisly a kédujici sekvence kladnymi ¢isly. Nukleotid
nula neexistuje.

Nejdulezitéjsi ¢asti promotoru je promotorové jadro v délce asi 40 bazi. Obsahuje diskriminator,

mezernik a dv€ konzervativni hexamerové sekvence.

mezernik diskriminator

=35 < B 1D —-H—;AI
TTGTCAGGCCGGAATAACTCCCTATAATGCGCCACCA
- .

promotorove jadro

Obrazek 3: Schéma promotoru, pfevzato z [8].

Diskrimindtor je rtizné dlouhd oblast mezi +1 a -10. Sekvence -10 hexameru je urena
konsenzem 5°-TATAAT-3" a pfti transkripci na ném dochdazi k rozdéleni vldken DNA. Na tento he-
xamer se Vv literatufe odkazuje jako na TATA box nebo Pribnow box [18] [19]. Mezi obéma hexamery
je mezernik, ktery byva rtizné€ dlouhy (mezi 15-19ti bazemi). Druhy hexamer -35 ma konsenzus sek-
vence 5-TTGACA-3" [3] [8] [17].

Konsenzus hexamerovych sekvenci v promotoru vychdzi z poméru zastoupeni jednotlivych
bazi v prozkoumanych promotorech. V okoli té€chto hexamerd se miZe sekvence ménit, ale samotné
hexamery zlistavaji stejné nebo podobné u vétsSiny promotort [1].

Pfed promotorem ve sméru k 5” konci lezi elementy UP (upstream), A-T bohaté sekvence in-

teragujici s RNAP, a vazebnd mista pro dal$i proteiny [3][4][&].
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Obrazek 4: Konzervované sekvence promotorového jidra u E. coli, jednotlivé sloupce vyjadiuji procentudlni zastoupeni

nukleotidii na jednotlivych pozicich prozkoumanych promotort, pfevzato z [1].

3.1.2 RNA polymeraza

RNA polymerdza je DNA dependentni RNA-nukleotydiltransferaza. Tento komplikovany
holoenzym se skldda z nékolika podjednotek.

Jadro RNAP se skldda z péti podjednotek: dvé a, 3, 3" a w. Jadro neni samo schopné rozeznavat
sekvence promotoru, proto se k nému ve fazi iniciace transkripce pripojuje faktor o.

Podjednotka « je sloZena piiblizné€ z 320 AK a plni pfedevSim strukturni funkci. Kazd4 z obou
podjednotek « se skldada ze dvou domén spojenych flexibilnim mistkem. Spojené N-termindlni
domény drzi pohromadé podjednotky (5 a 3°. C-termindlni doména interaguji s elementy UP
rozsiteného promotoru a zvySuji tak afinitu RNAP k DNA.

Podjednotky 3 a (3” tvori katalytické jaddro enzymu. Vytvareji sekundarni kandl a (3 navic
tvofi v primarnim kandle ,kormidlo“, kterym se oddéluji vldkna DNA. Tyto dvé podjednotky
tvofi dohromady tzv. klepeta. VaZou se spolu na dné primarniho kandlu pobliz aktivniho mista.
Podjednotka (3 obsahuje pfiblizné 1340 AK, (3~ asi 1400 AK.

Pocet AK v podjednotce o se pohybuje mezi 400-700 AK, zédleZi na typu. VdZe se na 3°
a odpovida za rozpoznavani specifickych dsekit DNA - konzervovanych sekvenci hexamert v pro-
motorovém jadfe. Na RNAP se mohou vézat rizné podjednotky o, které rozeznavaji jiné sekvence.
Podle toho rozliSujeme primérni a sekundarni faktory o. Prvni z nich odpovidaji hlavné za transkripci
gend potiebnych predevsim pro bézny chod buriky, tzv. ,.housekeeping* gent. Sekundarni faktory o
jsou nutné pro transkripci gend, které jsou potfeba jen pfi riiznych typech stresu. Takové geny maji

atypické -10 a -35 hexamery a variabilni délku mezerniku.



Obrazek 5: Model RNA polymerdzy z gramnegativni bakterie Thermus thermophilus vytvoteny podle krystalové struk-

tury: modfe podjednotky «, zelené (5, hnédé 3 a fialové o, prevzato z [£].

Presnéd funkce podjednotky w nebyla zatim detailné popsana. Vime o ni jen to, Ze se skldada
z 90 AK a interaguje s podjednotkami (3. Jeji vyfazeni zplisobuje zpomaleni ristu buriky. Pfi izolaci
RNAP byla u B. subtilis objevena navic podjednotka 9, jejiz funkce je také zatim neznama. Zda se, ze
ovliviluje RNAP u gram pozitivnich (G+) bakterii podobné jako bilkovina DksA (viz 3.2.1) u gram
negativnich (G-) bakterii.

V kvartérni strukture RNAP je mozné rozeznat tii kanaly. Primdrnim prochazi pfi transkripci
DNA a nachézi se zde aktivni misto pro syntézu RNA. Toto vazebné misto obsahuje dva Mg?" ionty
koordinované tfemi kyselymi zbytky kyseliny asparagové. Sekundarnim kandlem vstupuji NTP a exit

kanalem odchazi hotova RNA [3][&][15].

3.1.3 Mechanismus transkripce
3.1.3.1 Iniciace

Pro uspé$né zahdjeni transkripce je potfeba promotor, RNAP a dostatecnd koncentrace NTP, ze
kterych bude RNA vznikat. U G- bakterii se iniciace transkripce mohou tcastnit i jiné faktory, které
ale nejsou pro pribéh esencidlni. Mohou to byt rizné latky bilkovinné, nebo nebilkovinné povahy,

které mohou zesilovat, nebo zeslabovat ispésnost transkripce.
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Priibéh iniciace transkripce je mozné popsat nasledujici rovnici:

R+P<—>RP0<—>RP[<—>RPOHRPNTPHRPE

R =RNAP, P = promotor, R P = uzavieny komplex, R P; = intermediaty, RF, = otevieny komplex,
R Pypp=komplex s pfifazenym +1 nukleotidem , R Pp= elonga¢ni komplex

Iniciace transkripce zac¢ina rozeznanim konzervovanych sekvenci promotoru faktorem o a zfor-
movanim uzavieného komplexu. DNA je v této fazi ohnutd, protoze mezernik (16-17 part bazi) je
pfilis dlouhy, nez aby mohl byt natazeny. Také mtize probéhnout interakce C-terminalnich domén
podjednotek « s elementy UP, coz zvysuje afinitu RNAP k DNA.

Nasledujici fazi je tvorba intermediati, ve které je DNA vnofena do primarniho kandlu. Struk-
tura intermediata je specifickd pro kazou kombinaci RNAP a promotoru. Analyzovat tyto kinetické
meziprodukty je velmi obtizné, proto toho o této fazi zatim mnoho nevime.

Poté prechazi RNAP s DNA do otevieného komplexu. Uvnitt TATA boxu dochazi k rozvolnéni
DNA a vytvoreni transkripcni bubliny (oblast jednovlaknové DNA) od -12 do +2. Tato faze probiha
vétSinou bez pritomnosti NTP. RNAP je v otevfeném komplexu chranéna pfed navazanim kompe-
titorti, napt heparinu. Stabilita otevieného komplexu miZe byt ovliviiovdna malymi molekulovymi
efektory (ppGpp, iNTP, viz 3.2.1).

Po zformovani stabilniho otevieného komplexu je pfitazen spravny NTP k +1 pozici a zac¢ina
vlastni syntéza RNA. V této fazi mize jesté dochazet k abortivnim transkripcim, opakovanym restar-
tovanim prepisu od +1 pozice za vzniku kratkych RNA produktii. Poté, co RNAP opusti promotor

zacina elongacni faze, ve které je komplex promotoru s RNAP jiZ velmi stabilni [3][&].

RNA

Exit tunel Altivnimisto

Obrazek 6: Komplex RNA polymerdzy s DNA, primarnim kandlem prochazi DNA, sekundarnim kanalem vstupuji NTP

do aktivniho mista a Exit tunelem odchdzi hotovd RNA, pfevzato z [8].
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3.1.3.2 Elongace

Béhem elongacni faze se tvofi vldkno RNA Template

podle DNA templatu. Polymeracni reakce zacina

Base Base

|
Base

pfivedenim NTP sekundarnim kandlem do ak-
tivntho mista. Zde dochazi k vazbé mezi 3° kon-
covym kyslikem sacharidu ptfedchoziho nukleotidu
a a-fosfitem nukleotidu ndasledujictho. Pfi tom
dochazi k odStépeni pyrofosfatu. Chemicky se da
tato reakce popsat jako nukleofilni atak deprotonizo-

vané OH skupiny sacharidu na fosfét. Cely proces je

umoznén koordinaci kysliku Mg?*, &m? je zvySena

disocia¢ni konstanta hydroxylové skupiny [3][8]. Obrazek 7: Dvou iontovy mechanismus, pievzato z [8].

3.1.3.3 Terminace

Polymeracni reakce pokracuje dokud nedojde RNAP na konec operonu, kde se nachézi ter-
minator. Tato charakteristickd sekvence DNA miZe byt dvoji povahy. Pro Rho dependentni je nutna
pritomnost proteinu Rho, aby doslo k terminaci transkripce. Protein Rho rozeznavd na mRNA sek-
venci bohatou na cytosiny. Poté, co na ni nasedne, putuje po rostoucim vldkné k RNAP za spotieby
ATP. Transkripce je ukoncena, kdyZ protein Rho dosahne RNAP.

Terminatory nezdvislé na Rho obsahuji sekvenci DNA, kterd diky komplementarité vytvoii
po transkripci vlasenku. Poté nésleduje sekvence s Castym opakovanim uracilovych bazi. Pnuti
vzniklé rychlym zformovanim vlasenky ,,cukne* s vlaknem RNA, které se diky nizké adhezi ura-

cilii! vyvdZze z komplexu RNAP s DNA a tim ukondi transkripci [ 1][3][8][20].

Obrazek 8: Schéma sekundarni struktury terminaéni sekvence mRNA, pfevzato z [20].

