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1. Wstep

Nosnikiem informacji genetycznej we wszystkich zywych organizmach jest
DNA 1 to ono decyduje jakie rodzaje biatek syntetyzowane sa w komorce. DNA nie
uczestniczy bezposrednio w syntezie biatka, funkcje ta petnia rézne rodzaje RNA (kwas
rybonukleinowy). Posrednikiem w przenoszeniu informacji dla biosyntezy biatka jest
czasteczka mRNA (ang. messenger RNA), powstajaca na matrycy DNA w procesie
transkrypcji. Dopiero informacja zawarta w tym kwasie nukleinowym przekladana jest na
sekwencj¢ aminokwasowa biatka w procesie translacji, w ktorym uczestnicza kolejne
rodzaje RNA: transportowy (tRNA) i rybosomalny RNA (rRNA).

DNA bakterii koduje kilka tysigcy réznych biatek, ktore sa niezbedne do
normalnego funkcjonowania komorki albo adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkow
srodowiska zewngtrznego. Biatka te nie sg potrzebne w komorce w tym samym czasie i w
takiej samej ilosci. Dlatego niezbedna jest wieloaspektowa regulacja ekspresji gendéw
umozliwiajaca komorce produkcje odpowiednich biatek 1 pozwalajaca jej na szybka
adaptacje do zmieniajacych si¢ warunkéw bytowania. Miedzy innymi dzigki tej regulacji
synteza czasteczek RNA moze by¢ wlaczona lub wylaczona w precyzyjny,
zharmonizowany sposob. Najwazniejszym i limitujacym wszystkie kolejne etapy ekspresji
genow jest inicjacja transkrypcji.

Proces transkrypcji polega na sekwencyjnym dodawaniu substratow
trojfosforanéw 5' rybonukleozydow (NTP) do wolnej grupy 3'OH rosnacego tancucha
RNA zgodnie z zasada komplementarno$ci w oparciu o matryce¢ DNA. Aby uzyskaé
specyficzny pelnowartosciowy produkt w procesie transkrypcji musi si¢ ona rozpoczaé ze
Scisle okreslonych miejsc wewnatrz matrycy DNA. Miejsca te nazywane sa promotorami i
sa wyznaczone przez konserwowane sekwencje DNA.

Transkrypcja katalizowana jest przez enzym polimeraz¢ RNA zalezna od DNA
(RNAP). Rdzen polimerazy o masie molekularnej okoto 400 kDa sktada si¢ z pigciu
podjednostek: 2a, B, B' 1 ®. Jego struktura 1 funkcja jest ewolucyjnie konserwowana od

bakterii do cztowieka. Rdzeh RNAP zawiera katalityczne centrum enzymu, nie jest jednak
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zdolny do wydajnego i specyficznego zainicjowania procesu transkrypcji. W tym celu
musi polaczy¢ si¢ z jedna z licznych podjednostek inicjacyjnych z rodziny sigma,
polaczenie to jest odwracalne. Dopiero utworzony w ten sposob holoenzym (2aBp'c) staje
si¢ inicjacyjnie kompetentny i specyficznie taczy si¢ z sekwencja promotora. Oznacza to,
ze czynniki sigma sg istotnym elementem regulacji ekspresji genow /223/.

Zwiazanie si¢ holoenzymu z sekwencja promotora skutkuje uformowaniem
»kompleksu zamknigtego” z DNA w formie podwojnej helisy, ktory nastgpnie jest
przeksztalcany w ,kompleks otwarty”. Na tym etapie ma miejsce rozdzielenie
komplementarnych nici DNA wewnatrz sekwencji zwiazanej przez enzym. Kompleks
otwarty w obecnos$ci substratow zdolny jest do tworzenia pierwszego 1 kolejnych wiazan
fosfodiestrowych powstajacego tancucha RNA. W wigkszo$ci przypadkéw holoenzym
pozostaje w promotorze w kompleksie inicjacyjnym, powtarzajac rundy tak zwanej
transkrypcji abortywnej polegajacej na tworzeniu i uwalnianiu krétkich transkryptow.
Proces ten trwa do momentu zerwania przez holoenzym poczatkowych kontaktow z DNA 1
opuszczenia promotora (ang. promotor escape). Tworzy si¢ woOwczas pozbawiony
podjednostki sigma kompleks elongacyjny. Rdzef polimerazy i nowo powstajacy mRNA
tworzy kompleks potrdjny przesuwajacy si¢ wzdhuz matrycy, wraz z lokalnie rozplecionym
regionem DNA. Transkrypcja konczy si¢ gdy RNAP dotrze do wewngtrznego sygnatu
terminacji, a w nowo powstajacym RNA utworzy si¢ struktura szpilki do wtosow, co
spowoduje rozpad kompleksu elongacyjnego. Terminacja moze nastapi¢ rOwniez w
wyniku wspotdziatania z akcesorowym biatkiem Rho — terminacja Rho zalezna. Rdzen
RNAP i RNA zostaja uwolnione z kompleksu, a DNA przyjmuje formg¢ dwuniciowa.
Uwolniony rdzen polimerazy moze ponownie potaczy¢ si¢ z podjednostka sigma i
rozpoczaé kolejna rundg transkrypcji /219, 223/.

Ostatnio coraz wigksze znaczenie dla efektywnos$ci transkrypcji przypisuje si¢
przejsciu od fazy inicjacji do fazy elongacji /222/. Wprawdzie pierwsze fazy inicjacji
transkrypcji polegajace na zlokalizowaniu promotora, zwigzaniu polimerazy ze
specyficznymi sekwencjami promotorowymi i utworzeniu kompleksu zamknigtego, a
nastgpnie izomeryzacja do kompleksu otwartego warunkuja zajscie wszystkich nastgpnych
faz transkrypcji to jednak, samo powstanie kompleksu inicjacyjnego nie oznacza, ze
transkrypcja bedzie produktywna. Wspoétczynnik TR (ang. ,,Traveling ratio”), opisujacy w

czasie transkrypcji efektywnos$¢ wigzania enzymu do sekwencji kodujacych w stosunku do
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wigzania polimerazy przez sekwencje promotorowe, dla szybko rosnacych bakterii E. coli,
wynosi srednio 0.43 /174, 222/. W przypadku okoto 23% sekwencji wiazacych polimerazg
RNA, nie obserwuje si¢ powstajacego transkryptu. Moze to $§wiadczy¢ o tym, ze taki
promotor jest nieaktywny — nie jest zdolny do przejscia z fazy inicjacji do elongacji.

Pomimo ogromnego postepu jakiego dokonano w ostatnich latach w kwestii
wyjasniania mechanizmu transkrypcji, wiele aspektow tego procesu pozostaje nie
wyjasnionych. Nie jest na przyklad jasne w jaki sposob rdzen polimerazy jest uwalniany z
kompleksu elongacyjnego, ktdry zawiera trzy komponenty biatko-polimeraz¢ RNA, DNA 1
RNA (ang. ternary complex). Mozliwe jest, ze najpierw z kompleksu uwalniany jest RNA
a nastgpnie od DNA oddysocjowuje rdzen. Mozliwa jest jednak réwniez wersja, wg ktorej
z kompleksu elongacyjnego uwalnia si¢ rdzen zwiazany z produktem, a nast¢gpnie RNA
uwalnia si¢ z kompleksu z rdzeniem. W pierwszym przypadku potrzebna bylaby
dodatkowa aktywno$¢ akcesorowego biatka RapA (HepA) /160, 194/, w drugim natomiast
funkcje destabilizujaca kompleks rdzen-RNA moglaby petni¢ podjednostka 6 polimerazy
/112, 133/, a nawet podjednostka o /1/. RapA, dzigki obecnosci dwoch N-terminalnych
domen, wykazuje znaczace podobienstwo do domeny wiazacej polimeraz¢ RNA w biatku
Mfd, ktére jest translokaza DNA ulatwiajaca dysocjacje kompleksu elongacyjnego przez
wiazanie si¢ z N-terminalnym segmentem podjednostki B polimerazy RNA /167, 175, 182,
205/.

1.1 Miejsce startu transkrypcji

Transkrypcja gendw rozpoczyna si¢ od specyficznej sekwencji DNA —
promotora, ktdry jest miejscem zorientowanego i stabilnego wigzania polimerazy RNA, co
zapewnia miejscowo-specyficzne zainicjowanie syntezy tancucha mRNA /53/.

Poréwnujac znane bakteryjne i fagowe miejsca startu transkrypcji stwierdzono,
ze standardowy promotor zawiera trzy silnie konserwowane ewolucyjnie elementy

strukturalne tworzace rdzen promotora:
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1) Region sktadajacy sig z sze$ciu par zasad o sekwencji nici niematrycowej
5'-TATAAT-3', zlokalizowany jest okoto 10 pz powyze] (ang. upstream) miejsca startu
transkrypcji +1. Sekwencje t¢ okresla si¢ rowniez jako element -10 promotora lub
heksamer -10. Inna przyj¢ta nazwa to Prinbow box /85, 130, 172, 173, 197, 208/.

2) Drugi region z konserwowana szescionukleotydowa sekwencja zlokalizowany jest
okoto 35 pz powyzej miejsca startu transkrypcji. Sekwencja nici niematrycowej tego
heksameru to 5'-TTGACA-3'. Okresla si¢ go rowniez jako: sekwencjg -35, element -35
/85,130, 197, 208/.

3) Sekwencja oddzielajaca oba heksamery -10 i -35 (ang. spacer region).
Preferowana odleglos¢ pomiedzy sekwencjami konserwowanymi to 17 pz £2 /84, 130,

200/. Standardowy konsensusowy promotor E. coli przedstawiono na rycinie 1:

Region -10 Migjsce startu
Element UP m’
AL [ rataar |
| |
_65 _3 5 < s ) 1 0 . 1
; Spacer
Region -35 (17+1 p2)

Rdzen Promotora

Ryc. 1 Struktura konsensusowego promotora E. coli. Przedstawiono rdzen promotora i elementy
flankujace. Rdzen promotora obejmuje: region -10, region -35, odcinek oddzielajacy (ang. spacer) o
dtugosci 1742 pz oraz miejsce startu transkrypcji. Na lewo od heksameru -35 zaznaczony jest element UP
(ang. upstream promoter element)

Dla wigkszo$ci analizowanych promotoréw pierwszym nukleotydem
transkryptu, w 93% przypadkoéw, jest zasada purynowa A (47%) lub G. Region pomigdzy
heksamerem -10 a miejscem startu transkrypcji to zazwyczaj 6 £2 pz /84, 85, 130/.

W pewnych promotorach obecnych jest kilka miejsc startu transkrypcji co moze §wiadczy¢

o pewnej elastycznosci polimerazy RNA w wyborze miejsca rozpoczecia transkrypcji
/223/.
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U prokariontéw zar6wno powinowactwo polimerazy RNA do DNA jak i tempo
izomeryzacji kompleksow zamknigtych w kompleksy otwarte oporne na dziatanie
kompetytora zalezy od sekwencji promotora. Te dwa parametry okreslaja sile promotora
/100/. O efektywnosci transkrypcji decyduje rowniez szybkos¢ z jaka polimeraza moze
opusci¢ promotor (ang. promoter escape), ktora rowniez zalezna jest od sekwencji
promotorowej /101/.

Na podstawie korelacji pomigdzy sita promotora i przewidywana tatwoscia
topnienia DNA zaproponowano, ze region -10 odgrywa gtéwna rolg¢ w formowaniu
kompleksu otwartego /57, 172, 208/. Sugerowano réwniez, ze region -35 jest niezbedny
do rozpoznania promotora i poczatkowego wiazania przez polimeraze¢ RNA, a region -10
odpowiada za wigzanie i topnienie DNA /66/.

Hawley 1 McClure wykazali, ze 75% wszystkich mutacji upos$ledzajacych
funkcjonowanie promotora zachodzi w silnie konserwowanych zasadach regionow -10 i
-35. Mutacje, ktore obnizaly wydajnos¢ inicjacji transkrypcji zmniejszaly rowniez
homologi¢ w sekwencjach konsensusowych /84/. Substytucje, ktére moga spowodowac
lepsze dopasowanie do sekwencji konsensusowej przewaznie poprawiaja funkcje
promotora /84, 115/. Xu J. B i McCabe wykazali, ze w trzech pozycjach -7, -9 i -11
heksameru -10 polimeraza RNA wydajnie wiaze tylko zasady konserwowane nici
niematrycowej /233/. W pozostatych trzech pozycjach (-8, -10 i -12) wybierane zasady
roéznity si¢ od konsensusowych. W tych pozycjach polimeraza RNA wybierata tylko
pomigdzy dwoma z mozliwych czterech zasad. Sugerowato to, ze dwie nie wybierane
zasady w kazdej z tych pozycji nie byly niezb¢dne do wydajnego formowania kompleksu
otwartego.

Podstawienie zasad w regionie -35 promotora wplywalo na powinowactwo
polimerazy RNA do promotorowego DNA. Istnieja rOwniez obserwacje sugerujace, ze
region -35 wplywa na tempo formowania kompleksu otwartego /84, 208/. W tym
przypadku mozna przyja¢ prosta zasadeg, ze jezeli polimeraza nie pasuje dobrze do
promotora, etap izomeryzacji kompleksu zamknigtego w otwarty nie moze postgpowaé
skutecznie. Najwickszy wptyw na powinowactwo polimerazy RNA do promotorowego
DNA miato podstawienie zasady w pozycji -32 /115/. Jest to pozycja z ktora, jak wykazali
Siegiele 1 wsp. /198/, oddzialuje region 4.2 podjednostki sigma.
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Wykazano ponadto, ze podstawienie zasady w pozycji -34A na konsensusowa
zasade G znacznie zwigkszato sile promotora lac UVS5. Taki promotor w badaniach
Kobayashi i wsp. okazal sig¢ najsilniejszym promotorem. Z drugiej strony obecno$¢ A lub C
w pozycji -34 generowata najstabsze promotory pochodne. Pozycja -34 promotora moze
petni¢ istotna rolg¢ zard6wno w wiazaniu polimerazy, jak formowaniu kompleksu
otwartego /Kobayashi 1990/. Harlay 1 Reynolds wykazali, ze trymer TTG jest najbardziej
konserwowana sekwencja regionu -35 /85/. Z ta pozycja promotora, jak wykazali Gardella
i wsp. analizujac mutanty ¢”°, oddziatuje region 4.2 tego biatka /62/.

Sekwencja poszczegdlnych promotoréw nie jest optymalna dla wszystkich
etapow inicjacji, a aktywnos$¢ promotorow jest kinetycznym kompromisem pomigdzy tymi
wszystkimi etapami determinowanymi przez sekwencje promotora /233/. Sekwencja
naturalnie wystgpujacych promotoréw wyewoluowata tak, aby mogty one np. silnie wigzaé
polimeraz¢ RNA wydajnie konkurujac o nieliczny enzym, albo szybko tworzy¢ kompleks
otwarty rownowazac wplyw represorow.

Optymalna dlugos$¢ regionu oddzielajacego heksamery w promotorze ustalono
na podstawie badan delecji i insercji zasad pomigdzy regionami -10 1 -35. We wszystkich
przypadkach promotor byt silniejszy jesli dlugo$¢ sekwencji oddzielajacej byta zblizona do
17 pz /84/. Nukleotydy wewnatrz tej sekwencji promotora (ang. ,.spacer”), nie sa
bezposrednio wiazane przez polimerazg RNA, ale odpowiadaja za ustawienie dwoch
heksameréw w odpowiedniej odleglosci 1 odpowiedniej orientacji przestrzennej, co
umozliwia optymalny kontakt z enzymem. Pewnego typu substytucje zasad w obrgbie
odcinka oddzielajacego oba heksamery, ktore generuja powstanie segmentow DNA z
odstgpstwem od kanonicznej struktury DNA w formie B mogly jednak wptywaé na sileg i
funkcjonowanie promotora /2, 85, 116, 136, 137, 138, 200/.

Specjalna grupe promotoréw stanowia tak zwane rozszerzone promotory -10,
zawierajace region -16 TG. Region -16, a szczegdlnie G w pozycji -15, jest umiarkowanie
konserwowany u Bacillus subtilis i innych bakterii G(+) 1 stabo konserwowany u E. coli.
Jest to dodatkowy region promotora rozpoznawany przez holoenzym polimerazy RNA
polaczony z podjednostka c* B. subtilis i Ec” E. coli. Sekwencja 5'-TTG-3' znajdujaca sie
bezposrednio powyzej regionu -10 jest istotna w przypadku niektorych stabych
promotoréw pozbawionych konserwowanego regionu -35 lub gdy ta sekwencja (-35)

odznacza si¢ staba homologia /177, 178, 221/.
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W miar¢ postgpu badan sekwencji promotorowych okazalo sig, ze na
aktywnos$¢ promotora wptywaja rowniez sekwencje znajdujace si¢ poza obrgbem rdzenia
promotora /4/. W wielu promotorach powyzej sekwencji konsenusowych (okoto -20 pz
powyzej regionu -35) znajduje si¢ sekwencja bogata w pary AT (ang. AT rich sequence)
okreslana jako element UP /54/. Obecno$¢ elementu UP moze zwigkszy¢ wydajnosé
promotora nawet 30 krotnie w porownaniu z promotorami pozbawionymi tego elementu
/178/. W do$wiadczeniach ze zmutowana polimeraza RNA wykazano, ze w oddziatywania
z tym elementem zaangazowana jest C-terminalna domena podjednostki o /22, 69, 177,

178/.

1.2 Polimeraza RNA.

Polimeraza RNA (RNAP), jako enzym katalizujacy syntezg RNA na matrycy
DNA, zostala opisana po raz pierwszy w 1959 roku. Jedna z najlepiej poznanych i
opisanych polimeraz RNA jest polimeraza Escherichia coli. W komorce tej bakterii w
optymalnej logarytmicznej fazie wzrostu znajduje si¢ w przyblizeniu 3000 czasteczek
enzymu, z tego tylko okoto 1 % stanowi frakcja wolnej polimerazy /223/. Na roéznych
etapach inicjacji, elongacji oraz terminacji z polimeraza moga oddzialywa¢ liczne
dodatkowe biatka. Niektore z nich oddziatuja z rosnacym transkryptem, a inne
bezposrednio z polimeraza, ale nie sa uznawane jako konstytutywne sktadniki enzymu,
tworza one oddzielna klas¢ bialek okreslanych jako czynniki transkrypcyjne. Sktadanie

podjednostek rdzenia zachodzi sekwencyjnie wedtug ponizszego schematu /99, 102/:
20— > o0 +tp—> afp+p' — af p'=rdzen enzymu [E]

opp'toc — op p' o =holoenzym [Ec]

Igarashi 1 wsp. /98/ wykazali, Zze istotng rol¢ w formowaniu aktywnego
holoenzymu odgrywa podjednostka a — produkt genu rpoA, biatkko o masie 36,5 kDa
zbudowane 329 aminokwasow. Szczegdlna rolg w tym procesie przypisuje sig

konserwowanym N-terminalnym segmentom aminokwasowym (30-75 i 175-210), ktérych
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homologi obecne sa réwniez w RNAP eukariotycznych, archealnych i plastydowych
(RPB3 i RPB11 polimerazy RNA II) /169, 206/. Swiadczy to o tym, ze istnieje strukturalne
1 funkcjonalne podobienstwo polimeraz prokariontdéw i organizméw eukariotycznych.
Heyduk 1 wsp. /95/ stwierdzili, stosujac metodg footprintingu z wykorzystaniem rodnikow
hydroksylowych, ze dla procesu formowania holoenzymu istotne sa kontakty
aminokwasoéw 30 — 75 podjednostki o z podjednostka f 1 aminokwasow 175-210 z
podjednostka B'. Nie mozna byto uzyska¢ dowodéw na bezposredni kontakt podjednostki
alfa z podjednostka o /95/. Wiazanie podjednostki a do podjednostek B i B' podczas
sktadania rdzenia zachodzi w spos6b asymetryczny, jedna podjednostka a kontaktuje si¢ z
B, a druga z ' /98/.

Dzigki badaniom z wykorzystaniem ograniczonej proteolizy i1 jadrowego
rezonansu magnetycznego (NMR) pokazano, ze podjednostka ta sklada si¢ z dwoch
niezaleznych strukturalnie domen aCTD i aNTD, potaczonych gi¢tkim tacznikiem /9,
104/. N-terminalna domena podjednostki a (aNTD) jest niezbedna do procesu formowania
rdzenia polimerazy RNA.

Druga istotng rola podjednostki a jest bezposrednie wigzanie elementu UP
promotoréw 1 oddziatywanie z biatkowymi aktywatorami. Za te oddzialywania
odpowiedzialna jest gtbwnie domena C-terminalna (aCTD) /9, 22, 104, 178/.

Podjednostki B 1 PB' tworza rdzen katalityczny enzymu. Podjednostka [,
produkt genu rpoB, jest bialkiem o masie 150.6 kDa i zawiera 1342 aminokwasy.
Wykazuje duza homologi¢ z druga najwigksza podjednostka wszystkich eukariotycznych
polimeraz. Konserwowane regiony podjednostki beta zostaly zgrupowane w dziewigc
domen A-1/205/. W obrebie podjednostki B zmapowano roéwniez cztery miejsca kontaktu z
rifampicyna, antybiotykiem hamujacym tworzenie wiazan fosfodiestrowych pomigdzy
pierwszymi nukleotydami rosnacego ancucha RNA. Swiadczy to o tym, ze miejsce
wiazania antybiotyku jest blisko centrum katalitycznego enzymu /105/. Na podstawie
badan kroslinkowania (ang. crosslinking) ustalono, ze rifampicyna wiaze si¢ w odleglosci
15 A od poczatkowego 5' nukleotydu mRNA i okoto 2 A od nukleotydéow w pozycjach -2 i
-3 matrycy. W ten sposob zidentyfikowano trzy obszary podjednostki B zlokalizowane

blisko konca 5' transkryptu (Lys'*” w segmencie H, His'*" w segmencie I, Asp’'® i Arg*® w

segmencie D) /157/.
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Podjednostka B jest rowniez celem dla innych antybiotykow: streptolydiginy
/35/, lipiarmycyny /122/ 1 mikrocyny J25 (MCCIJ25) /8/. W tworzeniu kontaktow z
podjednostkami a i ' zaangazowane sa segmenty H i I podjednostki 3 /204/. Podjednostka
B uczestniczy réwniez w procesie pauzowania i terminacji — regiony C, D, F 1 I /127/.
Uwaza si¢ rowniez, ze bierze ona bezposredni udzial w odpowiedzi $cistej z udziatlem
guanozynotetrafosforanu (ppGpp) /5, 141, 213/.

Najwigksza podjednostka polimerazy jest podjednostka B' (gen rpoC), zawiera
1407 aminokwaséw 1 osiaga masg 155.2 kDa. W budowie tego biatka wyodrgbniono osiem
konserwowanych segmentéw A-H. W obrebie podjednostki zlokalizowano dwa regiony
zaangazowane w wigzanie DNA. Jeden w N-terminalnym regionie (segment A) ' zawiera
motyw palca cynkowego (ang. Cys,finger). Drugi wewnatrz konserwowanego segmentu C
jest regionem homologicznym ze szczeling wiazaca DNA wystepujaca w polimerazie [
DNA E. coli /223/. Miejsca oddziatywania z antybiotykiem streptolydiging zmapowano w
segmencie F podjednostki B'. Antybiotyk ten hamuje elongacje mRNA /190/.

W podjednostce beta' (B'D) znajduje si¢ silnie konserwowany motyw
NADFDGD zawierajacy trzy reszty kwasu asparaginowego tworzace centrum katalityczne
enzymu. W doswiadczeniach z tworzeniem wiazan krzyzowych uzyskano kowalencyjne
polaczenie konca 3' powstajacego transkryptu z segmentem G tej podjednostki (Met”*-
Trp'®®) /13/. Podjednostka B' rowniez bierze udzial w procesie terminacji (segmenty C-H).
Dodatkowo domena palca cynkowego w obrgbie C-terminalnej czg$ci P' uczestniczy w
antyterminacji /225/.

Wysoko oczyszczone preparaty polimerazy RNA E. coli zawieraly mata
podjednostke m, biatko o masie 10105 Da. Analizy z wykorzystaniem wigzan krzyzowych
pozwolily stwierdzi¢, ze bialko to jest w bliskim kontakcie lub bezposrednio potaczone z
podjednostka B'. Oznaczalo to, ze podjednostka ta jest integralna cze$cia rdzenia /145,
152/. Przypuszcza sig, ze biatko to jest gwarantem prawidlowego potaczenia podjednostki
B' z forma przejSciowa rdzenia o.f. Funkcj¢ t¢ ustalono w kontekscie temperaturo-
wrazliwego mutanta ' defektywnego w skltadaniu rdzenia, poniewaz gen rpo Z (kodujacy
podjednostke ®) nie jest niezbgdny dla przezycia E. coli w standardowych warunkach
laboratoryjnych. Podjednostka omega jest homologiem podjednostki RPB6 eukariotyczne;j
polimerazy II /150/.
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Ustalenie struktury zbudowanych z wielu podjednostek polimeraz RNA
stanowi jedno z najwigkszych wyzwan biologii molekularnej. Od lat podejmowano proby
uzyskania krysztatow polimerazy RNA E. coli, ktore nadawatyby si¢ do analiz rentgeno —
strukturalnych. Proby te byty jednak nieskuteczne poniewaz molekuly polimerazy RNA
E. coli obdarzone sa powierzchniowym fadunkiem ujemnym co uniemozliwiato tworzenie
trojwymiarowych krysztalow enzymu. Ostatnia dekada pozwolita dokonaé istotnego
przelomu w ustaleniu struktury aparatu transkrypcyjnego. Opracowano szereg nowych
technik badawczych, ktore pozwalaja na stworzenie spdjnego modelu kompleksu
transkrypcyjnego. Pierwsze modele niskiej rozdzielczosci otrzymano na drodze analizy
obrazow uzyskanych za pomoca mikroskopu elektronowego dla dwuwymiarowych
krysztatow barwionych negatywowo octanem uranylu /37, 38/. Krysztaly te uzyskiwano
metoda wigzania czasteczek polimerazy do monowarstwy dodatnio natadowanych lipidow.
Podobna technike zastosowano do eukariotycznej polimerazy II /36/. Juz na tym etapie
mozna bylo stwierdzi¢ znaczace strukturalne podobienstwo prokariotycznej 1
eukariotycznej polimerazy RNA. Zastosowanie krio-elektronomikroskopii zamrozonych,
uwodnionych helikalnych krysztatow pozwolito znacznie zwigkszy¢ zdolno$¢ rozdzielcza
do poziomu 16 A /38/. Istotny przetlom stanowilo ustalenie struktury krystalograficznej
fragmentéw podjednostek polimerazy, w tym struktury N-terminalnej domeny
podjednostki a (aNTD) z rozdzielczoscia 2,5 A /242/. Kombinacja uzyskanych danych
rentgeno-strukturalnych 1 wynikow krio-elektronomikroskopii pozwolita ostatecznie na
zlokalizowanie potozenia fragmentow podjednostek na modelach polimerazy RNA niskiej
rozdzielczosci /38/. Skojarzenie tych analiz z wynikami innych technik badawczych
(kroslinkowanie, footprinting, FRET i innych) umozliwito stworzenie sp6jnych modeli
polimerazy RNA. Modele te pozwalaja stwierdzi¢, ze polimeraza RNA Thermus aquaticus
przypomina ksztaltem szczypce kraba utworzone odpowiednio przez podjednostki B i p'

(Ryc. 2).
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Ryc. 2 Schemat budowy rdzenia polimerazy RNA Thermus aquaticus. Kolorem zielonym przedstawiono
najsilniej konserwowane fragmenty podjednostek B i fB'. Stabiej konserwowane fragmenty podjednostki
przedstawiono kolorem niebieskim a B' rézowym. Kolorem bialym przedstawiono podjednostki al i 02 oraz
® spinajace obie czgsci szczypiec utworzonych przez podjednostki 1 B'. W $cianie kanatu utworzonego
przez podjednostki B i B' znajduje si¢ jon magnezu (kolor fioletowy) zlokalizowany w centrum aktywnym
enzymu /35/.

Na rysunku kolorem zielonym zaznaczono najsilniej konserwowane fragmenty
biatka zlokalizowane wokot centrum aktywnego. Najbardziej zmienne fragmenty enzymu
zlokalizowane sa peryferyjnie. Obie podjednostki o ulokowane sa niesymetrycznie, al
kontaktuje si¢ z podjednostka B, natomiast a2 z f'. Podjednostki o wraz z podjednostka ®
spinaja obie czgsci szczypiec. Migdzy podjednostkami B 1 B' tworzy sig szczelina, ktéra
zdolna bytaby zaakceptowa¢ matrycowy DNA. Na rysunku 2 wida¢ rowniez, ze jedna z
domen podjednostki B'F (ang. bridge helix) wnika do $rodka kanatu migdzy podjednostki
B, B' 1 wspotdziatajac z B'G wydziela z niego drugi kanat (ang. secondary channel) o
$rednicy 10-12 A. Ta droga moglyby dyfundowaé substraty tréjfosforany nukleozydéw do

centrum katalitycznego. Obecne dysponujemy obrazami krystalograficznymi rdzenia
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polimerazy RNA Thermus aquaticus z rozdzielczo$cia 3,3 A /243/, holoenzymu
polimerazy RNA z rozdzielczoécia 4 A /156/, holoenzymu polimerazy RNA Thermus
aquaticus z fragmentem promotorowej matrycy widetkowej 6,5 A /155/, holoenzymu
Thermus thermophilus 2,6 A /217/ oraz kompleksu elongacyjnego polimerazy RNA 1I z
drozdzy w rozdzielczoéci 3,3 A /71/.

Poréwnanie uzyskanych modeli pozwala stwierdzi¢, ze istnieje strukturalne
podobienstwo wszystkich polimeraz RNA, zaréwno eubakterii, archebakterii jak 1
eukariontow (Ryc. 3). Podobienstwo to jest wigksze na poziomie struktury niz na poziomie
sekwencji aminokwasowej. Swiadczy to o silniej presji ewolucyjnej na zachowanie

struktury 1 funkcji aparatu transkrypcyjnego.

Eubakterie Archebakterie

Ryc. 3 Pordéwnanie struktury polimeraz ecubakterii, archebakterii i cukariontdéw. Funkcje niektorych
fragmentow podjednostek bakterii wiasciwych przejmuja dodatkowe podjednostki archebakterii i1
eukariontow. Najsilniej konserwowane regiony polimeraz RNA zaznaczono kolorem niebieskim /227/.

Najistotniejsza roznica sprowadza si¢ do zwigkszenia liczby podjednostek
tworzacych enzym. U eukariontéw czg$¢ funkcji podjednostek polimerazy RNA przyjmuja
ponadto dodatkowe czynniki transkrypcyjne (ang. basal transcription factors) /79, 187/.
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1.3 Podjednostka sigma.

Podjednostke sigma polimerazy RNA Escherichia coli opisali po raz pierwszy
w 1969 roku Burgess i wsp. jako selektywny czynnik kierujacy rdzen polimerazy RNA do
miejsca promotorowego w DNA, poprawiajacy dokladnos$é¢ transkrypcji i zwigkszajacy
znacznie jej wydajnos¢ /21/. Juz wtedy sugerowano, ze biatko to rozpoznaje sekwencje
promotora 1 by¢ moze utatwia wyeksponowanie ukrytych domen rdzenia polimerazy
odpowiedzialnych za wiazanie DNA.

Podjednostka sigma dzigki multidomenowej budowie moze bra¢ aktywny
udziat w rozpoznawaniu sekwencji promotorowych. Wprawdzie sama nie wykazuje
zdolno$ci wiazania dwunicowego DNA, poniewaz jedna z mobilnych domen przestania
obecne w bialku miejsce wigzania jednego z heksametrow /47/, to jednak w kompleksie z
rdzeniem polimerazy RNA jest zdolna do rozpoznawania sekwencji promotorowej.
Powszechnie akceptuje si¢ poglad, ze to wlasnie podjednostka sigma jest odpowiedzialna
za specyficzne wiazanie promotora, a rdzen polimerazy sam nie jest zdolny do
specyficznego rozpoznawania promotorowego DNA. Sugerowano, ze zwiazanie
podjednostki sigma przez rdzen indukuje zmiany konformacyjne podjednostki odstaniajac
domeng wiazaca heksamer -35. Po zakonczeniu inicjacji transkrypcji 1 przejsciu do fazy
elongacji funkcja podjednostki sigma w rozpoznawaniu promotora staje si¢ zbedna,
podjednostka oddysocjowuje pozostawiajac wysoce procesywny rdzen syntetyzujacy RNA.
Sama natomiast moze zwiaza¢ si¢ z nowym kompleksem rdzenia by zapoczatkowaé nowy
akt inicjacji transkrypcji. Ta sekwencja wydarzen nosi nazwg ,,cyklu ¢” /151, 215/. Ma ona
istotne znaczenie dla skuteczno$ci szybkiej reakcji komorki prokariotycznej na bodzce
srodowiskowe, poniewaz usunigcie podjednostki sigma z kompleksu z polimeraza pozwala
na zwiazanie rdzenia z inna podjednostka sigma przeprogramowujac tym samym
polimerazg RNA na rozpoznawanie innych promotorow, ekspresj¢ informacji z nowej puli
genow oraz udzial innych mechanizméw regulacyjnych. W normalnych warunkach wzrostu
dominujaca podjednostka sigma jest u E. coli ¢° odpowiedzialna za wykorzystanie
podstawowych genéw zapewniajacych funkcjonowanie komorki. Alternatywne
podjednostki sigma odpowiedzialne sa za wykorzystanie gendéw niezb¢dnych do przezycia

w warunkach szoku termicznego (c*%), wiazania azotu (c™*), procesie sporulacji,
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w warunkach stresu czy tez w fazie stacjonarnej (c°) /70, 117, 201, 231/. Na to, ktore
podjednostki sigma bgda mogly zwiaza¢ rdzen polimerazy oraz jak wyglada dostepna pula
tych podjednostek wplyw ma nie tylko szybko$¢ syntezy, modyfikacji czy tez szybkos¢
degradacji bialka, lecz rowniez oddziatywanie podjednostek sigma z czynnikami antysigma
(ang. antisigma factors) /27, 88, 107, 126/. W komorce bakteryjnej dostepnos¢ rdzenia jest
czynnikiem limitujacym. Ocenia sig, ze z catej ilosci polimerazy RNA w komorce (stezenie
ok. 10-20 uM) tylko ok. 1% polimerazy wystgpuje w stanie niezwigzanym w kompleks z
DNA. Czynniki antysigma, obnizajac efektywne stgzenie ktorej$ z podjednostek sigma,
moga wigc catkowicie wykluczy¢ funkcjonowanie pewnych promotorow. Z kolei inne
czynniki, takie jak np. Crl Escherichia coli sa pozytywnie dzialajacymi faktorami, ktore
ufatwiaja wiazanie ¢° z rdzeniem polimerazy RNA /52/. Silnym argumentem na rzecz
odwracalnego wiazania sigmy w holoenzym, a nastgpnie oddysocjowywania jej z
kompleksu elongacyjnego sa roznice powinowactwa podjednostki ¢’ do rdzenia (Kp~ 107°
M) i kompleksu elongacyjnego (Kp~ 10°M) /67, 151/. W tym drugim przypadku warto$¢
ta jest na tyle duza, ze inne czynniki transkrypcyjne moga skutecznie wspotzawodniczy¢ z
podjednostka sigma o enzym w kompleksie elongacyjnycm (np. NusA Kp~10*M).