! Komplementarni dvojice U-T tvoif jen dva vodikové mistky. C-G tvoii tii.
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3.2 Regulace genové exprese na urovni transkripce

Regulovat mnozZstvi produktu vyrobeného podle genetické informace je zdkladni potfeba kazdé
zivé bunky. Pokud se organismus vyskytuje ve stabilnim prostfedi, neni pfili§ nutné hladinu genové
exprese ménit. Kdyz ale dojde ke zméné podminek, zdvisi na rychlosti regulace jeho dalsi preziti.
Pri¢inou bunécného stresu muize byt zména teploty nebo pH v okolnim prostiedi. Dale se muze
jednat o nedostatek riznych Zivin. V zavislosti na tom je také potifeba regulovat, které geny budou
exprimovény a které ne.

Regulace genové exprese se uskuteciiuje na mnoha urovnich a liSi se svymi principy mezi pro-
karyotnimi a eukaryotnimi organismy. Prokaryotni organismy maji diky strukturovani genti do ope-
roni moznost regulovat metabolické drihy sloZené z vice enzymi najednou.

Mezi nejcastéjSi regulaéni faktory na urovni
transkripce patii rizné bilkovinné represory, které
se vdzou na operdtor a znemoznuji tak nasednuti

RNAP. Napftiklad jiz zminény operon trp je regulo-

vany bilkovinnym represorem TrpR. Pokud je pfisun

Obrazek 9: Represor TrpR, prevzato z [1].

tryptofanu pro buriku zajistén z okoli, navdze se tato

AK na represor. To zméni jeho konformaci tak, Ze se pevné spoji s DNA na operdtoru operonu trp
a znemoZzni jeho transkripci. Pokud hladina tryptofanu poklesne, uvolni se z vazebného mista na re-
presoru, ktery se diky tomu odpoutd od DNA a umoZzni tak transkripci. Vzniklé enzymy katalyzuji
vznik tryptofanu z jeho prekursori. Na stejném principu funguje regulace i dalSich operont, zod-
povidajicich za syntézu aminokyselin. Latka, kterd se vdZe na represor a méni jeho konformaci se
nazyva induktor.

Represory mohou u nékterych genti pracovat i opacné: navazani induktoru do jejich struktury
zptsobi uvolnéni DNA a transkripci genu. Pfikladem je operon lac, ktery je aktivni pouze tehdy, je-li
v burice pfitomna laktosa, za jejiz metabolismus tento operon odpovida. Tento gen je také zaroven
regulovan bilkovinou reagujici na stav glukosy v butice. Operon lac je diky tomu transkribovan pouze
tehdy, je-li v burice nizk4d hladina glukosy a vysok4 hladina laktosy [1].

Regulace genové exprese pomoci represort je velmi Gc¢inna a nedochazi pii ni k téméf Zadnym
transkripcim inhibovanych gend. V pripadé, Ze by byl jeden gen regulovan +1 pozici (viz niZe)
a zarovein represorem (coZ je neobvyklé), byla by regulace represorem nadfazend a ovliviiovala by

transkripci genu mnohondsobné vice [5].
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3.2.1 Regulace rrn operonti u E. coli

Ve vySe zminénych piipadech je genova exprese regulovana tak, Ze ani neni umoZnéna inter-
akce RNAP s promotorem. Dal§im zpisobem je destabilizace otevieného komplexu RNAP s DNA
a regulace na +1 pozici. Zatimco vétSina promotorti u E. coli vytvaii stabilni komplexy, promotory
operond, které koduji sekvenci vSech tfi rRNA (16S?, 23S, 5S) tvoii vyjimku. Na chromozomu
E. coli je sedm ribozomélnich operontl. U vSech muize transkripce zacinat na dvou promotorech: P1,
nebo P2. Kazdy z nich je aktivni pfi odlisnych rastovych stadiich buiiky. U promotora P1 je v Sesti
piipadech iNTP ATP a jednou GTP, u P2 i CTP. Pro vice informaci o ribozomech viz 3.3.

Na rozdil od ostatnich promotor se u rRNA promotorti nachazi také elementy UP a oblast
Fis (factor for inversion stimulation). Ty jsou potfeba k zvySovani sily vazby DNA s RNAP, protoze
afinita RNAP k jadru tohoto promotoru je niz§i nez u jinych operont. Interakce elementi UP
s RNAP byla jiz zminéna v 3.1.2. Fis je heterodimerni protein, ktery funguje v buiikich E. coli jako
globalni regula¢ni faktor. Vaze se na DNA smérem ke 5” konci od promotoru a UP elementl. Muze
interagovat s C-termindlnimi doménami podjednotky a.. Vazbou do velkého zlabku na DNA zvétSuje
jeji ohyb a umoziuje jeji lepSi konformaci s RNAP pii iniciaci transkripce.

Hladina proteinu Fis je pfimo zdvisla na nutri¢ni bilanci buniky. Nejvice tohoto proteinu
obsahuji bakteridlni kultury ve fazi raného exponencidlniho rastu, kratce po presunuti do Cerstvého
média. V tomto obdobi maji buniky dostate¢ny piisun zivin a vysoka hladina Fis stimuluje rychly rist
a déleni. S postupem exponencidlni faze se mnozstvi Fis v bufice sniZzuje a béhem stacionarni faze je
jiz neméfitelné. V této fazi se prestavaji buiiky délit s predeslou rychlosti, protoze medium je jimi uz

presycené a piisun Zivin se zmensuje.

3-5 mist Fis Elementy UP
ey =
1

3=
35 -10

Obrazek 10: Schéma promotoru rrn, Cervené bloky predstavuji vazebnd mista pro protein Fis, Zluty blok elementy UP,

Sedé bloky konzervované hexamery, Sipka oznacuje transkrip¢ni start, pfevzato z [8].

Elementy UP a oblasti Fis zesiluji transkripci (oblasti Fis 3-8 krat, elementy UP 20-50 krat,
tj. dohromady cca 300 krat), ale jestli k transkripci viibec dojde je ovlivnéno malymi molekulovymi
efektory (iNTP, ppGpp), protoZe pravé ty ovliviiuji stabilitu RFy. PouZiti téchto molekul ma oproti
regulaci pomoci riznych proteintii nespornou vyhodu: jejich koncentrace pfimo a rychle vypovida

o koncentraci Zivin v okoli (zatimco de novo syntéza proteini trvd pomérné dlouho).

2 Svedberg, sedimentacni koeficient charakteristicky pro kazdou rRNA.
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Energeticky stav buriky je velmi dobfe charakerizovan koncentraci nukleosid trifosfatd, jejichz
stav klesd, pokud se omezi pfisun Zivin z okoli. Pokud tedy dojde k tomu, Ze bakteridlni kultura
vyCerpa medium, ve kterém se nachdzi, je potieba regulovat dalsi energeticky vydej bunék, omezit
proteosyntézu a prestat se délit. V takové situaci neni RNAP schopna vytvofit stabilni komplex
s DNA a droven transkripce rRNA je vyrazné sniZena. KdyzZ jsou posléze buiiky nafedény a pfesunuty
do Cerstvého média, dochdzi ke zvyseni koncetrace NTP, coZ pozitivné ovliviiuje stabilitu RFPp
a zvySuje rychost transkripce. Tento jev je ale pozorovan pouze u nékterych promotort, které
potiebuji pro maximalni rychlosti iniciace transkripce relativné vysokou hladinu svého iNTP. Takové
promotory se oznacuji jako senzitivni.

Guanosin-3"-difosfat-5"-difosfat (ppGpp) zrychluje tvorbu RFp, ale snizuje jeho stabilitu,
¢imz snizuje rychlost transkripce. PpGpp je syntetizovan proteinem RelA. Tento protein je navazan
pfimo na ribozomu a reaguje na piitomnost nenabitych tRNA (tRNA bez AK) na A vazebném misté
na velké podjednotce ribozomu (viz 3.3). To znamend, Ze k vyraznému zvySeni hladiny ppGpp
v bunice dochazi pouze tehdy, méa-li buiikka nedostatek AK. Timto mechanismem se sniZi pocet
ribozomi v cytoplasmé a celkova hladina proteosyntézy.

Aby tento mechanismus regulace malymi molekulovymi efektory viibec fungoval, je potieba
pfitomnost proteinu DksA. Ten svou strukturou zasahuje do NTP kandlu RNAP a sniZuje stabilitu
otevieného komplexu. Tim zesiluje Gc¢innost malych molekulovych efektorti na rychlost iniciace
transkripce. Protein DksA se vyskytuje predev§im u G- bakterii. Ma nékolik rtiznych homologl
u G+, ale ty nemaji na regulaci operonti rrn velky vliv [4][£].

Stejnym zplsobem jako operony rrn je regulovan i operon fis, zodpovidajici za syntézu
bilkoviny Fis. U E. coli je za transkripci a regulaci exprese operonu fis zodpovédny promotor
FisP, ktery na své +1 pozici obsahuje CTP. Mutace tohoto nukleotidu ukézaly, ze iniciace CTP
je dulezitou soucasti regulace tohoto genu. S jinymi nukleotidy na +1 pozici neni regulace tak
ucinnd. Dostate¢nd koncentrace CTP vyZzaduje staly pfisun Zivin, proto je gen Fis exprimovan pouze
v burikach v Cerstvych médiich [13].

Dalsim dutlezitym faktorem pro expresi gentl regulovanych malymi molekulovymi efektory je
sekvence diskrimindtoru a délka mezerniku. Zaménou G a C bazi za A a T bdze v diskriminétoru
se zcela ztraci regulovatelnost promotoru, stejné jako zménou délky mezerniku ze 16ti bazi na jinou
délku. Tyto zmény zplisobi vyssi stabilitu R Py, ¢imz zanika vyznam regulace pomoci iNTP a ppGpp

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

Jak jiz bylo zminéno v 3.2, vétSina genu u E. coli je regulovana pomoci riznych inhibitort
a supresori. Stejny mechanismus se predpokladal i u regulace genu pyrC, ktery kéduje enzym
dihydroorotazu odpovidajici za ¢ast metabolické drahy pyrimidind. U E. coli je celkem Sest samo-
statnych gent nebo operont, které koduji Sest enzymu katalyzujici syntézu UMP, prekursoru vsech
pyrimidinovych nukleosidi. Tyto geny jsou regulovany nezavisle na sobé dostupnosti pyrimidinu.
Podle ptivodnich domnének byl pyrC regulovéan represorem PurR, ktery se vdZe na operator tohoto
genu. Ale PurR je slaby represor, ktery navic reaguje na koncentraci purint, nikoliv pyrimidind
a stard se o rovnovazné zastoupeni purini a pyrimidind. Exprese pyrC je ve skuteCnosti primarné
regulovana translacnimi mechanismy, které ale vychdzeji ze senzitivity vici nukleotidim pii vybéru
transkrip¢niho startu.