Odkrycie kolejnych, alternatywnych podjednostek sigma /134/, rozpoznajacych
odmienne sekwencje promotorowe i1 analiza wplywu mutacji tych podjednostek na
rozpoznawanie promotorow sktanialy do wniosku, ze rdzen enzymu w ogoéle nie rozpoznaje
sekwencji promotorowej. Dalsze badania funkcji podjednostki sigma ujawnily jej
szczegoblna role w procesie inicjacji transkrypcji. Kiedy podjednostka sigma potaczy si¢ z
rdzeniem to nie tylko umozliwia specyficzne rozpoznanie sekwencji promotora 1
zlokalizowanie polimerazy w miejscu startu transkrypcji, ale rowniez promuje duze zmiany
konformacyjne w calym enzymie, umozliwiajac jego konwersj¢ z potencjalnie
transkrypcyjnie kompetentnej formy do formy inicjacyjnej. Dodatkowo utatwia
rozdzielenie nici DNA podczas formowania kompleksu otwartego, stabilizuje rozdzielone
nici 1 najprawdopodobniej rdwniez wptywa na wczesne etapy syntezy RNA /91, 164, 181,
189/. Czgé¢ aktywatoréw i represorow wplywajacych na inicjacj¢ transkrypcji dziata na
polimeraze za posrednictwem podjednostki sigma /129, 132, 141/.

W oparciu o podobienstwa w sekwencji, strukturze 1 funkcjonowaniu
bakteryjne czynniki sigma mozna podzieli¢ na dwie odrebne rodziny: ¢” i 6>*. Wigkszo$¢

czynnikdw sigma eubakterii nalezy do rodziny o', ktorej nazwa pochodzi od
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podstawowego czynnika sigma E. coli o masie 70 kDa /131/. Wszystkie eubakterie
zawieraja jeden lub wigcej czynnikow nalezacych do tej rodziny, ktora dzieli si¢ na trzy
grupy. Pierwsza grupg stanowia podstawowe czynniki sigma, odpowiedzialne za
transkrypcje gendéw (ang. ,house keeping genes”), ktorych produkty sa niezbgdne dla
prawidlowego funkcjonowania komorki w fazie eksponencjalnego wzrostu w warunkach
standardowych. Czynniki te wykazuja co najmniej 51% podobienstwa sekwencji
aminokwasowej. Do drugiej grupy naleza czynniki, ktorych sekwencja aminokwasowa jest
bardzo podobna do podstawowych czynnikow sigma, ale nie sa one tak istotne dla
funkcjonowania komorki (ang. nonessental). Sa one odpowiedzialne za ekspresje genow w
stacjonarnej fazie wzrostu. Do trzeciej grupy zaliczamy alternatywne czynniki sigma
istotne w warunkach stresu (np. podwyzszonej temperatury) lub gwaltownie zmieniajacych
si¢ warunkéw pokarmowych. Czynniki alternatywne pod wzgledem sekwencji
aminokwasowej znacznie r6znia si¢ od podstawowych czynnikow z tej rodziny /87, 131,
231/.

Rodzina o™ E. coli, nazwana tak od podjednostki sigma o masie 54 kDa
odpowiedzialnej za gospodarke azotowa, obejmuje tylko jedna grupe czynnikéw
wymaganych w pewnych warunkach bytowania. Czynniki te nie sa niezbg¢dne dla wzrostu
komorki. Biatka te nie wykazuja podobienstw w sekwencji aminokwasowej z
podstawowymi czynnikami sigma /148/.

Podjednostki nalezace do poszczegdlnych grup rozpoznaja tylko specyficzne
dla nich klasy promotoréw rézniace si¢ sekwencja konsensusowa /223/.

Porownanie sekwencji biatek z rodziny ¢’ umozliwito wyodrebnienie czterech
silnie konserwowanych regionow aminokwasowych (domen) potaczonych gigtkimi
tacznikami, ktorych sekwencja nie jest tak konserwowana. Laczniki te zapewniaja biatku
duza elastycznos¢ i tatwos$¢ zmian konformacji /89/. W miarg postepu badan nad struktura i
funkcja podjednostek sigma regiony te zostaly dalej podzielone na podregiony (1.1-1.2,
2.1-2.5, 3.1-3.2 1 4.1-4.2) (Ryc. 4C), ktore pelnia istotna rolg na réznych etapach inicjacji
transkrypcji /12/.

Analizujac delecje punktowe w podjednostce sigma ustalono, ze gtdéwnym
regionem odpowiedzialnym za wigzanie si¢ podjednostki sigma z rdzeniem jest region 2.1
(reszty 361- 390) okreslany jako CB (ang. core binding domein) /128/. Rolg tego regionu w

tworzeniu kontaktu z rdzeniem potwierdzono w przypadku o Bacillus subtilis /196/. Dalsze
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badania genetyczne ujawnity wiele dodatkowych regionéw podjednostki sigma bioracych
udziat w kontakcie z rdzeniem polimerazy. Zmapowano liczne mutacje punktowe w wielu
konserwowanych regionach ¢*> — 2.2, 3.1 1 4.2, wplywajace na oddzialywanie z rdzeniem
/109, 110/. Owens 1 wsp ustalili, Ze ze strony rdzenia oddziatywanie z regionem 2.2
podjednostki sigma zachodzi za posrednictwem super zwinigtej (CC) domeny podjednostki
B' (reszty 260-309) /236/. Jezeli w tym regionie ' wystapi mutacja A302D, catkowicie
zostaje zablokowane oddziatywanie holoenzymu z DNA. Wydaje si¢ wigc, ze jest to
kluczowe oddzialywanie gwarantujace wydajna zmiang konformacji w podjednostce sigma
umozliwiajaca aminokwasom regionu 2.3-2.4 wigzanie z DNA /19/.

Badania biochemiczne 1 genetyczne prowadzone przez Grubera 1 wsp., ktérych
celem bylo znalezienie powierzchni kontaktu pomig¢dzy rdzeniem polimerazy RNA a
podjednostka sigma doprowadzity do wniosku, Ze w kontakt ten zaangazowane sa
wylacznie podjednostki B i B' /77/. Nie stwierdzono oddziatywan podjednostki sigma z
podjednostkami o 1 ®. W pierwsze] kolejnosci oddziatywania zachodza na tzw.
,poczatkowej powierzchni styku” (ang. initial interface): reszty aminokwasowe 900-909
(domena Flap) podjednostki B oddzialuja z regionem 1.1 podjednostki sigma (I53),
fragment B — aa 949-1342 z regionem 3.1 podjednostki sigma (P504), a region
superzwinigty B' (A302) z regionem 2.2 (Q406, E407) podjednostki sigma /77/.

W trakcie tych poczatkowych kontaktow, w podjednostce sigma zachodza
istotne zmiany konformacyjne, ktore dzigki odsunigciu regionu 1.1 prowadza do
wyeksponowania domen 2.4 i 4.2 odpowiedzialnych za wiazanie promotorowego DNA.

W wyniku tych zmian tworzy si¢ tzw ,,struktura otwarta” holoenzymu gotowa na zwiazanie
DNA (ang. holoenzyme interface). Regiony B (1-237, 235-651) oddziatuja z regionem 3.1-
4.2 o (E555), region B (949-1342), podobnie jak region podjednostki B' zawierajacy
strukturg palca cynkowego, rowniez oddzialuje z tym samym regionem podjednostki sigma

(L598).
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1.3.1 Udzial podjednostki ¢ w kolejnych etapach inicjacji transkrypcji.

Wecezesne fazy poprzedzajace inicjacj¢ transkrypcji odbywaja si¢ bez
bezposredniego udzialu podjednostki 6. Na tym etapie polimeraza RNA poszukuje
sekwencji promotorowych skanujac DNA by znalez¢ anomalie strukturalne samego DNA
lub kompleksy biatkowe w miejscach wiazania aktywatorow transkrypcji. W tej fazie
oddzialywania enzymu z DNA maja charakter elektrostatycznych oddziatywan
niespecyficznych /219, 220/. W przypadku promotora Al faga T7 pierwszy kontakt z
promotorowym DNA rozpoczyna si¢ od zwiazania elementu UP przez C-terminalne
domeny (a-CTD) podjednostek o polimerazy RNA /185/. Zwiazanie enzymu z
promotorem i utworzenie najpierw kompleksu zamknigtego RPc, a nastgpnie w wyniku
izomeryzacji do kompleksu otwartego RPo odbywaja si¢ z bezposrednim udziatem
podjednostki ¢ polimerazy RNA. Metoda footprintingu z wykorzystaniem rodnikéw
hydroksylowych wykazano, ze w kompleksie zamknigtym polimeraza RNA wiaze si¢ z
sekwencjami -35 1 -10 promotora dajac powtarzajacy si¢ obraz protekcji DNA w rejonie od
-60 do -4 DNA /183/. Swiadczy to o tym, Ze polimeraza zlokalizowana jest po jednej
stronie podwojnej helisy DNA. W kompleksie otwartym protekcja DNA rozszerza si¢ i
obejmuje miejsce startu transkrypcji az do pozycji +20 /183/. Region -14 do +20 jest
catkowicie chroniony przez polimerazg przed dzialaniem rodnikéw hydroksylowych. W
obrgbie -56 do +11 utrzymuje si¢ czg¢sciowa, periodyczna protekcja DNA. W kompleksie
otwartym DNA jest rozplecione w regionie petli transkrypeyjnej (-12 - +2). Swiadczy o
tym migdzy innymi reaktywno$¢ zasad nukleinowych w jednoniciowym DNA z
odczynnikami modyfikujacym te zasady /240/. Przejscie RPc w RPo zwiazane jest z
drastycznymi zmianami konformacji zarbwno DNA jak i enzymu i odbywa si¢ poprzez
dyskretne stadia posrednie (ang. intermediated complexes) /145, 146, 183/. Kompleks
otwarty w obecnosci substratoéw zdolny jest do syntezy RNA, najpierw w cyklicznych
aktach transkrypcji abortywnej, a nastgpnie produktywnej transkrypcji, w czasie ktorej
powstaje wysoce procesywny kompleks elongacyjny i wtasciwy produkt transkrypcji.

W wigkszosci przypadkow na etapie transformacji kompleksu otwartego w elongacyjny,
gdy produkt transkrypcji osiaga dtugos¢ 9-12 nukleotydow, podjednostka ¢ uwalnia si¢ z
kompleksu /80, 118, 149, 202/. Dobrze udokumentowane jest jednak réwniez istnienie

kompleksow elongacyjnych zawierajacych podjednostke ¢ /6, 153/.
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1.3.2 Rozpoznanie promotorowego DNA- kompleks zamknigty (RPc¢) i otwarty (RPo)

Stosunkowo wczesnie zauwazono, ze podjednostka sigma polimerazy RNA jest
niezbedna do rozpoznawania sekwencji promotorowej /74/. Peini ona rolge czynnika
transkrypcyjnego niezbgdnego do procesu inicjacji transkrypcji. Odkrycie modularnej
struktury podjednostki sigma, silnie konserwowanej w calej rodzinie ¢”°, pozwalato
przypuszczaé, ze réozne domeny podjednostki ¢ moga bra¢ udzial w rozpoznawaniu
roznych elementow strukturalnych promotorowego DNA /74, 82, 83, 131/. Za pomoca
analiz odpowiednich mutantow w podjednostce sigma oraz analiz biochemicznych, w tym
peptydowych fragmentow fuzyjnych z GST wykazano, ze =z czterech silnie
konserwowanych domen regiony 2.4 i 4.2 zawieraja determinanty wiazace odpowiednio
region -10 1 -35 promotora /12, 49, 159/.

Pokazano rowniez, ze N-terminalny fragment domeny 1.1 podjednostki ¢’
hamuje wiazanie izolowanej podjednostki do DNA /47/. Usunigcie z N-konca podjednostki
o kilkudziesigciu aminokwaséw umozliwia zwiazanie przez takie skrocone biatka
fragmentow DNA zawierajacych promotorowe DNA. Natomiast fragmenty zawierajace
ok. 100 aminokwaséw z N-terminalnej domniemanej inhibitorowej domeny 1.1 hamuja w
konformacji trans wiazanie do promotorowego DNA fragmentow fuzyjnych zawierajacych
domeny 2.4 i 4.0 podjednostki ¢, najprawdopodobniej poprzez oddziatywanie z domena 4
/47/. Wyniki te sugerowaly, ze wolna podjednostka ¢ wystepuje w formie ,,nieaktywnej”,
niezdolnej] do rozpoznawania sekwencji promotorowej. Po zwiazaniu z rdzeniem
podjednostka ¢ przechodzi istotne zmiany konformacyjne, odstonigta zostaje domena 4
podjednostki i holoenzym jest zdolny do specyficznego rozpoznania sekwencji
promotorowej. Interesujace jest rowniez to, ze niewielkie biatko fagowe AsiA faga T4
moze calkowicie przemodelowa¢ strukture fragmentu podjednostki sigma (przejscie
motywu H-T-H w pseudohelis¢) zmieniajac specyficzno$¢ polimerazy RNA /96, 126/.
Sugeruje to, Ze inna lecz rownie drastyczna zmiana konformacyjna podjednostki sigma jest
niezbedna do rozpoznawania promotorow faga T4 (middle promoters) za posrednictwem

aktywatora MotA 1 AsiA.
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Ryec. 4 Struktura i funkcjonalna organizacja podjednostki c. a) Struktura krystaliczna holoenzymu polimerazy
RNA Thermus thermophilus. Podjednostke sigma zaznaczono kolorem czerwonym.

b) Schemat utozenia podjednostki ¢ w holoenzymie T. thermophilus. Kolorowe regiony na modelu
wstazkowym odpowiadaja ewolucyjnie konserwowanym regionom podjednostki sigma przedstawionym na
diagramie c. ¢) Funkcjonalna charakterystyka podjednostki sigma. Schemat gorny — diagram liniowy
przedstawiajacy domeny i regiony konserwowane, schemat dolny — regiony promotorowego DNA z
zaznaczonymi oddziatywaniami z odpowiednimi domenami wigzacymi DNA podjednostki sigma /12/.
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W celu analizy mechanizmu rozpoznawania sekwencji promotora,
wyselekcjonowano warianty podjednostki sigma, ktére kompensowaly staby promotor z
mutacjami punktowymi w sekwencjach konserwowanych. Dzigki temu zidentyfikowano
dwa odrgbne regiony 2 i 4 odpowiedzialne za rozpoznanie odpowiednio elementu -10 i -35
promotora /62, 198/. W tym samym czasie Zuber i Losick zlokalizowali mutacjg w
alternatywnej podjednostce ¢ Bacillus subtilis, ktora rowniez wptywata na rozpoznanie
sekwencji -10 promotora /245/. Mutacje 6" i ¢ zlokalizowane zostaly w analogicznych
regionach, co sugerowato, ze podjednostki z rodziny ¢’ rozpoznaja sekwencje promotora
w podobny sposob.

Reszty odpowiedzialne za bezposrednie wiazanie si¢ z zasadami heksameru -35
zlokalizowano w motywie HTH (ang. helix-turn-helix) regionu 4.2 podjednostki sigma.
Mutacje R584 1 R588, w dwoch pozycjach motywu HTH, wptywaly na rozpoznanie dwoch
zasad w regionie -35 promotora /62, 198/. Bliski kontakt reszt cysteiny tego regionu z
sekwencja -35 promotora potwierdzity doswiadczenia kroslinkowania wykonane przez
Owensa 1 wsp. Uzyli oni kompleksow Fe-EDTA zwiazanych kowalencyjnie z reszta
cysteiny [FeBABE: Fe(S)-1-p-bromoacetoamidobenzyl) EDTA], ktéra w wyniku
substytucji wprowadzono do motywu HTH regionu 4.2 /165/. Eichenberger i wsp.
wykazali ponadto, wykorzystujac technike¢ footprintingu laserem UV, ze krzyzowe
wiazania pomigdzy motywem HTH regionu 4.2 podjednostki sigma, a zasadami heksameru
-35 powstaja w pierwszych etapach inicjacji transkrypcji /51/. Kontakt obu reagujacych
sktadnikow jest zachowany przez caly proces formowania kompleksu otwartego /152,
183/.

Oddziatywanie sigmy z regionem -10 promotora jest znacznie bardziej
skomplikowane, poniewaz w tym regionie zachodzi rozdzielenie nici DNA w procesie
formowania kompleksu otwartego. Podjednostka sigma zaangazowana jest w sekwencyjno
-specyficzne oddziatywanie zardwno z dwu jak i z jednoniciowym DNA oraz dodatkowo w
niespecyficzne oddzialywania, ktére wspomagaja rozdzielenie nici DNA.

Mutacje podjednostki sigma specyficznie znoszace efekt delecji pierwszych
dwoch zasad w elemencie -10 promotora zlokalizowano w obrebie a helisy regionu 2.4.
Otrzymano trzy mutacje wptywajace na rozpoznanie pierwszej zasady w heksamerze -10,
w tym dwie dla ¢ - TI440, QH437 i jedna RA100 dla 6" /62, 198, 245/. Na rozpoznanie
drugiej zasady elementu -10 wptywata mutacja RA 96 c" /34/.
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Przy uzyciu testu kompetycyjnego Dombroski i wsp. pokazali, ze fragmenty
podjednostki sigma, jako biatka fuzyjne z GST zawierajace region 2.4, bezposrednio
rozpoznaja trzy konserwowane zasady w pozycjach -12, -11 i -10 regionu -10 promotora
/45, 48/. W doswiadczeniach tych nie stwierdzono wiazania jednoniciowego DNA przez
wolna podjednostke 6™ E. coli, nawet pozbawiona regionu 1.1. Moze to $wiadczy¢ o tym,
ze oddziatywania te zachodza jedynie w konteks$cie holoenzymu. Callaci 1 Hayduk w
swoich do$wiadczeniach z 6* Thermus aquaticus wykazali, ze wiazanie jednoniciowego
DNA przez holoenzym za posrednictwem podjednostki sigma wrasta 200 krotnie w
porownaniu z izolowana, wolna podjednostka /23/.

Z kolei Marr 1 wsp. wykazali, ze to holoenzym specyficznie rozpoznaje

jednoniciowy oligonukleotyd zawierajacy sekwencje nici niematrycowej i dzieje si¢ to za
posrednictwem podjednostki sigma, poniewaz mutacja Q437H w regionie 2.4 podjednostki
o znaczaco wplywala na to oddzialywanie /144/. Wcze$niej wykazano réwniez, ze
podjednostka ¢ tworzy kowalencyjne wigzanie z zasadami nukleotydowymi w pozycjach
-7 1 -3 nici niematrycowej /17/. Roberts i1 Roberts stwierdzili, ze zmiana zasad
konsensusowych w pozycjach -12, -11 albo -7 nici niematrycowej znaczaco wplywata na
tempo formowania kompleksu otwartego /176/. Z drugiej strony, na rozpoznanie
jednoniciowej matrycy miato wptyw tylko btgdnie wstawione G w pozycji -12 1 -11.
Inne zasady niekonsensusowe w nici niematrycowej nie miaty zadnego (-12) albo tylko
maty (-11) wpltyw na formowanie kompleksu otwartego. Kiedy testowano mutacje w
dwuniciowym promotorowym DNA podjednostka sigma pozbawiona domeny 1.1 nie
rozpoznawata zasad niekonsensusowych w pozycji -12 1 -11 /45/. Wyniki te sugeruja, ze
region 2.4 podjednostki sigma rozpoznaje zaréwno pojedyncza jak 1 podwojne nici DNA,
ale zasady rozpoznania tych nici wydaja si¢ odmienne.

Wykorzystujac dane o strukturze holoenzymu, techniki footprintingu i analizy
genetyczne mozna zaproponowaé spojny model powstawania 1 struktury najpierw
kompleksu zamknigtego, w ktorym holoenzym zwigzany jest z dwuniciowym
promotorowym DNA, a nastgpnie izomeryzacji i powstawania kompleksu otwartego.

W pierwszej fazie polimeraza RNA wedrujac wzdluz DNA (jednowymiarowa dyfuzja)
napotyka dystorsj¢ DNA w postaci zatamania zwigzanego z sekwencjami poliA elementu

UP promotora. Kinetyczne eksperymenty z wykorzystaniem szybkich technik
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footprintingu w czasie rzeczywistym rodnikami hydroksylowymi generowanymi przez
promieniowanie X otrzymane za pomoca synchrotronu pozwolity stwierdzi¢, ze pierwotne
kontakty enzymu z DNA w regionie -80 - -50 stopniowo, poprzez stadia posrednie,
prowadza do powstania kompleksu zamknigtego z dolng granica protekcji -5 /185/.

W odpowiedniej sekwencji musza temu towarzyszy¢ oddziatywania DNA z a-CTD, o4,
63, 1 62 podjednostki sigma. Kolejna fazg stanowi rozciagnigcie protekcji na region az do
+20, co musi by¢ zwigzane z zalamaniem DNA (~ 90 °) w pozycji -12/-11 /41, 179/.
Powstaje w ten sposob kompleks posredni I;, w ktorym komplementarne zasady petli
transkrypcyjnej pozostaja sparowane (Ryc. 5), a pozycja +1 DNA znajduje sie ok. 50 A od

centrum aktywnego.
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Ryc. 5 Model kompleksu przejsciowego 1, polimerazy RNA T. aquaticus z promotorem AP . Prezentowany

model nie zawiera podjednostki 6. Prawdopodobnie pozycje regionéw 2 i 4 podjednostki sigma wskazuja
strzatki. Dwuniciowy DNA umieszczony jest migdzy szczgkami utworzonymi przez podjednostki B (kolor
niebieski) i B' (kolor rézowy), ktore w dolnej czgsci modelu spigte sa N-terminalnymi domenami
podjednostek a (kolor zielony i zo6tty). Podjednostke @ przedstawiono kolorem jasnoniebieski a jon magnezu
w centrum katalitycznym kolorem czerwonym. Owalne kota przedstawiaja schematycznie rozwinigte i
mobilne domeny B'VR (ang. variable region) i DRI (ang. dispensable region) wystepujace u E. coli,
nieobecne w 7. aquaticus /179/.
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Zatamanie DNA by umie$ci¢ go w szczelinie migdzy szczgkami utworzonymi
przez B i B' z domenami DR1 podjednostki B 1 VR B” mogtoby dojs¢ do skutku dzigki
oddziatywaniu z domena 2 podjednostki 6. W modelu tym I, zawiera dwuniciowy DNA,
rozstrzygnigto tym samym kontrowersje odno$nie momentu rozplatania DNA. Dopuszcza
si¢ bowiem, ze dwuniciowy DNA moéglby by¢ umieszczony w kanale glownym
holoenzymu, jednak $rednica kanalu wydaje si¢ by¢ za mata by zaakceptowa¢ dwuniciowy
DNA w formie B. Z obrazéw dyfrakcyjnych uzyskanych dla Thermus thermophilus
wynika, ze $rednica wej$cia do kanatu gtéwnego w przypadku holoenzymu wynosi

~16 A (Ryc. 6) /217/.

Rye. 6 Schemat kanatu gtéwnego w obrgbie holoenzymu (a) i w rdzenia (b) polimerazy RNA Thermus
aquaticus. a) W holoenzymie wejscie do kanatu gtéwnego dla dsDNA jest blokowane przez a-spiralg
podjednostki sigma (aa 74-92, region 1.2 — kolor r6zowy) i fragment motywu HLH (helix-loop-helix)
podjednostki  (aa 232-259 kolor szaro z6tty), kolorem zielonym zaznaczono DNA /217/.

Sktanialo by to wigc do przypuszczen, ze DNA powinien najpierw ulec
topnieniu w regionie -10, a nastgpnie by¢ umieszczony w kanale gléwnym. Réwnoznaczne
by to jednak bylo ze zmiana pogladéw na mechanizm tworzenia kompleksu otwartego 1
proces izomeryzacji RPc — RPo. Nalezatoby bowiem zatozy¢, ze najpierw zachodzi
topnienie DNA w heksamerze -10 pod wplywem podjednostki sigma, a dopiero pdzniej
rozszerzenie protekcji w kierunku transkrypcji. Kompleks posredni I, powinien w takim
przypadku zawiera¢ jednoniciowy DNA 1 wykazywa¢ zwigkszona reaktywnos$¢ zasad w
stosunku do KMnO,. Ostatecznie wykazano jednak, Zze region polimerazy zawierajacy

domeng Clamp wykazuje nadzwyczajna gigtko$¢ strukturalng i najprawdopodobniej
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wielko$¢ szczeliny miedzy domenami B'Clamp i PLoobe moze wzrasta¢ do 25 A /38, 154/.
Mozliwe jest zatem powstanie kompleksu posredniego z DNA zlokalizowanym w
szczelinie gtownej bez uprzedniej separacji nici DNA.

Analizy kinetyczne kompleksow polimerazy RNA z promotorem APg
pozwalaja stwierdzi¢, ze przejscie kompleksu posredniego I, w kompleks posredni I,
zwiazane jest z jednoczesnym otwieraniem DNA w regionie -11 - +2. DNA kompleksu I,
zlokalizowane jest w szczelinie dla DNA, poniewaz protekcja DNA, ktéra rozwija si¢ w
przeciagu 100 ms obejmuje region az do +20, jak w docelowym kompleksie otwartym. W
tym czasie DNA wykazuje ciagle mala reaktywno$¢ w stosunku do KMnO,. Obraz
charakterystyczny dla rozplecionego DNA powstaje w znacznie dluzszym czasie
(dziesiatki sekund). Ponadto znacznie stabsza zaleznos$¢ otwierania DNA w kompleksie od
stezenia soli w porownaniu z wolnym DNA w roztworze, sugeruje, ze¢ DNA w [, w
znacznie mniejszym stopniu poddany jest dzialaniu srodowiska. Izomeryzacji RPc—RPo
przez stadia posrednie I;, I, ... towarzysza istotne zmiany konformacji polimerazy RNA.
Mobilne regiony podjednostek B i B' (Lobe, Protrusion i Clamp) przemieszczaja si¢
tworzac strukturg¢ obejmujaca dwuniciowy ,,downstream” DNA.

Udzial podjednostki sigma w tworzeniu holoenzymu, kompleksu zamknigtego,
a nastgpnie w izomeryzacji i powstawaniu RPo wymaga drastycznych zmian konformacji
biatka. Pomiary odleglosci migdzy konserwowanymi domenami 2.4 i 4 podjednostki o
wykonane metoda LRET (ang. luminescence resonance energy transfer) wskazuja, ze
odleglto$¢ ta wynosi 35 A w wolnej podjednostce 6 i wzrasta do 50 A w kompleksie z
rdzeniem /192/ W eksperymentach uzyto podjednostek o zawierajacych unikalne reszty
cysteiny w pozycjach 442 i 596 regionow 2 i 4 wiazacych donor i akceptor. Swiadczy to o
zwartej budowie wolnej podjednostki ¢ utrzymywanej przez oddziatywania domen o4 i
01.1, irozciagnigciu jej o ok. 43% w kompleksie z rdzeniem. Jest to bezposredni dowod
na duze zmiany strukturalne podjednostki ¢ w czasie tworzenia holoenzymu.

Domena o4, ktéra ma rozpozna¢ region -35 promotora, w takiej zwartej
konformacji nie moze pelni¢ swojej funkcji. Zwigzanie sigmy z rdzeniem 1 rozlegle
kontakty z podjednostkami B i B' stabilizuja podjednostke sigma w optymalnej konformacji
do rozpoznawania sekwencji promotorowych. Domeny ¢4 i 62.3-2.4 musza rozpoznac

heksamery -35 1 -10, ktorych wzgledna orientacja w przestrzeni (rzutowana na
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powierzchnie walca) wynosi 68, a odlegloéé zakladajac konformacje B DNA okoto 76 A
/155, 237/ Kluczowa role w tworzeniu kompleksu otwartego i1 rozplecionego DNA w
regionie startu transkrypcji petnia domeny 2.3-2.4 podjednostki sigma, a najwigksza role
ze strony promotora pelni -11A nici niematrycowej /166/. Komplementarna tymina jest
ostatnia zasada w promotorze APR wykazujaca w RPo zwigkszona reaktywnos$¢ w
stosunku do KMnO4. W przypadku promotora Al faga T7 réwniez para -12 AT znajduje
si¢ w obrebie jednoniciowego DNA /240/. -11A jest najsilniej konserwowana zasada, a jej
substytucja 2 aminopuryna (2-AP) wywiera najsilniejszy efekt na transkrypcje w
porownaniu z substytucja pozostatych zasad tego heksameru. Sugeruje sig, ze po
zwigzaniu regionu -10 przez zasadowe aminokwasy K414 i1 K418 domeny o2, -11A
odgrywa kluczowa rol¢ w inicjowaniu procesu rozplatania DNA. W domenie 2
podjednostki sigma E. coli znajduje si¢ szereg silnie konserwowanych aminokwasow
aromatycznych: Y421, Y425, F427, T429, Y430, Y425, W433 1 W434 /214/.

Wiadomo, ze biatka wiazace jednoniciowe DNA albo RNA czgsto oddziatuja z
zasadami nukleotydow kwaséw nukleinowych poprzez utozone w ,stos” reszty
aromatyczne. Zatozono wigc, ze region 2.3 moze by¢ bezposrednio zaangazowany w
rozplatanie nici DNA /89/. Wprowadzenie w tym regionie do podjednostki c* Bacillus
subtilis alaniny zamiast konserwowanego aminokwasu wplywato ujemnie na rozplatanie
nici promotora /111/. Podobny fenotyp wykazywala " B. subtilis z mutacja w
analogicznej pozycji /108/.

Struktura krystaliczna o rozdzielczosci 2,6 A fragmentu podjednostki c”°
opisana przez Malhotr¢ i wsp. pozwala przypuszcza¢ w jaki sposob region 2.3 moze
utatwia¢ rozplatanie nici DNA w regionie -10 promotora. Struktura krystalograficzna
fragmentu podjednostki sigma (aa 114 — 446) pokazuje, Ze aminokwasy regionow 2.3 1 2.4
tworza strukturalnie ciagla spiralg. Spirala regionu 2.3 jest idealnie utozona wzgledem
promotora, a aminokwasy obu regionow uczestniczace w topnieniu DNA znajduja si¢ na

tej samej powierzchni spirali (Ryc. 7) /142/.
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Ryc. 7 Prawdopodobne utozenie o helisy fragmentu podjednostki sigma ¢ z regionami 2.3 i 2.4 wzglgdem
nici niematrycowej DNA. Zaznaczono atomy weggla w pozycji o reszt aminokwasowych istotnych w
rozpoznaniu i topnieniu elementu -10 promotora (region 2.3 — Tyrd25, Tyr430, Trp433, Trp434; region 2.4
Gln 437, Thr440, Argd41) /142/.

Nalezy zatem uznaé, ze podjednostka sigma jest zdolna do wiazania i
otwierania dwuniciowego DNA. Wprawdzie postuluje si¢, i sa na to pewne dowody
eksperymentalne, ze w otwieraniu DNA ma znaczacy wktad proces ,,oddychania DNA”
(ang. DNA breathing), jednak wydaje sig, ze w procesie otwierania DNA bierze aktywny
udziat polimeraza RNA (podjednostka sigma). Najprawdopodobniej tyrozyna w pozycji
430 jest aminokwasem oddzialujacym z -11A nici niematrycowej. Rotacja (ang. flipping)
adeniny -11 na zewnatrz helisy DNA umozliwia jej oddzialywanie z Y430.
Prawdopodobnie rowniez T429 1 W433 wnosza wklad w ten proces. Rozplecenie DNA
rozszerza si¢ w kierunku startu transkrypcji, a aromatyczne aminokwasy stabilizuja
jednoniciowy DNA w regionie otwartej petli transkrypcyjnej. Za takim mechanizmem
otwierania DNA 1 stabilizacji kompleksu otwartego przemawia fakt slabej reaktywnosci
tymin w pozycjach -10 1 -7 (rdwniez -4 i -3) otwartego DNA. Jest to najprawdopodobnie;j
wynik oddziatywan tych zasad z aromatycznymi aminokwasami.

W obecnosci substratow polimeraza DNA przechodzi do produktywnej fazy
transkrypcji syntetyzujac produkt DNA, najpierw w postaci produktéw abortywnych, a
nastgpnie finalnego produktu transkrypcji.

W holoenzymie trzy domeny podjednostki 6* Thermus aquaticus (c2: 1.2-2.4,
63: 3.0-3.1 1 o4: 4.1) zlokalizowane sa na powierzchni enzymu /27/. Podjednostka sigma

ma ,,rozciagni¢ta” konformacje, w ktorej tacznik (/inker) (63.2 — 33 aa) rozdziela domeng
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03 i 64 na odlegtosci 45 A /156/. Lacznik ten wnika do wnetrza enzymu i przechodzi przez
cze$¢ kanatu gltownego, a nastepnie kanat dla produktu (ang. exit chanel). Taki przebieg
fancucha polipeptydowego narzuca przestrzen utworzona przez domeny Lid podjednostki
B' 1 wewngtrzng czg$¢ domeny Flap podjednostki B. Najbardziej do centrum aktywnego
zbliza si¢ fragment podjednostki ¢ (ang. disordered loop, aa 337-345), ktora - jak wynika z
analiz kroslinkowania - znajduje si¢ w odlegtosci okoto 5 A od reszty fosforanowej w
pozycji v pierwszego nukleotydu tworzacego transkrypt /184/. Potozenie domeny o4, gdy
fancuch polipeptydowy wydostaje si¢ na powierzchni¢ rdzenia stabilizowane jest przez o
helis¢ domeny Flap podjednostki § (aa 764 — 778) /65, 125/. Eksponowana na powierzchni
enzymu domena o4 poprzez motyw HTH (ang. helix-turn-helix) wiaze heksamer -35

(Ryc. 8).
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1
I

§ o reglion 4

*y .HHI
f region 1.2 - 3.1
P coiled-coil

Ryc. 8 Schemat oddziatywania podjednostki 6* 7. aquaticus z promotorowym DNA. W gornej czeSci
rysunku przedstawiono konserwowane regiony podjednostki sigma zaznaczone réoznymi kolorami (1.2-4.2).
Czarna kreska ponizej przedstawia skrystalizowane segmenty podjednostki. Sposéb oddziatywania regionu 4,
zawierajacego motyw HTH, skrystalizowanego z heksamerem -35 promotora (Campell 2001), przedstawiono
z lewej czgsci rysunku. Prawa cze$é rysunku przedstawia oddziatywania regionow 1.2-3.1 podjednostki
sigma z heksamerem -10 i segmentem -16 rozszerzonego promotora (extended promoter). Pokazano sposob
w jaki domena CC ' (kolor szary) oddzialuje i stabilizuje region 2.4 podjednostki sigma (Murakami 2002).
Ni¢ niematrycowa DNA przedstawiono w kolorze jasnozielonym, matrycowa ciemnozielonym. Sekwencje
elementéw promotora wyodrgbniono w szarych prostokatach powyzej nici DNA. Regiony podjednostki
sigma przedstawiono tymi samymi kolorami jak w modelu liniowym. /Model sporzadzono w oparciu o
strukturg krystaliczna kompleksu holoenzym-RF DNA (fork-janction) uzyskana przez Murakamiego i wsp.
/65/.
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Najbardziej strukturalnie stabilna, pozbawiona mozliwosci przemieszczania si¢
cze$¢ rdzenia polimerazy tworza domeny NTD podjednostek a, o oraz czes¢ B i p'. Z kolei
cztery inne moduly enzymu wykazuja znaczna mobilno$¢. Sa to: domena Clamp
podjednostki B' i trzy domeny w podjednostce [ Lobe, Protrusion oraz domena Flap
przykrywajaca wyjscie kanatu dla RNA. Ruchliwe domeny Clamp oraz Lobe i Protrusion
moga wptywac na szeroko$¢ kanatu glownego. W strukturze holoenzymu jest on o okoto
10 A wezszy niz w rdzeniu (Ryc 6) /38/.

Domena 1.1 w przypadku podjednostki ¢* T. aquaticus zawiera znacza cze$é
(1/3) reszt aminokwasowych obdarzonych tadunkiem ujemnym z obliczonym PI = 3,95.
Wewngetrzna czg$¢ kanatu gldownego, w przeciwienstwie do powierzchni enzymu, ktora jest
natadowana ujemnie (PI rdzenia rowne ~5), obdarzona jest ladunkiem dodatnim.
Najprawdopodobniej wigc w holoenzymie tancuch polipeptydowy domeny 1.1
podjednostki ¢ wnika do kanatu gtéwnego (Ryc. 9 a). Wskazuja na to wyniki footprintingu
biatka rodnikami hydroksylowymi oraz analizy FRET, ktore $wiadcza o protekcji tej
domeny w obrebie holoenzymu 1 lokalizacji w obrgbie kanatu zawierajacego centrum
aktywne /147, 158/. Domena 1.1 zard6wno w wolnej podjednostce sigma jak i w
kompleksie binarnym, jest dostepna dla rodnikéw hydroksylowych. Umieszczenie DNA w
kanale gtownym wymaga zatem uprzedniego usunig¢cia domeny 1.1 podjednostki sigma z

kanatu (Ryc. 9 b).
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(a)
Upstream
DA
Downstream
DA
channel
H'Pl:
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RP; and abortive initiation End of abortive initiation

Ryc. 9. Zmiany strukturalne komplekséw polimerazy RNA z promotorowym DNA w kolejnych etapach
inicjacji transkrypcji. Domeny podjednostki sigma zaznaczono kolorem pomaranczowym, pozostala czgs¢
polimerazy z wyjatkiem domeny flap (kolor niebieski) kolorem szarym. Jon Mg** w centrum aktywnym
przedstawiono w postaci zottego kotka. Ni¢ matrycowa DNA- ciemnozielona, ni¢ niematrycowa —
jasnozielona, transkrypt RNA zaznaczono kolorem czerwonym.

a) RPc — kompleks zamknigty, b) kompleks przejsciowy (I), ¢) RPo — kompleks otwarty i inicjacja
abortywna, d) koniec inicjacji abortywnej. /154/.

Przejscie kompleksu inicjacyjnego syntetyzujacego abortywne produkty w
kompleks elongacyjny wymaga kolejnej istotnej przebudowy struktury polimerazy RNA.
Zwiazane jest to z konieczno$cia usunig¢cia tacznika 3.2 podjednostki sigma, ktory
ulokowany w kanale dla produktu uniemozliwia syntez¢ dluzszych RNA (Ryc. 9 c).
Najprawdopodobniej ta przestrzenna zawada jest jedna z przyczyn transkrypcji abortywne;.
Sugeruje sig, ze rosnacy transkrypt usuwa tacznik 3.2 z kanatu dla produktu umozliwiajac
tym samym synteze dtuzszych produktow transkrypcji, destabilizujac kompleks inicjacyjny
(ostabienie oddziatywan domen B Flap z c4), ktory ostatecznie pozbawiony podjednostki
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sigma przechodzi w kompleks potrojny. Wskazuja na to rowniez odpowiednie mutacje
Pro329 1 Ser331 w regionie 3.2, ktore ostabiajac oddzialywania tacznika z rdzeniem

zmniejszaja wydajno$¢ transkrypcji abortywnej /186/.
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2. Cel pracy

Jednym =z najwazniejszych zagadnien zwiazanych z badaniem procesu
transkrypcji jest analiza multidomenowej budowy podjednostki sigma i ztozonych funkeji,

ktore pelni w procesie transkrypcji. Funkcje te obejmuja:

1. Wiazanie rdzenia i tworzenie holoenzymu.

2. Udzial w rozpoznawaniu sekwencji promotorowe;.

3. Udziatl w tworzeniu 1 stabilizacji kompleksu otwartego
4. Wplyw na wczesna fazg transkrypcji produktywne;,

5. Prawdopodobny wptyw na elongacjg, pauzowanie a nawet na terminacje¢ transkrypcji.

Przy tak licznych zadaniach, ktore przypisuje si¢ podjednostce sigma oczywiste
jest, ze wszystkie te funkcje nie moga by¢ pelnione rownocze$nie. Musza by¢ rozdzielone
w czasie 1 przypisane do réznych domen podjednostki sigma. Jednym z kluczowych
zagadnien tej pracy jest odpowiedZ na pytanie o mozliwos¢ uzyskania fragmentow
podjednostki sigma, ktére zawieralyby oddzielne domeny strukturalne i zachowaly
niektore z funkcji natywnej podjednostki sigma. W zwiazku z tym celem pracy jest
konstrukcja, klonowanie a nastgpnie nadprodukcja w komoérkach bakterii i oczyszczanie
pieciu fuzyjnych biatek zawierajacych wybrane domeny strukturalne podjednostki sigma.
Po drugie funkcjonalna charakterystyka otrzymanych biatek tj. ocena efektywnosci
procesu renaturacji, zdolno$ci wiazania promotorowego DNA i tworzenia kompleksow
transkrypcyjnych. Fragmenty podjednostki sigma jako biatka fuzyjne z GST analizowane
wczesniej przez Dombroski 1 wsp. /45, 46, 47, 49/ byty badane wylacznie pod katem ich
zdolnosci do wiazania promotorowego DNA. Nie udalo si¢ wowczas stwierdzi¢ czy
fragmenty te zdolne sa do wiazania z rdzeniem 1 tworzenia kompleksow transkrypcyjnych.
Severinowa i wsp. analizowali zdolno$¢ fragmentu ¢”, podjednostki sigma w strukturze
holoenzymu do wigzania oligonukleotydu, jednak rowniez w tym przypadku nie udato si¢

wykazaé wigzania promotorowego DNA, inicjacji transkrypcji 1 syntezy produktu RNA
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/191/. W pracy oceniona wigc zostanie rowniez zdolno$¢ otrzymanych fragmentow
podjednostki sigma do tworzenia z rdzeniem polimerazy RNA holoenzymu,
rozpoznawania przez holoenzym promotorowego DNA i transformacji kompleksow

binarnych w aktywne transkrypcyjnie kompleksy potrdjne syntetyzujace RNA.
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3. Materialy

3.1 Szczep bakteryjny:

BL21(DE3)Escherichia coli [hsdS gal(\Aclts857 ind1Sam7 nin5 lacUV5-T7 gene 1]

(Novagen)

3.2 Plazmidy:

pET16b — 5711 pz [Ap®, ori pPBR322, T7 promotor i terminator, T7 start transkrypcji,
sekwencja kodujaca His-Tag, lacl, MCS Ndel - BamH I (Novagen)

pHTT7f1-c [Ap®; ori-pBR322; ori-f1; ®10P-rpoD] (dzigki uprzejmosci H. H.

Ebrighta)

3.3 Pozywki:

3.3.1 LB:
Trypton
Ekstrakt drozdzowy
NaCl

woda

3.3.2 LA:
Trypton
Ekstrakt drozdzowy
NaCl
agar

woda

10g
58
10g
do 1000 ml

10¢g
5S¢
10g
15¢g
do 1000 ml

Przygotowane pozywki sterylizowano w autoklawie pod ci$nieniem 1 atm.

w temperaturze 121°C przez 20 min. Dla obu pozywek pH = 7,4.
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3.4 Bufory stosowane do enzymow

34.1 10 x stezony bufor do Taq polimerazy DNA (MBI Fermentas)

100 mM Tris-HCI (pH 8.0 w 25 °C)
500 mM KCI
0,8% Nonidet P40

34.2 5 x stgzony bufor do enzymu restrykcyjnego Ndel — D (MBI Fermentas)

10 mM Tris-HCI pH 7,5
100 mM NacCl

10 mM MgCl,

0,1 mg/ml BSA

3.4.3 10 x stezony bufor do kinazy polinukleotydowej (MBI Fermentas)

700 mM Tris-HCI1 pH 7,6
100 mM MgCl,
50 mM DTT

3.4.4 10 x stezony bufor do alkalicznej fosfatazy (MBI Fermentas)
100 mM Tris-HCI pH 7,5
100 mM MgCl,
3.4.5 10 x stezony bufor do ligazy DNA bakteriofaga T4 (MBI Fermentas)

400 mM Tris-HCI pH 7,8
100 mM MgCl,

100 mM DTT

5 mM ATP
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3.5 Enzymy

3.51 BamHI, 10 u/pl (MBI Fermentas)

3.5.2 Ndel, 10 u/ul (MBI Fermentas)

3.5.3 Fosfataza alkaliczna (CIP), 1 u/ul (MBI Fermentas)

3.54 Kinaza polinukleotydowa, 10 u/ul (MBI Fermentas)

3.5.5 Ligaza DNA faga T4, 1 u/ul (MBI Fermentas)

3.5.6 Lizozym w 10 mM Tris — HCI, pH 8,0 (10 mg/ml) (Sigma)

3.5.7 Polimeraza RNA 1 u/pl (0,5 pg/ul ) (EPICENTRE Biotechnologies)
3.5.8 Rdzen polimerazy RNA 1 u/ul (0,7 ng/ul ) (EPICENTRE Biotechnologies)
3.5.9 RNaza, 1000 u/ul (MBI Fermentas)

3.5.10 Taq polimeraza DNA do reakcji PCR, 1 u/ pul (MBI Fermentas)

3.6 Startery

Wykorzystano startery zamowione o wyjsciowym stezeniu 10 uM zamdéwione w Thermo

Hybaid GmbH,

3.6.1

3.6.2

FR3L 5'- CGG TCG GCA TAT GAT TGA GAC CAT CAACAAG-3'

FR4L 5'- CAT CCG TCA TAT GGC CAA AGA GCC AAT CTC CAT- 3'
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3.6.3 FRSL 5'- AAA GTT CTC CAT ATG CTG GAT TCT GCGACCAC - 3'
3.6.4 SIGMA L 5' -TAT CGA GGT CAT ATG GAG CAAAACCCGCAGT-3'
3.6.5 SIGMA P 5-AGC CGG ATC CTC TTA ATC GTC CAG GAA GCT ACG-3'
3.6.6 SPL 1 5'-GGT CGT CAT ATG GGC ACC GTT GAA-5'

3.6.7 SPP 3 5'- GGT CTC AAT CAT ATG CAC CGG -3

3.6.8 T7L 5'- TAATAC GAC TCA CTA TAG GG-3'

3.6.9 T7P 5'- GCT AGT TAT TGC TCA GCG G-3'

3.6.10 PLA1 5’-GGATCC TCGAGATCC CGAAAATTT ATC AAA-3°

3.6.11 PPA1 5’-GGA TCC TCG AGC TCCAGATCC CGG ACC C-3’

3.6.12 TBL 5’-GCG GAG ATC TGC CAT CGA GAG GGA C-3’

3.7 Oligo1l

Wykorzystano oligonukleotyd o stezeniu 10 uM zamoéwiony w Thermo Hybaid GmbH,

S5-ATTGGGTATAATTGACTCA-3

3.8 Nukleotydy

dNTP set 100 mM (MBI Fermentas)
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3.9

3.9.1

3.9.2

3.9.3

3.94

3.9.5

3.10

3.10.1

3.10.2

3.10.3

Roztwory do lizy alkalicznej

Roztwor I (GET):

50 mM glukoza
10 mM EDTA
15 mM Tris-HCI pH 8.0

Roztwor II — mieszanina lizujaca (przygotowana tuz przed uzyciem)

1 M NaOH 1,2ml
10% SDS 0,6 ml
woda redestylowana 4,2 ml
na 24 probki

Roztwor III — Octan potasu w lodowatym kwasie octowym.

5 M octan potasu 10 ml
lodowaty kwas octowy 1,9 ml
woda redestylowana 4,75 ml

Fenol — rownowazony 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA (Sigma)

Roztwor chloroform — alkohol izoamylowy (24:1)

Roztwory wykorzystane do wytracania DNA

3 M octan sodu, pH 5,2

3 M octan amonu

70% alkohol etylowy
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3.10.4 96% alkohol etylowy
3.11 Roztwor wykorzystywany do przygotowania komorek
kompetentnych
100 mM CaCl,
CaCl, 1,47 g
woda redestylowana do 100 ml
3.12 Roztwory wykorzystywane do indukcji, izolacji i oczyszczania

fragmentéw ¢

3.12.1 Roztwory IPTG
3.12.1.1 0,5mM IPTG

1,26 g/ 5000 ml hodowli bakteryjnej

3.12.1.2 I mM IPTG

3,26 g/ 5000 ml hodowli bakteryjnej

3.12.2 0,5 M roztwor PMSF
PMSF 0,87 g
70 % etanol do 10 ml
3.12.3 50 mM roztwoér NiSO,
NiSO4 1,4 g
woda redestylowana do 100 ml
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3.124 Bufory wykorzystywane do oczyszczania biatlek w warunkach natywnych

3.12.4.1 Bufor lizujacy — wiazacy (pH 8,0)

50 mM NaH,PO, 69¢g

300 mM NaCl 17,54 ¢

10 mM imidazol 0,68 g
woda redestylowana do 1000 ml

3.12.4.2 Bufor wyptukujacy bialka niespecyficznie zwiazane ze ztozem (pH 8)

50 mM NaH,PO, 69¢g
300 mM NaCl 17,54 g
20 mM imidazol 0,68 g
woda redestylowana do 1000 ml
3.12.4.3 Bufor elucyjny (pH 8)
50 mM NaH,PO, 69¢g
300 mM NaCl 17,54 ¢
250 mM imidazol 0,68 ¢
woda redestylowana do 1000 ml

Bufory wykorzystywane do oczyszczania biatlek w warunkach

denaturujacych

3.12.5.1 Bufor lizujacy, pH 8

100 mM NaH,PO, 139¢

10 mM Tris — HCI1 1.2¢g

8 M mocznik 480,5 g
woda redestylowana do 1000 ml
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3.12.5.2 Bufor wyptukujacy biatka niespecyficznie zwiazane ze ztozem, pH 6,8

100 mM NaH2PO4
10 mM Tris — HC1
& M mocznik

woda redestylowana

3.12.5.3 Bufor elucyjny I, pH 5,9

100 mM NaH2PO4
10 mM Tris — HC1
& M mocznik

woda redestylowana

3.12.5.4 Bufor elucyjny I, pH 4,5

3.12.6

3.12.6.1

100 mM NaH2PO4
10 mM Tris — HC1
8 M mocznik

woda redestylowana

Bufor do dializy I

50 mM Tris -HC1

500 mM NaCl

10 mM MgCl,

1 mM EDTA

20 % glicerol

5 mM B-merkaptoetanol

woda redestylowana

139¢g
12¢g
480,5 ¢
1000 ml

139¢g
12g
480,5 ¢
do 1000 ml

139¢g
12g

480,5 g

do 1000 ml

Bufory wykorzystywane do renaturacji bialek w procesie dializy

50 ml
29,22 ¢
2,05¢g
2ml0,5M
200 ml

349 ul

do 1000 ml
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3.12.6.2

Bufor do dializy 11

50 mM Tris -Hcl

300 mM NaCl

10 mM MgCl,

0,1 mM EDTA

20 % glicerol

5 mM B-merkaptoetanol

woda redestylowana

Nitroceluloza CA 250/0 (Selection/Niemcy)

czern amidowa
metanol
kwas octowy

woda

3.13

(mikrometoda)
3.13.1
3.13.2 Roztwor czerni amidowe;j
3.13.3 Roztwor odbarwiacza

3.13.4 Roztwor do elucji barwnika z membrany

metanol
kwas octowy

woda

kwas mrowkowy

kwas octowy

50 ml

17,54 g
2,05¢g
0,2ml 0,5 M
200 ml

349 nl

do 1000 ml

Roztwory i materialy do iloSciowego oznaczania st¢zenia bialka

025¢g
45 ml
10 ml
45 ml

225 ml
50 ml
225 ml

80 ml
10 ml
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100 % TCA 1 ml
3.14 Izotopy do znakowania DNA
5 mCi roztwor [y- **P] ATP, (74 Mbq) (aktywno$¢ wiasciwa 7000 Ci/mmol)
500 pCi roztwor [a- **P] GTP, (18,5 Mbq)
3.15 Bufory do tworzenia kompleksow bialko - DNA
3.15.1 Bufor do kompleksow (10 x ste¢zony):
80 mM Tris — HCl pH 7,9
500 mM NaCl

10 mM B — merkaptoetanol (2-merkaptoetanol)

3.15.2 BuforTE
1 M Tris-HCI, pH 7,9 10 ml

0,5 M EDTA, pH 8 0,4 ml

woda redestylowana do 1000 ml
3.16 Mieszanina do transkrypcji in vitro

0,4 mM ApUpC 2ul

5 mM ATP 1l

5 mM GTP 1 ul

150 mM MgCl, 1 ul

W doswiadczeniach w ktorych stosowano radioaktywne substraty, znakowano ApUpC przy

uzyciu [y- **P] ATP badz tez uzywano radioaktywnego GTP ([a- **P] GTP) [Materialy 3.14].
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3.17 Roztwory do autoradiografii

3.17.1 Roztwoér do wywotywania klisz rentgenowskich

Czes¢A—-995¢ Czes¢ B—-148 g
weglan sodu hydrochinon
siarczyn sodu 1-fenylopirazolidyn-3-on

Po zmieszaniu cz¢séci A 1 B dopelni¢ woda do 9 L

3.17.2  Roztwor utrwalajacy do klisz rentgenowskich

Czes¢ A
tiosiarczan sodu krystaliczny 2160 g

Czes¢ B

chlorek amonu 270 g
Czes¢ C

pirosiarczyn sodu 180 g

Po zmieszaniu czegsci A, B 1 C dopetni¢ woda do 9 L

3.18 Elektroforeza agarozowa DNA

W pracy wykorzystywano zele agarozowe 1% 1 1,5% w zalezno$ci od masy

czasteczkowej rozdzielanych fragmentow.

Agaroza Woda
1% 250 mg 22,25 ml
1,5% 375 mg 33,38 ml
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Nastepnie roztwory ogrzewano, az do rozpuszczenia si¢ agarozy, dodawano 2.5 ml
buforu TBE (1x stgz.) [Materialy 3.18.1] 1 wlewano do poziomego aparatu do elektroforezy.

Przed zestalaniem w Zelu umieszczano pionowo grzebien w celu uformowania studzienek.

3.18.1 Bufor TBE 5 x stezony
Tris 54 ¢
Kwas borowy 275¢g
0,5M EDTA pH 8 1 ml
stezony HCl do pH 8,3
woda redestylowana do 1000 ml
3.18.2 6 x stgzony roztwor barwnikow do elektroforezy

0,09% blekit bromofenolowy

0.09% cyjan ksylenu

60% glicerol

60 mM EDTA
3.18.3 Roztwor bromku etydyny o stgzeniu 5 mg/ml
3.19 Elektroforeza poliakrylamidowa
3.19.1 Roztwory i bufory

3.19.1.1 Roztwor akrylamidow (30/0.8%)

Bisakrylamid 0,8
Akrylamid 30g
woda do 1000 ml
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3.19.1.2 Bufor do zelu rozdzielajacego (dolnego) 1.5 M Tris-HC1/0.4% SDS

pH 8.8
Tris 60,59 g
SDS 2¢g
woda do 500 ml

3.19.1.3 Bufor do zelu zatgzajacego (gérnego) 0.5 M Tris-HC1/0.4% SDS pH 6.8

Tris 20,19 ¢
SDS 2g
woda do 500 ml

3.19.1.4 10 x stezony bufor do elektroforezy biatek w warunkach denaturujacych
(zawiera SDS;)

Tris 302 ¢g
Glicyna 1422 ¢
SDS 10g

woda do 1000 ml

3.19.1.5 Bufor lizujacy (obciazajacy)

IM Tris HCI, pH 6,8 12,5 ml
SDS 5¢g
2-merkaptoetanol 10 ml

biekit bromofenolowy 10 mg
glicerol 20 ml
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3.19.1.6 Roztwory do barwienia zeli poliakrylamidowych

3.19.1.6.1 Barwienie azotanem srebra

3.19.1.6.1.1 Roztwor azotanu srebra

Azotan srebra 08¢g
Woda amoniakalna 1.4 ml
Wodorotlenek sodu 75.5 mg
Woda do 100 ml

3.19.1.6.1.2  Roztwor wywolujacy

1% kwas cytrynowy 0,5 ml
37% formaldehyd 50 ul
woda do 100 ml

3.19.1.6.1.3  Roztwor przerywajacy

10% kwas octowy 50 ml
45% metanol 50 ml

3.19.1.6.2 Barwienie Coomase Brilant Blue G
3.19.1.6.2.1 Wyjsciowy roztwor do barwienia 2 x st¢zony

Coomase Brilant Blue 2,8¢g
metanol 500 ml
woda 500 ml

3.19.1.6.2.2 Roztwor do barwienia 1 x, gotowy do uzycia

roztwor stezony barwnika 75 ml

kwas octowy 30 ml
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woda 45 ml

3.19.1.6.2.3 Roztwor odbarwiacza

kwas octowy 100 ml
metanol 200 ml
woda 800 ml
3.19.2 Zel poliakrylamidowy do elektroforezy w warunkach niedenaturujacych

W pracy wykorzystywano zele poliakrylamidowe 3,5 1 5%, przygotowywane
wedhug schematu

Sklad: 3,50% 5,00%
30% roztwor akrylamidow |  2.32ml| 3.32 ml
Bufor TBE, 10 x stez. 2 ml 2ml
woda 15.46 ml| 14.46 ml
10% nadsiarczan amonu 200 | 200 pl
TEMED 20 ul 20 ul

Po doktadnym wymieszaniu sktadnikow roztworu mieszaning wlewano pomigdzy
wczesniej przygotowane (dokladnie umyte, odthuszczone i1 uszczelnione) ptytki szklane.
Miedzy ptytkami w gornej czgsci zelu zanurzano grzebien w celu uformowania studzienek i
pozostawiano do momentu spolimeryzowania zelu (okoto 20-30 minut).

3.19.3 Zel poliakrylamidowy do elektroforezy biatek w warunkach denaturujacych

Zele denaturujace przygotowywano wedtug schematu:
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Dla zelu rozdzielajacego (dolnego):

Sktadniki Zelu 15,00% | 12,50%
1.5 M Tris pH 8.8

2 ml 2 ml
0.4% SDS

Roztwor akrylamidow

(30%/0.8%)

3.96ml 3.3 ml

woda 2.1 ml 2.7 ml
10% nadsiarczan amonu 40 ul 40 ul
TEMED 8l 8 ul

Dla zelu zatezajacego (goérnego):

Sktadniki zelu: 4,5 %
0.5 M Tris pH 6.8 0.8 ml
0.4% SDS

Roztwor akrylamidow 0.5 ml
(30%/0.8%)

woda 2.1 ml
10% nadsiarczan amonu 30 ul
TEMED 6 ul

Wymieszane sktadniki Zelu dolnego wlewano pomig¢dzy wczesniej przygotowane
szklane plytki (umyte, odtluszczone i1 dobrze uszczelnione), na powierzchni¢ Zelu
wprowadzono 0,1 ml wody redestylowanej i pozostawiano do momentu spolimeryzowania.
Nastgpnie usuwano wodg, wlewano zel gorny, miedzy ptytkami w goérnej czgsci zelu
zanurzano grzebien w celu uformowania studzienek 1 pozostawiono do czasu

spolimeryzowania zelu gornego.
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3.20 Z}oza chromatograficzne agaroza Ni NTA (QIAGEN)

Zloze agarozowe (Sepharose®™ CL-6B) zawierajace jako grupy chelatujace jony

metalu reszty kwasu nitrylotrioctowego. NTA posiada cztery miejsca koordynacyjne

chelatujace jony metalu (Ni*"). Zwiazany przez zloze jon metalu zachowuje jeszcze dwa

miejsca koordynacyjne dla zwiazania oczyszczanego biatka. Stuzy do oczyszczania biatek

fuzyjnych typu His-Tag. Ztoze wiaze 5 — 10 mg biatka na ml ztoza.

3.21 Odczynniki

Odczynniki
Agar

Agaroza
Akrylamid
Ampicylina
Azotan srebra
Bisakrylamid

Btekit kumasyny G
Chlorek magnezu
Chlorek potasu
Chlorek sodu

Chlorek wapnia
Chloroform

Czern amidowa
EDTA

Ekstrakt drozdzowy
Fenol

Formaldehyd
Glicerol

Glicyna

Heparyna

Imidazol

Nazwa Firmowa
Agar — Agar
Agarose
Acrylamide
Ampicilinum
Azotan srebra

N,N’-methylene-bis-
acrylamide

Coomasse Brilat Blue G
Magnesium chloride
Potassium chloride
Sodium chloride

Calcium chloride
Chloroform

Czern amidowa
EDTA

Yeast Extract
Phenol
Formaldehyd
Glicerol 87%
Aminoacetic acid
Heparin

Imidazole

Firma

Merck

Sigma

Sigma

Polfa Tarchomin PL
POCh Gliwice

Sigma

Sigma
Sigma
Sigma
ICN

Sigma
POCh Gliwice

Sigma

Gibco BRL
Sigma

POCh Gliwice
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma
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Kwas borowy
Kwas cytrynowy
Kwas octowy
Kwas mrowkowy

Kwas solny
TCA

Lizozym

Markery masowe DNA

100 pz

Markery masowe DNA

1000 pz

Markery masowe DNA Mix

Markery masowe pUC

Markery masowe biatka

Metanol
Mocznik

Nadsiarczan amonu
Octan amonu

Octan potasu
Octan sodu

PMSF

Roztwor obciazajacy
SDS

Siarczan niklu
TEMED

Tris

Triton-X100

Woda amoniakalna
Wodorotlenek sodu

B-merkaptoetanol

Boric acid

Citric acid

Kwas octowy 80%
Kwas mrowkowy

Kwas solny
Kwas tréjchlorooctowy

Lysozyme

GeneRuler™100pz DNA
Ladder Plus

GeneRuler™1kp DNA
Ladder

GeneRuler™DNA Ladder
Mix
pUC Mix Marker 8

PageRuler Prestained Protein
Ladder

Metanol
Urea

Ammonium persulfate
Ammonium acetate

Potassium acetate
Sodium acetate

PMSF

6 x Loading Dye Solution
Sodium Dododecyl Sulfate
Nickel sulfate

TEMED

TRIS

TRITON-X100

Woda amoniakalna
Wodorotlenek sodu

2-Mercapto-Ethanol

Sigma
Sigma
POCh Gliwice
POCh Gliwice

POCh Gliwice
POCh Gliwice

Sigma

MBI Fermentas

MBI Fermentas

MBI Fermentas

MBI Fermentas
MBI Fermentas

PoCh Gliwice
Sigma

Sigma
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

MBI Fermentas
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

POCh Gliwice
POCh Gliwice

Sigma
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3.22 Aparatura

Poziomy aparat do elektroforezy agarozowej
Aparat do elektroforezy poliakrylamidowe;j
Aparat do elektroforezy poliakrylamidowe;j

Mieszadto laboratoryjne typ MM5
pH-metr uniweralny @ 45

Homogenizator ultradzwigkowy Sonoplus HD2070

Spektrofotometr typ DU62
Termocykler Hot Shot 18
Transiluminator UV typ UV 943A
Waga laboratoryjna typ WPS180
Wirdwki:

*  Microfuge E™

e L7-55 Ultracentrifuge

* typ mlw K23

* typ mlw 70D
Zasilacze do elektroforezy:

* StabNap 200

* StabNap 300

* PS 3002

Kucharczyk T.E.
Kucharczyk T.E.
Pharmacia Biotech, USA
Polamed, Polska
Beckman, USA

Fisher Scientific
Beckman, USA

DNA Gdansk
J.W.Electronic, Warszawa
Radwag, Polska

Beckman, USA
Beckman, USA
Zentrifugenbau, Engelsdorf
Zentrifugenbau, Engelsdorf

Kucharczyk T.E.
Kucharczyk T.E.
APELEX, Francja
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4. Metody

4.1 Otrzymanie fragmentow DNA metoda PCR

W celu przeprowadzenia reakcji PCR do probéwki reakcyjnej dodawano nizej
podane odczynniki wedlug wymienionej kolejnosci. Zawarto$s¢ probowki doktadnie
mieszano poprzez kilkakrotne pipetowanie oraz delikatne zwirowanie. Do reakcji

amplifikacji wykorzystywano termocykler Hot Shot 18, firmy DNA Gdansk.

Skladniki: Hosc¢:
woda dejonizowana jalowa 39.7 ul
10 x stez. bufor do PCR Sul
10 mM dNTP; 1 ul
10 uM starter 1 1w
10 uM starter 2 1 ul
matryca DNA (10 ng) 1wl
Taq polimeraza DNA, 1 u/ul 1.3 ul
suma 50 pl

Dla wszystkich fragmentow DNA stosowano jeden profil temperaturowy.

1. 95°C, 60s

2. 95°C, 60s
50°C, 30s 35 cykli
72°C, 60s

3. 72°C, 200s

2. 4°C
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4.2 Izolacja plazmidu metoda lizy alkalicznej

Pozywke plynna LB [Materialy 3.3.1] o objetosci 25 ml z dodatkiem
ampicyliny (100 pg/ml) zaszczepiano pojedyncza kolonia bakteryjna. Bakterie
inkubowano z wytrzasaniem przez noc w temperaturze 37°C. Do probdéwki reakcyjnej
Eppendorfa wprowadzano 1,5 ml hodowli 1 wirowano przez 5 minut (15000 obr./min.,
15850 x g), a supernatant odrzucano. Czynno$¢ t¢ powtarzano trzykrotnie, w sumie
zwirowywano 4,5 ml hodowli bakteryjnej. Do uzyskanego osadu bakteryjnego dodawano
100 pl buforu GET [Materiaty 3.9.1] oraz 10 pl lizozymu (10 mg/ml) i1 intensywnie
mieszano do calkowitego zawieszenia osadu. Probowke inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 5 minut. Do probowki nastgpnie dodawano 200 pl $wiezo
przygotowanego roztworu Il [Materialy 3.9.2], mieszano delikatnie poprzez kilkakrotne
obracanie probowki i inkubowano w lodzie przez 5 minut. Po inkubacji dodawano 150 pl
zimnego roztworu III [Materiaty 3.9.3]. Probke intensywnie wytrzasano przez 30 sekund 1
wirowano przez 15 minut (15000 obr./min. - 15850 x g). Supernatant przenoszono do
swiezej probowki reakcyjnej, dodawano 200 pl fenolu [Materialy 3.9.4] oraz 200 pl
mieszaniny chloroform : alkohol izoamylowy [Materiaty 3.9.5] 1 intensywnie mieszano
przez 30 sekund. Po odwirowaniu, okoto 400 pl goérnej fazy przenoszono do nowej
probowki 1 dodawano 1 ml 96% etanolu [Materialy 3.10.4]. Zawarto$¢ mieszano poprzez
kilkakrotne odwracanie probowki. Probke inkubowano w lodzie przez okoto 30 minut.
Nastgpnie odwirowywano przez 15 minut (15000 obr./min., 15850 x g), a powstaly
supernatant odrzucano. Uzyskany osad dwukrotnie przeptukiwano 1 ml 70% etanolu, za
kazdym razem odwirowujac przez 30 sekund (15000 obr./min., 15850 x g). Przemyty osad
suszono przez 10 min. pod préznig uzyskana za pomoca prézniowej pompy rotacyjnej. Tak
uzyskiwany osad DNA przechowywano w temperaturze -20°C. Do dalszych badan osad
DNA rozpuszczano w 30 pl jatowej, dejonizowanej wody, a nastgpnie w celu pozbycia si¢
RNA, ktére mogtoby przeszkadza¢ w enzymatycznych reakcjach z DNA, dodawano 1 pl
RNazy (10 u/pl) i inkubowano w 37°C przez 30 min.
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4.3 Oczyszczanie i wytrgcanie DNA

W celu usunigcia biatka z roztworu DNA po reakcjach enzymatycznych (PCR,
defosforylacja, cigcie enzymami restrykcyjnymi) dodawano mieszaning fenolu i
chloroformu w stosunku 1:1, w objetosci rownej polowie wyjsciowej objgtosci roztworu
DNA. Probke energicznie mieszano 1 pozostawiano w temperaturze pokojowej przez 5
minut. Nastgpnie probkg¢ wirowano przez 2 minuty (15000 obr./min., 15850 x g). Gérna
fazg zawierajaca DNA ostroznie pobierano i przenoszono do nowej probowki Eppendorfa.
Do roztworu DNA dodawano 2 objgtosci 96% etanolu (-20°C) oraz 0,1 objgtosci zimnego
3 M octanu sodu. Mieszaning inkubowano w temperaturze -20°C przez 30 minut (w
przypadku niskiego st¢zenia DNA inkubacj¢ przedluzano na cata noc) a nastgpnie probke
wirowano przez 15 minut (15000 obr./min., 15850 x g). Supernatant odrzucano, a osad
przemywano dwukrotnie 1 ml 70% etanolu w celu usunigcia nadmiaru soli. Otrzymany
osad DNA suszono pod préznia przez 10 minut, a nast¢pnie rozpuszczano w 30 pl jatowe;,

dejonizowanej wody.

4.4 Cigcie plazmidowego DNA oraz fragmentow DNA otrzymanych

w reakcji PCR enzymami restrykcyjnymi

Do 10 pl roztworu DNA dodawano 3 pl buforu D [Materiaty 3.4.2], 16 pl wody
dejonizowanej oraz 1 ul enzymu restrykcyjnego Ndel i inkubowano przez 16 godzin w
temperaturze 37°C. W procedurze klonowania bialek FR1 1 FR2 uzywano tylko jednego
enzymu. Przy klonowaniu biatek FR3, FR4 i FR5 korzystano z dwoch enzymow. Po
zastosowaniu Ndel dodawano 1 pl enzymu BamHI 1 inkubowano w temp. 37°C przez 4
godziny. Gdy plazmid byt izolowany metoda lizy alkalicznej, przed zastosowaniem
enzymow restrykcyjnych z probki DNA usuwano RNA za pomoca RNazy. Wydajnosé
cigcia plazmidu sprawdzano za pomoca elektroforezy w zelach agarozowych [Metody

4.10].
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4.5 Defosforylacja plazmidowego DNA

Plazmid pET16b izolowano z komorek za pomoca lizy alkalicznej. Trawiono
jednym lub dwoma enzymami restrykcyjnymi, oczyszczano metoda fenol/chloroform oraz
wytracano etanolem. Wysuszony pod proznia osad rozpuszczano w wodzie dejonizowane;.
W celu przeprowadzenia defosforylacji do 90 pl roztworu plazmidowego DNA dodawano
10 pl 10x stgzonego buforu do defosforylacji [Materiaty 3.4.4], 1 pl alkalicznej fosfatazy
(1u/pl) 1 inkubowano w temperaturze 37°C przez 30 min. Po inkubacji, w celu inaktywacji
enzymu, mieszaning ogrzewano przez 10 min. w 75°C, a nastgpnie ponownie 0CzySzczano

przy uzyciu mieszaniny fenol/chloroform i wytracano alkoholem.