-10
_—

—— ——
TATCCTTT GTGIEE&GC(NH sGCCGGAG
6789 SD
Obrazek 11: pyrC promotor, hvézdi¢ky oznaCuji mozna mista startu transkripce, Sipky oznacuji vzdjemné komple-

mentérni oblasti podilejici se na tvorbé sekundarni struktury, mezi nimi je Sestndct nukleotidd, pfevzato z [9].

Transkripci tohoto genu je mozné zahdjit na jednom z nukleotidi 6 azZ 9 (nukleotidy jsou
Cislovany smérem od 5” konce -10 hexameru). Pomoci mutaci tohoto promotoru bylo stanoveno, Ze
nejsilnéjsi pozici pro iniciaci transkripce je 7, nejslabsi jsou 9 a 10 (7 > 8 > 6 > 9 > 10). Preference
iNTP byla stanovena takto: ATP > GT'P > UTP >> CTP.

Nejcastéji iniciuje transkripce na C-7 nebo G-9. Dochdzi zde ke kompetici mezi nejslabsSim
pro iniciaci. Vysledek tohoto soupefeni zavisi na koncentracich NTP v bunice. Pokud je hladina CTP
vysokd, dochdzi k iniciaci transkripce primarné na C-7, pokud je nizkd na G-9.

Abychom chépali, jak tato kompetice mezi inicianimi nukleotidy muze ovlivnit expresi genu,
musime se podivat na vznikly transkript. RNA iniciované na C-7 vznika malé mnoZstvi (protoze
CTP je slabé iNTP) a je delsi o dva nukleotidy. To umozni vznik sekundarni struktury na této mRNA,
protoZze se vytvori vldsenka mezi komplementdrnimi bdzemi na zacatku transkriptu a v oblasti
+20. Mezi komplementarni baze ucastnici se vzniku této vlasenky patii i ¢ast Shine-Dalgarno (SD)
sekvence. SD sekvence je signalni misto pro navazani ribozomu na mRNA, konsenzus SD sekvence
je AGGAGG [16]. Kvili participaci Casti této sekvence na tvorbé vlasenky se na vzniklou mRNA
nemuze navazat ribozom, transkript neni translatovan a nedochazi k vytvoreni genu jim kédovaného.

Pokud transkripce iniciuje na G-9, nevytvoii se vlasenka a k iniciaci translace dochdzi bez problémt.
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4 —_—
TAICCTTTGTGTCCGGCAAAAACATCCCTTCAGCCGGAGCATAGAGATTAATG

7 9 8b Met
Vysoké CTP Nizké CTP (vysoké GTP)
® ) O
Rib Rib
CeG nemuze vazat navaze bez
GeC problémd
8: a / Translace
CslG neprobiha Translace
AGCAUAGAGAUUAALG > AUAGAGAUUA‘&U.Q e

pyrC pyrC

Obrazek 12: Mechanismus regulace exprese genu pyrC, hvézdi¢ky oznaluji moZnd mista startu transkripce, Sipky
oznacuji vzdjemné komplementdrni oblasti podilejici se na tvorbé sekundarni struktury, Met je triplet bazi kédujici AK

methionin, startovni misto pro translaci, pfevzato z [9].

Gen pyrC je tedy negativné regulovan hladinou CTP v buiice, stejné, jak se zjistilo pozdéji,
jako operony pyrD a carAB (dalsi operony kodujici enzymy pro metabolismus pyrimidint u E. coli).
Pokud je koncentrace CTP ([CTP]) dostané vysoka, iniciuje transkripce primarné na C-7, coz vede
k vytvoreni malého mnozstvi transkriptu, ktery navic nemtize byt kvili vzniklé vlasence translatovan.
Pokud koncentrace CTP v cytoplasmé klesla, ale buiika nebude energeticky vy€erpana (signalizovino
hladinou GTP), bude traskripce pyrC iniciovat primarné na G-9. To povede k vytvofeni vys§siho poctu
translatovatelné mRNA a ke zvySeni syntézy dihydroorotazy.

Vysledky dosaZzené béhem vyzkumu regulace exprese pyrC velmi dobie zapadaji do rdmce
nasich znalosti o regulaci genové exprese iNTP. Srovnani 300 promotord u E. coli ukéazalo, Ze
UTP a pouze v 10 % CTP. Tyto udaje jsou v souladu se zjisténymi preferencemi pozic a nukleotidi
pro iniciaci transkripce u pyrC [9].

,,,,,,

dvéma nukleotidy se vyskytuje i u dalSich gend [11].

3.2.3 Vliv identity +1 pozice na zmény v genoveé expresi u B. subtilis

Jak ukazuje souCasny vyzkum, pravidla pro regulaci genové exprese popsand u E. coli neplati
univerzalné. Pfikladem je regulace rrn promotort u G+ bakterie Bacillus subtilis. Od gram negativni
E. coli se 1isi uz architekturou rrn promotort. Diskriminator je misto A-T bohaty na G-C, elementy UP
maji pouze maly vliv a vSechny rrn promotory iniciuji na +1G pozici. Déle pak u B. subtilis neexistuji

zadné homology proteinu DksA, ani Fis. PpGpp se sice u B. subtilis také syntetizuje, ale silu tran-
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skripce ovliviiuje nepfimo. Pfi syntéze ppGpp je proteinem RelA spotfebovavano GTP. Vzniklé pp-
Gpp nasledné inhibuje enzym IMP dehydrogenazu, ktery je soucasti biosyntézy GTP. Dtisledkem toho
vznika pri nedostatku AK rozdil v hladinach ATP a GTP. Hladina GTP je tedy vysoka jen pii dostatku
AK, pii jejich nedostatku je prevySena hladinou ATP. Protoze rrn promotory iniciuji GTP, jsou nega-
tivné regulovany pri nedostatku AK. Naopak, jak ukdzala analyza transkripcnich starti jinych gent,
vétSina pozitivné regulovanych geni iniciuje ATP. Nepiimy vliv ppGpp na iniciaci transkripce byl
dokdzan pomoci mutovaného promotorového jadra rrnB P1, u kterého byla +1 GTP pozice zaménéna
za ATP. To mélo za nésledek zvySovani exprese tohoto genu zdroven s rostouci koncentraci ATP,
ackoliv takovy narust in vivo signalizuje nedostatek AK. Podobnych vysledki bylo neddvno dosazeno
1 u bakterie Thermus thermopilus, B. subtilis tedy zfejmé neni ojedinélou vyjimkou.

Prikladem genu iniciujictho ATP je Pilv, ktery fidi transkripci operonu ilv-leu. Tento operon
kéduje geny pro biosyntézu aminokyselin leucinu, isoleucinu a valinu, musi tedy nutné byt pozitivné

regulovan nedostatkem AK.

1.2 { 12
Pilv +1G J Piv +1A L
1.0 o

0.8
06
0.4

0.2

WM ATP
{
0 500 1000 1500 2000 3000

0.0

Obrazek 13: Vliv +1 pozice a koncentrace iNTP ([iNTP]) na aktivitu promotoru. V levé &asti je reakce na koncen-
traci ATP ([ATP]), v pravé na GTP. Pilv +1A je puvodni promotor (¢erné body), Pilv +1G jeho mutace (nevyplnéné
body). Osa x ukazuje [iNTP], osa y relativni hodnotu transkripce. Pomaly nardst aktivity promotoru s rostouci [iNTP]
je charakteristicky pro regulovany promotor, rychly nartist pro neregulovany. Pfi zdméné +1 pozice z A na G se zcela
obrati mechanismus regulace. Promotor, ktery byl pivodné regulovan [ATP] je po nahrazeni +1 pozice zavisly na [GTP]

a na zménu [ATP] nereaguje. Pevzato z [5].

Oproti E. coli jsou u B. subtilis zménény poméry mezi iniciujicimi nukleotidy: 56 % ATP, 38 %
GTP (94 % puriny celkem), UTP 4,5 %, CTP 1,5 % (podle srovnani 130 promotorovych jader ro-
zezndvanych podjednotkou o).

U G- bakterii se vznik senzitivity vici iNTP vysvétluje interakci bilkoviny DksA s RNAP. Tim
se RPp destabilizuje a zesiluje se vliv malych molekulovych efektori. U G+ bakterii se transkripce

Zadny podobny faktor nezicastni a R Py je senzitivni pouze na iNTP [5].
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3.3 Translace

Translace je pfeklad genetické informace z poradi nukleo-
tidd v mRNA do potadi aminokyselin v polypeptidovém fetézci.
Translace je katalyzovand ribozomy, organelami tvofenymi
rRNA a proteiny. Ribozomy se sklddaji z malé a velké pod-
jednotky a jsou esencidlni soucdsti proteosyntézy. Jejich pocet
v cytoplasmé piimo ovliviiuje rychlost syntézy proteini a ge-
nerani Cas bakterii. Ribozomy mohou v exponencidlni fizi
ristu bakteridlnich bunék tvofit az 40 % hmotnosti ze suSiny
buriky.

Aby mohly ribozomy syntetizovat bilkoviny, je nejdiive
potfeba aktivovat aminokyseliny. To je uskute¢fiovdno speci-
fickym enzymem aminoacyl-tRNA syntetdzou, ktery navazuje
aminokyseliny na tRNA s odpovidajicim antikodonem. Kazda
burika ma dvacet riznych aminoacyl-tRNA syntetaz, pro kazdou
aminokyselinu jednu.