4.6 Ligacja

Pocigte enzymami restrykcyjnymi i oczyszczone fragmenty DNA (produkty
PCR i plazmid) mieszano w odpowiednich proporcjach i poddawano reakcji ligacji w celu
uzyskania zrekombinowanych plazmidow. Stezenia fragmentow DNA 1 wektora w
mieszaninie ligacyjnej ustalano w oparciu o analiz¢ ilosciowa DNA za pomoca

elektroforezy agarozowe;.

Mieszanina ligacyjna: Ilosé:

fragment DNA 7 ul
wektor 1wl
ligaza faga T4 1 pl (10 u/ pl)
bufor 0,5 ul
dejonizowana woda 0,5 ul

W przypadku ligacji fragmentdow DNA kodujacych biatka FR1 i FR2, przed
dodaniem ligazy mieszaning inkubowano w temperaturze 45°C przez 10 minut. Reakcje
ligacji prowadzono przez 10 godzin w 16°C, a nastepnie w celu inaktywacji ligazy probke

ogrzewano w temperaturze 65°C przez 10 minut.
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4.7 Przygotowanie komorek kompetentnych

Pozywke LB [Materiaty 3.3.1] o objgtosci 50 ml zakazono pojedyncza kolonia
szczepu E. coli BL21 i inkubowano przez noc w wytrzasarce w temp. 37°C. Hodowle
nocna odmtadzano poprzez przeniesienie 5 ml hodowli nocnej do $wiezej pozywki 1
hodowano do ODgy = 0,3. Hodowl¢ ozigbiano przez 10 minut w tazni lodowej, a nast¢pnie
wirowano przez 10 minut w jatowych probdéwkach (4000 obr./min., 4°C, MLW K23). Osad
zawieszano w 10 ml jalowego, zimnego 100 mM CaCl,, inkubowano w tazni lodowe;j
przez 10 minut, ponownie wirowano, a nastgpnie zawieszano w 2 ml zimnego 100 mM

CaCl, i rozporcjowywano po 200 ul do probéwek Eppendorfa.

4.8 Transformacja

Do zawiesiny 200 pl $wiezo przygotowanych komorek kompetentnych
[Metody 4.7] dodawano 10 pl mieszaniny ligacyjnej 1 delikatnie mieszano. Probki
inkubowano kolejno: przez 30 min. w tazni lodowej, nastgpnie przez 3 minuty w lazni
wodnej w temperaturze 43°C i przez 2 minuty w lodzie. Dodawano 800 pl pozywki LB 1
hodowano w 37°C przez 60 minut. Transformowane komorki wysiewano na plytki z
pozywka stata LA [Materiaty 3.3.2] z dodatkiem ampicyliny (100 pg/ml). Jako kontrole
ujemna 1 dodatnia wysiano odpowiednio komoérki kompetentne na ptytki z ampicyling i bez

ampicyliny. Ptytki inkubowano przez noc w cieplarce w temperaturze 37°C.

4.9 Analiza otrzymanych transformantow

Pojedyncze  kolonie  transformantéw  sprawdzano  na  obecno$¢
zrekombinowanego plazmidu. W tym celu plazmidy izolowano za pomoca lizy alkaliczne;.
Obecnos¢ klonowanych fragmentéw DNA stwierdzano za pomoca reakcji PCR przy uzyciu
odpowiednich starterow [Materiaty 3.6] lub analizy restrykcyjnej. Uzyskane produkty reakcji

analizowano w zelu agarozowym.
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4.10 Elektroforeza w zelu agarozowym

Probki DNA mieszano z buforem obciazajacym [Materiaty 3.18.2] w stosunku
6:1 1 nanoszono do studzienek w zelu. Elektroforez¢ prowadzono przy stalym napigciu 95 V.
Zele barwiono roztworem bromku etydyny [Materiaty 3.18.3] przez 20 minut. Analize
wynikow powadzono w §wietle UV o dhugosci fali A =312 nm.

4.11 Elektroforeza w niedenaturujacym zelu poliakrylamidowym

Probki na zZel przygotowywano jak punkcie 4.10. Rozdziat elektroforetyczny
prowadzono w 1x stgzonym buforze TBE [Materiaty 3.18.1], pod napigciem 120 V, przez
okoto 60-70 minut. Prazki DNA uwidaczniano jak w punkcie 4.10.

4.12 Hodowla bakterii E. coli BL 21 (DE3) i nadprodukcja

fragmentéw podjednostki ¢

Pozywke¢ LB o objetosci 250 ml z dodatkiem ampicyliny (stezenie 100 pg/ml)
[Materiaty 3.3.1] zaszczepiano pojedyncza kolonia szczepu bakterii Escherichia coli BL21
[Materialy 3.1] zawierajacego zrekombinowany plazmid [Materialy 3.2], kodujacy
zmodyfikowana podjednostke ¢”°. Hodowle inkubowano cala noc w temperaturze 37°C.
Cala hodowlg nocna nastgpnie wprowadzano do 5 1 swiezej pozywki LB z ampicyling (100
ug/ml) 1 hodowano, silnie napowietrzajac w 37°C, do momentu osiagnigcia przez hodowle
gestosci optycznej (OD 600) okoto 0.5 — 0,7. Przy tej wartosci OD przeprowadzono
indukcj¢ za pomoca 0.5-1 mM IPTG [Materialy 3.12.1] i hodowano przez kolejne 2-3
godziny. W celu skontrolowania przebiegu indukcji 1 wydajnos$ci ekspresji genu, z hodowli
pobierano (przed i po indukcji) do probowek Eppendorfa probki hodowli o objgtosci 1ml.
Zawarto$¢ probowek zwirowywano (5 min., 15000 obr./min.), zawieszano w buforze
lizujacym [Materiaty 3.19.1.5], umieszczano we wrzacej tazni wodnej na 3 minuty i
analizowano za pomoca elektroforezy w denaturujacych zelach poliakrylamidowych
[Materiaty 4.19.3]. Hodowlg zwirowywano (przez 30 minut, 4000 obr./min., wirowka MLW

K23, 4°C), osad zawieszano w buforze lizujacym (patrz 3.12.4.1), zamrazano w cieklym
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azocie i1 przechowywano w -80°C.

4.13 Izolacja i oczyszczanie fragmentéw podjednostek o

W celu zahamowania aktywnosci proteaz serynowych do osadu bakteryjnego
zawieszonego w 50 ml buforu lizujacego (wiazacego) dodawano 10 ul PMSF [Materiaty
3.12.2]. Aby zniszczy¢ Sciang komorkowa bakterii dodawano 4 mg lizozymu [Materiaty
3.5.6]. Zawiesing bakterii inkubowano przez 30 minut w lazni lodowej, a nastgpnie
sonifikowano za pomoca homogenizatora ultradzwigkowego Sonoplus HD2070 (5 cykli po
1 minucie z 1 minutowymi przerwami - przy uzyciu 80% mocy sonifikatora). Przez caly
czas tego procesu zawiesing trzymano w lodzie. Lizat bakteryjny zwirowywano w
ultrawirowce L7-55 (30 minut, 22000 obr./min., rotor SW 28 (Beckmann), 4°C). Supernatant

i osad analizowano na obecno$¢ fragmentéw podjednostki o .

4.13.1 Oczyszczanie fragmentow podjednostki 6”° za pomocg chromatografii na

zlozu Ni-NTA

Procedura oczyszczania rekombinowanych fragmentéw podjednostki o 7 zalezy
od tego czy nadprodukowane biatko jest w formie rozpuszczalnej 1 znajduje sig w
supernatancie czy tez jest nierozpuszczalne i znajduje w ciatach inkluzyjnych. W pierwszym
przypadku izolacje i oczyszczanie biatka prowadzono w warunkach niedenaturujacych, w

drugim stosowano mocznik w celu rozpuszczenia ciat inkluzyjnych.
4.13.1.1 Przygotowanie kolumny.

Ztoze NiINTA agarozowe zaaktywowane niklem przechowywano w 30% etanolu.
Przed oczyszczaniem w warunkach niedenaturujacych kolumng réwnowazono 10
objetosciami buforu lizujacego (wiazacego) [Materiaty 3.12.4.1]. W przypadku warunkow
denaturujacych przeptukiwano zloze dziesigcioma objgtosciami kolumny buforu lizujacego

zawierajacego mocznik [Materiaty 3.12.5.1].
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4.13.1.2 Oczyszczanie fragmentow podjednostki 6”° w warunkach niedenaturujacych

Na zloze Ni-NTA zrownowazone odpowiednim buforem lizujacym nanoszono
supernatant otrzymany w wyniku wirowania lizatu bakteryjnego. W celu elucji
niespecyficznie zwigzanych biatek kolumng przemywano dziesigcioma objgtosciami buforu
ptuczacego z 20 mM imidazolem [Materiaty 3.12.4.2]. Biatka specyficznie zwiazane z
kolumna wyptukiwano 10 objetosciami buforu elucyjnego zawierajacego imidazol
[Materiaty 3.12.4.3] o stezeniu 250 mM. Wstepnie okreslano zawartos¢ biatka w kolejnych
frakcjach za pomoca mikrometody [Metody 4.14], a nastepnie szczegdlowa analizg

wybranych frakcji przeprowadzano metoda elektroforezy w zelach poliakrylamidowych.

4.13.1.3 Oczyszczanie w warunkach denaturujacych

Osad otrzymany z wirowania lizatu bakteryjnego zawieszano w 50 ml
denaturujacego buforu lizujacego zawierajacego mocznik (pH 8) [Materiaty 3.12.5.1],
inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej, po czym wirowano (30 minut,
22000 obr./min., rotor SW 28). Supernatant nanoszono na odpowiednio przygotowana
kolumng ze ztozem Ni-NTA agaroza. W celu usunigcia biatek nie zwiazanych ze ztozem, 1
zwiazanych malo specyficznie kolumng przemywano buforem phluczacym (pH 6,8)
[Materiaty 3.12.5.2]. Wiasciwe biatka wyptukiwano buforem elucyjnym I o pH 5,9
[Materiaty 3.12.5.3] oraz buforem elucyjnym II o pH 4,5 [Materialy 3.12.5.4]. pH
wszystkich buforow ustalano tuz przed ich uzyciem. Frakcje do analiz w denaturujacych
zelach poliakrylamidowych, wybierano na podstawie oznaczen biatka w kolejnych frakcjach

za pomoca mikrometody [Metody 4.14].

4.13.2 Regeneracja zloza

Po kazdym procesie chromatografii ztoze ptukano woda filtrowana (10 objgtosci
kolumny) i 2-3 objgtosciami 30% etanolu, w ktorym zloze przechowywano. Jezeli
zachodzita potrzeba, ze zloza Ni NTA agarozy wyptukiwano nikiel 0,25 M roztworem
EDTA. Przeptukiwano woda i ponownie aktywowano roztworem niklu [Materiaty 3.12.3] (3

objgtosci ztoza), nadmiar niklu wyplukiwano woda.
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4.14 Oznaczanie st¢zenia bialka w roztworze — Mikrometoda

Na nitrocelulozg CA 250/0 (Selection/Niemcy) nakrapiano 2 pl roztworu biatka i
suszono. Nitroceluloz¢ umieszczano na 10 minut w roztworze barwnika czerni amidowej
[Materiaty 3.13.2]. Nastgpnie membrang odbarwiano w roztworze odbarwiacza [Materiaty
3.13.3] przez okoto 20 minut. Plamy biatka w zalezno$ci od stezenia przybieraly rézna
intensywno$¢ zabarwienia. Na tej podstawie wybierano frakcje do analiz w denaturujacych
zelach poliakrylamidowych. Dla doktadniejszego okres$lenia st¢zenia biatka w probie
zabarwiony krazek wycinano usuwajac odbarwiona catkowicie nitroceluloz¢ 1 umieszczano
w 0,5 ml roztworu rozpuszczalnika [Materialy 3.13.4]. Nastepnie wykonywano pomiary
spektrofotometrycznie uzyskanych roztworow przy dhugosci fali A = 630 nm w kuwetach
kwarcowych. Stezenie biatka odczytywano z krzywej wzorcowej wykonanej dla rosnacych

stezen BSA.

4.15 Renaturacja bialek

W celu usunigcia z roztworu biatka czynnika denaturujacego (mocznik) i
zapewnienia warunkéw do prawidlowego zwijania si¢ tancucha polipeptydowego, aby
uzyska¢ wlasciwa strukture przestrzenna biatka, przeprowadzano proces dializy. W pierwszej
kolejnosci przy uzyciu mikrometody [Metody 4.14] oznaczano wyj$ciowe stezenie biatka w
roztworze. WyjsSciowe roztwory biatka rozcienczano tak aby uzyskaé koncowe stezenie 10-
50 pg/ml. Taki roztwdr umieszczano w szczelnie zamknigtym worku dializacyjnym, ktory
umieszczano w buforze do dializy I [Materialy 3.12.6.1] z dodatkiem PMSF [Materiaty
3.11.2]. Dializ¢ prowadzono w 4°C, z delikatnym mieszaniem buforu. Caty proces trwat
okoto 24 godzin z 5 - 6 krotng wymiana buforu. Dwa ostatnie etapy prowadzono w buforze
II do dializy [Materiaty 3.12.6.2]. Po dializie zawarto$¢ worka dializacyjnego wirowano (22
tys. obr./min., rotor SW 28) w celu usunigcia ewentualnie wytraconego biatka. Wstepne
zatezanie supernatantu wykonywano na ztozu Ni NTA [Metody 4.13.1.2]. Dalsze zat¢zanie
roztworu biatka prowadzona za pomoca zestawu MICROCON® firmy Milipore.

64



Metody

4.16 Zatezanie bialka za pomocg zestawu MICROCON® -
Centrifugal Filter Devices (Millipore)

Metoda ta umozliwia w sposdb prosty i1 wydajny zat¢zanie i1 odsalanie
roztworéw zawierajacych wysokoczasteczkowe zwiazki. Wykorzystuje niskowiazace,
anizotropowe, hydrofilowe regenerowalne membrany celulozowe, ktore dobiera si¢ w
zaleznosci od masy czasteczkowej zatgzanego biatka.

Probki bialka nanoszono na kolumienk¢ z odpowiednim filtrem celulozowym i
odwirowywano (20 minut, 4°C, 8 tys. obr./min., rotor SW 55 (Beckmann)). Nastepnie
kolumienke umieszczano w odwroconej pozycji w czystej probowce 1 wirowano (15 minut,
4°C, 8 tys. obr/min., rotor SW 55). Biatko osadzone wcze$niej na membranie przy

wirowaniu kolumienki w odwrotnej pozycji zostaje uwolnione z membrany.
4.17 Elektroforeza bialek w warunkach denaturujgacych

Do wybranych na podstwie mikrometody probek biatka (ok. 45 ul) dodawano 15
ul 4x stgzonego buforu lizujacego [Materialy 3.19.1.5] 1 umieszczano we wrzacej tazni
wodnej na 3 minuty. Probki nanoszono na wczesniej przygotowane zele poliakrylamidowe
do elektroforezy w warunkach denaturujacych [Materialy 3.19.2] i1 przeprowadzano
elektroforez¢ w 1x st¢zonym buforze zawierajacym SDS [Materialy 3.19.1.4] pod napigciem
180V przez okoto 90 do 120 minut. Po zakonczeniu elektroforezy zele barwiono w
zaleznosci od potrzeb roztworem barwnika Coomassi Brilant Blue lub roztworem azotanu

srebra.

4.18 Barwienie bialek w zelach poliakrylamidowych

4.18.1 Barwienie Zelu za pomoca Coomasse Brilant Blue G

Zele umieszczano w okoto 100 ml roztworu barwnika [Materiaty 3.19.1.6.2.2] i
inkubowano w temperaturze pokojowej przez okoto 1 — 2 godzin. Nastepnie w celu

usunigcia zabarwienia tta, zele odbarwiano roztworem odbarwiacza [Materialy 3.19.6.2.3],
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réwniez w temperaturze pokojowej. W niektorych przypadkach w celu przyspieszenia obu

etapow procesu prowadzono je w temperaturze 55°C.
4.18.2 Barwienie Zelu azotanem srebra

W celu usuniecia SDS zZel umieszczano na 60 minut lub calag noc w 50%
roztworze metanolu (100 ml). Po usunigciu metanolu zel zalewano na 15 minut roztworem
azotanu srebra [Materiaty 3.19.1.6.1.1], a nastgpnie trzykrotnie przez 5 minut plukano woda
redestylowana. Zel ,,wywolywano” roztworem wywolywacza [Materiaty 3.19.1.6.1.2] do
momentu pojawienia si¢ 1 uzyskania odpowiedniej intensywnosci prazkéw biatek, po czym

barwienie przerywano stosujac roztwor przerywajacy [Materialy 3.19.1.6.1.3].

4.19 Znakowanie starterow za pomocs [y- **P] ATP

Startery DNA do reakcji PCR oraz ApUpC do reakcji transkrypcji in vitro
znakowano na koncu 5' za pomoca kinazy polinukleotydowej bakteriofaga T4 (Fermentas).

Mieszaning reakcyjna z DNA do znakowania przygotowywano wg ponizszego schematu

Skladniki: Ilos¢:
10 uM starter PLA1 lub 2 mM ApUpC 40 pl

bufor do kinazy faga T4 (10 x stezony) 10 ul
[y- ¥*P] ATP

(aktywnos¢ wiasciwa 7000 Ci/mmol) > ul
kinaza polinukleotydowa, 10 u/ul 6 ul
Woda dejonizowana, jatowa 39 ul

Wszystkie sktadniki doktadnie mieszano 1 inkubowano 30-45 minut w
temperaturze 37°C. Nastgpnie enzym inaktywowano przez 10 minut w temperaturze 68°C.
Startery wyznakowane izotopem oczyszczano za pomoca zestawu AlQuick Nucleotide

Removal Kit (QIAGEN) zgodnie z zaleceniami producenta. W przypadku ApUpC, po
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inaktywacji enzymu nie stosowano oczyszczania.

4.20 Badanie oddzialywan fragmentéw podjednostki ¢ ™ z
rdzeniem polimerazy RNA i promotorowym DNA - reakcja

tworzenia kompleksow

W celu uzyskania komplekséw binarnych polimerazy RNA i1 promotorowego
DNA przygotowywano najpierw mieszaning rdzenia polimerazy RNA i podjednostki o "

typu dzikiego lub jej fragmentéw w odpowiednim buforze do kompleksowania.

Skladniki: Hos¢:

Bufor do kompleksow 10 x stgzony 2ul
Rdzen polimerazy RNA (0,7 pg/ul) 3,5ul
Podjednostka sigma typu dzikiego 4 ul
lub jej fragmenty (5,5 pg/ ul)
Woda dejonizowana 0,5 ul

Po 20 minutowej inkubacji w 37°C (rekonstrukcja holoenzymu) do mieszaniny
reakcyjnej dodawano znakowane izotopowo promotorowe DNA i inkubowano ponownie w
tych samych warunkach przez kolejne 20 minut. Nast¢pnie mieszaning dializowano wobec
buforu TE [Materiaty 3.15.2] przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Stosowano btony
dializacyjne Millipore VS o $rednicy porow 0.025 um. Po dializie do probek dodawano 1 pl
stgzonego roztworu barwnikéw do elektroforezy [Materialy 3.18.2] aby uzyskaé st¢zenie
koncowe okoto 0,1 lub 1 mg/ml. Probki otrzymanych kompleksow nanoszono na 3.5%
niedenaturujacy zel poliakrylamidowy 1 przeprowadzano elektroforez¢ w buforze TBE
[Materiaty 3.18.1] pod napigciem 70 V przez okoto 2.5-3 godzin. W celu analizy zeli
wykonywano autoradiografi¢ Zeli na kliszach rentgenowskich [Materialy 3.17, Metody

423].

67



Metody

4.21 Badanie oddzialywan fragmentéw podjednostki ¢ ™ z DNA —

test kompetycyjny z wykorzystaniem filtrow nitrocelulozowych

Kompleksy fragmentéw podjednostki sigma z DNA przygotowano z zgodnie z
procedura podana w punkcie 4.20. W tym przypadku uzyto mieszaniny dwoch fragmentow
DNA znakowanych *P: fragmentu zawierajacego promotor Al i fragmentu nie
zawierajacego sekwencji promotorowej. W mieszaninie oba fragmenty DNA wystgpowaty w
tym samym st¢zeniu molowym. Uzyskane kompleksy filtrowano przez filtr nitrocelulozowy,
aby usuna¢ niezwigzany w kompleksie DNA. Nastgpnie krazki filtru umieszczano w $wiezej
probowce 1 zalewano buforem TE [Materiaty 3.15.2]. Po 24 godzinnej elucji DNA
wytracono z roztworu [Metody 4.3] i rozpuszczano w matlej objgtosci dejonizowanej wody.
Probki naktadano na 5% zel poliakryloamidowy i przeprowadzano elektroforezg¢ w buforze
TBE [Materialy 3.18.1], pod napigciem 70 V, przez okoto 3 - 4 godzin. Po elektroforezie
wykonywano autoradiografi¢ zelu [Metody 4.23]. Ilos¢ zawartego w kompleksie kazdego z
fragmentow DNA oznaczano na podstawie stopnia zaciemnienia kliszy. Bylo to mozliwe
dlatego, ze uzyte fragmenty DNA zawierajace sekwencje promotorowa i fragmenty DNA

pozbawione tej sekwencji roznity si¢ dlugoscia.
4.22 Transkrypcja in vitro

Do komplekséw binarnych [Metody 4.20] dodawano 5 pl mieszaniny MIX
(ApUpC, ATP, GTP, MgCl,) [Materiaty 3.16] 1 inkubowano 20 minut w 37°C. Po inkubacji
dodawano 1 pl heparyny o stgZzeniu wyjsciowym 10 mg/ml, 2 pl stgZonego roztworu
barwnika do elektroforezy [Materialty 3.18.2] 1 nakladano na niedenaturujacy zel
poliakrylamodowy. Elektroforezg prowadzono jak w punkcie 4.11. W przypadku reakcji
transkrypcji, w ktorej uzywano znakowanego ApUpC [Metody 4.19] lub GTP [o- *°P],

wykorzystywano nieznakowany promotorowy DNA.

4.23 Autoradiografia

Po zakonczeniu elektroforezy na zZelu zawierajacym radioaktywnie znakowany

DNA uktadano klisze rentgenowska oraz ekran wzmacniajacy, umieszczano w kasecie do
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autoradiografii i odpowiednio eksponowano w temperaturze -80°C. Nastgpnie klisze
wywotywano przez 1-2 minut [Materiaty 3.17.1], utrwalano przez 2 minuty [Materiaty
3.17.2] 1 suszono. Wszystkie czynno$ci wykonywano w warunkach ciemni fotograficznej

przy $wietle czerwonym.

69



5. Wyniki

Podstawowy czynnik sigma (u E. coli ¢") kieruje transkrypcja podczas
ekspotencjalnego wzrostu bakterii, warunkujac przeprowadzenie polimerazy RNA przez
wszystkie etapy inicjacji transkrypcji. Na podstawie szerokich badan biochemicznych i
genetycznych wykorzystujacych rowniez ograniczona proteolize 6™ ustalono, ze biatko to
zawiera cztery funkcjonalnie zréznicowane 1 silnie konserwowane domeny potaczone
gigtkimi tacznikami. Taka budowa podjednostki sigma umozliwia dynamiczne zmiany
konformacyjne zachodzace najprawdopodobniej sekwencyjnie podczas inicjacji transkrypcji.
Podobna duza elastycznos¢ konformacyjna wykazuje rdzen wiazac podjednostke sigma jak i
caly holoenzym na roznych etapach transkrypcji. Pelna analiza wszystkich zmian
strukturalnych zachodzacych w czasie i przestrzeni w obrebie holoenzymu jest bardzo trudna
ze wzgledu na bardzo skomplikowana budowg i funkcjonalng ztozono$¢ polimerazy RNA.
Pierwszym z najwazniejszych zadan ktdre musi wykona¢ polimeraza RNA jest uformowanie
transkrypcyjnie kompetentnego kompleksu holoenzym-DNA, zdolnego do zainicjowania
transkrypcji. Wlasnie na tym etapie najwazniejsza role¢ w specyficznym rozpoznaniu
sekwencji promotora pelni podjednostka sigma. Podjednostce sigma przypisuje si¢ rowniez
udziat w rozplataniu podwojnej helisy DNA, stabilizacji ,,babla transkrypcyjnego” w trakcie
formowania kompleksu otwartego oraz udziat w formowaniu pierwszych wiazan
fosfodiestrowych. Kluczowym etapem inicjacji, ktory limituje wszystkie pozostate etapy
transkrypcji jest rozpoznanie sekwencji konsensusowych promotora, odpowiednio elementu
-10 przez domeng 2.4 i elementu -35 przez domeng¢ 4.2 podjednostki sigma. Podstawowe
pytanie jakie sobie zadano bylo czy fragmenty ¢ zawierajace domeny odpowiedzialne za
rozpoznanie tylko jednego z dwdch elementéw promotora beda nadal w stanie uformowac
holoenzym, skierowa¢ go do miejsca inicjacji transkrypcji 1 utworzy¢ kompleks otwarty.
Jezeli taki kompleks powstanie to czy bedzie on zdolny do syntezy tancucha RNA. Aby
uzyska¢ odpowiedz na te pytania zaprojektowano, sklonowano 1 oczyszczono 5 fragmentow
podjednostki 67, ktore zawieraja (Ryc. 101 11):

FR1 - domeny 112

FR2 - domeny 213

FR3 — domeny 314
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FR4 cz¢$¢ domeny 3 i domeng 4
FR5 domeng 4

0

) ’ / |
Promotor
DNA +1

Ryec. 10 Diagram liniowy przedstawiajacy schemat budowy podjednostki ¢7°i jej oddziatywanie z
promotorowym DNA. Cyframi 1, 2, 3 i 4 zaznaczono domeny najsilniej ewolucyjnie konserwowane.

Zaprojektowane fragmenty podjednostki sigma wklonowano do systemu
ekspresyjnego, ktory do transkrypcji biatka wykorzystuje polimerazg RNA bakteriofaga T7.
Dzigki temu mozliwe bylo uzyskanie wysokiego poziomu ekspresji klonowanych biatek,
ktore dodatkowo na jednym ze swoich koncow zostaty powigkszone o 10 reszt histydyny.
Fuzja klonowanych biatek z rozszerzeniem polihistydynowym znacznie upraszczala proces

ich oczyszczania z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa.
5.1 Konstrukcja i klonowanie fragmentéw podjednostki ¢”

Wykorzystane w pracy fragmenty ¢’ projektowano uwzgledniajac informacije o
strukturze domenowej podjednostki sigma oraz przypisywanej tym domenom roli w
rozpoznaniu sekwencji promotora oraz w tworzeniu kompleksu otwartego. Jednym z
najwazniejszych celéw bylto otrzymanie takich fragmentéw biatka, ktoére beda zdolne do
niezaleznego rozpoznania elementéw -10 i -35 promotora. Oznaczato to przede wszystkim
oddzielenie domen 2.4 i 4.2. Rekonstrukcja holoenzymu z takimi fragmentami podjednostki
sigma, a nastgpnie analiza oddzialywan holoenzymu z promotorem umozliwia w istocie
niezalezna analiz¢ funkcji obu domen 2.4 1 4.2 w rozpoznaniu promotora. Brak

szczegblowych danych o wszystkich oddziatywaniach podjednostki ¢ z rdzeniem
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w obrgbie tworzacego si¢ holoenzymu oraz kompleksu z promotorowym DNA, nie daje
pewnosci czy uzyskane konstrukty beda w stanie wypetia¢ wszystkie funkcje zarowno na
etapie powstawania holoenzymu jak i specyficznego wiazania sekwencji promotora. Dlatego
tez skonstruowano fragmenty podjednostki sigma, ktére poza domenami 2.4 i 4.2 zawieraty
réwniez sekwencje dodatkowe. Sekwencje te mogly by¢ istotne na przyktad dla wiazania z
rdzeniem polimerazy.

Diagram na rycinie 11 przedstawia zaprojektowane fragmenty podjednostki ¢’

wraz z domenami, ktére zwieraja.

FR2

FR3

FRI 100

200

300

400

500

1.1 1.2

2.1

2

2.3

24

3.1

3.2

4.1

4.2

FR4

FRS

Ryec. 11 Diagram liniowy podjednostki 67 polimerazy RNA E. coli z zaznaczonymi fragmentami FR1, FR2,

FR3, FR4 1 FRS.

FR1 — zawiera cze$¢ N terminalna podjednostki sigma tj domeny 1 i1 2, obejmuje

aminokwasy 1 — 456 (1 — 1368 pz) — biatko o masie 56,8 kDa.

FR2 — zawiera fragment domeny 1 i cata domeng 2, obejmuje aminokwasy 113 — 456 (313
— 1368 pz) — biatko o masie 45 kDa.

FR3 — zawiera czg$¢ C terminalna podjednostki sigma, z domenami 3 1 4, obejmuje

aminokwasy 454 — 613 (1365 — 1842 pz) — biatko o masie 22,8 kDa

FR4 - zawiera fragment domeny 3 i cata domeng 4, obejmuje aminokwasy 499 — 613

(1497 — 1842 pz) — biatko o masie 17,8 kDa

FRS - biatko o masie 14,3 kDa obejmuje jedynie C terminalng domeng 4. Aminokwasy od

530 do 613 (1590 — 1842 pz).
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Fragmenty DNA wykorzystane w klonowaniu uzyskano w reakcji PCR przy
uzyciu odpowiednio zaprojektowanych starterow, do ktéorych wprowadzono dodatkowe
sekwencje rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne BamHI 1/lub Ndel. Wybor tych
enzymoOw zostal dokonany na podstawie sekwencji MCS (ang. Multiple Cloning Sites)
wektora pET16b (Ryc. 14 i 15). Upewniono si¢ rowniez, czy sekwencje rozpoznawane przez
enzymy BamHI 1 Ndel nie wystgpuja w konstruowanych fragmentach DNA kodujacych
odpowiednie fragmenty podjednostki c”.

5.1.1 Klonowanie fragmentéw DNA kodujacych biatka FR1 i FR2

Fragmenty DNA kodujace biatka FR1 i FR2 uzyskano w reakcji PCR przy
uzyciu dwoch starterow lewych SIGMA L dla FR1 oraz SPL1 dla FR2 i startera prawego
SPP3 dla obu fragmentow [Materialy 3.6.6 1 3.6.5] (Ryc. 12). Do wszystkich trzech
starterow wprowadzono sekwencje dla tego samego enzymu restrykcyjnego Ndel. Do
prawego startera SPP3 nie wprowadzono sekwencji rozpoznawanej przez enzym BamHI,
poniewaz w sekwencji DNA podjednostki sigma dzikiego typu w regionie 1301 -1306 pz
znajduje si¢ naturalna sekwencja rozpoznawana przez ten enzym. Koniec dla obu
fragmentow FR1 1 FR2 zaplanowano na 1368 parg¢ zasad. Czyli DNA kodujace biatka FR1 1

FR2 zawieralo zatem naturalng sekwencj¢ rozpoznawana przez enzym restrykcyjny BamHI.

SIGMA L SPL 1

670 1

___EEN
<

SPP3

Ryc. 12 Diagram liniowy podjednostki 6 uwzgledniajacy miejsca przylaczenia starteréw uzytych do
otrzymania bialek FR1 (SIGMA L, SPP3) i FR2 (SPL1, SPP3).
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Na fotografii 1 przedstawiono rozdzial elektroforetyczny fragmentow DNA

kodujacych biatka FR1 1 FR2 uzytych do klonowania oraz wektor pET16b.

1 2 3 4 5

Fot 1. Fragmenty DNA wykorzystane do klonowania biatek FR1 i FR2.

Sciezka 1 — plazmid pET16b nie ciety

Sciezka 2 — plazmid pET16b w formie liniowej trawiony enzymem Ndel - 5711pz

Sciezka 3 — fragment DNA o dtugosci 1368 par zasad (kodujacy biatko FR1)

Sciezka 4 — fragment DNA o dugosci 1055 par zasad (kodujacy biatko FR2)

Sciezka 5 — marker GeneRuler DNA Ladder Mix (Fermentas)

Elektroforezg przeprowadzono w 1% zelu agarozowym. Fragmenty DNA barwiono bromkiem etydyny.

Oczyszczone fragmenty DNA [Metody 4.3] — produkty reakcji PCR, poddano
dziataniu enzymu Ndel, ktory generowat na obu koncach fragmentéw tzw. ,lepkie konce”.
Wektor rowniez zostat trawiony enzymem Ndel, oczyszczony 1 defosforylowany [Metody
4.3, 4.4, 4.5]. W celu zerwania wiazan wodorowych pomigdzy komplementarnymi koncami
fragmentow DNA wstawki, mieszaning ligacyjna przed dodaniem enzymu inkubowano 10
minut w 45°C (powoduje to zwigkszenie efektywnosci laczenia si¢ insertu z wektorem).
Ligacje przeprowadzono przy pomocy ligazy DNA faga T4 [Metody 4.6]. Po 10 godzinach
inkubacji w temperaturze 16°C i termicznym zinaktywowaniu ligazy mieszaning uzyto do
transformacji $wiezo przygotowanych komorek kompetentnych szczepu BL21(DE3)
[Metody 4.7, Materialy 3.1]. Wektor pET16b zawiera gen [-laktamazy, dlatego
transformanty wysiano na ptytki z podtozem LA z dodatkiem ampicyliny [Materiaty 3.3.2].
Utatwilo to wstgpna selekcjg bakterii, ktore pobraly plazmid. Z kolonii bakteryjnych, ktore
wyrosly na ptytkach z ampicyling wyizolowano plazmidy metoda lizy alkalicznej [Metody
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4.2] 1 sprawdzono czy zawieraja klonowane fragmenty DNA. Klonowane fragmenty na obu
koncach zwieraty ,lepkie konce” utworzone przez enzym Ndel, dlatego mogty zostac
potaczone z wektorem w obu orientacjach. Dodatkowo konieczne byto zatem sprawdzenie
orientacji klonowanych fragmentow DNA. W tym celu wykonano dwie reakcje PCR
[Metody 4.1] przy uzyciu odpowiednich starterow. W pierwszej reakcji uzyto starterow T7L
1 T7P [Materialy 3.6.8, 3.6.9], komplementarnych do sekwencji promotora i terminatora
polimerazy RNA faga T7, znajdujacych si¢ w wektorze (Ryc. 15). W reakcji PCR na
niezrekombinowanym plazmidzie pET16b uzyskany zostanie produkt o dlugosci 227 pz
(Fot. 2 $ciezka 1, Fot. 3 $ciezka 2). W tym przypadku zamplifikowany zostanie tylko region
klonowania 1 ekspresji tego wektora znajdujacy si¢ pomiedzy promotorem i terminatorem
polimerazy RNA faga T7. Gdy w procesie ligacji wektor zostanie potaczony z klonowanym
fragmentem DNA kodujacym biatko FR1, w reakcji PCR na tym wektorze ze starterami T7L
1 T7P uzyskuje si¢ produkt o dlugosci 1595 pz (Fot. 2 $ciezka 2 i 3). Dlugos¢ tego produktu
byta wynikiem amplifikacji regionu klonowania/ekspresji wektora pET16b (227 pz),
powigkszonego o klonowany fragment DNA o dlugosci 1368 pz. W przypadku klonowania
fragmentu DNA kodujacego biatko FR2, w wyniku reakcji PCR na zrekombinowanym
wektorze, uzyskano przy uzyciu starterow T7L 1 T7P produkt o dtugosci 1282 pz, czyli 227
pz pochodzacych od wektora 1 1055 pz wstawki (Fot. 3 $ciezki 3, 4 15).

1 2 3 45 6

1500 pz

—— 200 pz

Fot 2. Kontrola klonow fragmentu FR1podjednostki 6.

Sciezki 1, 2, 3 — produkty reakcji PCR uzyskane przy uzyciu starterow T7P i T7L. Sciezka 1 — produkt o
dhugosci 227 pz, $cieiki 2 i 3 — produkt o dt. 1595 pz (1368 +227 pz). Sciezka 4 i 5 — produkty PCR
uzyskane przy uzyciu starterow T7L i SPP3, $ciezka 4 — produkt o dlugosci 1518 pz, Sciezka 5 — brak
produktu. Sciezka 6 — marker GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus.

Elektroforezg prowadzono w 1,5% zelu agarozowym barwionym bromkiem etydyny.
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1200 pz

200 pz

Fot. 3 Kontrola transformantéw zawierajacych DNA fragmentu FR2 podjednostki 6.
Sciezki 2, 3,4 i5 — produkty reakcji PCR przy uzyciu starterow T7L i T7P

Sciezka 2 — produkt PCR o dtugosci 227 pz

$ciezki 3, 4 i 5 — produkty o dlugosci 1282 pz

Sciezki 6, 7 i 8 — produkty reakcji PCR (1205 pz) przy uzyciu starterow T7L i SPP3

Sciezki 1i 9 — marker GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas).

Elektroforeza prowadzono w 5% zelu poliakrylamidowym. Zel barwiono bromkiem etydyny.

Drugim etapem kontroli klonéw bylo sprawdzanie zrekombinowanych wektorow
czy w procesie ligacji uzyskaty wstawke o prawidlowej orientacji. W tym celu wykonano
druga reakcj¢ PCR przy uzyciu innego zestawu starterow. Wykorzystano starter prawy SPP3
komplementarny do klonowanych fragmentow DNA oraz starter lewy T7L komplementarny
tylko do wektora pET16b, a doktadnie do sekwencji promotora polimerazy RNA faga T7.
Przy tak dobranych starterach reakcja PCR moze zajs¢ tylko przy prawidlowej orientacji
klonowanych fragmentow DNA kodujacych zarowno biatko FR1 jak i1 FR2. Przy
prawidlowej orientacji wstawki kodujacej biatko FR1 powinien powsta¢ produkt o dtugosci
1518 pz (Fot. 2 $ciezka 4), w wyniku amplifikacji 150 pz regionu wektora pET16 od
sekwencji promotora T7 oraz 1368 pz klonowanego fragmentu. Analogicznie na matrycy
wektora zwierajacego fragment DNA, ktory koduje biatko FR2 w prawidtowej orientacji w
reakcji PCR oczekiwany jest produkt o dtugosci 1205 pz (Fot. 3 $Sciezki 6, 71 8), w tym 150
pz pochodzito od wektora, a od wstawki 1055 pz. Z fotografii 2 1 3 wynika, ze uzyskano
wektory zawierajace fragmenty sigmy FR1 1 FR2 w prawidlowej orientacji. Wyjatek stanowi

klon dla ktérego w reakcji PCR nie otrzymano oczekiwanego produktu amplifikacji (Fot. 2
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Sciezka 5) co §wiadczy o tym, ze fragment FR1 zostal wklonowany do wektora w przeciwnej

orientacji.
5.1.2 Klonowanie fragmentow DNA kodujacych bialka FR3, FR4 i FRS

Aby otrzymaé fragmenty podjednostki ¢”° zawierajace C terminalne domeny
metoda PCR wygenerowano fragmenty DNA zawierajace sekwencje domen 2, 3 1 4. W tym
celu uzyto trzech réznych starterow lewych FR3L, FR4L i FRSL [Materiaty 3.6.1, 3.6.2,
3.6.3], odpowiednio dla biatka FR3, FR4 i FRS. Startery te zwieraly dodatkowa sekwencje
rozpoznawang przez enzym restrykcyjny Nde 1. Dla otrzymania wszystkich trzech
fragmentow uzyto tego samego startera prawego SIGMA P [Materiaty 3.6.5], zawierat on
sekwencj¢ rozpoznawana przez enzym BamHI. Rycina 13 przedstawia schemat liniowy
podjednostki sigma z uwzglgdnieniem miejsc przytaczenia starterow FR3L, FR4L, FRSL
oraz SIGMA P.

70
(0] FR3L FR4L  FRSL

1 2 3 4

SIGMA P

Ryc. 13 Diagram liniowy podjednostki 6, uwzgledniajacy miejsca przytaczenia starteréw uzytych do
otrzymania fragmentéw DNA kodujacych biatka FR3, FR4 i FRS.
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Na fotografii 4 przedstawiono rozdzial elektroforetyczny fragmentow DNA

uzyskanych w rekcji PCR, ktore nastgpnie zostaty uzyte do klonowania.

1 2 3 4

<500 Pz
<400 pz
<~— 300 pz

Fot. 4 Fragmenty DNA uzyte do klonowania biatek FR3, FR4 i FRS.

Sciezka 1 — produkt reakcji PCR otrzymany przy uzyciu starterow FR3L i SIGMA P — 477 pz
Sciezka 2 — produkt reakcji PCR otrzymany przy uzyciu starteréw FR4L i SIGMA P — 345 pz
Sciezka 3 — produkt reakcji PCR otrzymany przy uzyciu starteréw FR5L i SIGMA P — 257 pz
Sciezka 4 — marker GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas).

Elektroforezg prowadzono w 1,5% zelu agarozowym. Zel barwiono bromkiem etydyny.

Fragmenty DNA otrzymane w reakcji PCR poddano nastgpnie sekwencyjnemu
trawieniu enzymami Nde 1 1 BamH 1. Po usunigciu biatek enzymatycznych fragmenty DNA
kodujace biatka FR3, FR4 i FRS polaczono przy uzyciu ligazy bakteriofaga T4 z wektorem
pET16b, rowniez trawionym enzymami Nde I 1 BamHI. Mieszaning ligacyjna [Metody 4.8]
uzyto do transformacji $wiezo przygotowanych komoérek kompetentnych szczepu
BL21(DE3) [Metody 4.7]. Z transformantow, ktore wyrosty na plytkach LA z ampicyling
wyizolowano plazmidy metoda lizy alkalicznej [Metody 4.2], ktére nastgpnie poddano
dalszej analizie na zawarto$¢ klonowanych fragmentow DNA. W tym celu wykonano
reakcje PCR przy uzyciu starterow FR3L, FR4L, FRSL 1 SIGMA P. Otrzymanie produktow
dla FR3 o dlugosci 477 pz, FR4 o dlugosci 345, a 257 pz w przypadku klonowania
fragmentu DNA kodujacego biatko FRS, §wiadczyto o obecnosci odpowiednich fragmentow
DNA w zrekombinowanych wektorach (Fot. 5).
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1 23 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

500 pz
300 pz

Fot. 5 Kontrola transformantéw otrzymanych w wyniku klonowania FR3, FR4 i FRS. Zel przedstawia
analiz¢ produktow reakcji PCR uzyskanych na matrycy plazmidowego DNA wyizolowanego z
transformantow.

Sciezki 1-- 5 produkty PCR uzyskane przy uzyciu starterow FR3L i SIGMA P — 477 pz

Sciezki 6 — 10 produkty reakcji PCR uzyskane przy uzyciu starterow FR4L i SIGMA P — 345 pz

Sciezki 11 — 15 produkty reakcji PCR otrzymane przy uzyciu starterow FRSL i SIGMA P — 257 pz

Sciezka 16 — marker GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas).

Elektroforezg prowadzono w 1,5% zelu agarozowym barwionym bromkiem etydyny.

Te same plazmidy dodatkowo poddano analizie restrykcyjnej przy uzyciu
enzymoéw Nde 1 1 BamH 1 [Metody 4.4]. Analiza restrykcyjna uzyskanych klonow
potwierdza obecno$¢ prawidtowych fragmentéw DNA o dtugosciach: 477 pz, 345 pz i 257
pz (Fot. 6). Na zelu agrozowym wyraznie mozna zaobserwowac gorny prazek
odpowiadajacy wektorowi w formie liniowej (5711 pz) i wycigte fragmenty klonowanego

DNA (prazek dolny).

5711 pz , , ,
Fot. 6 Analiza restrykcyjna klonéw FR3, FR4 i FR5

zawierajacych DNA  kodujace fragmenty podjednostki
sigma:
Sciezka 1 - FRS
Sciezka 2 — FR4
Sciezka 3 - FR3
Sciezka 4 — marker pUC Mix Marker 8 (Fermentas)
— 489 pz Elektroforezg prowadzono w 1,5% zelu agarozowym. Zel
331 pz barwiono bromkiem etydyny.

242 pz
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Na $ciezkach 1, 2 1 3 widoczny jest gorny prazek DNA odpowiadajacy formie
liniowej wektora pET16b (5711 pz ). Potozenia prazkéw dolnych odpowiadaja dlugosciom
klonowanych fragmentow DNA.

5.2 Indukcja, ekspresja i oczyszczanie bialek bedacymi fragmentami

podjednostki ¢™

Jako nos$nik klonowanych fragmentow DNA wybrano wektor pET16b, ktory
umozliwia bardzo wydajna nadprodukcjg i1 $cista regulacje ekspresji biatka w komorce
bakteryjnej. Klonowane DNA, wstawione w MCS (ang. Multiple Cloning Sites) wektora,
znajduje si¢ pod kontrola bardzo silnego promotora rozpoznawanego przez polimerazg RNA
faga T7 (Ryc. 15). W regulacji transkrypcji z tego promotora wykorzystano element operonu
laktozowego, a dokladnie sekwencj¢ operatora, do ktdrej przylacza si¢ represor Lac I
blokujac transkrypcje. Gen represora roéwniez zlokalizowany jest w plazmidzie (Ryc. 14).

Nieindukowany promotor faga T7 jest nieaktywny poniewaz w sekwencji
operatora /ac zlokalizowany jest represor Lac I, ktory uniemozliwia przylaczenie si¢ fagowe;j
polimerazy RNA. Kolejny element regulacji zwiazany jest z dostgpnos$cia polimerazy RNA
faga T7, ktora dostarczana jest do systemu dzigki wbudowaniu genu kodujacego ten enzym
w chromosom bakterii. W tym przypadku jest to szczep BL21, ktéry zawiera w
chromosomie gen kodujacy polimeraz¢ RNA faga T7 wprowadzony w procesie lizogenizacji
bakteriofagiem ADE3. Gen polimerazy RNA faga T7 jest pod kontrola promotora lac UV5 1
rowniez podlega represji poprzez przytaczenie si¢ represora Lac 1. Dodanie do hodowli
bakteryjnej induktora niemetabolicznego IPTG powoduje zniesienie represji ekspresji genu
kodujacego polimerazg RNA faga T7, ktora niezbgdna jest do transkrypcji klonowanych
fragmentow DNA z promotora faga T7, obecnego w plazmidzie ekspresyjnym. IPTG znosi
takze represje tego promotora. Te dwa zdarzenia - odblokowanie promotora faga T7 w
plazmidzie 1 intensywna synteza polimerazy RNA faga T7, ktéra rozpozna ten promotor
skutkuja rozpoczeciem wydajnej ekspresji gendw kodujacych klonowane biatka. Podwdjna
blokada ekspresji opisana powyzej zapobiega niekontrolowanej syntezie biatka, ktore

mogtoby by¢ toksyczne dla komorki gospodarza.
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AlwN 1 (4239)

Bam HI (319)
Xho I 24

EcoR I (5709)

Esp I (267) Nde I 63
Aat 11 Clal
(5638) al(4) Nco I ¢92)
‘ ind I11
Ssp I (5520) 29) Xba I @431

Sca I (5196) Bel 1 497)

SgrA 1 (538)
Sph I (694)

EcoN I (754)

Pvu I (5086)

T7 transcription/
expession region
MCS

Pst I (4961)
Drd II (942)

Bsa I 4777)
Mlu I (1219)
Eam11051 Bel I (1233)
(4716)
BstE 11 (1400)

Apa I (1430

pET-16b
(5711bp)

BssH 1I (1630)

Hpa I (1725)

PshA T (2064)

Sap I 3707) P11 108 I (2106)

Bstl 107 I (3594) Xma III (2287)

Acc I (3593)
Nru I (2322)

BsaA I 3575)
Tth111 T (3568) BspM I 2402)

Bsm I (2707)

BpulO I
(2929) Bal I (2794)

Ryc. 14 Mapa restrykcyjna wektora pET 16b (Novagen) z zaznaczonymi sekwencjami kodujacymi
B-laktamazg, represor Lac I oraz rejon ekspresji i klonowania, ktory wyrdézniono czarng strzatka.
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Promotor T7 Operator lac
TCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCT
START

>
AGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCCATCATCATCATCATCAT

Met Gly His His His His His His

Nde 1 BamH 1
CATCATCATCACAGCAGCGGCCATATCGAAGGTCGTCATATGCTCGAGGATCCGGCTGCT

His His His His Ser Ser Gly His Ile Glu Gly Arg HisMet Leu Glu Asp Pro Ala Ala
Czynnik Xa
AACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATT
Asn Lys Ala Arg Lys Glu Ala Glu Leu Ala Ala /Ala Thr Ala Glu Gln END
Terminator T7
AACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATAT

CCGGATATC

Rye. 15 Rejon klonowania i ekspresji wektora pET16b. Zaznaczono sekwencje: promotora i terminatora
polimerazy faga T7, operatora lac, oraz sekwencje rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne Ndel 1 BamHI
i czynnik Xa.

W pierwszej kolejnosci w uzyskanych klonach sprawdzono poziom indukcji 1
sprawnos¢ systemu represji, tzn. czy ekspresja biatka rozpocznie si¢ dopiero po dodaniu
IPTG. Odmlodzona hodowle nocna inkubowano monitorujac jej wzrost za pomoca
spektrofotometru, do momentu gdy hodowla w logarytmicznej fazie wzrostu osiagnie
ODgoo= 0,5-0,6. Przy tej gestosci optycznej do hodowli dodawano induktor w stgzeniu
I mM. Przed dodaniem IPTG pobierano probke hodowli w celu sprawdzenia profilu
biatkowego nieindukowanej hodowli bakteryjnej metoda elektroforezy w denaturujacych
zelach poliakrylamidowych. W celu przesledzenia poziomu indukcji, pobierano kolejne
probki do analizy w zelu poliakrylamidowym w 30 minutowych odstgpach czasu od
momentu dodania induktora. Hodowlg z reguly kontynuowano po indukcji przez 3 — 3,5
godziny. Procedurg t¢ stosowano w przypadku wszystkich pigciu klonowanych biatek. Na
fotografii 7 przedstawiono zele poliakrylamidowe obrazujace przebieg indukcji syntezy

biatek FR1, FR2, FR3 1 FRS.
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70 kDa

1 2 3 1 2 34 5 6 78
C 5 b
- -

Fot. 7 Przebieg indukcji syntezy bialek FR1, FR2, FR3 i FRS w hodowli bakterii BL21.

A. Indukcja biatka FR1. Sciezka 1 — Wzorzec masowy biatek (Page Ruler Prestained Protein Ladder
(Fermentas)), Sciezka 2 — proba pobrana z hodowli bakteryjnej przed dodaniem IPTG, $ciezki 3 i 4 — probki
pobrane z hodowli bakteryjnej 30 minut i godzing po dodaniu IPTG.

B. Indukcja biatka FR2. Sciezki 1 i 4 — probki pobrane z hodowli bakteryjnej przed dodaniem IPTG, $ciezki
2 i 5 — probki pobrane z hodowli bakteryjnej 30 min po dodaniu IPTG, $ciezki 3 i 6 — godzing po dodaniu
IPTG.

C. Indukcja biatka FR3. Sciezka 1 — proba pobrana z hodowli bakteryjnej przed dodaniem IPTG, $ciezka 2
— prébka pobrana z hodowli bakteryjnej 30 min po dodaniu IPTG, $ciezka 3 — godzing po dodaniu IPTG.

D. Indukcja biatka FRS. Sciezka 2 — proba pobrana z hodowli bakteryjnej przed dodaniem IPTG, §ciezki 3
— 7 probki pobierane z hodowli bakteryjnej co 30 minut od momentu indukcji, $ciezki 1 i 8 — wzorzec
masowy, lizozym 14,2 kDa. Elektroforezg prowadzono w 12,5% zelach poliakrylamidowych dla biatek FR1,
2131 15% w przypadku biatka FR5. Zele barwiono Coomasse Briland Blue.

W hodowlach wszystkich klonow przed dodaniem induktora stwierdzono
obecnos¢ tylko minimalnej ilo$ci biatka, ktorego masa czasteczkowa zblizona jest do masy
czasteczkowe] indukowanych biatek rekombinacyjnych (Fot. 7 A — $ciezka 2, B, C — $ciezka
I, D — Sciezka 2). Oznacza to, ze w nieindukowanej hodowli BL21 w wyniku stabej
ekspresji powstaje bialko o podobnej masie czasteczkowej lub tez pomimo bardzo
skutecznej represji w systemie obserwuje si¢ niski poziom syntezy wiasciwych biatek
rekombinacyjnych (ang. leaking). Poziom ekspresji znacznie wzrasta po dodaniu IPTG 1 we
wszystkich przypadkach osiaga swoje maksimum po okoto 30 — 60 minut (Fot. 7 A, D, B i
C —Sciezka 3).

83



Wyniki

Latwo zauwazy¢, ze ruchliwos$¢ elektroforetyczna indukowanych bialek rézna
jest od oczekiwanej ruchliwosci biatek o masach czasteczkowych odpowiadajacych masie
czasteczkowej biatek rekombinowanych. Uwzgledniono dodatkowa masg czasteczkowa
pochodzaca od reszt aminokwasowych, dodanych do N-konca bialka w procesie
klonowania. Jest to analogiczna sytuacja do obserwowanej w przypadku podjednostki ¢™
typu dzikiego, ktora w zelu poliakrylamidowym migruje jak biatko o masie czasteczkowe;j
82 kDa /68, 135/. Obliczona masa biatka FR1 wynosi 57,2 kDa, w zelu za$§ biatko to
lokalizuje si¢ trochg powyzej bialek o masie okoto 70 kDa (Fot. 7 A — $ciezki 1 1 3). FR2,
ktére ma maseg 45,1 kDa, w zelach poliakrylamidowych migruje jak biatko o 10 kDa
wigksze. Podobnie zachowuja si¢ fragmenty biatkowe FR3 1 FR4 (Fot. 11 1 12). Nie
zaobserwowano tego zjawiska dla najmniejszego fragmentu biatka FRS, ktére wykazuje
ruchliwo$¢ elektroforetyczna zblizona do ruchliwosci elektroforetycznej lizozymu, o prawie
identycznej masie czasteczkowej 14,2 kDa (Fot. 7 D — $ciezki 11 3).

Do izolacji 1 oczyszczania zrekombinowanych biatek — fragmentéw podjednostki
¢ wykorzystano chromatografic powinowactwa (IMAC — Immobilized Metal Affinity
Chromatography) na ztozu Ni NTA [Materiaty 3.20]. Bylo to mozliwe dzigki obecnosci
dziesigciu reszt histydyny w N-terminalnej czg$ci biatek.

Histydyna jest jednym z dwdch obok tyrozyny aminokwaséw wystepujacych w
biatkach, zdolnym do kompleksowania metali, dlatego mozna ja wykorzysta¢ do konstrukcji
domen fuzyjnych. W warunkach fizjologicznych nie jest obdarzona fadunkiem, gwarantuje
to minimalny wpltyw domeny fuzyjnej na aktywno$¢ oczyszczanego biatka. Histydyna
zawiera pierScien imidazolowy, jest tak zwana ,,migkka zasada” i1 bedzie tworzyta trwale
termodynamicznie kompleksy z ,,miekkimi kationami” metali np. Ni*" (J. Minczewski, Z.
Marczenko, Chemia analityczna, t. I, PWN, Warszawa 2005). Domena His-Tag jest jedna z
najmniejszych stosowanych domen fuzyjnych w chromatografii powinowactwa. Przy
dlugosci 10 aminokwasow ma mas¢ 1,4 kDa, dzigki temu jej wplyw na wlasnosci
fizykochemiczne biatka jest minimalny. Dodatkowo na wiazanie si¢ biatka fuzyjnego do
ztoza nie maja wptywu takie zwiazki jak 6 M chlorowodorek guanidyny, 8 M mocznik, 2 %
Triton X -100 czy 2 % Tween 20. Umozliwia to oczyszczanie biatka nie tylko w warunkach
natywnych, ale rowniez w denaturujacych. W warunkach natywnych, w celu elucji biatka
fuzyjnego, mozna zastosowa¢ kompetytor histydyny jakim jest imidazol, majacy wigksze

powinowactwo do jondéw niklu. W warunkach denaturujacych z uzyciem mocznika obniza
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si¢ pH do 5,9, powodujac protonacj¢ histydyny i wyptukanie biatka ze zloza. Dodatkowo
ekspresja bialka fuzyjnego z rozszerzeniem polihistydynowym jest malym obcigZeniem
metabolicznym dla gospodarza, ale z kolei nie zwigksza rozpuszczalnosci biatka.

W pracy tej sklonowano pig¢ réznych bialek bgdacych fragmentami podjednostki
sigma. Skracanie podjednostki sigma od N czy tez C-konca moglto wplyna¢ na poprawe
rozpuszczalnosci konstruktow. Dlatego po uzyskaniu nadprodukcji klonowanych biatek, w
pierwszej kolejnosci podjeto probe ich oczyszczania w warunkach natywnych. W tym celu
komorki bakteryjne zawieszono w buforze lizujacym/wiazacym z dodatkiem inhibitorow
proteaz serynowych, PMSF i lizozymu. Po inkubacji w lodzie przez okoto 20 minut
uzyskano sferoplasty, ktore nastepnie rozbijano stosujac ultradzwigki. Otrzymany w ten
sposob lizat bakteryjny zwirowano w celu oddzielenia bialek rozpuszczalnych od bion 1
ewentualnych cial inkluzyjnych (Ryc. 16 ETAP 1). Osad w ktérym znajdowaty si¢ ciata
inkluzyjne, przechowano w celu dalszych analiz. Supernatant zawierajacy biatka
rozpuszczalne naktadano na zrownowazona buforem wiazacym kolumng ze ztozem Ni-NTA
agaroza (ETAP 2). Oczyszczanie prowadzono w temperaturze 4°C. Frakcje wyplukane ze
ztoza analizowano w denaturujacych zelach poliakrylamidowych na zawarto$é
rekombinowanych biatek. Okazalo sig, ze wigkszo$¢ biatek wyplukiwana jest buforem z 20
mM imidazolem, czyli zwigzana jest ze zlozem niespecyficznie (Fot. 8 A $ciezki 2-6, B
sciezki 4 1 5). Frakcje wyptlukiwane ze ztoza Ni-NTA buforem elucyjnym z 250 mM
imidazolem [Materiaty 3.12.4, Metody 4.13.1] zawieraty gtéwnie zanieczyszczenia (Fot. 8 A
sciezki 7-10, B $ciezki 6-9) .
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Ryc. 16 Schemat procedury oczyszczania i renaturacji biatek fragmentow podjednostki

sigma.
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Fot 8. Oczyszczanie biatek FR1 1 FR2 w warunkach natywnych na ztozu NiNTA.

A. FRI. Sciezka 1 — frakcja nie zwiazana ze zlozem. Sciezki 2-6 frakcje wyplukane ze zloza buforem
phuiczacym z 20 mM imidazolem. Sciezki 7-10 frakcje wyplukane buforem elucyjnym z 250 mM
imidazolem.

B. FR2. Sciezka 1 — probka pobrana z z hodowli bakteryjnej przed dodaniem induktora. Sciezka 2 — proba
pobrana z hodowli bakteryjnej po wyindukowaniu syntezy biatka. Sciezka 3 — frakcja biatka nie zwiazana
ze ztozem. Sciezki 4 i 5 — frakcje wyptukane ze ztoza buforem phuczacym z 20 mM imidazolem. Sciezki 6-
9 frakcje wyptukane buforem elucyjnym z 250 mM imidazolem.

Elektroforeze prowadzono w 12,5% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych. Zel barwiony
Coomase Brilant Blue.

Z eksperymentéw poswigconych probie odzyskania bialek rekombinacyjnych
FR1 i FR2 z supernatantu w warunkach natywnych wynika, ze praktycznie cate
nadpodukowane biatko znajduje si¢ w ciatach inkluzyjnych. Podobny wynik uzyskano
réwniez dla bialek FR3, FR4 1 FRS5. Dlatego tez, po uzyskaniu lizatu bakteryjnego 1
wirowaniu supernatant odrzucano, a ciata inkluzyjne zawieszano w roztworze czynnika
denaturujacego (8 M mocznik) i inkubowano przez 1 — 12 godzin (Ryc. 16, ETAP 3). Po
kolejnym wirowaniu osad odrzucano, a supernatant, w ktorym znajdowaly si¢ rozpuszczone
zrekombinowane biatka, nanoszono na kolumng ze ztozem NiINTA (Ryc. 16, ETAP 4)
[Materiaty 3.12.5, Metody 4.13.1]. Podczas chromatografii w warunkach denaturujacych
biatka eluowano ze ztoza obnizajac pH buforow do 5,9 1 4,5. Przebieg procesu oczyszczania
analizowano za pomoca elektroforezy w denaturujacych zelach poliakrylamidowych
[Metody 4.17]. Fotografia 9 przedstawia efekt oczyszczania biatka FR1.
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Fot. 9 Oczyszczanie biatka FR1metoda chromatografii powinowactwa na NiNTA agarozie w warunkach
denaturujacych.

Sciezka 1 — probka pobrana z hodowli bakteryjnej przed dodaniem IPTG.

Sciezka 2 — probka pobrana z hodowli bakteryjnej po wyindukowaniu nadprodukcji biatka przez IPTG.
Sciezka 3 — frakcja nie zwiazana ze zlozem. Sciezki 4 i 5 — frakcje wyphukane buforem denaturujacym
ptuczacym o pH 6,8. Sciezki 7-9 — frakcje wyptukane elucyjnym buforem denaturujacym o pH 4,5

Sciezka 6 — Masowy Marker (Page Ruler Prestained Protein Ladder (Fermentas)). Elektroforeze prowadzono
w 12,5% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych. Zel barwiony Coomase Brilant Blue.

We frakcjach biatek, ktore nie zwiazaly si¢ ze ztozem (Fot. 9 $ciezka 3) oraz
wyptukiwanych buforem o pH 6,8 (Fot. 9 $ciezki 4 i1 5) znajdowaly si¢ tylko
zanieczyszczenia. Wihasciwe biatko otrzymywano we frakcjach wyplukiwanych buforem
elucyjnym o pH 4,5 (Fot. 9 S$ciezki 7-9). Wyrazny prazek, ktory obserwujemy w tych
Sciezkach odpowiada doktadnie biatku, ktore pojawia si¢ w hodowli bakteryjnej po dodaniu
IPTG (Sciezka 2). Znajduja si¢ one na wysoko$ci czwartego prazka markera biatkowego
(Sciezka 6), ktéry zawiera biatko o masie okoto 70 kDa. Masa czasteczkowa biatka FR1

obliczona na podstawie sekwencji wynosi 57,2 kDa.

88



Wyniki

Efekt oczyszczania biatka FR2 w warunkach denaturujacych obrazuje fotografia
10. Podobnie jak w przypadku biatka FR1, wlasciwe biatko o duzym stopniu czystosci
wyptukano ze ztoza buforem o pH 4,5 (Fot. 10 Sciezki 7 — 10). Oczyszczone biatko
odpowiada doktadnie temu, ktére pojawia si¢ w komodrce po dodaniu induktora ($ciezki 1 i
2). Porownanie z markerem biatkowym ($ciezka 4), pozwala okresli¢ mas¢ czasteczkowa
tego biatka na okoto 55-54 kDa, czyli o 10 kDa wigcej niz wynosi masa czasteczkowa
obliczona na podstawie sekwencji aminokwasowej. We frakcjach nie zwiazanych ze ztozem
1 wyptukanych buforem ptluczacym o pH 6,8 stwierdzono tylko niewielka obecnosé

biatkowych zanieczyszczen ($ciezka 3).

1 2 3 456 7 8 9 10

v euw e ww<— Bialko
FR2

Fot 10. Oczyszczanie bialka FR2 przy uzyciu chromatografii powinowactwa na ztozu Ni-NTA agarozie w
warunkach denaturujacych.

Sciezka 1 — probka pobrana z hodowli bakteryjnej przed dodaniem IPTG.

Sciezka 2 — probka pobrana z hodowli bakteryjnej po wyindukowaniu nadprodukcji biatka przez dodanie
IPTG.

Sciezka 3 — frakcja nie zwiazana ze ztozem.

Sciezki 5 i 6 — frakcje wyplukane buforem denaturujacym elucyjnym o pH 5,9

Sciezki 7 -10 — frakcje wyptukane buforem denaturujacym elucyjnym o pH 4,5

Sciezka 4 — Marker Masowy (Page Ruler Prestained Protein Ladder (Fermentas)).

Elektroforeze prowadzono w 12,5% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych. Zel barwiono
Coomase Brilant Blue.
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Przebieg oczyszczania biatka FR3 przedstawiono na fotografii 11.

5 Bialko
FR3

Fot. 11 Oczyszczanie biatka FR3 przy uzyciu chromatografii powinowactwa na ztozu NiNTA agaroza w
warunkach denaturujacych.

Sciezka 1 — proba pobrana z hodowli bakteryjnej przed dodaniem IPTG.

Sciezka 2 — probka pobrana z hodowli bakteryjnej po wyindukowaniu nadprodukcji biatka za pomoca IPTG.

7

Sciezka 3 — Frakcja nie zwiazana ze ztozem.

Sciezka 4 — frakcja wypltukana buforem denaturujacym ptuczacym o pH 6,8.

Sciezki 5, 6 — frakcje wyeluowane buforem denaturujacym elucyjnym o pH 5,91 4,5

Sciezki 8, 9 i 10 — frakcje wyeluowane buforem denaturujacym elucyjnym o pH 4,5

Sciezka 7 — Marker Masowy (Page Ruler Prestained Protein Ladder (Fermentas)).

Elektroforezg prowadzono w 12,5% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych. Zel barwiony
Coomase Brilant Blue.

Biatko FR3 podobnie jak biatka FR1 i FR2, wyeluowano buforem o pH 5,9 1 4,5
(Sciezki 5-10). Supernatant otrzymany w wyniku wirowania rozpuszczonych ciat
inkluzyjnych zawierat niewielkq ilo§¢ zanieczyszczen, ktdre sa usuwane w czasie naktadania
na kolumng chromatograficzng i1 ptukania buforem pluczacym o pH 6,8. Elucja biatka z
kolumny buforem o pH 5,9 i 4,5 daje praktycznie czyste biatko FR3. W zelu
poliakrylamidowym biatko to migruje niezgodnie ze swoja masa 22,8 kDa, tylko lokalizuje
si¢ pomigdzy prazkami 7 1 8 markera, zawierajacymi biatka o masach okoto 35 1 25 kDa.

W przypadku chromatografii biatka FR4 w warunkach denaturujacych
uzyskiwany preparat byt praktycznie pozbawiony zanieczyszczen, co doskonale widoczne
jest na fotografii 12 (A — Sciezki 1-5, B Sciezki 2-4). Jako markery masowe wykorzystano
biatka FR3 1 lizozym o masie 14,2 kDa.
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Fot. 12 Oczyszczanie biatka FR4 na Ni-NTA agaroza w warunkach denaturujacych.

A. Scieiki 1, 2 i 3 — frakcje wyeluowane ze zloza buforem denaturujacym elucyjnym pH 5,9.

Sciezki 4 i 5 frakcje wyphukane ze ztoza buforem denaturujacym elucyjnym pH 4,5.

Sciezka 6 — marker masowy — biatko FR3

B. Sciezka 1 — marker masowy - lizozym (14,2 kDa). Sciezka 2 — frakcje wyeluowane ze ztoza buforem
denaturujacym elucyjnym pH 5,9. Sciezki 3 i 4 — frakcje wyphlukane ze zloza buforem denaturujacym
elucyjnym pH 4,5. Elektroforeze prowadzono w 15% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych
barwionym Coomase Brilant Blue.

Obliczona masa czasteczkowa biatka FR4 to 17,8 kDa. W czasie elektroforezy
w 15% zelach poliakrylamidowych biatko to wykazuje ruchliwos¢ elektroforetyczna
mniejsza niz lizozym a wigksza niz biatko FR3 wedrujace w pozycji odpowiadajacej biatku
o masie okoto 28 kDa. Fragment ten migruje zatem w pozycji w przyblizeniu
odpowiadajacej jego rzeczywistej masie czasteczkowej.

Biatko FRS oczyszczane w analogiczny sposob jak pozostale rekombinowane
bialka (FR1, FR2, FR3 i FR4) w warunkach denaturujacych daje pojedynczy prazek o
ruchliwosci elektroforetycznej zblizonej do ruchliwosci elektroforetycznej lizozymu (Fot
13). Obliczona masa czasteczkowa fragmentu FRS (14,3 kDa) jest niemal identyczna z masa

czasteczkowa lizozymu.
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Fot. 13 Oczyszczanie biatka FRS na kolumnie z NiNTA agaroza w warunkach denaturujacych.

Sciezka 1 — proba pobrana z hodowli bakteryjnej przed dodaniem IPTG. Sciezka 2 — probka pobrana z
hodowli bakteryjnej po wyindukowaniu nadprodukcji biatka przez IPTG.

Sciezka 3 — Frakcja nie zwiazana ze zlozem. Sciezki 4 i 5 — frakcje wyplukane buforem denaturujacym
ptuczacym o pH 6,8. Sciezki 6-9 frakcje wyeluowane buforem denaturujacym elucyjnym o pH 5,9

Sciezka 10 — marker lizozym (14,2 kDa). Elektroforeze prowadzono w 15% zelu poliakrylamidowym w
warunkach denaturujacych. Zel barwiono Coomase Brilant Blue.

Fragment FR5 podobnie jak FR4, a w przeciwienstwie do fragmentéw FR1, FR2
1 FR3 nie wykazuje anomalnej ruchliwosci elektroforetyczne;.