Translace probihd ve tfech fazich, podobné jako tran-
skripce. Pfi iniciaci se navdze mRNA svym 5° koncem
na peptidylové misto na malé podjednotce ribozomu a poté se
obé podjednotky spoji. Bakteridlni mRNA obsahuje signdlni
sekvenci Sesti nukleotidli pred kazdou oblasti kédujici bilkovinu
(DS sekvence). Diky tomu je mozZzné, aby se ribozom navazal
i na prostiedek mRNA, pokud nese vice gend. Poradi ami-
nokyselin v bilkoviné je urena poradim kodonli (trojic bazi)
na mRNA. Pocatek translace je ve vSech organismech urcen
kodonem AUG, ktery specifikuje ¢teci rdmec. Pro vytvorfeni
spravné fungujici bilkoviny je Cteci ramec velmi dulezity,
protoZe kdyby doslo k jeho posunuti, syntetizovala by se zcela
jind bilkovina. Kodon AUG kdduje aminokyselinu methionin,
ktera tak tvofi N-konec vSech nové vzniklych bilkovin, ackoliv
je ve vétsiné piipadli néasledné odstfizena specidlni protedzou.
Iniciacni faze je ukoncena vazbou methionin-tRNA na vazebné

misto P na malé podjednotce.
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Obrazek 14: Pfipojeni AK k peptidickému
fetézci probiha ve tfech krocich: pfi prvnim
kroku nasedd aminoacyl-tRNA na vazebné
misto A, ve druhém kroku dochazi k po-
sunu této aminoacyl-tRNA do vazebného
mista P za vzniku peptidické vazby AK
S jiZ vytvofenym fet€zcem, tfetim kro-
kem je vylouceni pfedchozi tRNA z va-
zebného mista E, poté se cely cyklus opa-

kuje, pfevzato z [1].



V elongacni fazi se na vazebné misto A vaze dal$i aminoacyl-tRNA s odpovidajicim antikodo-
nem. Pfi posunu velké podjednotky vici malé dojde ke vzniku peptidické vazby mezi C-termindlni
doménou prvni aminokyseliny a N-termindlni doménou druhé. Tato reakce je katalalyzovéina enzy-
mem peptidyltransferdzou, ktery je lokalizovidn ve velké podjednotce ribozomu. Energie potfebna
ke vzniku této vazby pochdzi z rozStépeni makroergické vazby mezi tRNA a methioninem (ddle
pak rozstépenim vazby predchozi aminokyseliny a jeji tRNA). Posunutim ribozomu k 3” konci
prvni tRNA, kterd je tim uvolnéna z vazebného mista E. Do volného mista A se navize dalsi
aminoacyl-tRNA a cely proces se opakuje, dokud neni translace ukoncena jednim z terminacnich

kodonti. Poté se nove vznikly protein uvolni a ribozom se rozpadne na podjednotky [1].
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4 Material a metody

4.1 Pristroje

Centrifugy
Heraeus Cryofuge 8000 - chlazena centrifuga s vykyvnym rotorem,maximalni zrychleni 8000 x g
Universal 16 R - chlazend mikrocentrifuga s maximélnim odstfedivym zrychlenim 20 000 x g

Qualitron, INC. - stolni centrifuga na kratké staceni roztoku v mikrozkumavce

Elektroforézy
Vertikalni elektroforéza Sigma - velikost gelu: 16,5 cm x 17,5 cm
Horizontélni agar6zova elektroforéza OWL - velikost gelu: 13 x 11,5 cm, 7 x 8 cm
Agar6zova elektroforéza - velikost gelu: 6,5 x 7,5 cm

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

Inkubatory a trepacky
Eppendorf Termostat 5320 - pouZivan pro inkubaci roztoku s restrikénimi endonukleazami
Thermo 120 - termoblok s moZnosti nastaveni teploty
Biological Termostat BT 120 - pouZzivan pro inkubace Petriho misek s transformovanymi butikami

Block Heater Stuart SBH130D

Ostatni

Denzitometr Bio-Rad Molecular Imager FX (USA)
Expozi¢ni kazeta s expozi¢ni folii BAS-MS2040 Fuji (Japan)
Spektrofotometr - Shimadzu UV - 1601

PCR Cycler - PTC - 100 MJ Research

PCR Cycler - PTC - 200 MJ Research

GM pocita¢ mini-monitor Series 900

Susicka geld Biometra D 62

Vakuovd pumpa KNFLAB Laboport
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4.2 Pouzivané chemikalie, enzymy a dalsi preparaty

Agar pro pevné pidy (Lachema, CR)

Agardza pro molekularni biologii (Sigma, SRN; Lachema; CR)
Aqua pro injectione biotika (Braun, SRN)

Akrylamid (Serva, USA)

Amoniumpersulfat (Serva, USA)

Ampicilin (Biotika, SR)

Bromphenole blue (Serva, USA)

EDTA (chelaton III, Lachema, CR)

GTP (Roche, USA)

ATP (Roche, USA)

CTP (Roche, USA)

UTP (Roche, USA)

[o - 32P] UTP (M.G.P,, CR)

N, N, N’, N’- tetramethylethyldiamine (TEMED) (LKB, gvédsko)
N, N’- methylenbisacrylamid (Serva, USA)
Trishydroxyethylaminomethan (Serva, USA)

Octan sodny (Lachema, éR)

Ethanol (Penta, CR)

Glykogen (Applied biosystems, USA)

Fenol (Fluka, USA)

Chloroform (Penta, CR)

BSA (hovézi albuminin) (Takara, Japonsko)

pufr pro Taq polymerazu (Roche, USA)

Restrikéni endonukledzy - EcoRI, HindlIll, (TaKaRa, Japonsko) + restrikéni pufry Ha M
RNA polymeraza holoenzym z E. coli (Epicentre biotechnologies, USA)
T4 DNA ligéza (Takara, Japonsko)
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4.3 Slozeni pufri a medii

LB medium

Latka Mnozstvi na 1 litr
Tryptone 10g

Kvasnicovy extrakt | 5 g

NaCl 10 g

H,O doplnit objem do 1 1

TAE pufr

Latka Mnozstvi na 1 litr 50x TAE
Tris.HC1 242 ¢

Kyselina octova 57.1 ml

0.5 M Na, EDTA (pH 8.0) | 100 ml

0.5 M EDTA (pH 8.0) | 40 ml

H,O doplnit objem do 1 1
TBE pufr

Latka Mnozstvi na 1 litr 10x TBE
Tris.HCI 108 g

Kyselina borita 5¢g

H,O doplnit objem do 1 1
Transkripc¢ni pufr

Latka 10 x koncentrovany pufr
Tris. HCI pH 7,9 | 800 mM

MgCl, 200 mM

DTT 20 mM
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4.4 Prace s DNA - priprava plasmidu s promotorovym konstruktem

Cilem klonovéni DNA bylo vytvofeni plasmidu obsahujici vybrané promotorové jadro. Tento
plazmid slouZil nasledné jako DNA templat pfi transkripci in vitro.

Pro klonovani byl pouzit plasmid pRLG770. Tento vektor tvoii 5080 pari bazi a obsahuje
nékolik restrikénich mist, mezi nimi i sekvence rozezniavané endonukleazamy EcoRI a Hindlll. Mezi
tato dvé restrikéni mista se vklada konstrukt - promotorové jadro. Zhruba 120 bp od Stépicihi mista
pro HindIIl smérem ke 3~ se naléza rho-independentni termindtor z rrnB genu E. coli. Na tomto ter-
minatoru kon¢i transkripce zapoc€ata na vloZeném promotoru.

Jako selek¢ni marker pfi klonovéni slouzi gen -laktamazy, ktery poskytuje rezistenci na am-
picilin. Pokud burika pfijala plasmid s promotorovym konstruktem, projevi se to rezistenci na toto
antibiotikum. Dale je na plasmidu obsaZeno ori (sekvence urcujici pocatek replikace), jehoz souasti
je promotor pro RNAT. Ten slouZi pro regulaci poctu kopii plasmidu v buiice. Pokud je uZ v burice
dosazeno maximdlniho poctu kopii tohoto plasmidu, kritké RNA sekvence vytvofené na tomto pro-

motoru se komplementarné vaZou k nové vzniklé DNA pfi replikaci a inhibuji tak jeji dokoncend.

EcoRl konstrukt

forward primer

Hindlll

reverse p rimer

terminator

ori

Obrazek 15: Plasmid pRLG770 s vyznacenymi dileZitymi sekvencemi, modra Sipka oznacuje tsek piepisovany do RNA
pfi in vitro transkripci, ktery zac¢ind na vloZeném konstruktu. Fialova Sipka oznacuje gen pro rezistenci na ampicilin.

Vytvoreno v program BV Tech Plasmid. Useky DNA nejsou v redlném poméru.
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4.4.1 lzolace plasmidové DNA z E. coli DH5(x
4.4.1.1 Minipreparace

Touto metodou byla ziskdvdna plasmidovd DNA pro ovéfeni sekvenci vloZzenych DNA
konstruktii. Minipreparace byla provadéna pomoci souprav QIAprep Spin Miniprep Kit od firmy
QIAGEN. Principem této izolace plasmidové DNA je adsorpce DNA na silikagel v prostiedi vysoké
koncentrace soli. RNA, proteiny a dalS$i nizkomolekularni necistoty jsou z kolonky odmyvany
zvySenou koncentraci soli. Plasmidovd DNA je z kolonky eluovana nizkou koncentraci soli. Mini-
preparace se liS{ od midipreparace 4.4.1.2 mnoZstvim ziskané DNA. U midipreparace je také opacné

poradi koncentraci soli pfi promyvani.

Pouzité roztoky:
Pufr P1: 50 mM Tris-HCI, pH 8; 10 mM EDTA, 100 g/ml RNAza A
Pufr P2: 0,2 M NaOH, 1 % SDS
Pufr N, Pufr PB, Pufr PE
Puf EB: 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

Zasobni roztok ampicilinu (50 mg/ml)

Vlastni postup:

e Jednou kolonii bylo inokulovédno 7,5 ml LB média s antibiotikem ampicilin (kone¢nd koncent-

race 100 g/ml). Nasledné bylo inkubovana a tfepano 12-16 hodin ve 37 °C.
e Roztok kultury byl centrifugovén pii 10 000 x g, 10 minut ve 4 °C a supernatant byl odstranén.
e Sediment byl resuspendovan v 250 ul pufru P1 a pfeveden do mikrozkumavky.

e Bylo pfidano 250 pl pufru P2, smés byla promichdna pfevracenim mikrozkumavky (5-6 x)

a inkubovana 2 minuty na ledu.

e Lyze byla zastavena pridanim 350 pl pufru N3, smés byla opét nékolikrat promichana a inku-

bovéna 1 minutu na ledu. SraZenina byla centrifugovana 20 minut pii 14 500 x g a 4 °C.

e Supernatant byl promichdn a prepipetovan na kolonku QIAprep, a pfeveden pies ni pomoci

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

e Prosly roztok byl pfepipetovdn na kolonku a znovu pfes ni pomoci centrifugace pfeveden.
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e Kolonka s navdzanou plasmidovou DNA byla ptecisténa 1 x 0,5 ml pufru PB a 2 x 0,75 ml

pufru PE.
e Zbytky roztokl byly z kolonky odstranény pomoci centrifugace (1 min).

e plasmidovd DNA byla z kolonky eluovédna nanesenim 50 pl pufru EB a naslednou centrifugaci

roztoku do Cisté mikrozkumavky.