W przypadku wszystkich pigciu klonowanych bialek po chromatografii na ztozu
NiNTA osiagano wysoka ponad 90% czystos¢ preparatu. Kolejnym krokiem bylo
przywrocenie biatkom natywnej, prawidtowe] konformacji. W tym celu nalezato usunaé
czynnik denaturujacy. Zastosowano wielogodzinng dializ¢ wobec buforu do ,,rekonstrukcji”
(Ryc. 16, ETAP 5) [Materialy 3.12.6]. W poczatkowych eksperymentach w czasie dializy
dochodzito do wytracania si¢ dializowanych bialek rekombinacyjnych. Optymalizujac
warunki rekonstrukeji stwierdzono, ze gtdéwna przyczyna bylo zbyt duze st¢zenie biatka w
worku dializacyjnym. W duzym stopniu mozna bylo zapobiec temu odpowiednio
rozcienczajac dializowane biatka. Aby unikna¢ wytracania biatka w worku dializacyjnym w
trakcie dializy roztwory biatek rozcienczano do stgzenia ok. 50 pg/ml, co z kolei zwigkszato
objetos¢ dializatu. Czesto koncowa objgtos¢ roztworu biatka w worku dializacyjnym
przekraczala 150 ml, dlatego tez po dializie zachodzita konieczno$¢ zatgzania biatka. Do
wstepnego zat¢zania bialka po dializie wykorzystano ponownie ztoze NiINTA (Ryc. 16,
ETAP 6). Dalsze zatezanie preparatow osiggano przy uzyciu zestawu MICROCON® -
Centifugal Filter Devices (Millipore) (Ryc. 16, ETAP 7) [Metody 4.16]. W przypadku
czterech bialek FR2, FR3, FR4 i FRS uzyskano zadowalajace efekty. Biatko FR1 podczas

dializy 1 zatgzania ulegato niestety silnej degradacji pomimo obecnego w roztworze
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inhibitora proteaz PMSF. Widoczne jest to na zelach wykonanych po etapie zat¢zania z
uzyciem chromatografii na NiNTA agarozie (Fot. 14A). Wszystkie widoczne prazki na
poszczegolnych $ciezkach musiaty by¢ fragmentami biatka FR1 z polihistydyna na N koncu,
poniewaz zwiazaly si¢ ze zlozem na kolumnie. Obecno$¢ szeregu dyskretnych prazkow
biatkowych oraz bardzo silny prazek w dolnej czgsci zelu moga $wiadczy¢, ze proces
degradacji wymagat kilku cig¢ proteaz w rdznych miejscach bialka 1, ze ostateczne produkty

to krétkie fragmenty zawierajace polihistydyne.
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Fot. 14 Zatgzanie natywnego biatka FR1 na Ni NTA agaroza.
A. Sciezki 2-6 — frakcje wyptukane ze ztoza buforem elucyjnym z 250 mM imidazolem.
B. Sciezki 2-6 — frakcje wyptukane ze ztoza buforem elucyjnym z 250 mM imidazolem.

Elektroforezg prowadzono w 12,5% Zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych. Zele barwiono
azotanem srebra.

Aby ograniczy¢ degradacje biatka FR1 w czasie oczyszczania probowano
modyfikowac proces dializy i zatgzania. Mimo pewnej poprawy stanu biatka po dializie (Fot.
14B $ciezki 2-6), na dalszym etapie zatezania nie udato si¢ zapobiec degradacji (Fot. 15A
sciezka 2). Proby zastosowania alternatywnej metody zat¢zania przez wysalanie biatka
siarczanem amonu byly nieskuteczne. Ponadto w czasie rozpuszczania zatezonego juz
preparatu biatko wytracato si¢. Dlatego tez bialka FR1 nie wykorzystywano w dalszych
eksperymentach poswigconych funkcjonalnej charakterystyce tego fragmentu.

Efekty uzyskane w procesie renaturacji i zat¢zania pozostalych biatek
rekombinacyjnych byly zadowalajace (Fot. 15 A — bialko FR2 S$ciezka 3, biatko FR3
sciezka 4; Fot. 15 B — biatko FR5 $ciezka 2).

93



Wyniki

-

Fot. 15 Efekt zatezania renaturowanych bialek FR1, FR2, FR3 i FRS.

A. Sciezka 1 — Marker Masowy (Page Ruler Prestained Protein Ladder (Fermentas)).

Scieika 2 — biatko FR1, §ciezka 3 — biatko FR2, §ciezka 4 — biatko FR3.

B. Scieika 1 — probka pobrana z hodowli bakteryjnej po wyindukowaniu nadprodukcji biatka przez IPTG.
Sciezka 2 — zatezone natywne biato FR5, §ciezka 3 — lizozym (14,2 kDa).

Elektroforezg prowadzono w 12,5% (A) i 15% (B) zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych.
Zele barwiono azotanem srebra.

Preparaty przedstawione na fotografii 15 uzyskano najpierw w procesie dializy, a
nastgpnie wstgpnie zatgzono metoda chromotografii na ztozu Ni-NTA agarozie oraz
wirowano przy uzyciu zestawu MICROCON (Centifugal Filter Devices (Millipore)).
Preparaty te zawieraly, z wyjatkiem fragmentu FRI1, stosunkowo niewielki procent
zanieczyszczen 1 produktow degradacji, co umozliwiato przystapienie do nastgpnego etapu

poswigconego funkcjonalnej charakterystyce otrzymanych fragmentéw podjednostki sigma.

5.3 Badanie aktywnoSci fragmentéw ¢”°

Jedna z zalet oczyszczania biatka w warunkach denaturujacych jest to, ze cata
procedure oczyszczania mozna wykonywa¢ w temperaturze pokojowej. Sa to warunki, w
ktorych oczyszczane biatko chronione jest przed dzialaniem proteaz przez czynnik
denaturujacy mocznik lub guanidyng, a ostateczny produkt pochodzacy z ciat inkluzyjnych
charakteryzuje wysoki stopien czystosci. Bardzo powazny problem stanowi jednak
konieczno$¢ odzyskania biatka w formie natywnej. Nalezy tak dobra¢ warunki, aby w
trakcie usuwania czynnika denaturujacego biatko nie ulegalo wytraceniu, przybierato
prawidlowa konformacj¢ 1 odzyskiwato aktywnos¢. W przypadku enzymoéw dowodem

skutecznej renaturacji jest przywrocenie aktywnosci enzymatycznej. W naszym przypadku
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sprawa byla znacznie bardziej zlozona, poniewaz podjednostka sigma sama nie posiada
aktywnosci enzymatycznej. Do wypehienia swej funkcji wymaga utworzenia ztozonego,
wielopodjednostkowego kompleksu polimerazy RNA E. coli. Fragmenty podjednostki
sigma, nawet gdy biatko przyjmie form¢ natywna, moga by¢ niezdolne do oddziatywania z
rdzeniem i w efekcie do przeprowadzenia ktéregokolwiek z etapéw inicjacji transkrypcji.
Konieczne zatem bylo znalezienie zastgpczej metody, ktora pozwolita by na wstepne
sprawdzenie aktywno$ci biatka. Zaproponowano wigc test z wykorzystaniem filtrow
membranowych, oparty na analizie oddziatywania podjednostki sigma z DNA.

Wolna podjednostka ¢” nie faczy si¢ z promotorowym DNA, nastepuje to
dopiero po potaczeniu si¢ z rdzeniem w holoenzym. Dombroski 1 wsp (1993) wykazali, ze N
terminalna domena 1.1 blokuje czy tez maskuje te regiony sigmy, ktére tacza sig
specyficznie z elementami promotora. Skonstruowali szereg fragmentow ¢’ sekwencyjnie
usuwajac aminokwasy od N konca i sprawdzajac, ktory fragment, jako wolne biatko fuzyjne
z GST, potaczy sig¢ z promotorowym DNA. Satysfakcjonujacy wynik uzyskano dla
fragmentu podjednostki sigma z ktérego usunig¢to 72 N-terminalne aminokwasy, czyli dla
podjednostki sigma pozbawionej catkowicie domeny 1.1.

Biatka FR2 1 FR3 zawierajace odpowiednio domeng 2 (FR2) oraz 3 i 4 (FR3)
podjednostki ¢, pozbawione sa domeny 1.1. Mozna wiec zakladaé, ze jesli przyjety forme
natywna beda zdolne samodzielnie bez udziatu rdzenia oddzialywa¢ z DNA. Na fotografii
16 przedstawiono wyniki do$wiadczen, w ktorych badano zdolno$¢ fragmentéw

rekombinacyjnych podjednostki sigma do wigzania promotorowego DNA.

I P 3

Fot. 16 Autoradiografia kompleksow fragmentow podjednostki sigma z promotorowym DNA
immobilizowanych w czasie saczenia na membranowych filtrach nitrocelulozowych. DNA zawierajace
sekwencj¢ promotora A1 znakowano radioaktywnie na koncu 5' przy uzyciu [y -2 P]ATP.

1,2 i 3 odpowiednio kompleksy biatek FR1, FR2 i FR3 z promotorowym DNA.
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Wyniki te sugeruja, ze badane fragmenty podjednostki sigma wiaza
promotorowe DNA 1 powstajacy kompleks jest zatrzymywany w czasie saczenia przez
nitrocelulozowy filtr membranowy. W takim eksperymencie wolne, nie zwigzane w
kompleksie DNA znajdzie si¢ w przesaczu. Stopien zaczernienia kliszy przez DNA
znajdujace si¢ w kompleksie moze by¢ miara efektywnosci oddzialywania fragmentu
bialkowego z DNA. Najwyzsza aktywno$¢ w wiazaniu promotorowego DNA wykazuja
fragmenty FR3 i FR2. Znacznie stabsza aktywnoS$cia charakteryzuje si¢ fragment FRI.
Fragment ten, jak pokazano na rycinie 11 zawiera cale domeny 1 i 2, pozbawiony jest
natomiast domen 3 1 4. W zwiazku z tym, ze zawiera on domeng 1, zgodnie z sugestia
Dombrowski i wsp., nie powinien umozliwia¢é powstawania komplekséw z wolnym
promotorowym DNA, poniewaz domena 1 przeszkadza w oddzialywaniu domen 2 i 4 w
wiazaniu sekwencji promotorowych. W naszym eksperymencie biatko FR1 tworzy (mniej
wydajnie niz fragmenty FR2 i FR3) kompleksy z promotorowym DNA. Moze mie¢ to
zwiazek z brakiem domeny 4 i maskujacym efektem domeny 1. Tworzenie z niska
efektywnoscia kompleksu biatko-DNA moze by¢ w tym przypadku wynikiem oddzialywan

niespecyficznych.

5.3.1 Test kompetycyjny z wykorzystaniem filtrow membranowych dla bialka
FR3

Wykonano zatem test kompetycyjny, w ktérym do tworzenia komplekséw z
bialkiem wykorzystywano mieszaning dwoch fragmentéw DNA, zawierajacego pelna
sekwencje promotora Al (130 pz) oraz fragment DNA @ (81 pz) pozbawiony catkowicie

sekwencji promotora (Ryc. 17).

96



Wyniki

Al

-35
5’GATCCAGATCCCGAAAATTTATCAAAAAGAGTATTGACTTAAAGTCTAACCT

-10
ATAGGATACTTACAGCCATCGAGAGGGACACGGCGAATAGCCATCCCAATCGA

CACCGGG GTCCGGGATCTGGATCTG ¥

o

S’GCGGAGATCTGCCATCGAGAGGGACACGGCGAATAGCCATCCCAATCG
ACACCGGGG TCCGGGATCTGGAGCTCGAGGATCC 3’

Rye. 17 130 nukleotydowa sekwencja niematrycowej nici promotora Al faga T7 z wyr6znionymi sekwencjami
elementow -35 i -10 oraz miejsca startu transkrypcji. Sekwencja nici niematrycowej fragmentu @
pozbawionego sekwencji promotorowe;.

Fragment DNA zawierajacy promotor Al bakteriofaga T7 uzyskiwano w reakcji
PCR przy uzyciu starterow PA1P 1 PA1L [Materiaty 3.6.10, 3.6.11; Metody 4.1]. Jest to
jeden z trzech wczesnych promotorow bakteriofaga T7 rozpoznawanych przez polimeraze
RNA E. coli. Nalezy do najsilniejszych promotoréw, a jego sekwencje -10 1 -35 tylko
nieznacznie réznia si¢ od konsensusowych. Fragment DNA @ uzyskiwano w reakcji PCR
przy uzyciu starteréw PA1P 1 TBL (starter wykorzystany w pracy doktorskiej K. Tureckiej
/216/, w celu otrzymania sekwencji promotora Al, pozbawionego jednak sekwencji

konsensusowych -10 i -35) [Materialy 3.6.11, 3.6.12].
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Na schemacie ponizej (Ryc. 18) przedstawiono ideg eksperymentu.

Tworzenie kompleksow

* i
-35 -10
>
e i 0 = ‘F
=]
Filtrowanie przez filtr
membranowy
Elucja DNA z filtrow
4 \ *F
4 "
Elektroforeza
Autoradiografia Densytogram préznia
! I
wolny DNA
IYe

v

Ryec. 18 Schemat wykonywania testu kompetycyjnego.

Do reakcji tworzenia kompleksow binarnych w tescie kompetycyjnym uzyto
fragmentow podjednostki sigma FR3 oraz fragmentéw DNA znakowanych radioaktywnie
na koficu 5' przy uzyciu [y -** P]JATP i kinazy polinukleotydowej faga T4. Radioaktywne
DNA uzyskano stosujac znakowane radioaktywnie startery do reakcji PCR. Mieszaning
DNA 1 biatka FR3 inkubowano przez 20 minut w 37°C, a nastgpnie saczono przez filtr
membranowy z nitrocelulozy. Z kompleksu biatko FR3-DNA zatrzymanego na filtrze
odzyskiwano i wytracano DNA. Dzigki temu, Ze oba fragmenty réznity si¢ dlugos$cia mozna
bylo rozdzieli¢ je w zelu poliakrylamidowych 1 wykona¢ pomiar iloSciowy na podstawie
stopnia zaczernienia kliszy przez znakowane fragmenty DNA. DNA zawierajace promotor
Al ma dlugos$¢ 130 pz, DNA nie zawierajace elementéw promotora bylo o 49 pz krotsze

(Fot. 17).
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Fot. 17 Autoradiografia fragmentow DNA wyeluowanych z komplekséw z biatkiem FR3 zatrzymanych na
filtrach membranowych i poddanych elektroforezie poliakrylamidowej. Promotorowe DNA znakowano
radioaktywnym 3?P na koncu 5' nici matrycowe;.

Sciezka 1 — DNA zawierajace promotor Al — marker masowy

Sciezka 2 — DNA wyeluowane z kompleksu z biatkiem FR3. Do przygotowania kompleksow uzyto
mieszaniny DNA zawierajacej promotor Al i fragmentu DNA @ pozbawiony sekwencji promotorowej

Z zestawienia przedstawionego na rycinie 19 wynika, ze bialko FR3
preferencyjnie faczylo si¢ z fragmentem DNA zawierajacym sekwencje promotorowa i
tworzylo w ten sposob dominujaca czgs¢ powstajacego kompleksu. DNA nie zawierajace
sekwencji promotorowych wystgpowalo w kompleksie tylko w ilosci 6% w stosunku do

promotorowego DNA.
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Ryec. 19 Wzgledna aktywnos¢ wigzania DNA przez fragment FR3 podjednostki sigma.
A1 — fragment DNA zawierajacy promotor Al faga T7, @ — fragment DNA nie zwierajacy heksamerow
-101-35.
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Swiadczy to o tym, ze natywne biatko FR3 w procesie renaturacji przybrato
prawidtowa konformacje przestrzenna i bylo aktywne w te$cie specyficznego wiazania
promotorowego DNA. Bardzo slabe wiazanie fragmentu pozbawionego sekwencji
promotorowej (6%) moze by¢ miara niespecyficznych oddziatywan DNA z fragmentem
podjednostki sigma. Opisany test pozwala stwierdzié, ze zastosowana procedura renaturacji
biatka w procesie dializy w buforze do rekonstrukcji, a nastgpnie zatgzanie biatka poprzez
zastosowanie chromatografii powinowactwa na NIiNTA agarozie 1 ultrafiltracji z
wykorzystaniem zestawu Microcon (Milipore), pozwala uzyska¢ natywne i aktywne w tescie
wigzania DNA fragmenty podjednostki sigma. Mozna sadzi¢, ze réwniez pozostate
fragmenty podjednostki sigma otrzymane z wykorzystaniem tej samej procedury uzyskaty
prawidtowa konformacje.

5.3.2 Badanie oddzialywan fragmentéw podjednostki ¢ z rdzeniem
polimerazy RNA i promotorowym DNA — reakcja tworzenia

komplekséw binarnych

Eksperymenty z uzyciem filtrow membranowych pozwalaja sadzi¢, ze procedura
izolacji 1 oczyszczania, a nastgpnie renaturacji biatka umozliwia uzyskanie aktywnych
fragmentow podjednostki sigma zdolnych do specyficznego rozpoznania promotora. Jednak
wlasciwym testem funkcjonalnej, transkrypcyjnej kompetencji jest analiza ich zdolnosci do
zwigzania z rdzeniem polimerazy RNA, a nastgpnie do specyficznego rozpoznania
sekwencji promotorowej 1 tworzenia kompleksow binarnych. Uzyskanie takich kompleksow
stanowi niezbedny warunek, ktory musi by¢ speiniony, aby nastepnie mozna byto ocenic¢
aktywno$¢ fragmentéw podjednostki sigma w kolejnych etapach procesu transkrypcji.

Jedna z wazniejszych metod analizy oddziatywan biatek z kwasami
nukleinowymi jest metoda opdznienia migracji kompleksow w zelu poliakrylamidowym
(ang. gel vretardation). Kompleks biatka z DNA wykazuje mniejsza ruchliwos¢
elektroforetyczna w stosunku do DNA nie zwigzanego w kompleksie. Metoda ta umozliwia
zarowno jakosciowa oceng kompleksow jak i analizy ilo§ciowe w oparciu o oceng ilo$ci
DNA wolnego i1 zwigzanego w kompleksie. W tym celu probki poddaje si¢ elektroforezie
poliakrylamidowej w warunkach niedenaturujacych, a zele wybarwia bromkiem etydyny

albo, w przypadku stosowania radioaktywnego izotopu do znakowania DNA, eksponuje si¢
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na kliszy rentgenowskiej. Ten drugi sposob umozliwia obserwacje i analiz¢ kompleksow, w
ktorych zostatly zwiazane zaledwie pikogramowe ilosci DNA. W zwiazku z tym, ze
wyznakowane zostaje tylko DNA, preparaty biatkowe nie musza odznacza¢ si¢ wysokim
stopniem czysto$ci, mozna tez analizowa¢ zlozone mieszaniny biatek. Dodatkowo w Zelu
poliakrylamidowym mozna osiagna¢ bardzo duza rozdzielczo$¢ umozliwiajaca szczegdlowa
analizg¢ kompleksow.

W reakcjach tworzenia komplekséw binarnych holoenzymu zawierajacego
fragmenty podjednostki sigma jako wzorca uzywano holoenzymu ,,typu dzikiego”, ktory
zawiera niezmodyfikowana podjednostke sigma. Preparaty holoenzymu osiagaja
maksymalng efektywno$¢ wiazania promotorowego DNA dopiero po odpowiednim
wysyceniu rdzenia podjednostka sigma. Aby to osiagna¢ do mieszaniny dodawano
stechiometrycznego nadmiaru tej podjednostki. Odpowiedni stosunek molowy rdzenia do
podjednostki sigma w mieszaninie powinien wynosi¢ 1:3 /92/, wtedy najwigksza ilo§¢ DNA
w probce zostanie zwigzana w kompleksie. W przypadku zmodyfikowanej podjednostki
sigma ta dysproporcja moze by¢ znacznie wigksza, a otrzymane kompleksy moga znacznie
r6ézni¢ sig¢ ilosciowo 1 jakosciowo od kompleksow binarnych tworzonych z udzialem
holoenzymu typu dzikiego.

W wigkszosci eksperymentéw wykorzystywano gotowe, dostgpne komercyjne

preparaty rdzenia i holoenzymu firmy EPICENTRE® (USA) (Fot. 18).

1 2
5 < P
e et a
<

Fot. 18 Analiza elektroforetyczna preparatéw rdzenia i holoenzymu polimerazy RNA firmy EPICENTRE
Sciezka 1 — Holoenzym polimerazy RNA E. coli. Sciezka 2 — Rdzen polimerazy RNA E. coli
Elektroforezg prowadzono w 15% Zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych. Zel barwiony
Coomasse Brilant Blue.
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W metodzie opdznienia migracji kompleksow w zelu poliakrylamidowym
analizowane powinny by¢ tylko specyficzne kompleksy holoenzymu, to znaczy takie w
ktérych polimeraza RNA zwiazana jest z DNA tylko w miejscu sekwencji promotorowej. W
procesie specyficznego rozpoznawania tej sekwencji uczestniczy podjednostka sigma.
Polimeraza taczy si¢ z DNA réwniez w sposob niespecyficzny poza sekwencja promotora,
wykazujac silng tendencj¢ do taczenia si¢ z koncami fragmentu DNA. Dodatkowo w
mieszaninie reakcyjnej wystgpuja wolne czasteczki rdzenia, ktore wykazuja bardzo niska
specyficzno$¢ wigzania DNA oraz wolne molekuty podjednostki sigma, ktorej dodaje sig¢ w
nadmiarze. W przypadku ,,dzikiej” podjednostki sigma, jej wiazanie do DNA jest znikome ze
wzgledu na obecno$¢ domeny 1.1. Fragmenty podjednostki sigma pozbawione tej domeny
beda taczyly si¢ z DNA i to z wysokim stopniem specyficznos$ci, jak wykazano w przypadku
bialka FR3. Celem prowadzonych do$wiadczen bylo zbadanie zdolnosci fragmentow
podjednostki sigma do laczenia si¢ z rdzeniem w funkcjonalny holoenzym, dlatego tez
istotne bylo oslabienie oddziatywan niespecyficznych. Funkcje taka moze petni¢ analog
DNA heparyna, polianion taczacy si¢ z podjednostka P', ktéry oslabia niespecyficzne
oddziatywania polimerazy z DNA. Przy odpowiednim st¢zeniu heparyny mozna calkowicie
wyeliminowa¢ oddzialywania DNA z rdzeniem polimerazy.

Kompleksy binarne uzyskiwane przy uzyciu biatka FR2 [Metody 4.20] tworzone
byly ze znacznie mniejsza wydajnoscia w poréwnaniu z kompleksami utworzonymi przez
holoenzym typu dzikiego (Fot. 19 $ciezki 3, 5 i 6). Dlatego tez ich analiza wymagata
dhluzszego czasu ekspozycji zelu na kliszy rentgenowskiej niz bylo to wymagane dla

komplekséw z udziatem holoenzymu typu dzikiego.
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Fot. 19 Autoradiografia przedstawia analiz¢ elektroforetyczna komplekséw binarnych dzikiego holoenzymu
polimerazy RNA i holoenzymu zawierajacego biatko FR2 z promotorowym DNA znakowanym
radioaktywnym 2P na koncu 5' nici matrycowej. Elektroforezg prowadzono w 3,5% zelu
poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujacych. A i B — fotografie dwoch klisz rentgenowskich o
roznym czasie ekspozycji. Sciezki 1 i 2 - Kompleks rdzenia polimerazy RNA z DNA, $ciezka 3 - kompleks
holoenzymu typu dzikiego z promotorem Al, $ciezka 4 — kompleks biatka FR2 z promotorowym DNA,
Sciezka 5 — kompleks rdzenia polimerazy i biatka FR2 (3,5 pl) z promotorowym DNA, $ciezka 6 —
kompleks rdzenia polimerazy i biatka FR2 (8 pl) z promotorowym DNA. Siezka 7 — wolne promotorowe
DNA. Sciezki 1 i 4 - kompleksy przygotowane bez dodatku heparyny, pozostate z dodatkiem heparyny. W
przypadku holoenzymu dzikiego typu uzyto heparyny o koncowym stgzeniu 1 mg/ml, w przypadku
komplekséw rdzenia z biatkiem FR2 —uzyto heparyny o st¢zeniu wyjsciowym okoto 0,1 mg/ml.

Na $ciezkach 5 1 6 widoczne sa dwa prazki. Gorny, bardziej intensywny, znajduje
si¢ na tej samej wysokos$ci co wzorcowy kompleks binarny utworzony przez holoenzym typu
dzikiego. Najprawdopodobniej jest to wigc wilasciwy kompleks binarny. Dodatkowy,
znacznie stabszy prazek, nie ma odpowiednika na $ciezce z holoenzymem typu dzikiego
(Sciezka 3). Do reakcji tworzenia komplekséw z biatkiem FR2 dodawana byta heparyna, a
wigc obserwowane kompleksy, a zwlaszcza kompleksy znajdujace si¢ w pozycji prazka
gornego powinny by¢ specyficzne. W reakcji kontrolnej, aby wykluczy¢ mozliwos¢
powstania w wyniku oddziatywania samego rdzenia z DNA obu obserwowanych na §ciezce
5 prazkobw — utworzono kompleksy DNA z rdzeniem bez 1 w obecnosci heparyny
(odpowiednio $ciezki 1 1 2). Na $ciezce 1 widoczne sa agregaty rdzenia z DNA, ktore w
obecnosci heparyny ulegaja rozpadowi (Sciezka 2). Samo biatko FR2 tez nie dawato
wyraznego kompleksu z DNA, nawet w reakcji bez dodatku heparyny (Fot. 19 $ciezka 4).
Do tworzenia kompleksow binarnych holoenzymu zawierajacego biatko FR2 uzywano
znacznego nadmiaru molowego fragmentu FR2 w stosunku do rdzenia w proporcji 8:1

(Sciezka 5). Mimo to kompleksy byty dos¢ stabe i1 pojawial si¢ dodatkowy dolny prazek.
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Przy prébach poprawy jakosci kompleksow przez zwigkszenie ilo$ci biatka FR2
wzgledem rdzenia w proporcji 16:1 (Sciezka 6), nie uzyskiwano zwigkszenia intensywnos$ci
gornego prazka, a wzmocnieniu ulegat prazek dolny.

Sadzac Zze kompleksy zawierajace FR2 moga by¢ mniej stabilne niz zawierajace
natywna podjednostke sigma typu dzikiego, w pierwszych reakcjach tworzenia kompleksow
biatka FR2 z rdzeniem i promotorowym DNA (Fot. 19 $ciezki 5 1 6), uzywano heparyny o
stezeniu koncowym 0,1 pg/ul. Zastosowano wigc dziesie¢ razy wigksze stezenie heparyny,
tak jak dla holoenzymu dzikiego typu. Nie spowodowalo to jednak zmiany natg¢zenia
prazkéw odpowiadajacych kompleksom binarnym (poréwnaj Fot. 19 $ciezki 5 i 6 oraz Fot.

20 $ciezka 2).

Fot. 20 Autoradiografia przedstawiajaca analiz¢ elektroforetyczna kompleksow binarnych holoenzymu typu
dzikiego polimerazy RNA i holoenzymu z biatkami FR2 i FR3 z promotorowym DNA znakowanym
radioaktywnie *?P na koncu 5' nici matrycowe;j. Elektroforezg prowadzono w 3,5% zelu poliakrylamidowym
w warunkach niedenaturujacych.

Sciezka 1 — kompleks holoenzymu typu dzikiego z promotorem A1

Sciezka 2 — kompleks holoenzymu z biatkiem FR2 (3,5 pl)

Sciezka 3 — kompleks holoenzymu z biatka FR3 (5,3 ul)

Sciezka 4 — kompleks rdzenia polimerazy RNA i biatek FR2 i FR3 z promotorowym DNA

Sciezka 5 — kompleks holoenzymu i biatka FR2 z promotorowym DNA (rdzen otrzymany przez dr hab.
Wiadystawa Werela w Instytucie Maxa Plancka fuer Biochemie w Martinsried). W reakcjach uzyto heparyny
o stezeniu koncowym okoto 1mg/ml.

Stabilnos¢  wobec  heparyny otrzymanych  kompleksow  holoenzymu
zawierajacego fragmenty podjednostki sigma FR2 lub FR3 z promotorowym DNA oraz
potozenie prazka gornego identyczne z lokalizacja kompleksow holoenzymu typu dzikiego z

promomotorem Al pozwalaja sadzi¢, ze sa to kompleksy specyficzne. Powstaja jednak z
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mniejsza wydajnoscia niz kompleksy zawierajace holoenzym typu dzikiego. Prawdopodobna
przyczyna tego zjawiska jest stabsze oddzialywanie fragmentu podjednostki sigma z
rdzeniem. Na wigzanie to sklada si¢ szereg r6znego rodzaju oddziatywan aminokwasoéw
podjednostki sigma z odpowiednimi aminokwasami podjednostek tworzacymi rdzen
polimerazy.

Aby wykaza¢, ze gorny prazek istotnie zawiera holoenzym w ktorym znajduje
si¢ fragment podjednostki sigma, wyeluowano ten kompleks z Zelu niedenaturujacego, a
biatkowe skladniki w nim zawarte rozdzielono w Zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych. Na fotografii 21 przedstawiono efekt tego eksperymentu, z ktérego wynika
jednoznacznie, ze analizowany kompleks binarny istotnie zawieral rdzen polimerazy RNA 1

fragment FR2 podjednostki sigma.

>

Fot. 21 Analiza elekroforetyczna w 12,5% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych biatek
wyizolowanych z kompleksu binarnego — kompleksu DNA z holoenzymem zawierajacym fragment FR2
(Fot. 19 éciezka 5 i 6 prazek gorny) Zele barwiono azotanem srebra.

Sciezka 1 — rdzen polimerazy RNA

Sciezka 2 — biatko FR2

Sciezka 3 — biatka otrzymane z kompleksu binarnego rdzenia polimerazy RNA i biatka FR2.
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Biatko FR3 zawierajace domeng 3 i 4 dzikiej podjednostki sigma tworzy z
rdzeniem 1 DNA (Fot. 20, 22 i 23) dwie formy kompleksu podobnie jak w przypadku biatka
FR2.

Fot. 22 Analiza elektroforetyczna kompleksow holoenzymu typu dzikiego oraz holoenzymu zawierajacego
biatko FR3 z promotorowym DNA znakowanym radioaktywnie **P na koncu 5' nici matrycowej.
Elektroforezg prowadzono w 3,5% zelu poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujacych.

Sciezki 1 i 2 kompleks rdzenia z DNA

Sciezka 3 — Kompleks holoenzymu typu dzikiego z DNA

Sciezki 4-7 Kompleksy rdzenia ze wzrastajaca iloscia biatka FR3.

Sciezki 1 i 3-7 reakcje w obecnosci heparyny o stezeniu koncowym 1 mg/ml.

Przy czym, odwrotnie niz to miato miejsce w przypadku biatka FR2, to gorny
prazek odpowiadajacy holoenzymowi typu dzikiego (Fot. 22, §ciezki 3 — 7) byl znacznie
stabszy od prazka dolnego. Préby miareczkowania rdzenia biatkiem FR3 dawaty jedynie
niewielkie wzmocnienie wlasciwego kompleksu binarnego. Dopiero przy ogromnym
nadmiarze stechiometrycznym fragmentu podjednostki ¢ w stosunku do rdzenia (20:1)
pojawiat si¢ wyraznie wyodrgbniony prazek. Kompleks dolny, podobnie jak przy bialku
FR2 nie znikal, lecz ulegal wzmocnieniu. Dolny prazek znajdowal si¢ doktadnie na
wysokosci jednej z form kompleksu samego rdzenia z promotorowym DNA (Fot. 22,
Sciezka 2), ktory jednak po dodaniu heparyny catkowicie si¢ rozpadatl (Sciezka 1). Z kolei
duzy nadmiar heparyny nie rozbijat Zadnej z form komplekséw rdzenia z biatkiem FR3.
Analogiczne wyniki tworzenia komplekséw binarnych uzyskano dla biatek FR4 i FRS.
Kompleksy te powstawaly jednak z tak niska wydajno$cia, Zze ich rejestracja nawet za

pomoca autoradiografii stawata si¢ problematyczna i nie nadawaly si¢ do dalszych analiz.
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Fotografia 23 dostarcza dodatkowych argumentoéw odnos$nie sity oddziatywania

wolnych fragmentow podjednostki sigma z promotorowym DNA.

1 2 3 4 5

Fot. 23 Analiza elektroforetyczna kompleksow holoenzymu typu dzikiego oraz rdzenia polimerazy RNA i
biatka FR3 z promotorowym DNA znakowanym radioaktywnie 3P na koncu 5' nici matrycowe;.
Elektroforezg prowadzono w 3,5% zelu poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujacych.

Sciezka 1 — Kompleks rdzenia polimerazy RNA z promotorowym DNA

Sciezka 2 — kompleks holoenzymu typu dzikiego z promotorowym DNA

Sciezka 3 — kompleks biatka FR3 z promotorowym DNA

Sciezki 4 i 5 — kompleks rdzenia polimerazy i biatka FR3 z promotorowym DNA.

Sciezki 1 i 3 - reakcje bez dodatku heparyny, w pozostatych do kompleksow widocznych w $ciezkach 4 i 5
dodano heparyny o stezeniu koncowym 0,1mg/ml. W przypadku holoenzymu typu dzikiego uzyto heparyny
o st¢zeniu koncowym 1 mg/ml.

Na $ciezce 3 (Fot. 23) przedstawiono dowod, ze oddzialywanie fragmentu FR3 z
promotorowym DNA jest na tyle silne, ze powstajacy kompleks nie rozpada si¢ w czasie
okoto czterogodzinnej elektroforezy w zelach natywnych. W tych samych warunkach
kompleks fragmentu FR2 z promotorowym DNA (Fot. 19 — §ciezka 4) calkowiecie ulega
dysocjacji. Wyniki analizy stabilno$ci tych kompleksow w czasie elektroforezy potwierdzaja
wstgpne doswiadczenia z retencja tych fragmentdw na filtrach membranowych (Fot. 16).
Wyniki przedstawione na fotografii 23 $wiadcza réwniez jednoznacznie, ze prazkow
gornych i dolnych komplekséw binarnych utworzonych przez rekonstruowany holoenzym —
rdzen + fragment FR3, nie mozna wiaza¢ z kompleksem samego fragmentu FR3 z

promotorem.
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Z analizy poswigconej kompleksom binarnym utworzonym przez holoenzym
zawierajacy obok rdzenia fragment FR2 lub FR3 (ktore tworza dwa rodzaje kompleksow
roézniacych sig ruchliwo$cia elektroforetyczna) wynika, Zze mniej mobilny kompleks (gorny
prazek, Fot. 19 - $ciezki 5 i 6, Fot. 20, 22 1 23) jest najprawdopodobniej wilasciwym
kompleksem transkrypcyjnym. Weryfikacj¢ takiego wniosku mogloby stanowi¢ wykazanie,
ze kompleks ten jest w stanie specyficznie rozpoznawaé sekwencje promotorowa.
Informacje taka mozna uzyskac stosujac odpowiednio zmodyfikowane promotorowe DNA.
W tym celu skonstruowano dwa fragmenty promotorowe rozniace si¢ od promotora typu
dzikiego catkowicie zmieniong sekwencja -35 (fragment A1 .35 ) lub sekwencja -10

(Aluig).

35 -10 +1

Al AGAGTATTGACTTAAAGTCTAACCTATAGGATACTTACAGCCATCG
TC TCATAACTGAATT TCAGATTGGATATCCTATGAATGTCGGTAGC

Als1 AGAGTATTGACTTAAAGTCTAACCTATAG ATC TGCCATCG
TCT CATAACTGAATT TCAGATTGGATATC TAG ACGGTAGC

Alysy AGAGTA TAAAGTCTAACCTAATAGGATACTTACAGCCATCG
TCTCAT ATTTCAGATTGGATTATC CTATGA ATGTCGGTAGC

Rye. 20 Sekwencja fragmentow DNA zawierajacych orginalng sekwencj¢ promotora Al, oraz dwoch
fragmentow DNA zawierajacych zmodyfikowany heksamer -10 (fragment A1, ) lub zmieniony heksamer

-35 (fragment A

(4-10)

). Miejsce startu transkrypcji +1 zaznaczono kolorem pomaranczowym.
(4-35) ) YpC) p y

Na fotografii 24 przedstawiono analiz¢ elektroforetyczng kompleksow
holoenzymu zawierajacego fragment FR2 podjednostki sigma (HoloFR2) z promotorem Al
typu dzikiego i zmodyfikowanymi promotorami zawierajacymi zmieniong sekwencjg -10 lub

-35.
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Fot. 24 A Analiza elektroforetyczna kompleksow holoenzymu typu dzikiego oraz holoenzymu zawierajacego
biatko FR2 z promotorowym DNA znakowanym radioaktywnie 2P na koncu 5' nici matrycowe;.

Sciezka 1 — kompleks holoenzymu typu dzikiego z nie zmienionym promotorem Al

Sciezka 2 — kompleksy holoenzymu zawierajacego biatko FR2 z nie zmienionym promotorem A

Sciezka 3 — kompleksy holoenzymu zawierajacego biatko FR2 z promotorem Al ze zmieniona sekwencja

elementu -35, Al .o

Sciezka 4 — kompleksy rdzenia i biatka FR2 z promotorem A1 ze zmieniona sekwencja elementu -10,
Al ,, Do kompleksow widocznych na Sciezkach 2 — 5 dodano heparyny o koncowym stezeniu okoto

Img/ml, na $ciezce 1- 0,Img/ml

Fot. 24 B Analiza elektroforetyczna kompleksow holoenzymu typu dzikiego, biatko FR2 oraz holoenzym
zawierajacy biatko FR2 z oligonukleotydem (oligol) stanowiacym fragment nici niematrycowej
znakowanym radioaktywnie **P na koncu 5'.

Sciezka 1 — kompleks holoenzymu typu dzikiego z nie zmienionym promotorem A 1

Sciezka 2 — kompleksy holoenzymu typu dzikiego z oligonukleotydem stanowiacym fragment nici
niematrycowe;j,

Sciezka 3 — kompleksy holoenzymu zawierajace biatko FR2 z oligo1

Sciezka 4 — kompleksy biatka FR2 z oligo1

Do komplekséw widocznych na $ciezce 1 dodano heparyny o koncowym st¢zeniu okoto 0,1mg/ml, do
pozostalych kompleksow nie dodano heparyny.

Elektroforeze prowadzono w 3,5% zelu poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujacych.

Z fotografii wynika, ze rozklad natezenia prazkéw goérnego i dolnego dla
fragmentow promotorowych Al 1 Al.ss (zel 24A, Sciezki 2 1 3) jest zblizony. Radykalnie
zmienia si¢ natomiast intensywnos¢ prazkéw w przypadku kompleksu HoloFR2 z sekwencja
promotorowa pozbawiona heksameru -10 (Al..9) (Sciezka 4). Bardzo znaczaco zmalato

natgzenie prazka goérnego, wzrosto natomiast nat¢zenie dolnego prazka.
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Interpretujac wyniki tych doswiadczen nalezy zauwazy¢, ze biatko FR2 zawiera
domene 2.4 dzikiej podjednostki ¢7° odpowiedzialng za specyficzne rozpoznanie sekwencji
-10 promotora, nie posiada za$ domeny 4.2 odpowiedzialnej za rozpoznanie sekwencji -35.
Razem z rdzeniem polimerazy RNA tworzy holoenzym, ktéry specyficznie rozpoznaje
odpowiedni dla niego element promotora — heksamer -10. Zrozumiate jest, ze jesli uzyje si¢
sekwencji promotorowej pozbawione] heksameru -10 to HoloFR2 nie moze utworzy¢
specyficznego kompleksu z promotorem. Oslabieniu zatem powinien ulec prazek
odpowiadajacy specyficznemu kompleksowi binarnemu (prazek gorny, Fot. 24 A — $ciezka
4). Kompleksy przedstawione na $ciezkach 2 i 3 fotografii 24 nie wykazuja réznic poniewaz
obie sekwencje promotorowe Al i1 Al .35 zawieraja nie zmieniony heksamer -10.

Podobny efekt mozna zaobserwowaé¢ w przypadku biatka FR3 ktére zawiera
domeng 4.2 odpowiedzialng za rozpoznanie sekwencji -35 promotora. Kompleks rdzenia z
fragmentem FR3 (HoloFR3) w reakcji z promotorem Al.ss5 daje w zelu jedynie dolny
prazek zawierajacy kompleks niespecyficzny, catkowicie pozbawiony jest natomiast prazka

gornego (Fot. 25 $ciezka 3).

Fot. 25 Autoradiografia przedstawia analizg elektroforetyczna komplekséw holoenzymu typu dzikiego oraz
holoenzymu zawierajacego biatko FR3 z promotorowym DNA znakowanym radioaktywnym *?P na konicu 5'
nici matrycowe;j.

Sciezka 1 — kompleks holoenzymu typu dzikiego z promotorem A 1

Sciezki 2 — kompleks holoenzymu zawierajacego biatko FR3 z nie zmienionym promotorem A1

Sciezka 3 — kompleks holoenzymu zawierajacego biatko FR3 z promotorem pozbawionym sekwencji -35 -
Al , ;- Do wszystkich reakcji uzyto heparyny o stezeniu konicowym 1 mg/ml. Elektroforez¢ prowadzono w
3,5% zelu poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujacych.
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Fotografia 24B pozwala stwierdzi¢, ze zaréwno wolny fragment FR2
podjednostki sigma jak 1 fragment FR2 w strukturze holoenzymu, w przeciwienstwie do
holoenzymu typu dzikiego nie sa w stanie zwigza¢ oligonukleotydu zawierajacego

sekwencjg nici niematrycowej (oligo1).

5.3.3 Transkrypcja in vitro

Kolejnym testem wyjasniajacym naturg uzyskanych komplekséw holoenzymu
z udziatem biatek FR2 i FR3 moze by¢ reakcja przeksztatcenia kompleksow binarnych w
kompleksy potrojne, a wigc proba przejscia do produktywnej fazy transkrypcji.

Aby stwierdzi¢, czy holoenzym zawierajacy fragmenty podjednostki sigma jest
zdolny do zainicjowania syntezy RNA wykonano transkrypcje w warunkach limitowania
substratow na matrycy promotora Al bakteriofaga T7. Po dodaniu do kompleksu
binarnego krotkiego starterowego fragmentu RNA ApUpC i tylko dwodch nukleotydoéw
ATP i GTP, jak wynika z sekwencji promotorowego DNA, w reakcji transkrypcji powinien
powsta¢ produkt RNA o dlugosci 11 nukleotydow (11- mer, Ryc. 21).

+1
5' ATCGAGAGGGACACGGCGAATAGCCATCCCAATCGA 3'

Transkrypcja ApUpC + GTP + ATP

5 ApUpCGAGAGGGA 3'

Produkt RNA -11 mer

Ryec. 21 Schemat reakcji transkrypcji w warunkach limitowania substratow. Sekwencja nici niematrycowe;j
promotora Al z zaznaczonym miejscem startu transkrypcji +1 i z zaznaczonym na zo6tto regionem
podlegajacym limitowanej transkrypcji oraz powstajacy transkrypt.

Dodanie pozostalych dwoéch nukleotydow UTP i CTP spowodowato by
powstanie transkryptu petnej dlugosci (ang. run off), rozpad wigkszosci kompleksow
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potrojnych i uwolnienie transkryptu. Limitowana transkrypcja w obecnosci ApUpC, ATP,
GTP pozwala zatrzymac transkrypcj¢ na etapie 1l-meru i1 na iloSciowa analize
transformacji kompleksow binarnych w transkrybujace kompleksy potrdjne. Analizy takie
sa mozliwe dlatego, Ze powstaniu stabilnego kompleksu elongacyjnego towarzyszy
uwolnienie podjednostki sigma z kompleksu i zmiana jego ruchliwos$ci elektroforetyczne;.
Druga przyczyna wplywajaca na ruchliwos¢ elektroforetyczna  kompleksow
transkrybujacych moze by¢ dodatkowy tadunek ujemny zwiazany z obecnos$cia krotkiego
transkryptu (11-mer). Te dwa elementy powoduja, ze kompleksy potrdjne podczas
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym migruja szybciej niz kompleksy podwojne (Fot.
26127 - §ciezki 112).

Pierwsze reakcje transkrypcji in vitro przeprowadzano z kompleksami
binarnymi utworzonymi z radioaktywnie znakowanym promotorem Al i holoenzymem

zawierajacym fragmenty FR2 lub FR3 (Fot. 26)

Fot. 26 Autoradiografia przedstawia analizg -elektroforetyczna kompleksow binarnych i1 potrdojnych
holoenzymu typu dzikiego polimerazy RNA i holoenzymu utworzonego odpowiednio z biatkami FR2 i FR3
z promotorowym DNA. Fragment DNA znakowano radioaktywnym **P na koncu 5' nici matrycowe;.

Elektroforez¢ prowadzono w 3.5 % zelu poliakryloamidowym w warunkach niedenaturujacych. Do
wszystkich reakcji dodano heparyny o koncowym stgzeniu okoto 1 mg/ml. :

Sciezka 1 — kompleks binarny holoenzymu typu dzikiego polimerazy RNA

Sciezka 2 — kompleks potréjny holoenzymu typu dzikiego polimerazy RNA

Sciezka 3 — kompleks binarny holoenzymu zawierajacego biatko FR2

Sciezka 4 — kompleks potréjny holoenzymu zawierajacego biatko FR2

Sciezka 5 — kompleks binarny holoezymu zawierajacego biatko FR3

Sciezka 6 — kompleks potréjny holoezymu zawierajacego biatko FR3.

Poréwnanie intensywnos$ci prazkéw kompleksow w $ciezkach 3 1 4 pozwala

stwierdzi¢, ze czg$8¢ kompleksow binarnych zwigkszyla swoja  ruchliwo$¢
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elektroforetyczna 1 znalazta si¢ w pozycji dolnego kompleksu w $ciezce 3.
Najprawdopodobniej wigc sa to kompleksy potrdjne. W przypadku kompleksow binarnych
zawierajacych rdzen polimeazy RNA 1 bialtko FR3, obserwuje si¢ calkowity zanik
kompleksu binarnego i przeksztalcenie go w kompleks o zwigkszonej ruchliwos$ci
elektroforetycznej lokujacy si¢ w pozycji dolnego prazka na Sciezce 5. Efekt ten w
odniesieniu do holoenzymu zawierajacego fragment FR3 jest jeszcze lepiej widoczny na
fotografii 27. Silniejsze zaczernienie kliszy (Fot. 26) w pozycji dolnego kompleksu na
sciezce 3 jest wynikiem zsumowania radioaktywnosci kompleksow elongacyjnych i
kompleksow binarnych znajdujacych si¢ w pozycji dolnego prazka (Sciezka 4). Dodanie
ApUpC 1 nukleotydow do holoenzymu utworzonego z biatkiem FR2 nie powodowato
przesunigcia wszystkich kompleksow binarnych w pozycje komplekséw potrojnych (Fot.
26, sciezki 3 i1 4). Prazek gorny czgsciowo ulegal ostabieniu, a dolny wykazuje wigksza
radioaktywno$¢.

W przypadku kompleksow binarnych z biatkiem FR3 dodanie substratoéw do
transkrypcji powodowalo, ze zaczernienie kliszy w pozycji prazka dolnego rosto, a prazek

gorny catkowicie zanikat (Fot. 26, $ciezki 51 6; Fot. 27, §ciezki 3 1 4).

Fot. 27 Autoradiografia przedstawia analize¢ elektroforetyczna kompleksow binarnych i potrojnych
holoenzymu typu dzikiego polimerazy RNA i holoenzymu utworzonego z biatkiem FR3 z promotorem A1l
znakowanym radioaktywnym *?P na koncu 5' nici matrycowej. Elektroforezg prowadzono w 3.5 % zelu
poliakryloamidowym w warunkach niedenaturujacych:

Sciezka 1 — kompleks binarny holoenzymu typu dzikiego polimerazy RNA

Sciezka 2 — kompleks potréjny holoenzymu typu dzikiego polimerazy RNA

Sciezka 3 — kompleks potréjny holoenzymu polimerazy RNA utworzonego z biatkiem FR3

Sciezka 4 — kompleks binarny holoezymu polimerazy RNA utworzonego z biatkiem FR3

Do wszystkich reakcji dodano heparyny o koncowym stgzeniu okoto 1 mg/ml.
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Reakcje transkrypcji ze znakowanym radioaktywnie promotorowym DNA nie
daja jednak jednoznacznej odpowiedzi czy kompleksy binarne uzyskane odpowiednio z
biatkiem FR2 lub FR3 sa rzeczywiscie zdolne do zainicjowania transkrypcji. W przypadku
obu biatek po dodaniu statera ApUpC i nukleotydow wzrastata radioaktywno$¢ w pozycji
istniejacych juz wczesniej prazkéw dolnych zawierajacych kompleksy binarne. Nie mozna
zatem wykluczy¢, ze w przypadku biatka FR2, ze przy probie inicjacji transkrypcji czesé
kompleksow, a w przypadku biatka FR3 wszystkie kompleksy binarne zostaja
zablokowane w nieaktywnej transkrypcyjnie formie przejsciowej. W tej sytuacji konieczne
bylo wyznakowanie radioaktywne transkryptu, poniewaz tylko powstanie RNA moze by¢
jednoznacznym dowodem na tworzenie aktywnych komplekséw potrojnych.

W pierwszej kolejnosci do reakeji transkrypcji wykorzystywano radioaktywnie
znakowany starterowy ApUpC. Dzigki temu udalo si¢ zaobserwowal powstanie
komplekséw prawdopodobnie potrdjnych przy udziale biatka FR2 (Fot. 28 A, $ciezka 4;
Fot. 28 B, Sciezka 2).

Ay 2 3 4 s B, 3
T

-

Ser P
.

- & - wdkt
Fot. 28 Analiza elektroforetyczna kompleksow binarnych holoenzymu typu dzikiego polimerazy RNA i
holoenzymu utworzonego z biatkami FR2 i FR3 z promotorem Al oraz kompleksy potrdjne holoenzymu
typu dzikiego i holoenzymu zawierajacego biatka FR2 lub FR3. Promotorowe DNA znakowano
radioaktywnym 3?P na koncu 5' nici matrycowej, ApUpC znakowano na koncu 5' nici. Elektroforezg
prowadzono w 3.5 % zelu poliakryloamidowym w warunkach niedenaturujacych.
A Sciezka 1 — kompleks binarny holoenzymu typu dzikiego polimerazy RNA — znakowane radioaktywnie
DNA
Sciezka 2 — kompleks potréjny holoenzymu typu dzikiego polimerazy RNA - znakowane radioaktywnie
ApUpC
Sciezka 3 — kompleks binarny holoezymu utworzonego z biatkiem FR2 - znakowany radioaktywnie DNA
Sciezka 4 — kompleks potrdjny holoezymu utworzonego z biatkiem FR2 - znakowane radioaktywnie ApUpC
Sciezka 5 — kompleks potrdjny holoezymu utworzonego z biatkiem FR3 - znakowane radioaktywnie ApUpC.
B Sciezka 1 — kompleks potrojny holoenzymu typu dzikiego - znakowane radioaktywnie ApUpC
Sciezka 2 — kompleks potrdjny holoenzymu utworzonego z biatkiem FR2 - znakowane radioaktywnie
ApUpC
Sciezka 3 — kompleks potréjny holoezymu utworzonego z biatkiem FR3 - znakowane radioaktywnie ApUpC
Do wszystkich reakcji dodano heparyny o koncowym st¢zeniu okoto 1 mg/ml.
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Kompleksy te byly bez pordwnania stabsze od kompleksow potrdjnych dzikiej
polimerazy RNA (Fot. 28 A - $ciezka 2). Oprocz kompleksow potrdjnych, ktore byty tylko
nieznacznie przesunigte wzgledem kompleksu wzorcowego, na $ciezce 4 (Fot. 28A) i
sciezce 2 (Fot. 28 B) widoczny byt dodatkowy prazek zlokalizowany niZej na poziomie
niespecyficznych kompleksow binarnych (Fot. 28 A, sciezki 3).

Nie udato si¢ z kolei w przypadku biatka FR3 zaobserwowaé prazka, ktory
mogiby odpowiada¢ kompleksowi potrojnemu. Widoczne nieznaczne zaciemnienie kliszy
na $ciezce 5 (Fot. 28 A ) znajdowato si¢ ponizej wzorcowego kompleksu potrojnego (Fot.
28 A - Sciezka 2, Fot. 28 B — $ciezka 1). W tym przypadku mozna bylo zatozy¢, ze
kompleksy binarne utworzone z rdzenia, biatka FR3 oraz promotora DNA nie byly w
stanie zainicjowa¢ transkrypcji. Po dodaniu substratow, nukleotydéw i jondw magnezu
kompleksy te ulegaty rozpadowi.

Uzycie znakowanego ApUpC umozliwialo wprawdzie zaobserwowanie
transkryptu, ale poniewaz radioaktywnie wyznakowany byl tylko koniec 5' nowo
syntetyzowanego RNA, a ilo$¢ kompleksow potrojnych, z wyjatkiem holoenzymu typu
dzikiego, byta niewielka, pozostawala pewna watpliwo$¢ co do skutecznosci transformacji
kompleksow binarnych w potrdjne. Nawet w przypadku kompleksow z biatkiem FR2
prazki odpowiadajace kompleksom potrojnym byly stosunkowo stabe. Tym bardziej, ze z
mata wydajnoscia sam rdzen polimerazy RNA laczac si¢ z sekwencja promotora w
obecnosci substratow moze zainicjowac¢ transkrypcje na bardzo niskim poziomie (Fot. 30,
sciezka 8). Dlatego tez wykonano transkrypcje przy uzyciu GTP znakowanego
radioaktywnie w pozycji o [o **P GTP]. W powstajacym 11-merze na matrycy promotora
A1 nukleotyd ten wbudowywany zostanie az w 5 pozycjach, dzigki temu transkrypt uzyska
wysoki poziom radioaktywnos$ci. Doskonale mozna byto to zaobserwowac na przyktadzie
kompleksow potrojnych dzikiego holoenzymu poréwnujac na fotografii 29 transkrypcje ze
znakowanym matrycowym DNA ze S$ciezki 2 z kompleksem potrojnym, w ktérym

transkrypt znakowano radioaktywnie za pomoca GTP (Sciezka 3).
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Fot. 29 Analiza elektroforetyczna komplekséw binarnych holoenzymu typu dzikiego polimerazy RNA i
holoenzymu zawierajacego biatko FR2 z promotorem A1l znakowanym radioaktywnym 3?P na koncu 5' nici
matrycowej oraz kompleksy potrojne holoenzymu typu dzikiego i utworzonego z biatkiem FR2 z
znakowanym radioaktywnym 2P GTP w pozycji a lub z promotorem Al znakowanym radioaktywnym 3P
na koncu 5'. Elektroforeze prowadzono w 3.5 % zelu poliakryloamidowym w warunkach
niedenaturujacych:

Sciezka 1 - kompleks binarny holoenzymu typu dzikiego - znakowane radioaktywnie DNA

Sciezka 2 - kompleks potrojny holoenzymu typu dzikiego - znakowane radioaktywnie DNA

Sciezka 3 - kompleks potrojny holoenzymu typu dzikiego - znakowane radioaktywnie GTP (transkrypt)
Sciezka 4 - kompleks binarny holoenzymu utworzonego z biatkiem FR2 - znakowane radioaktywnie DNA
Sciezka 5 - kompleks potrojny utworzonego z biatkiem FR2 - znakowane radioaktywnie DNA

Sciezka 6 - kompleks potrojny utworzonego z biatkiem FR2 - znakowane radioaktywnie GTP.

Do wszystkich reakcji dodano heparyny o koncowym stgzeniu okoto 1 mg/ml.

Uzycie do znakowania powstajacego produktu RNA radioaktywnego GTP
radykalnie zmienia intensywno$¢ prazka odpowiadajacego kompleksom potrdjnym
utworzonym przez holoenzym zawierajacy fragment FR2 podjednostki ¢™ (Fot. 29 -
Sciezki 6, Fot. 30 $ciezki 6 1 7). Nie ulega tez watpliwosci, ze rekombinacyjny holoenzym
zawierajacy fragment FR2 jest zdolny nie tylko do tworzenia specyficznych kompleksoéw
binarnych lecz takze do przej$cia do produktywnej fazy transkrypcji.

Analiza potozenia prazkow w Sciezkach 4, 516 (Fot. 29) oraz 4, 51 6 (Fot. 30)
wskazuje ponadto, ze potrdjny kompleks transkrybujacy znajduje si¢ doktadnie w pozycji
odpowiadajacej najnizej zlokalizowanemu prazkowi utworzonemu przez kompleksy
binarne holoenzymu rekombinacyjnego zawierajacego FR2.

W reakcji transkrypcji z kompleksami potrojnymi biatka FR2 1
wyznakowanym radioaktywnie matrycowym DNA A1 (Fot. 29, $ciezka 5) nadal widoczne

byly dwa kompleksy obserwowane we wczesniejszych doswiadczeniach. Gorny prazek
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lokalizowat si¢ na wysokos$ci kompleksu binarnego (Sciezka 4) i tak jak poprzednio dolny
prazek znajdowat si¢ w przyblizeniu w pozycji wzorcowego kompleksu potrdjnego
(Sciezka 3 1 5). W tym dos$wiadczeniu pojawial si¢ pomiedzy nimi dodatkowy trzeci
prazek, ktorego wczesniej nie obserwowano.

Wynik uzyskany w reakcji transkrypcji z wyznakowanym radioaktywnie jednym z
substratow (0P GTP) nie budzil juz zadnych watpliwosci (Fot. 29, $ciezka 6),
otrzymywany prazek znajdowal si¢ dokladnie na poziomie wzorcowego kompleksu
potrdjnego (Sciezka 3). Ilo$¢ uzyskiwanego produktu byta tez znacznie wigksza niz przy
reakcji transkrypcji prowadzonej z samym rdzeniem bez fragmentu FR2 podjednostki
sigma (Fot. 29, $ciezka 8). Proba ta okresla ilo§¢ produktu transkrypcji powstajacego w
sposob niespecyficzny, ktory stanowi tlo wlasciwej reakc;ji.

W reakcjach transkrypcji, ktore ilustruje fotografia 29, heparyny dodawano juz po
reakcji transkrypcji. Oznacza to, ze nawet kompleksy niespecyficzne pochodzace od
rdzenia miaty szanse¢ zainicjowac transkrypcjg¢. Kompleksy potrojne sa znacznie bardziej
stabilne i mniej podatne na dziatanie heparyny. W celu pokazania jaki poziom transkrypcji
w przypadku badanego biatka FR2 powstaje w sposob niespecyficzny wykonano reakcje
transkrypcji w ktorej heparyny dodawano juz na etapie tworzenia komplekséw binarnych
(Fot. 30, sciezka 7). Ilos¢ uzyskiwanych komplekséw byta nieco mniejsza niz w sytuacji,
kiedy heparyny dodawano dopiero po reakcji transkrypcji (Sciezka 6), jednak kompleksy
potrdjne pochodzace od samego rdzenia, ktore przetrwaty dziatanie heparyny stanowity

tylko znikomy ich utamek ($ciezka 8).
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Fot. 30 Autoradiografia przedstawia analiz¢ elektroforetyczna kompleksow binarnych holoenzymu typu
dzikiego polimerazy RNA i holoenzymu utworzonego biatkiem FR2 z promotorem Al znakowanym
radioaktywnym 3P na koncu 5' nici matrycowej oraz kompleksy potrojne dzikiego holoenzymu i
utworzonego z biatkiem FR2 ze znakowanym radioaktywnym 2P GTP w pozycji a, lub z promotorem Al
znakowanym radioaktywnym 3P na koncu 5'. Elektroforezg prowadzono w 3.5 % zelu poliakryloamidowym
w warunkach niedenaturujacych:

Sciezka 1 — kompleks binarny holoenzymu typu dzikiego - znakowane radioaktywnie DNA

Sciezka 2 — kompleks potréjny holoenzymu typu dzikiego - znakowane radioaktywnie DNA

Sciezka 3 — kompleks potréjny holoenzymu typu dzikiego - znakowane radioaktywnie GTP

Sciezka 4 — kompleks binarny holoenzymu utworzonego z biatkiem FR2, znakowane radioaktywnie DNA
Sciezka 5 — kompleks potrojny holoenzymu utworzonego z biatkiem FR2 - znakowane radioaktywnie DNA
Sciezka 6 — kompleks potréjny holoenzymu utworzonego z biatkiem FR2, znakowane radioaktywnie GTP
Sciezka 7 — kompleks potrdjny holoenzymu z biatkiem FR2 - znakowane radioaktywnie GTP

Sciezka 8 — kompleks potrdjny rdzenia polimerazy RNA - znakowane radioaktywnie GTP.

Do wszystkich reakcji dodano heparyny o koncowym stgzeniu 1 mg/ml, przy czym do proby widocznej na
$ciezce 6 heparyny po reakcji transkrypcji, w pozostatych na etapie tworzenia komplekséw binarnych.
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W procesie inicjacji transkrypcji podjednostka sigma odgrywa kluczowa rolg, i
chociaz zaréwno rdzen jak i holoenzym polimerazy RNA moga taczy¢ si¢ niespecyficznie
z DNA, to jednak tylko holoenzym jest zdolny do specyficznego rozpoznawania
promotora. Za ta wlasno$¢ holoenzymu odpowiada podjednostka sigma. Niespecyficzne
oddziatywania enzymu z DNA sa jednak rowniez istotne dla funkcjonowania aparatu
transkrypcyjnego poniewaz sa niezbedne do zlokalizowania promotora w przestrzeni
trojwymiarowej w przedinicjacyjnej fazie transkrypcji /219/. Kluczowa rola podjednostki
sigma w wiazaniu si¢ holoenzymu z promotorem wynika z faktu, ze tylko podjednostka
sigma, dzigki swoim silnie konserwowanym ewolucyjnie domenom 2 i 4, jest w stanie
rozpozna¢ konsensusowe sekwencje heksameréw -101-35 promotora.

Kolejna funkcja, ktora w czg$ci mozna by byto przypisa¢ podjednostce sigma
ma zwiazek ze zmianami topologicznymi i rozplataniem komplementarnych nici DNA. W
modelu, ktory zaproponowali Helmann i DeHaseth /43/ polimeraza RNA wiazac sig z
heksamerami promotora, ktére rzutowane na powierzchni¢ cylindra sa skrgcone o kat 68°,
powoduje deformacje DNA 1 zmiang wzajemnej orientacji tych sekwencji. Naprg¢zenia w
DNA zostaja uzyte do otwierania DNA w regionie heksameru -10, a podjednostka sigma
bierze udziat w stabilizacji otwartej petli transkrypcyjnej (aromatyczne aminokwasy
domen 2,3-2,4 oddzialuja z zasadami w pozycjach -9, -10, -11 i -12 jednoniciowego
fragmentu niematrycowej nici DNA) /112, 142/.

Hernandez i wsp. /91/ wykazali ponadto, ze mutacje w regionie 3.2 wpltywaja
na syntezg produktow abortywnych, a tworzenie krzyzowych wiazan kowalencyjnych z
pierwszymi nukleotydami tworzacego si¢ RNA moze $wiadczy¢ o tym, ze podjednostka
sigma ma wplyw na syntez¢ RNA /190)/. Wreszcie opisane kompleksy elongacyjne
zawierajace podjednostke sigma (p. wstep) moga sugerowaé jej udzial w procesach
pauzowania (ang. ¢ dependent proximal pausing) /170, 171/ czy tez terminacji
transkrypcji.

Jesli podjednostce sigma przypisuje sig tyle funkcji, w tym rowniez to, ze jest
celem dla aktywatorow /132/, to oczywiste jest, ze nie moga by¢ one realizowane
rownoczes$nie. Funkcje te musza by¢ pelnione sekwencyjnie i ogranicza¢ si¢ tylko do

pewnych domen podjednostki sigma. Sa wigc one rozdzielone w czasie i przestrzeni.
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Do wypehiania wszystkich funkcji, ktére peilni podjednostka ¢ w cyklu
transkrypcyjnym niezbgdne sa wszystkie domeny podjednostki sigma. Ale prawdopodobne
jest, ze czgs¢ z tych funkcji moze by¢ petniona przez fragmenty biatkowe zawierajace
ograniczona liczb¢ domen. Dlatego tez gldéwnym celem pracy byto stwierdzenie czy
fragment podjednostki sigma zawierajacy tylko jedna lub kilka domen bedzie w stanie
wypeti¢ ktoragkolwiek z funkcji natywnej podjednostki sigma. Dotyczy to zwlaszcza
procesu rozpoznawania promotora i innych etapoéw inicjacji transkrypcji.

Aby zrealizowa¢ ten cel nalezato skonstruowac takie fragmenty podjednostki
sigma, ktore zawieratyby izolowane domeny, zwlaszcza domeny 2 i 4 odpowiedzialne za
rozpoznawanie heksameréw -10 1 -35.

Projektujac fragmenty podjednostki sigma wykorzystano informacje o
domenowej budowie i funkcjonowaniu podjednostki, oddzialywaniu z rdzeniem i znanych
kontaktach na poziomie DNA. Konstruowane fragmenty nie mogty tez zawiera¢ wytacznie
najlepiej zdefiniowanych domen wiazacych DNA 2.4 1 4 lecz takze inne, sasiadujace
sekwencje aminokwasowe. Zawieraja one np. faczniki migdzy poszczegdlnymi domenami
czy tez sekwencje oddzialujace z rdzeniem.

Zaprojektowano i sklonowano pie¢ fragmentdow podjednostki ¢™: FRI1
(zawierajacy cate domeny 1 1 2), FR2 (cate domeny 2 i 3), FR3 (cate domeny 3 i 4), FR4
(czes¢ domeny 3 1 cata 4), FRS (tylko cala domeng 4) (Ryc. 11). Mozna sadzi¢, ze
najsilniej z rdzeniem powinny oddziatywa¢ biatka FR1 i FR2, zawierajace gldéwny region
odpowiedzialny za wiazanie si¢ z rdzeniem - domen¢ CB (ang. Core binding) w regionie
2.1 (reszty aminokwasowe 361- 390) (128). Jednak liczne dodatkowe miejsca potaczenia z
rdzeniem zmapowano w innych regionach podjednostki sigma: 2.2, 3.1, 4.1 1 4.2 /109,
110/, dlatego zatozono, ze pozostale fragmenty bialkowe maja rowniez szans¢ na
tworzenie holoenzymu.

Otrzymane w reakcji PCR, przy uzyciu odpowiednio zaprojektowanych
starterow, DNA kodujace poszczegdlne fragmenty podjednostki sigma zostaly w procesie
ligacji polaczone z wektorem ekspresyjnym pET16b (Wyniki 5.2). Wektor ten jest
elementem sktadowym systemu ekspresyjnego wykorzystujacego polimeraze¢ RNA faga
T7 (Ryc. 14 1 15). Dzigki temu zabiegowi uzyskano wydajna 1 tatwa w regulacji ekspresje
wszystkich  klonowanych biatek indukowana poprzez dodanie do hodowli

niemetabolicznego induktora, IPTG. Dodatkowo uzyty wektor pozwolil na wprowadzenie
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do N-terminalnych koncow bialek 10 reszt histydyny, umozliwiajac szybkie i efektywne
oczyszczanie biatka z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa na ztozu NiNTA.
Metoda ta okazala si¢ bardzo wydajna i skuteczna. Pozwolita uniknaé dtugiej i ztozone;j
procedury oczyszczania biatka /215/. Bialka oczyszczone z wykorzystaniem
chromatografii powinowactwa na zlozu NINTA zachowuja swoja aktywno$¢
enzymatyczng /114, 142/. W przypadku wszystkich pigciu bialek FR1, FR2, FR3, FR4 i
FRS5 wuzyskano preparaty fragmentow podjednostki 6 z ponad 90 % czystoScia
(odpowiednio fot. 8, 9, 10, 11, 12 i 14). W pordéwnaniu z tradycyjnymi metodami
oczyszczania podjednostki sigma /135, 212, 215/ uzyta procedura okazata si¢ znacznie
mniej pracochtonna. Jednak nie udato si¢ unikna¢, podobnie jak we wczesniej
opracowanych metodach, lokowania nadprodukowanego w komoérkach bakteryjnych
bialkka w ciatach inkluzyjnych. Poczatkowe proby oczyszczania biatek z fazy
rozpuszczalnej byly nieskuteczne, a we frakcjach wyptukiwanych z kolumny 250 mM
imidazolem obecne byly gldwnie zanieczyszczenia (Fot. 8). Dlatego tez do oczyszczania
biatka nalezalo wykorzysta¢ osad, w ktorym znajdowaty sig ciala inkluzyjne. Oznaczato to,
ze do odzyskania biatka trzeba byto uzy¢ silnego czynnika denaturujacego — 8M mocznika.
Skracanie podjednostki sigma od N-konca (FR2, FR3, FR4) nie poprawilo
rozpuszczalnosci klonowanych biatek, a wprowadzony ,,ogon” polihistydynowy byl zbyt
mata domena aby poprawi¢ ten parametr. Nie sprawdzito si¢ rowniez obnizanie
temperatury indukowanej hodowli bakteryjnej czy tez obnizenie ilo$ci nadprodukowanego
biatka poprzez zmniejszenie stezenia induktora. Jedna z zalet metody odzyskiwania biatka
z cial inkluzyjnych jest wysoka czysto$¢ takiego preparatu, ale wiazalo si¢ to z
dodatkowym etapem, w ktérym nalezalo odtworzy¢ natywna, prawidtowa konformacjg
klonowanych bialek. Najskuteczniejsza metoda renaturacji biatka okazata sig
wielogodzinna dializa rozcienczonego preparatu biatkowego (10 - 50 pg/ml) wobec buforu
do rekonstrukcji z dodatkiem inhibitora proteaz serynowych PMSF. Ostatecznie po etapie
dializy 1 zatezania w przypadku czterech biatek FR2, FR3, FR4 1 FRS5 uzyskano
odpowiednio stgzone (1-2 mg/ml), bez znacznej degradacji, preparaty biatkowe (Fot. 15).
Niezadowalajacy efekt uzyskano w przypadku biatka FR1, ktore w procesie
dializy 1 zatezania ulegalo silnej degradacji. Zmiana metody zatezania (przy zat¢zaniu
pozostatych biatek uzyto zestawu MICROCON® - Centifugal Filter Devices (Millipore))

[Metody 4.16] na wysalanie biatka z roztworu siarczanem amonu, rowniez nie przyniosta
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zadowalajacego efektu. Dlatego zdecydowano o nie wykorzystywaniu biatka FR1 w
dalszych analizach.