4.4.1.2 Midipreparace

Touto metodou byla z bunék E. coli ziskdvana plasmidovd DNA o dostatecné Cistoté a v do-
stateCcném mnoZzstvi pro dal$i pokusy. Midipreparace byla provadéna pomoci soupravy QIAfilter
Plasmid Midi Kit od firmy QIAGEN. Principem této meotdy je alkalickd lyze bunék a nasledna
iontoménicova chromatografie.

Nabité molekuly z bunécného extraktu (DNA, RNA, nékteré proteiny) jsou vazany elektrosta-
tickymi silami k Casticim v elektrostatické matrix, neboli pryskyfici (resin), v promyvaci kolonce.
Promyvanim kolonky roztoky se stoupajici koncentraci soli se pferuSuje elektrostaticka vazba a latky
jsou eluovany (pfestavaji byt vazany) v potadi proteiny, RNA, DNA. Plasmidovd DNA je tedy
k resinu vazana pii nizké koncentraci soli a po oddéleni od kontaminujicich proteinti a RNA je

eluovana roztokem s vysokou koncentraci soli.

Pouzité roztoky:
Pufr P1: 50 mM Tris-HCI, pH 8, 10 mM EDTA, 100 g/ml RNAza
Pufr P2: 0,2 M NaOH, 1 % SDS
Pufr P3: 3 M octan draselny, 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)

Zasobni roztok ampicilinu (50 mg/ml)

Vlastni postup:

e Z glycerolové konzervy ulozené v -80 °C byla vloZena bakteridlni kultura do LB média
s antibiotikem ampicilin (kone¢nd koncentrace 100 pg/ml). Kultura byla nésledné inkubovana

za stalého tfepani 8-10 hodin ve 37 °C.
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e Narostla kultura byla centrifugovana pti 10 000 x g, 15 minut, pfi teploté 4 °C.
e Po odstranéni supernatantu byl sediment resuspendovan ve 4 ml pufru P1.

e Priddanim 4 ml pufru P2 a jemnym promichdnim obsahu kyvety cely roztok do cca 1,5 min
zmodral. Zména barvy je zpisobena indikatorem pH, ktery je obsazen v pufru P2 a indikuje

lyzi bakteridlnich bunék.

e Priddno 4 ml neutraliza¢niho pufru P3 a vSe bylo opét jemné promichano do té doby nezZ se

roztok odbarvil a vytvofil se ,,tvaroh®.

e Pomoci stifkacky z kitu byl roztok zbaven tvarohu prenesen do kolonky ekvilibrované 4 ml

pufru QBT.
e Kolonka byla dvakrat promyta 10 ml pufru GC.
e plasmidovd DNA byla z kolonky eluovédna 5 ml pufru QF do nové zkumavky.

e Do zkumavky bylo pfiddno 3,5 ml isopropanolu, plasmidova DNA v tomto prostfedi precipi-

tuje.
e Roztok byl nasledné centrifugovén pii 9 000 x g, 30 min, pfi 4 °C.
e Po sliti supernatantu byl pelet ususen ve vakuu.

e Pelet byl rozpustén v 150 pl injekéni vody (rozpousténi trva 8-10 hodin).

4.4.1.3 Cisténi plasmidové DNA fenolem a chloroformem

Touto metodou se DNA &isti od zne&istujicich proteind, hlavné od RNAzy, kterd se pouzivé
pfi midipreparaci (pufr P1). Smés fenolu a chloformu srazi proteiny, které se pak vyskytuji na hranici
vodné a fenolové faze. Centrifugovanim je moZzné je od sebe oddélit a vodnou fazi s DNA odpipe-

tovat. Fenol a chloroform jsou jedovaté tékavé latky, proto je potfeba pracovat v odvétravané digestofi.

Pouzité roztoky:

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

Chloroform
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Vlastni postup:

K roztoku s plasmidovou DNA byl pfipipetovan fenol v poméru 1 : 1, poté byla smés diikladné

promichéna.

Vodna faze byla prepipetovana do nové zkumavky.

Do zkumavky byl pfipipetovan polovicni objem fenolu a stejny objem chloroformu.
Smés byla centrifugovéna pii 13 500 x g, 5 min.

Vodna faze byla prepipetovana do nové zkumavky.

Pfidan stejny objem chloroformu.

Centrifugace pii 13 500 x g, 5 min.

4.4.1.4 Srazeni plasmidové DNA ethanolem v prostredi octanu sodného

Srazeni, neboli precipitace, je vznik nové oddélené pevné faze (DNA) ve fazi kapalné.

Pouzité roztoky:

3 M octan sodny (Naac), pH 5,2
96 % ethanol
70 % ethanol

Vlastni postup:

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

K vzniklému celkovému objemu byl pfidan 2,2 nasobek objemu 96 % ethanolu ( -20 °C) a vSe

bylo dikladné promichéno.
Smés byla inkubovana 10 minut v -80 °C.
Centrifugace pti 14 000 x g, 15 min, pii 4 °C.

Pelet byl oplachnut vychlazenym 70 % ethanolem, usuSen a rozpustén v 50 pl 10 mM Tris-HCI,
pH 7.9.

Koncentrace plasmidové DNA byla uréena spektrofotometricky, pti vinové délce 260 nm. Dale

byl uréen pomér absorbanci pfi vlnovych délkach 260 a 280 nm.
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4.4.1.5 Analyza plasmidové DNA restrikénim stépenim

Pouzité roztoky:

Restrikéni endonukledzy EcoRI a HindlIII: kone¢n4 koncentrace 1-2 U/500 ng® DNA
Pufr M

Pufr H

Roztok EDTA 0,5 M, pH 5,2

Injekéni voda

Vlastni postup:

e Nejprve byla namichdna restrikéni smés o objemu 10 pl, ktera obsahovala plasmidovou DNA,

restrikéni endonukledzu a restrik¢ni pufr.

e V pfipadé, Ze bylo St€épeno dvéma enzymy soucasné, byl pouZit takovy pufr, ve kterém oba

enzymy vykazovaly vysokou aktivitu.
e Restrikéni smés byla inkubovédna 1 hodinu v 37 °C.

e Po inkubaci byla reakce ukoncena pridanim roztoku EDTA (chelaton III, sloucenina vyvazujici

hote¢naté ionty nezbytné pro aktivitu enzymu).

4.4.1.6 Elektroforeticka analyza DNA

K analyze plasmidové DNA byla pouZita horizontalni agar6zova elektroforéza. Princip této
metody je v tom, Ze DNA se v roztoku chova jako polyanion a v elektrickém poli se pohybuje k
anod€. Pro odhad délky a koncentrace fragmenti DNA byl pouzit hmotnostni marker (DNA z A
bakteriofaga Stépend EcoRI a Hindlll, velikost fragmentil v rozmezi 564 bp - 21 226 bp). Podle
vysledku elektroforetické analyzy lze odhadnout koncentraci DNA ve vzorku a také, zda-li je ve

vzorku dostate¢né mnozstvi DNA pouZzitelné pro dalsi kroky.

3Unit definition (jednotkova definice) je veli¢ina charakteristickd pro kazdy enzym. V pifpadé restrikénich endo-
nukleaz je jedna jednotka definovana jako mnozstvi enzymu potfebného k Stépeni 1 ug of A DNA za 1 hodinu pii 37 °C

v celkovém objemu 50 pl.
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chromozomalni
DNA

Obrazek 16: Ilustraéni fotografie separace plasmidd,
1 % agarozovy gel, open circle
1 - linedrni plasmid po Stepéni HindlII a EcoRI,
2 - A marker DNA HindlIII a EcoRI, supercoil
3 - nestépeny plasmid, popisky po pravé stran¢ oznacuji
pozice na kterych se pohybuje supercoil (plasmid
s vldknem DNA v nadSroubovicové struktufe, tato kon-
formace je nezbytnd pro experimenty in vitro),

open circle (plasmidovd DNA s jednovldknovym zlo-

mem) a chromozomalni DNA, ktera ve vzorku zustala po

izolaci z E. coli (na tomto snimku je ji pouze neznatelné

mnozstvi). Foto: Ludék Sojka

Pouzité roztoky:

Agardza

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

Ethidium bromid - 10 mg/ml

Vzorkovy pufr pro DNA - 2,5 mg/ml bromfenolovd modf, 2,5 mg/ml xylen cyanol, 30 % glycerol,
6 mM EDTA

Vlastni postup:

e Nejprve byla sestavena elektroforéza.
e 0,3 g agar6zy bylo v mikrovIné troubé rozvareno v 1x TAE na 1 % agar.

e Agardza byla poté ochlazena pod tekouci vodou na teplotu asi 50 °C a nalita do aparatury

na elektroforézu. Do gelu byly pomoci ,hfebenu‘ vytvoreny komurky.
e Do pfipravenych komiirek nanaseny vzorky plasmidové DNA a hmotnostni marker.

e Po naneseni vzorki byla DNA délena za stdlého napéti 5 V.cm~!. Ke sledovéani priib&hu elek-
troforézy slouzila bromfenolovd modf a xylene cyanol (bromfenolovd modi putuje priblizné

na urovni 250 bp a xylen cyanol 2500 bp).
e Po ptil hodiné byl el. proud zastaven a gel byl vloZen do EtBr 1azn€ na dalsi ptl hodinu.
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e Gely byly prohlizeny na UV transiluminatoru pii vlnové délce 320 nm (v této oblasti je vidét
ethidium bromid integrovany do DNA) a vybrané gely byly fotografovany piistrojem Polaroid

nebo Panasonic do digitalniho formatu.
e U plasmidil byla zkoumana jejich kvalita i kvantita.

e Pokud to vyZadoval dalSi postup, byly vybrané DNA fragmenty z gelu izolovany.

4.41.7 Ilzolace DNA z gelu

Izolace DNA z gelu byla provadéna pomoci soupravy QIAEX II od firmy Qiagen. Prepa-
race je zaloZena na afinitni chromatografii, kdy se DNA véze na silikagelové kulicky v prostiedi

chaotropnich soli.

Pouzité roztoky:
Pufr QG
Pufr PE

Pufr EB

Isopropanol

Vlastni postup:

e Z agar6zového gelu byl skalpelem vyfiznut blocek obsahujici DNA pro izolaci.
e Dilek byl zvdZen a vlozen do mikrozkumavky.
e Do mikrozkumavky byl pfidan pufr QG (300 pl pufru na 100 mg gelu).

e Smés byla diikladné promichana a inkubovédna 10 minut v 50 °C (kazdé dvé minuty inkubace

byla smés opét diikladné promichana).

e Nasledné bylo upraveno pH roztoku podle pfitomného barevného indikatoru. Pokud byla barva

roztoku oranZova nebo fialové byl pifidan 3 M octan draselny pH 5,0 dokud nebyl roztok Zluty.
e Ke smési byl pfidan isopropanol v poméru 100 pl na 100 mg gelu.

e Roztok byl prenesen na kolonku s membréanou a centrifugovan 1 minutu pti 12 500 x g a tento

krok zopakovan.
e Na kolonku bylo naneseno 0,5 ml pufru QG, ktery byl centrifugovan 1 minutu pfi 12 500 x g.
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e Na kolonku bylo naneseno 0,75 ml pufru PE, ktery byl centrifugovan 1 minutu pti 12 500 x g.

e Kolonka byla centrifugovana ,,na sucho* 1 minutu pfi 12 500 x g a supernatant byl odstranén

a kolonka byla prenesena do nové mikrozkumavky.

e DNA byla z membréany eluovana 50 ul pufru EB, ktery byl centrifugovédn do pfipravené mik-

rozkumavky.

4.4.2 Klonovani DNA
4.4.2.1 Priprava DNA inzertu

Inzerty byly skladany z komplementdrnich jednovlaknovych DNA fetézcl (primerti). Tyto
primery byly navrzeny tak, Ze na vysledném dvouvldknu DNA vznikly presahujici lepivé konce
odpovidajici Stépeni restrikénimi enzymy EcoRI a HindllI, které ale neobsahovaly fosfat na konci
vldken. Pro annealing (spojeni dvou vldken k sobé€) bylo potieba do reakéni smési pridat pufr pro
polymerdzu Taq. Tim se vytvoii stejné iontové prostfedi jako u PCR, ¢imZ se umozZni hybridizace
(spojovéni vldken komplementarnimi bazemi) obou vldken. Schéma DNA inzertu: Jednotlivé jed-

novldknové DNA fetézce byly objednavany u externi firmy (EastPort, CR).

226/hsmBI H

EcoR1 -35 -10 +1 Hindil

AATTCGTTTATTGTGTTAATCATTACAAAAAATG ATAAAATAAAAAAGIAAGAC GTATA

5’ 3
226/hsmBI D

Hindlll +1 -10 -35 EcoR1
AGCTTATACGTCTTIRCTTTTTTATTTTATCATTTTTTGTAATGATTAACACAATAAACE

5’ 3’

Obrazek 17: Schéma jednotlivych primert, obé dvé vlakna jsou zobrazena od 5’konce k 3”. Barevné jsou vyznaCeny

dulezité sekvence.
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EcoR1 -35 -10 +1 Hindlll
5' 3
AATTCGTTTATTGTGTTAATCATTACAAAAAATG ATAAAATAAAAAAGI?AGAC GTATA

T

GCAAATAACACAATTAGTAATG ACTATTITATTTTTTC CTGCATATTCGA
3 5’
Obrazek 18: Vlakno DNA vzniklé spojenim obou primeru.
Vlastni postup:

e Do mikrozkumavky bylo napipetovano po 5 ul forward a reverse vldkna DNA, 10 p1 10 x pufru
Tag pol, 5 pul 25 mM MgCl a doplnéno vodou do objemu 100 pl.

e Smés byla vlozena do PCR cycleru v programu kdy béhem 1 hodiny klesa teplota smési z 95 °C

na 45 °C rychlosti 1 °C za minutu.

4.4.2.2 Priprava plasmidu a ligace DNA inzertu

Plasmid pRLG770 byl nejprve St€pen odpovidajicimi restrikénimi endonukledzami (viz
4.4.1.5), restrikéni smési byly rozdéleny agar6zovou elektroforézou a Stépeny plasmid z gelu
izolovan. Takto pfipraveny plasmid byl pouZit pro ligaci s inzertem. K ligaci byla pouZivana T4 DNA
ligdza od firmy Takara o koncentraci 20 U/ul*. Enzym DNA ligdza spojuje kohezni konce plasmidii
a ligovanych inzertli za vzniku fosfodiesterovych vazeb. Reakce je energeticky naro¢nd a vyzaduje

pfitomnost ATP v pufru.

Vlastni postup:

e Nejprve byly namichany reakcni smési tak, aby obsahovaly plasmid a inzert v molarnim poméru

1 : 5. Obvykle bylo pouZzito 50-100 ng plasmidu, 1-5 U ligézy a liga¢ni pufr o koncentraci 1 x.
e Smés byla inkubovéna 3-16 hodin pfi 16 °C.

e Ligace byla ukoncena inaktivaci enzymu inkubaci pii 65 °C po dobu 15 minut.

4.4.2.3 Transformace bunék E. coli KB DH5(

Transformace vSech kment byla provadéna metodou tepelného Soku. Kmen KB DH5a nema

plasmid kédujici gen pro (3-laktamdzu.

4Zde je jedna jednotka definovéna jako mnoZstvi enzymu schopné zligovat vice jak 90 % z 6 ug A DNA HindIII

fragmentd za 30 minut v 16 °C v celkovém objemu 20 pl.
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Vlastni postup:

Zmrazené kompetentni burniky byly roztaty v ledové 14zni. Na ledu byly také vychlazeny zku-

mavky pro dalsi pouZiti.

Ligac¢ni smés a neupravené plasmidy (negativni kontrola) byly rozpipetovany do vychlazenych
(0 °C) zkumavek a bylo pfipipetovano po 200 pl kompetentnich bunék. Smési byly lehce

protfepany a inkubovany 30 minut v ledové 1dzni.

Mikrozkumavky byly inkubovany 90 sekund ve 42 °C (teplotni Sok) a pak 5 minut v ledové
lazni.
Do kazdé mikrozkumavky byl pfiddan 1 ml LB média. Mikrozkumavky byly tfepany 1 hodinu

v 37 °C v horizontalni poloze.

Buiiky byly kratce centrifugovany, supernatanty byly odlity a sedimenty byly resuspendovany

ve zbytku média, ktery stekl zpét ze stén mikrozkumavky.
Buriky byly rozetieny na misky s ampicilinem a inkubovany 12-16 hodin ve 37 °C dnem vzhiiru.

Buriky, které prijaly plasmid s insertem ziskaly rezistenci na ampicilin a vytvofily kolonie i v
antibiotickém mediu. Negativni kontrola prokdzala, Ze bez genu pro [-laktamdzu nemohou

bakteridlni buniky v LB mediu s ampicilinem nartist.

4.4.2.4 Sekvenacni reakce

K ovéfeni uspéSnosti klonovani a transformace byla pouZzita sekvenacni reakce a jeji vyhod-

noceni na kapilarnim sekvenatoru. K amplifikaci byl pouZit systém BigDye Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit (Applied Biosystems). K sekvenaci byly poZity tyto primery: 30 F forward primer
pro p770 (~60 bp 5"smérem od EcoRIl): CCACCTGACGTCTAAGAAACC.
1620 R reverse primer pro p770 (~25 bp 3"smérem od HindlIl): GCGCTACGGCGTTTCACTTC.

Vlastni postup:

e Nejprve byl do 200 pl mikrozkumavek namichdn sekvenacni mix o findlnim objemu 10 pul,
Jedna reakce obsahovala: 2 ] premixu BigDye Terminétor
1 pl forvard nebo reverse primeru (3-10 pmol)

7 pl plasmidové DNA z minipreparace
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e Smés byla dobfe promichéna, vloZena do cycleru a reakce probihala v cyklu 96 °C 10 sec. - tani

DNA, 45 °C 5 sec. - nasedani primerti, 60 °C 4 min - polymerace, celkové v 35ti cyklech.

e K produktim reakce bylo pfidano 10 ul 3 M NaAc a 80 ul vody. Vzorek byl promichan

a prepipetovan do 1,5 ml mikrozkumavky.

e Bylo pfiddno 5 pug glykogenu a promichédno. Nésledné bylo pfiddno 300 p1 96 % ethanolu a opét

promichéano, timto krokem byl produkt sekvenacni reakce srazen.
e Vzorek byl centrifugovan 20 minut pfi 17 000 x g a 4 °C.
e Pelet byl oplachnut 250 ul 70 % ethanolu a centrifugovan jako v pfedchozim bodé¢.
e Pelet byl usuSen ve vakuu a odeslan do sekvenac¢ni laboratore.

e DNA sekvence byla kontrolovdna pomoci programu Chromas. Bakteridlni kolonie obsahujici
pozadovany plasmid s inzertem byly zakonzervovany do glycerolovych konzerv (850 ul

bunécné kultury a 150 pl glycerolu) a uschovany pii -80 °C.

4.5 Metody prace s proteiny
4.5.1 Rekonstituce jadra RNAP a podjednotky o* z B. subtilis

Touto metodou se oba proteiny slozi do funkéni holoenzymu RNAP. Jadro RNAP bylo

izolovano v nasi laboratofi metodou afinitni chromatografie na Ni?* iontech.