W procesie renaturacji bialko moze przybra¢ rdézne formy konformacyjne,
czg$¢ z nich nie gwarantuje przywrdcenia pierwotnych wlasciwosci biatka. Tym bardziej,
ze klonowane biatka ro6znity si¢ znacznie od formy typu dzikiego. Wazne jest aby aktywna,
natywna forma biatka byta struktura dominujaca ilo§ciowo w oczyszczonym preparacie,
dlatego tez ten etap mogt si¢ okaza¢ najbardziej newralgiczny w catej pracy. Konieczne
bylo znalezienie skutecznej metody na sprawdzenie specyficznej aktywnos$ci fragmentow
podjednostki sigma, zanim przystapi si¢ do dalszych etapéw pracy tj. rekonstrukcji
holoenzymu 1 tworzenia kompleksoéw z promotorowym DNA. W przypadku oczyszczania 1
renaturacji enzymow miara skuteczno$ci procesu renaturacji jest oznaczanie aktywnosci
enzymatycznej preparatu biatka. W odniesieniu do podjednostki sigma, ktéra sama nie
wykazuje aktywno$ci enzymatycznej nie dysponujemy skutecznym sposobem oceny
procesu renaturacji. Aktywnos¢ enzymatyczna wykazuje jedynie holoenzym polimerazy
RNA, ktorego niezbednym sktadnikiem jest podjednostka sigma. Dlatego tez opracowano
zastgpczy sposob oceny aktywnosci biatka rekombinacyjnego otrzymanego w procesie
oczyszczania 1 renaturacji. Wykazano wczesniej, ze izolowana, natywna podjednostka o
nie jest zdolna do wigzania DNA. Jednak po usunigciu domeny 1.1 podjednostka sigma
wykazuje tendencj¢ do specyficznego rozpoznawania sekwencji promotorowej. Otrzymane
w tej pracy fragmenty podjednostki sigma, z wyjatkiem fragmentu FR1, nie zawieraly
domeny 1.1, powinny by¢ wigc zdolne do rozpoznawania promotora. Istota metody byta
immobilizacja kompleksow biatka (fragmenty podjednostki sigma) ze znakowanym
radioaktywnie promotorowym DNA na nitrocelulozowych filtrach membranowych.
Wolny, niezwiazany w kompleksie DNA przechodzi do przesaczu, natomiast kompleksy
sa zatrzymywane na filtrach. Wykazano w ten sposob, ze fragmenty FR2 i FR3 wiaza
DNA, natomiast fragment FR1 charakteryzuje si¢ znacznie nizsza efektywnoscia tworzenia
kompleksow (Fot. 16). Podobna metode zastosowali Dombroski i wsp. /49/ w odniesieniu
do fuzyjnych fragmentow podjednostki sigma z GST. Aby wykazaé, ze wiazanie to miato
charakter specyficzny wykonano kolejne eksperymenty, w ktérych uzyto dwoch
fragmentéw DNA. Jeden zawieral promotor Al bakteriofaga T7, drugi pozbawiony byt
sekwencji promotorowej. Mieszaning obu fragmentéw DNA znakowanych radioaktywnie

inkubowano z fragmentem FR3 podjednostki o, a nastgpnie saczono przez filtr
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membranowy. DNA wyeluowane z komplekséw zatrzymanych na filtrze poddano
elektroforezie w zelu poliakryloamidowym. Autoradiografia zelu (Fot. 17) pozwolita
stwierdzi¢, ze fragment FR3 podjednostki ¢ specyficznie wiaze si¢ z DNA zawierajacym
sekwencj¢ promotorowa. Praktycznie nie wiaze si¢ natomiast z DNA pozbawionym
promotora. Stabe wiazanie z niepromotorowym DNA (6% w stosunku do DNA
zawierajacego promotor) moze by¢ miarg niespecyficznego oddzialywania fragmentu
podjednostki o z DNA. W eksperymentach tych wykazano, ze przyjeta procedura
oczyszczania 1 renaturacji fragmentow podjednostki o byla skuteczna. Wynik ten jest
znacznie lepszy od rezultatoéw otrzymanych przez Dombroski i wsp /49/, ktére wskazywaty
na silne oddzialywania niespecyficzne 1 silna tendencj¢ biatka do agregacji co
uniemozliwiato bardziej zaawansowane analizy inicjacji transkrypcji.

Kolejnym etapem pracy byly analizy, ktore miaty na celu stwierdzenie czy
oddziatywania uzyskanych fragmentow podjednostki sigma z rdzeniem polimerazy RNA
doprowadza do tworzenia holoenzymu specyficznie taczacego si¢ z sekwencja promotora.
Severinova i wsp. /191/ analizowali oddziatywanie fragmentu sigmy, c,” (104-448 aa), z
rdzeniem polimerazy RNA E. coli. Rdzen polimerazy w tych eksperymentach zawieral
zmodyfikowana podjednoste p'. Obecnos¢ polihistydynowego rozszerzenia w C-
terminalnej czgsci podjednostki B' umozliwiala immobilzacjg rdzenia na NiINTA agarozie.
W eksperymentach tych fragment o, (104-448 aa) wiazal si¢ z rdzeniem polimerazy
RNA. W przypadku tej pracy do doswiadczen wykorzystywano komercyjny rdzen i
holoenzym firmy EPICENTRE® (USA), nie zawierajace ,,ogona” polihistydynowego (Fot.
18). Dlatego tez pominig¢to etap analizy oddzialywan rdzenia polimerazy RNA z
fragmentami sigma i od razu przystapiono do badania kompleksow binarnych HoloFR
(Holoenzym polimerazy RNA i rekombinacyjnego fragmentu podjednostki sigma) z DNA.
Uzyto w tym celu metody opo6znienia migracji kompleksow w natywnym zelu
poliakrylamidowym (ang. gel retardation) /61, 63, 92/. Jezeli ktores z badanych bialek
uformuje z rdzeniem kompleks (np. HoloFR2) zdolny do oddziatywania z promotorowym
DNA, to powinien on op6znia¢ migracj¢ DNA w zelu, podobnie jak to robi holoenzym
typu dzikiego (Fot 19, $ciezka 3). W celu ostabienia oddziatywan niespecyficznych
polimerazy z DNA w tych doswiadczeniach uzyto heparyny. W przypadku biatek FR2
(Fot. 19 — $ciezki 51 6) 1 FR3 (Fot. 22 $ciezki 4-7) uzyskano kompleksy binarne, jednak

byly one znacznie stabsze od kompleksow binarnych tworzonych przez holoenzym typu
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dzikiego. W obu przypadkach pojawiat si¢ dodatkowy, dolny prazek. W kompleksach
HoloFR3-DNA dolny prazek miat nawet wigksza intensywno$¢ od prazka gornego.
Dodawanie wigkszej ilosci biatka, fragmentu podjednostki o, powodowato tylko
wzmocnienie prazka dolnego (Fot. 19 Sciezki 5 1 6, Fot. 22 $ciezki 4-7). Do kompleksu
HoloFR2 uzyto biatka FR2 w stosunku do rdzenia 1:16. Biatka FR3 uzyto w ogromnym
stechiometrycznym nadmiarze 1:20. Uzycie wigkszego stgzenia heparyny w kompleksach
HoloFR2 rowniez nie poprawiatlo natgzenia prazkéw gornych najprawdopodobniej
odpowiadajacych wlasciwym kompleksom binarnym (poréwnaj Fot. 19 $ciezka 5 i Fot. 20
Sciezka 2). Tak jak przypuszczano, intensywno$¢ prazkéw uzyskanych dla kompleksow z
biatkiem FR2, ktére zwieratlo domeng CB - gléwny region oddziatywania z rdzeniem
polimerazy, byta wigksza od tych z biatkiem FR3 (domena 3 i 4). Jednak nie dorownywaty
intensywnoscia kompleksom z holoenzymem dzikiego typu. Oddziatywania stabilizujace
kompleks z udzialem domeny CB sa tylko cze$cia wszystkich oddziatywan podjednostki
sigma z rdzeniem polimerazy. W przypadku fragmentow FR2 1 FR3 brak tych
oddziatywan powoduje, ze kompleksy fragmentu podjednostki sigma z rdzeniem, a
nastgpnie z promotorowym DNA powstaja ze znacznie mniejsza wydajnoscia. Wykazano,
ze brak domeny 4.2 w podjednostce 67 /120, 121/, i domeny 3 w o /244/, znacznie
redukowat powinowactwo tych podjednostek do rdzenia polimerazy RNA. W przypadku
fragmentu 6, oddziatywanie z rdzeniem bylo 30 razy stabsze niz dzikiej podjednostki
sigma /191/. W odniesieniu do fragmentéw FR4 i FRS réznica migdzy holoenzymem
utworzonym z fragmentem podjednostki sigma a holoenzymem typu dzikiego byla
znacznie wigksza. Intensywnos$¢ prazkow odpowiadajacych kompleksom binarnym
zawierajacym fragmenty podjednostki sigma byta tak mata, Zze detekcja kompleksow w
zelach poliakrylamidowych byla problematyczna. Zmuszalo to do rezygnacji z analiz
procesu inicjacji transkrypcji z udziatem tych fragmentow.

Interesujace jest, ze fragmenty podjednostki sigma FR2 lub FR3 tworza dwa
rodzaje kompleksow rozniace si¢ ruchliwoscia elektroforetyczna. Jesli przyjac, ze gérny
prazek odpowiada wtasciwemu kompleksowi binarnemu to kompleksy zlokalizowane w
dolnym prazku o wigkszej ruchliwosci elektroforetycznej musza odpowiadaé
holoenzymowi, w ktorym fragment podjednostki sigma jest silnie zwiazany z rdzeniem,
jednak w nieprawidlowy sposob. Nieprawidtowa lokalizacja fragmentu podjednostki sigma

w kompleksie z rdzeniem w dolnym prazku, powoduje w konsekwencji funkcjonalne
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uposledzenie tego kompleksu. Charakterystyczna ruchliwos¢ elektroforetyczna kompleksu
binarnego holoenzymu typu dzikiego z promotorem uwarunkowana jest nie tylko masa
czasteczkowa, ale tez struktura zaltamanego DNA w kompleksie /226/. Mozna sadzi¢, ze
kompleks zlokalizowany w gornym prazku (Fot. 19 $ciezki 5 1 6) zawierajacy fragment
FR2, ktory ma taka sama ruchliwo$¢ jak kompleks utworzony z holoenzymu typu dzikiego
wywotuje podobna zmiang struktury DNA. Holoenzym zawierajacy nieprawidtowo
zwiazany z rdzeniem fragment FR2 nie wywoluje takiej zmiany w strukturze DNA.
Ruchliwo$¢ elektroforetyczna tego kompleksu doktadnie odpowiada ruchliwo$ci
kompleksu rdzenia z DNA o stechiometrii 1:1 (Fot. 21 $ciezka 2), ktéry nie zalamuje DNA
/93/. Jednak kompleks samego rdzenia z DNA catkowicie rozpada si¢ po dodaniu
heparyny (Fot. 18 $ciezki 1 1 2, Fot. 21 $ciezki 1 i1 2). Trwato$¢ w obecnosci heparyny
kompleksu tworzacego dolny prazek $wiadczy o tym, Ze analizowane fragmenty
podjednostki sigma maja decydujacy wklad w stabilno$¢ tak otrzymanych kompleksow.
Najprawdopodobniej blokuja dostgp heparyny do odpowiednich domen podjednostki f'.
Nalezato rowniez wykluczy¢ mozliwos¢, ze dolny prazek powstaje w wyniku
oddziatywania samego fragmentu podjednostki sigma z promotorowym DNA. Wcze$niej
takie oddziatywania badano jedynie na filtrach membranowych, w ktorych badane biatka
FR2 1 FR3 wykazaly specyficzne oddziatywanie z DNA. W przypadku biatka FR2 w
niedenaturujacym zelu poliakrylamidowym nie zaobserwowano kompleksu (Fot. 18
sciezka 4), oznaczalo to, ze rozpadal si¢ on trakcie dlugotrwalego rozdziatu
elektroforetycznego. Dla bialka FR3 zaobserwowano pewne opdznienie migracji
promotorwego DNA w zelu, $wiadczace o oddzialywaniu tych dwoch komponentéw, na
tyle mocne aby przetrwac elektroforeze (Fot. 22 $ciezka 3). Jednak kompleks ten ma tak
mala masg¢ czasteczkowa, Ze migruje w zZelu znacznie szybciej niz dolny,
niezidentyfikowany prazek tworzony przez HoloFR2-DNA (poréwnaj $ciezki 3 i 5 Fot.
22). Udowodniono réwniez, ze gorny prazek zawiera kompleks rdzenia z biatkiem FR2
(Fot. 20 $ciezka 3) i1 nie zawiera nawet minimalnej ilo$ci podjednostki sigma typu
dzikiego. Prazek ten oczywiscie nie zawiera rowniez samego rdzenia, poniewaz kompleks
taki w obecnos$ci heparyny ulega dysocjacji.

Kolejna mozliwoscia sprawdzenia sugestii, ze gorny prazek w kompleksach
HoloFR2 jak i HoloFR3 to wlasciwe kompleksy transkrypcyjne jest dodatkowa kontrola

ich specyficzno$ci w oddziatywaniu z odpowiednimi dla nich elementami promotora.
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W tym celu do reakcji tworzenia kompleksow binarnych obok dzikiego typu promotora Al
faga T7, uzyto promotora Al ze zmodyfikowana odpowiednio sekwencja -10 (A1 .,0)) lub
sekwencja -35 (Alu4.3s) (Ryc. 11). Sekwencje te w wyniku modyfikacji catkowicie tracily
swoj konsensusowy charakter. Interpretujac wyniki tych do§wiadczen dla biatka FR2 (Fot.
24), nalezy zauwazy¢, ze zawiera ono domene 2.4 dzikiej podjednostki o”° odpowiedzialng
za specyficzne rozpoznanie sekwencji -10 promotora, nie posiada za$§ domeny 4.2
odpowiedzialnej za rozpoznanie sekwencji -35. FR2 z rdzeniem polimerazy RNA tworzy
holoenzym, ktoéry specyficznie rozpoznaje odpowiedni dla niego element promotora —
heksamer -10. Zrozumiale jest, ze jesli uzyje si¢ sekwencji promotora pozbawionej
heksameru -10 (Al.u.9) to HoloFR2 nie moze utworzy¢ specyficznego kompleksu z
promotorem zatem ostabieniu powinien ulec specyficzny kompleks binarny (prazek gorny,
Fot. 24, porownaj $ciezki 3 1 5). Kompleksy przedstawione na $ciezkach 3 i 4 fotografii 24
nie wykazuja istotnych roéznic poniewaz obie sekwencje promotorowe Al 1 Al 35
zawieraja niezmieniony heksamer -10.

Jeszcze bardziej jednoznaczny efekt mozna bylo zaobserwowaé w przypadku
biatka FR3, ktore zawiera domen¢ 4.2 odpowiedzialng za rozpoznanie sekwencji -35
promotora. Uzycie do tworzenia komplekséw z HoloFR3 DNA z catkowicie zmieniong
sekwencja -35 (A1 4.35) spowodowato, ze pojawit si¢ jedynie dolny prazek, co mozna bylo
uzna¢ za ewidentny dowod na niespecyficzno$¢ tego kompleksu. Wiasciwy, funkcjonalny
kompleks binarny (prazek goérny) powstaje tylko woéwczas, gdy holoenzym wiaze
promotorowe DNA zawierajace heksamer -35.

Ostatecznym testem rozstrzygajacym czy otrzymane kompleksy to
transkrypcyjne kompetentne kompleksy otwarte mogto by by¢ przeprowadzenie przez nie
transkrypcji po dodaniu limitowanej iloSci substratow, startera ApUpC oraz dwodch
nukleotydéw ATP i GTP, ktorej finalnym produktem begdzie utworzenie 11-meru (Ryc.
21). Zdolno$¢ taka wykazuja kompleksy otwarte, w ktorych DNA jest rozplecione w
obszarze petli transkrypcyjnej. Kompleksy takie charakteryzuje duza stabilno$¢ i oporno$¢
na dzialanie wysokich stezen heparyny. Analizowane w pracy kompleksy binarne sa
stabilne wobec heparyny, zatem by¢ moze przynajmniej niektoére z nich sa kompleksami
otwartymi. W takim przypadku kompleksy w obecnosci odpowiednich nukleotydow
powinny by¢ zdolne do syntezy produktu RNA. Niska efektywnos$¢ tworzenia komplekséw

binarnych przez holoenzym moze stanowi¢ jednak istotna trudno$¢ analiz procesu
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transkrypcji.

Efektywnos$¢ transkrypcji analizowano w warunkach limitowania substratow
stosujac starterowy ApUpC 1 nukleotydy ATP i GTP. W takich warunkach powstajacy
produkt ma dtugo$¢ 11 nukleotyddw i utrzymuje si¢ w bardzo stabilnym kompleksie
elongacyjnym, ktory wykazuje wigksza ruchliwos¢ elektroforetyczna w pordwnaniu z
kompleksem binarnym. Prowadzac transkrypcje w opisany sposob mozna $ledzi¢
przeksztatcanie si¢ kompleksu binarnego w kompleks potrojny i oceniaé ten proces
ilosciowo. Mozna w ten sposob odrozni¢ transformacj¢ komplekséw binarnych w potrojne
od rozpadu (dysocjacji) komplekséw binarnych przy probie transkrypcji /216/, albo tez
okresli¢ ilosciowo udzial kompleksow nietranskrybujacych w catej puli kompleksow
binarnych /29/. Gdyby prowadzono transkrypcje typu "run off" elongacyjne kompleksy
transkrybujace osiagnetyby koniec 3' matrycy i ulegly dysocjacji. W ten sposéb znaczna
czes$¢ informacji o naturze komplekséw inicjacyjnych bytaby stracona.

Reakcje transkrypcji ze znakowanym radioaktywnie promotorowym DNA nie
dawaty jednoznacznej odpowiedzi czy kompleksy binarne uzyskane odpowiednio z
biatkiem FR2 (Fot. 26 $ciezki 3 i 4) lub FR3 (Fot. 27 $ciezki 3 i 4) zdolne sa do
zainicjowania transkrypcji. W przypadku obu biatek po dodaniu statera ApUpC i
nukleotydow wzrastata radioaktywno$¢ w pozycji istniejacych juz wczesniej prazkéw
dolnych bedacych niespecyficznymi kompleksami binarnymi. Kompleks potrdjny typu
dzikiego (Fot. 27 $ciezka 2), znacznie silniejszy niz kompleks binarny ($ciezka 1),
lokalizowat si¢ nieznacznie wyzej niz wzmocnione w wyniku ,transkrypcji” dolne,
niespecyficzne kompleksy binarne HoloFR2 jak 1 HoloFR3. Nie mozna zatem wykluczy¢,
ze przy probie inicjacji transkrypcji w przypadku biatka FR2 czgs¢ kompleksow, a biatka
FR3 wszystkie kompleksy binarne zostaja zablokowane w nieaktywnej transkrypcyjnie
formie przejSciowej. W tej sytuacji konieczne byto radioaktywne wyznakowanie
transkryptu, poniewaz tylko powstanie RNA moze by¢ jednoznacznym dowodem na
tworzenie aktywnych komplekséw potrojnych. W tym celu na koncu 5' wyznakowano
radioaktywnie krotki starterowy fragment RNA, ApUpC. Po dodaniu znakowanego
ApUpC i pozostalych substratow ATP i GTP do binarnego kompleksu HoloFR2, znikat
catkowicie gorny prazek kompleksu otwartego 1 pojawiat si¢ nizej potrojny kompleks
transkrybujacy (Fot. 28 A $ciezka 3). Wydaje sig, ze byl on nieznacznie przesunigty w dot
wzgledem kompleksu potrdjnego typu dzikiego (Fot. 28A $ciezka 2), podobnie jak w
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reakcjach  transkrypcji  ze znakowanym radioaktywnie promotorowym DNA.
Radioaktywnos$¢ tych kompleksow byta znacznie stabsza niz kompleksow dzikiego typu,
pojawil si¢ tez dodatkowy prazek zlokalizowany jeszcze nizej niz niespecyficzny
kompleks binarny (poroéwnaj $ciezki 3 i1 4, Fot. 28B). Wyniki te pozwalaja stwierdzi¢, ze
kompleks HoloFR2, w prawdzie z niska wydajnoscia, jest w stanie zainicjowac
transkrypcje. Aby rozwial ostatnie watpliwosci odno$nie tego kompleksu wykonano
transkrypcje ze znakowanym radioaktywnie w pozycji oo GTP [a **P GTP].

W powstajacym 11 merze na matrycy promotora A1l nukleotyd ten wbudowany zostanie az
w 5 pozycjach. Wyniki eksperymentu przedstawione na fotografii 29 (Sciezka 6) pozwalaja
jednoznacznie stwierdzi¢, ze kompleks binarny HoloFR2 po dodaniu substratéw jest w
stanie przeprowadzi¢ rekcj¢ transkrypcji. llos¢ uzyskanego produktu RNA jest, zgodnie z
przewidywaniami, mniejsza w porownaniu z dzikim holoenzymem (Fot. 29 $ciezka 3). W
tych samych warunkach transkrypcja przy udziale samego rdzenia miata charakter sladowy
(Fot. 30 Sciezka 8).

Z kolei w reakcji transkrypcji ze znakowanym ApUpC dla HoloFR3, nie
uzyskano kompleksu potrojnego (Fot. 28A $ciezka 4, Fot. 28B $ciezka 5). Na kliszach
widoczny jest jedynie rozmyty staby prazek, ktdrego pozycji nie mozna odnie$s¢ do
zadnego specyficznego kompleksu. Dalsze badania czy kompleks ten jest w stanie
przeprowadzi¢ reakcj¢ transkrypcji byly wigc bezcelowe.

Charakterystyczna cecha kompleksow binarnych, uzyskanych gdy holoenzym
zawieral fragment podjednostki sigma FR2 lub FR3, jest wystgpowanie dwoch dobrze
zdefiniowanych kompleksow. Jeden w pozycji odpowiadajacej kompleksowi binarnemu
typu dzikiego i1 drugi o wigkszej ruchliwosci elektroforetycznej. Analiza uzyskanych
wynikow $wiadczy, ze wilasciwym kompleksem binarnym w tych przypadkach jest
kompleks gorny. W konsekwencji dolny prazek o wigkszej ruchliwosci elektroforetycznej
musi by¢ kompleksem funkcjonalnie uposledzonym. Analiza przyczyn takiego zachowania
si¢ kompleksow binarnych wskazuje kilka prawdopodobnych przyczyn. Jedna z nich jest
mozliwo$¢, ze jeden fragment podjednostki sigma moze by¢ zwiazany z rdzeniem w rdézny
sposob. Sytuacja taka jest bardziej prawdopodobna jesli fragment podjednostki sigma
zawiera kilka sekwencji aminokwasowych oddzialywajacych z rdzeniem. W takiej sytuacji
fragmenty sigmy moga wiazac¢ si¢ z rdzeniem w rézny sposob w zalezno$ci od tego, ktora

z domen wiazacych podjednostki sigma bedzie zaangazowana w wiazanie. W mieszaninie

128



Dyskusja

reakcyjnej znajduja si¢ wigc fragmenty konkurujace o wiazanie z rdzeniem i tworzace
populacje holoenzymu, zawierajace sigme i rdzen polaczone w odmienny sposob. Czesé
uzyskanych form moze by¢ niefunkcjonalna. Nie mozna wykluczy¢ rowniez sytuacji, ze
rdzeh moze zwiaza¢ wigcej niz jedna czasteczk¢ fragmentu podjednostki sigma. Mozliwa
jest rowniez sytuacja, w ktorej zwiazanie jednego fragmentu podjednostki sigma w sposob
prawidtowy, analogiczny do wystgpujacego w natywnej podjednostce ¢ powoduje, ze inny
fragment podjednostki zostanie zwiazany w sposob nieprawidlowy. Moglo by
spowodowac to, ze taki holoenzym wprawdzie wiaze si¢ z promotorowym DNA ale nie
jest w stanie przeprowadzi¢ kolejnych faz inicjacji transkrypcji. Nieprawidlowy sposob
potaczenia podjednostki sigma z rdzeniem, jako przyczyna powstawania
niefunkcjonalnych komplekséw binarnych, wydaje si¢ by¢ wilasciwym wyjasnieniem
zachowania si¢ komplekséw binarnych o wigkszej ruchliwosci elektroforetycznej (prazki
dolne). Wydaje si¢ to tym bardziej prawdopodobne, ze w przypadku calej podjednostki
sigma duze rozmiary powierzchni oddzialywania 1 wiele miejsc wigzacych rdzen
wymuszaja spolaryzowana orientacj¢ podjednostki sigma w holoenzymie. Ponadto
obecno$¢ natywnej podjednostki sigma usuwa poprzez efekt kompetycyjny nieprawidtowo
zwiazane inne molekuty podjednostki sigma. Prawidlowo$¢ wigzania sigmy do rdzenia jest
weryfikowana przez kolejne etapy wiazania (proces oddziatywania sigmy z rdzeniem jest
wieloetapowy /77/). W przypadku fragmentu podjednostki sigma taka weryfikacja nie
wystgpuje 1 fragment podjednostki sigma moze si¢ wigza¢ z rdzeniem w sposob
przypadkowy. Mozliwe jest wowczas, ze niektore z tak otrzymanych kompleksow nie beda
w stanie petni¢ funkcji w dalszych etapach inicjacji. Gdyby rdzen zwigzal wigcej niz jedna
molekule podjednostki sigma, mogtaby powsta¢ przestrzenna zawada dla prawidtowego
funkcjonowania holoenzymu. Na mozliwo$¢ zwiazania przez rdzen wigcej niz jednego
fragmentu podjednostki sigma wskazuje fotografia 21, na ktorej przedstawiono sktad
biatkowy holoenzymu wyeluowanego z kompleksu z promotorowym DNA (HoloFR2)
wykazujacego ruchliwos¢ elektroforetyczna w warunkach niedenaturujacych zblizona do
ruchliwosdci elektroforetycznej typu dzikiego (kompleks gorny). W tym przypadku
intensywno$¢ prazka odpowiadajacego fragmentowi podjednostki sigma wskazuje na
ponad stechiometryczny udzial podjednostki w holoenzymie (Fot. 21). Za tym, ze
wlasciwym kompleksem binarnym utworzonym przez fragmenty podjednostki sigma w

kompleksie z rdzeniem sa gorne prazki przemawia rowniez fakt, ze znajduja si¢ one w
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pozycji komplekséw z holoenzymem typu dzikiego. Ruchliwo$¢ elektroforetyczna
kompleksow transkrypcyjnych jest nie tylko funkcja masy czasteczkowej kompleksu, lecz
rowniez topologii DNA w kompleksie. Zatamanie DNA jest charakterystyczna cecha
inicjacyjnych kompleksoéw otwartych zawierajacych podjednostke sigma /93/. Elongacyjne
kompleksy transkrybujace pozbawione podjednostki sigma wykazuja zwigkszona
ruchliwos¢ elektroforetyczna, a sam rdzen polimerazy RNA nie zalamuje DNA. Wigksza
ruchliwos$¢ elektroforetyczna niefunkcjonalnych komplekséw binarnych (prazki dolne)
moglaby wigc §wiadczy¢, ze sa to kompleksy, w ktorych nie wystgpuje zalamanie DNA.
Pozbawione sa zatem jednej z cech kompleksow otwartych zdolnych do zapoczatkowania
syntezy RNA. Porownujac zachowanie si¢ fragmentow FR2 1 FR3 podjednostki sigma na
etapie tworzenia kompleksow binarnych i ich zdolno$¢ do przechodzenia do produktywne;j
fazy transkrypcji mozna stwierdzi¢, ze do skutecznej inicjacji transkrypcji wystarczy
obecno$¢ fragmentu rozpoznajacego heksamer -10. Fragment zawierajacy domeng wiazaca
heksamer -35, lecz pozbawiony domeny 2.4, nie jest w stanie utworzy¢ funkcjonalnego
kompleksu binarnego 1 przej$¢ do kolejnych etapoéw inicjacji transkrypcji.

Na wigksza rolg¢ w procesie transkrypcji oddzialywan podjednostki sigma z
heksamerem -10 wskazywaty réwniez wyniki z wykorzystaniem zmodyfikowanych
sekwencji promotorowych /216/. Promotor pozbawiony heksameru -35 byt zdolny do
tworzenia otwartego kompleksu inicjacyjnego, jednak przy probie transkrypcji ulegat
rozpadowi.

Eksperymenty z wykorzystaniem oligonukleotydu (oligol), ktory zawiera
fragment sekwencji (-18 do +1) [Materialy 3.7] nici niematrycowej wskazuja, ze
holoenzym zawierajacy fragment FR2 podjednostki sigma, chociaz w wielu aspektach
zachowuje si¢ jak holoenzym typu dzikiego , to jednak r6zni si¢ od niego znaczaco - nie
jest w stanie w przeciwienstwie do holoenzymu typu dzikiego zwiaza¢ oligol.

Interesujacy aspekt dotyczacy tworzenia 1 natury kompleksow binarnych
wynika z analizy fotografii 20, na ktérej przedstawiono kompleksy binarne tworzone przez
fragment FR2 z rdzeniem pochodzacym z innego Zrodia (Sciezka 5). W tym przypadku
rozktad intensywnosci prazkéw odpowiadajacych roznym typom kompleksoéw, sugeruje ze
dla wynikow eksperymentdw moze mie¢ znaczenie pochodzenie enzymu jego aktywnos¢
wlasciwa, czy sklad biatkowy (obecnos$¢ sladowych ilosci czynnikow transkrypcyjnych).

Proby tworzenia kompleksow binarnych z réwnoczesnym udziatlem dwdch
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rekombinowanych fragmentow podjednostki sigma (FR2 i FR3) nie wplywa znaczaco na

efekty tworzenia kompleksow transkrypcyjnych (Fot. 20 Sciezka 4).
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Podjednostka ¢” Escherichia coli taczac sie z rdzeniem polimerazy RNA (BB'o.m)
tworzy holoenzym zdolny do zainicjowania transkrypcji. Petni ona kluczowa rolg nie tylko
specyficznie rozpoznajac sekwencje promotora, ale rowniez promuje duze zmiany
konformacje calego enzymu. Bierze bezposredni udziat w rozdzielaniu komplementarnych
nici DNA podczas tworzenia kompleksu otwartego, stabilizuje ten kompleks 1 wptywa na
wczesne etapy syntezy RNA. Jest rOwniez, na etapie inicjacji, celem dziatania niektorych
aktywatorow 1 represoroOw transkrypcji. Wreszcie przypisuje si¢ podjednostce sigma
rowniez wpltyw na proces elongacji, pauzowania a nawet terminacji transkrypcji. Tak
liczne 1 ztozone funkcje podjednostka ¢ moze peli¢ dzigki zlozonej multidomenowe;j
budowie biatka, przy czym funkcje musza by¢ realizowane sekwencyjnie 1 przypisane do
réoznych domen podjednostki sigma. Jednym z kluczowych pytan tej pracy bylo czy
mozliwe jest uzyskanie rekombinacyjnych fragmentéw podjednostki sigma, ktore
zawieralyby oddzielne domeny strukturalne biatka i zachowaty niektore z funkcji natywne;j
podjednostki . Dotyczy to w szczegdlnosci fragmentéw podjednostki sigma
zawierajacych domeny druga i czwarta rozpoznajace konsensusowe sekwencje promotora.
Etap rozpoznania sekwencji promotorowej jest kluczowy i limituje wszystkie nast¢pne
fazy inicjacji transkrypcji. Istotne jest rowniez czy takie fragmenty podjednostki sigma w
strukturze holoenzymu begda w stanie spowodowac przejscie kompleksow inicjacyjnych do
produktywnej fazy transkrypcji. Aby odpowiedzie¢ na te pytania zaprojektowano i
skonstruowano pie¢ biatek rekombinacyjnych, fragmentow podjednostki ¢’ E. coli
zawierajacych: FR1 — domeny 1 1 2, FR2 — domeny 2 i 3, FR 3 — domeny 3 1 4, FR4 —
cze$¢ domeny 3 i domeng 4 oraz FR5 — domeng 4. Fragmenty te wklonowano do $cisle
kontrolowanego systemu ekspresyjnego, ktory do transkrypcji wykorzystuje polimerazg
RNA bakteriofaga T7. System ten umozliwit uzyskanie wysokiego poziomu ekspresji
klonowanych bialek, ktore dodatkowo na N-koncu zawieraly rozszerzenie
polihistydynowe, co znacznie uproszczato proces oczyszczania biatka z wykorzystaniem
chromatografii powinowactwa.

Oczyszczanie fragmentéw rekombianacyjnych podjednostki ¢ prowadzono w

warunkach denaturujacych, poniewaz w catosci byly one lokowane w ciatach
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inkluzyjnych. W wyniku zastosowania metody oczyszczania bialka z wykorzystaniem
chromatografii na Ni-NTA agarozie z uzyciem 8M mocznika, otrzymano wysoko
oczyszczone preparaty biatka. Istotna komplikacja procesu oczyszczania stanowita jednak
konieczno$¢ opracowania metody renaturacji bialka, a nastgpnie weryfikacji czy
klonowane biatka przyjety wiasciwa natywna konformacje. Wykorzystano w tym celu
metode saczenia komplekséw otrzymanych bialek rekombinacyjnych z promotorowym
DNA przez filtry membranowe z nitrocelulozy. Wykazano, ze opracowana metoda
renaturacji byta skuteczna, i ze dwa z klonowanych fragmentow FR2 i FR3, rozpoznajace
sekwencje -10 i -35 promotora, zdolne sa do tworzenia kompleksoOw z promotorowym
DNA. Odpowiedni test kompetycyjny z wykorzystaniem mieszaniny promotorowego DNA
1 DNA nie zawierajacego sekwencji promotorowej S$wiadczy, ze wiazanie to bylo
specyficzne. Wykazano rowniez, ze otrzymane fragmenty rekombinacyjne podjednostki
sigma FR2 i FR3 tworza z rdzeniem polimerazy RNA holoenzym zdolny do wiazania
promotorowego DNA 1 tworzenia kompleksow binarnych o ruchliwosci elektroforetycznej
1 topologii DNA w kompleksie podobnej do komplekséw binarnych typu dzikiego. Wysoka
stabilno$¢ tych kompleksow w obecnosci heparyny moze sugerowaé, ze sa to
najprawdopodobniej kompleksy otwarte. W przypadku komplekséw binarnych, ktore
tworzy holoenzym zawierajacy fragment FR2 podjednostki o stwierdzono, ze dodanie
odpowiednich substratow, tj. starterowego ApUpC i nukleotydéw ATP i GTP w warunkach
limitowanej transkrypcji, kompleksy te ulega transformacji w kompleksy potrojne
syntetyzujace RNA. Transformacji takiej nie ulegaja kompleksy binarne utworzone z

udziatem fragmentu FR3 rozpoznajacego heksamer -35 promotora.
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8. Dodatek

Objasnienia skrotow:

A1l — silny promotor bakteriofaga T7

@ — fragment DNA pozbawiony sekwencji promotorowe]

oligo1 — oligonukleotyd, ktory zawiera fragment sekwencji (-18 do +1) nici niematrycowe;j
promotora

HoloFR2 — holoenzym polimerazy RNA uformowany z rdzenia 1 biatka FR2 (fragmentu
podjednostki 67°)

HoloFR3 — holoenzym polimerazy RNA uformowany z rdzenia i biatka FR3 (fragmentu
podjednostki ™)

pz — par zasad

EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy

IPTG — izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd

NTA — kwas nitrylotriacetylowy

PMSF — fenylometylosulforylo fluorek

SDS — s6l sodowa kwasu dodecylowego

TEMED — N,N,N',N' — tetrametylodiamina
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