Pouzité roztoky:

Roztok jadra RNAP 6,9 uM

Roztok o podjednotky 54,7 uM

Vlastni postup:

e Roztoky jadra RNAP a o podjednotky byly v molarnim poméru 1 : 6 smich4ny a inkubovany
30 minut pfi 30 °C.

e Takto rekonstituované proteiny se uchovavaji pii -20 °C.

e Pro transkripni reakci in vitro se dale fedi uchovdvacim pufrem v poméru 1 : 12 na

poZadovanou koncentraci 300 nM.
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4.6 Transkrip¢éni experimenty

Transkripéni experimenty in vitro byly provddény s RNAP z B. subtilis rekonstituovanou
z jadra RNAP a z 0” podjednotky. Pii reakci byl pouZit radioaktivné znaceny nukleosid trifosfat
- UTP. Radioaktivné znacen je jeho a-fosfat obsahujici 3*P. 3P je a-z&fi¢ s polo¢asem rozpadu
14,3 dne a silou emitovanych a-&astic 1,71 MeV. Rozpad probiha podle rovnice 3P — e~ + 32S.
Zateni vniklé rozpadem UTP zabudovaného do fetézce vnikajici RNA se absorbuje pomoci absorpcni
folie. Mnozstvi produktu transkripéni reakce bylo méfeno denzitometricky. ProtoZe jsou vznikajici
transkripty vzdy stejné velké, pomér jejich intenzit zafeni odpovidd poméru jejich mnozstvi a od-
povidaji tedy za danych podminek rychlosti iniciace transkripce nebo mnoZstvi RNAP schopné
transkripce. JelikoZ se pracuje se zdrojem ionizujictho zafeni, musi se pouzivat ptisluSné ochranné

pomucky.

4.6.1 Urcovani Korp promotorového konstruktu

Kerp je hodnota koncentrace iniciaéniho nukleotidu potfebnd pro 50 % maximalni rychlosti
iniciace transkripce z daného promotoru. Hodnota Kyrp se pouZziva jako srovndvaci faktor mezi
jednotlivymi promotory. Transkripce se provadi pii 10 riiznych koncentracich iniciaéniho nukleotid
trifosfatu. Koncentrace ostatnich reaktanti je konstantni. MnoZstvi produktu transkripéni reakce
pfimo odpovidd rychlosti iniciace transkripce pfi dané koncentraci iNTP. MnoZstvi produktu se po

vV,

elektroforéze méfi denzitometricky.

Pouzité roztoky a materialy:

20x transkripéni pufr

20 mM ATP, CTP, GTP

1 mM UTP

[« - 32P 11 mM UTP (9,25 Mbq)

zasobni roztok plasmidu 200 ng/ul

1 M KClI

BSA 10 mg/ml

zasobni roztok RNAP z B. subtilis (300 nM)

STOP roztok: 95 % formamid, 20 mM EDTA pH 8,0, 0,05 % bromfenolova modft, 0,05 % xylene

cyanol

36



5,5 % roztok AA v 7 M mocoviné a TBE pufru
10 % APS

TEMED

10 x TBE

Vlastni postup:

e Jelikoz se pfi experimentu pracuje se zdrojem ionizujiciho zafeni, musi se pouZzivat prisluSné
ochranné pomitcky (rukavice, bryle, plexisklové §tity) a pracovat na vyhrazeném misté (di-

gestor).

e Transkrip¢ni reakce byla provadéna pii 20, 40, 100, 200, 400, 600, 1000, 1300, 1600, 2000 M

koncentrace CTP. Vychazi se ze zasobniho roztoku 20mM CTP, ktery se piislusné fedi.

e Nisledné byla pfipravena reakéni smés obsahujici vSechny slozky potfebné pro transkripci,
kromé& RNAP. SloZeni reak¢ni smési pro 1 reakci (v praxi se pripravuje pro vice reakci najednou

pfisluSnym znasobenim):

Objem (u1) Slozka smési

0,1 20 mM ATP (finélni koncentrace 200 ;M)
0,1 20 mM CTP (findlni koncentrace 200 M)
0,1 1 mM UTP (findlni koncentrace 10 pM)
| CTP pfislusného fedéni

0,1 [a - 32] UTP

2 plasmid (findlni mnozZstvi 80 ng)

3,5 iH20

1,5 1 M KCI (finalni koncentrace 150mM)
0,1 BSA 10 mg/ml

e Do pfipravenych mikrozkumavek bylo napipetovano 1 pl CTP pfislusného fedéni a k nému 8

ul reakéni smési.

e Zkumavky byly preinkubovany 5 minut pfi 30 °C a reakce byla iniciovdna pfidanim 1 1 RNAP
(findlni koncentrace 30 nM). Celkovy objem reakce byl 10 pul.

e Transkripce probihala 15 minut pfi 30 °C a byla ukoncena se pfiddnim 10 pl STOP roztoku
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(obsahuje chelatony vychytdvajici Mg?* ionty potiebné pro transkripci a formamid denaturujici

RNAP).

e Produkty transkripce byly separovédny na 5,5-7 % polyakrylamidovém gelu v TBE pufru. Gel
byl nasledné susen a poté uzavien do expozicni kazety, kde se na citlivou folii absorbuje zareni

vznikajici z transkripta.

e Primarnim vysledkem byl obraz gelu se zietelné ozafenymi pasy odpovidajici transkriptim.
Intenzity jednotlivych pasu byly méfeny na pfistroji Bio-Rad Molecular Imager FX a kvantifi-
kovany pomoci softwaru Bio-Rad Quantity One. MnoZstvi transkriptu bylo urceno jako inten-

zita prisluSného pasu zmensend o intenzitu pozadi.

e Jednotlivé intenzity se vztahuji vzhledem k hodnoté intenzity v plateau fazi. Plateau faze je faze,
kdy se zvySenim koncentrace iCTP jizZ nezvysi rychlost iniciace transkripce, tedy ani mnozZstvi

produktu transkripéni reakce.

Vysledky byly matematicky zpracovany, vyneseny do grafu a z rovnice vynesené kiivky byla

ur¢ena hodnota Ko7 p pfislusnd danému promotoru.

Prokladan4 kiivka ma tvar y = a(1 — e~%?)

—ln(l—%)

Pro Kerp plati Kopp = 05

12
Maximalni rychlost iniciace transkripce

10 - - - . -

08

0f 4
0.5 ]
04 -

50% rychlost iniciace transkripce

relativni rychlost iniciace transkripce

02 ]

on

o Kerp 500 1000 1500 2000
146 pM LM [GTP]

Obrazek 19: Zavislost rychlosti iniciace transkripce na [GTP] u promotoru PywaA +1G.
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5 Cil prace

s v s

V teoretické Casti byly popsany piiklady mechanismu regulace genové exprese iNTP u riznych
genu a bakteridlnich druhl. Experimentalni ¢ast vychazi ze ziskanych poznatkl o regulaci genové
exprese u B. subtilis. Jak je ziejmé ze srovnani promotord u E. coli v 3.2.1 a u B. subtilis v 3.2.3,
CTP a UTP jsou pouzivany jako iNTP pouze velmi ziidka. RNAP pfi iniciaci preferuje ATP nebo
GTP. Proc jsou ale pfi iniciaci transkripce upfednostiioviny dvojice bazi A-T nebo G-C na kédujicim
a komplementarni vldknu DNA pfed zrcadlovymi dvojicemi T-A a C-G, neni znamo.

Cilem tohoto projektu bylo vytvofit ndstroj, pomoci kterého by bylo mozné sledovat interakci
aktivniho mista RNAP s promotorem obsahujici mélo preferovany iNTP (CTP). Mutacemi takového
promotorového jadra by bylo nasledné moZzné porovnat vliv identity +1 pozice na aktivitu tohoto pro-
motoru.

Prvnim krokem byla identifikace promotoru schopného iniciovat transkripci na +1C a vytvoreni
,,donutit“ RNAP iniciovat na mutovaném promotoru CTP, kde +1 pozice (piivodné¢ A ¢i G) byla
zménéna na CTP, pokud se v blizkém okoli nachazi jiné A ¢i G. Néslednymi transkripCnimy ex-
perimenty méla byt zjiSténa hodnota Korp (koncentrace CTP potfebnd k dosazeni 50 % maximalni
transkripce, viz niZe) a jeji zmény v zdvislosti na mutacich promotorového jadra, poptipadé hodnoty

Kyrp pii mutacich +1 pozice(na A, G, U).
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6 Vysledky

6.1 Experimentalni strategie
6.1.1 Literarni reSerse

Na zacatku projektu bylo potfeba v genomu B. subtilis vybrat vhodné promotorové jadro sen-
zitivni na 1CTP. Z literatury jsou znamy pouze tfi pfipady, kdy je CTP uvedeno jako startovni pozice
pro transkripci.

Prvni z nich pochézi ze studie operonu ilv-leu (viz 3.2.3). Tento operon iniciuje na dvou sou-
sednich pozicich. Primer extension urcila tyto dvé pozice jako C a A. V jinych studiich bylo ale
uvedeno, Ze tento operon iniciuje na dvou po sobé jdoucich A. Ur€eni jedné iniciacni pozice jako C

je s nejvyssi pravdépodobnosti chybnd, nasvédcuji tomu i experimenty in vitro [10].

a
-35 © |
2 ATGCY 234
= N
2
2
:
3
Q
a.
“10° E
2
g
G
4

VOV YD

|

CA GA CG GG

Obrazek 20: Primer extension operonu ilv-leu, ptevzato z [10].
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Vizualni kontrolou kompilace o4-dependentnich promotorovych elementt u B. subtilis z [6]
byly zjiStény dva promotory, u kterych bylo CTP uvedeno jako iNTP.
Prvni z té€chto promotori stoji pred kodujici sekvenci genu ffh [7], ktery se blize nespecifiko-

vanym zpusobem podili na fizeni sekrece proteint u B. subtilis.

mnmmmnﬂrmtumu::u:rrmmﬂtmw
TOATTAAAACCGTE TTATCGTARAGGEATTTEACTT g
I.Eﬁ.luﬁ luuﬁﬁiﬂiﬂ'-ﬂt

Obrazek 21: Sekvence genu ffh, podtrzené sekvence predstavuji konzervovné hexamery v promotorovém jadie a SD

sekvenci v kodujici oblasti, Sipka ukazuje start transkripce a jeji smér, prevzato z [7].

Detailnéjsi kontrola sekvence mRNA tohoto genu, kterd byla ziskdna pomoci primer ex-
tension, pfinesla pochyby, zda-li je nukleotid na +1 pozici opravdu urcen spravné. Spatné interpretace
vysledktl primer extension ohledné iNTP neni v pfipadé zminéného ¢lanku relevantni, protoZe v tomto

pripadé byl experiment proveden kviili kontrole soundlezitosti dvou gent do jednoho operonu.

Obrazek 22: Primer extension transkriptu genu

fih, G, A, T a C jsou sekvenacni drdhy pro jed-

notlivé nukleotidy, Pr2 je DNA vytvofend re-

verzni transkriptdzou z mRNA genu ffh, hvézdicka -10
oznaCuje odhadovany start transkripce. Podle
srovnani rychlosti putovani lze urcit délku pri-

mer extension fragmentu a srovnat ho s délkou
fragmentid v sekvenacnich drahach, ¢imz lze urcit
identitu jeho prvniho nukleotidu na 5” konci. V

tomto pripadé je vSak vysledek sporny, Pr2 nedo-

sahuje zcela pozice CTP uvadéného jako +1 po- *
zice. ProtoZe primer extension se odehrava v jiném
iontovém prostiedi neZ sekvenace, maji fragmenty

vzniklé pfi této procedufe tehdenci putovat na gelu

spiSe pomaleji, nezZ by odpovidalo jejich délce.

Kvili tomu lze usoudit, Ze +1 pozici tohoto pro-

QQAQPPPHQAOHP QP >0 > > -H0-HQ

motoru neni C, ale G, pfevzato z [7].
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Druhy promotor stoji pred genem hsmB1 [14], ktery koduje enzym BsuBI. Tento re-
strikéné/modifikacni enzym rozeznava sekvenci 5 CTGCAG 3~ a pro autory ¢lanku byl zajimavy
zejména proto, Ze tato sekvence je stejna jako sekvence rozeznavand enzymem Pstl u G- bakterie

Providencia stuartii.

ATTG1GA T ARACCE TEE TEARAAGT ACCASCACEET T TETGT TRATCATTACARNLK
- 35
ATCATAAAR T IAIAACE RS G TATOAR TAT TARGERETEETACCAT SACTEARRT 16
=1 e 0
Obrazek 23: Sekvence genu hsmB 1, podtrzené sekvence predstavuji konzervovné hexamery v promotorovém jadie a SD

sekvenci v kédujici oblasti, Sipka ukazuje start transkripce a jeji smér, pfevzato z [14].

Protoze tento enzym byl izolovén z jiného kmene B. subtilis nez je bézn€ pouzivan jako mode-
lovy organismus, bylo potfeba sekvenci promotorového jadra ziskat jinak, nez izolaci z Zivych bunék.
Z4dat autory ¢ldnku o zaslan{ piislu§ného kmene by mé&lo nejisté vysledky, proto bylo potfeba nechat

si ptisluSné primery syntetizovat.

® L

Obrazek 24: Primer extension genu BsuBI, G, A, T a C jsou sekvena¢ni drahy komplementarni pro jednotlivé nukleotidy
(4j. G=C, A=T), 2 - RNA izolovand z B. subtilis ISB8 (hsrBIT, hsmB11). Cerven}? ramecek ukazuje stejnou velikost RNA

fragmentu s fragmentem v sekvenacni drdze, prevzato z [ 14].
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6.2 Klonovani

Poté, co byly objednané jednovldknové primery k dispozici, byl proveden annealing obou
vldken (viz 4.4.2.1). Tento insert byl ndsledné¢ pomoci enzymu ligdzy vloZen do plazmidu pRLG770
(viz 4.4.2.2). Plazmid pRLG770 byl izolovan z DHa kmene E. coli (viz 4.4.1.2) a jeho restrikcni
analyzou na agar6zovém gelu byl vysStépen dsek mezi sekvencemi rozeznavanymi enzymy Hin-
dIll a EcoRI (viz 4.4.1.5). Takto vznikl4 linearni DNA opatiend ,,lepivymi konci‘ byla izolovédna
z gelu (viz 4.4.1.7). Poté byl mezi konce linedrniho plazmidu vloZen konstrukt z vybraného pro-
motorového jadra. Nasledné byl plazmid pfiddn do kultury E. coli a po termoSoku probéhla selekce
bakteridlnich bunék, které plazmid pfijaly. U plazmidu izolovaného z téchto bunék byla sekvenaci
ovéfena pritomnost promotorového jadra.

Kmen s plazmidem obsahujici sekvenci promotorového jiddra enzymu BsuBI byl zarazen

do strain booku pod oznacenim #618 a pro dalsi pouziti byla vytvofena glycerolova konzerva.

a0 4] 70 S0 a0 L00
A GAIATT CGTTTATT GT GTTAAT CAT TACAAALMAAT GATARAATLAAALAALGCALGAC GTATAIAG

Al

Obrazek 25: Ovéfeni spravného vloZeni promotorového jadra kapildrnim sekvendtorem. Insert je oznaleny Cervenym

rameckem.
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6.3 Oveéreni transkrip¢ni aktivity a ur¢eni hodnoty K.7p

Obrazek 26: Ovéfen{ transkrip¢nf aktivity promotorového konstruktu. V éerveném ramecku vlastni konstrukt, v zeleném

marker, ve fialovém RNAT.
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Obrazek 27: CTP titrace 1, Korp=31 uM
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Obrazek 28: CTP titrace 2, Ko p= 33 uM

Obrazek 29: CTP titrace 3, Ko p= 44 uM
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7 Diskuze

Zname jen velmi malo promotort, které u B. subtilis iniciuji na +1 pozici molekulou CTP.
Z prozkoumané literatury jsem uvedl tfi takové promotory. U dvou z nich se jedna pravdépodobné
o chybny zavér a tyto promotory iniciuji na jiném nukleotidu. Tteti z uvedenych promotord byl zvo-
len jako vhodny néstroj pro experimenty in vitro.

Promotorovy konstrukt byl vloZzen do plasmidu a jeho pfitomnost byla potvrzena sekvenaci.
Predbézné vysledky ze tfi uvedenych in vitro transkripci ukazuji, Ze hodnota Ko7p je u tohoto pro-
motoru pomérné nizka, ackoliv pivodni pifedpoklad byl opacny. Primérné Korp bylo u PhsmB1
37 uM. Hodnota K7 p koreluje s regulaci promotoru v buiice. Aby promotor reagoval zménou svoji
aktivity na zménu NTP v burice, musi byt jeho hodnota K y7p obvykle 100 M a vyssi. Tyto vysledky
poukazuji na mozZnost, Ze promotor PhsmB1 tvofi s RNAP stabilni RFy a neni tedy regulovin kon-
centraci CTP. Promotory tvorfici stabilni RPp jsou u B. subtilis velmi vzicné a zndme jich pouze
nékolik.

Predbézné vysledky ovSem nebylo mozné potvrdit. Kvili neznamé technické chybé se pfi
dalSich experimentech jevila hodnota Ko7p naopak vysoka. Bude tedy nutné experimenty zopako-

vat, aby bylo mozné vysledky ovéfit.
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8 Zaver

Uspé&iné byl navrhnut a vytvofen poZadovany promotorovy konstrukt a jeho piitomnost na
plasmidu byla potvrzena sekvenaci. Poté byly provedeny pilotni experimenty pro zjisténi hodnoty
Kerp. Vysledky téchto experimentl naznacuji, Zze hodnota Ko p je u PhsmB1 nizka a tento promotor
neni regulovan [CTP]. Prace na tomto projektu bude probihat 1 nadale, protoze vysledky je potieba

potvrdit.

Tato prace patii do zakladniho vyzkumu, ale dulézitost vyzkumu bakterii je zfejma. Uv-
nitf naseho téla i na jeho povrchu ziji stovky druhti prokaryotnich organismt. Odhaduje se, Ze jen
ve stfevech mdme jeden kilogram bakterii a na pocet je bakteridlnich bunék v naSem téle desetkrat
vice nez naSich vlastnich. Nékteré bakterie nam slouZzi, jiné Skodi a dalSich si ani nevSimneme.
Nicméné bakteridlni infekce jsou stialou hrozbou a vedeme s nimi valku, kterou nemtizeme nikdy
uplné vyhrat. Bakterie se velmi rychle mnoZi a dokdZou béhem kréatké doby zaplnit veSkery dostupny
prostor. Rapidné reaguji na zmény prostiedi a diky horizontdlnimu pfenosu genu se rychle objevuji
nové kmeny, rezistentni na antibiotika. Jedinym zpiisobem jak nepodlehnout bakteriim je udrZovat
si trvaly ndskok a vyvijet nové antibiotika rychleji, nez jsou bakterie schopné reagovat. A k tomu je
potfeba tyto organismy studovat a pochopit co nejlépe mechanismy, na kterych funguji. Laboratof,
ve které jsem pracoval, spolupracuje s FN Motol na vyvoji antibiotik na principu inhibitora aktivniho
mista RNAP. Pro sprdvné fungovani takovych antibiotik musime co nejlépe pochopit, jak aktivni
misto RNAP funguje, vCetné toho, pro¢ pfi iniciaci transkripce preferuje na +1 pozici poradi
purin’-pyrimidin®.

Fungujici antibiotika jsou ale pomérné vzddleny cil a tento projekt ma na néj relativné maly
bezprostiedni vliv. Piimé vyuziti vysledki této prace by se dalo sledovat u vyzkumu vlivu sekvence
promotoru na stabilitu R Py RNAP. Na takovém vyzkumu v soucasné dobé pracuje napt. Mgr. Ludék
Sojka z AV CR. Stejnd data by se dala také pouZit v in silico modelech iniciace transkripce, které
probihaji na MFF UK pod vedenim Ivana Barvika.

Zavérem této prace bych chtél podékovat Liboru Kriasnému za moZnost pracovat v jeho
laboratofi na MBU a zdroveii Al7bété Svenkové a Ludku Sojkovi za tolik potiebnou pomoc pfi

laborovani.

> na kédujicim vldkné
® na komplementdrnim vldkng
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