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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

A adenin

ATP adenozin-3-fosfat

Ala alanin

APS amonijev persulfat

Arg arginin

Asn asparagin

BSA goveji serumski albumin (ang. "Bovine Serum Albumine")

Bp bazni par

Da Dalton — enota za molekulsko maso, ki ustreza 1/12 mase
izotopa 2c

dH,O destilirana voda

DNaza deoksiribonukleaza (encim, ki cepi molekule DNA)

dNTP deoksiribonukleozid trifosfat

DTT ditiotreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA etilendiamintetraocetna kislina

EMSA test zamika elektroforezne mobilnosti (ang. "Electrophoretic
Mobility Shift Assay")

FPLC tekocCinska kromatografija za hitro locevanje proteinov (ang.
"Fast Protein Liquid Chromatography")

G gvanin

GIn glutamin

Glu glutaminska kislina

Gli glicin

gojisc¢e LB gojis¢e Luria-Bertani

His histidin

IPTG 1zopropil-B-D-tiogalaktopiranozid

kb kilo baze (Stevilo baz x 1000)

Leu levcin

Liz lizin

m/v razmerje masa / volumen

NaDS natrijev dodecil sulfat

ODg0o opticna gostota (ang. "Optical Density") pri 600 nm

PCR verizna reakcija s polimerazo (Polymerase Chain Reaction)

PVDF polivinil-difluorid

RNaza ribonukleaza (encim, ki cepi molekule RNA)

Ser serin

SSB proteini, ki se veZejo na enoverizno DNA (ang. "Single-
Strand Binding proteins")

ssDNA enoverizna DNA (ang. "Single Stranded DNA")

TBE Tris-boratni elektroforezni pufer

TEMED N,N,N,N-tetrametiletilen diamin

uv ultravijoli¢no

VIS

vidna svetloba
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1 UVOD

1.1 NAMEN DELA
Izraziti in odistiti rekombinantna proteina LexA in RecA.
Prouciti stabilnost vezave represorja LexA na tar¢na zaporedja DNA.

Ugotoviti, ali aktivni filament RecA sprozi cepitev LexA, ko je LexA specifi¢no vezan
na tar¢no zaporedje DNA.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

LexA se na razli¢na operatorska zaporedja veze z razli¢no afiniteto in zato z DNA
disociira razli¢no hitro.

Aktivni filament RecA ne sprozi avto-katalitske cepitve LexA, ko je LexA specificno
vezan na tar¢no zaporedje DNA.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 ODZIV SOS BAKTERIUE Escherichia coli

Odziv SOS je koordiniran odziv celice na poSkodbe genomske DNA, ki ga je prvi opisal in
poimenoval Miroslav Radman v sredini sedemdesetih let (Radman, 1974). Odziv SOS pri
bakteriji E. coli sprozijo Stevilni endogeni ali eksogeni dejavniki, ki poskodujejo DNA
bakterij (slika 1, Erill in sod., 2007).

. . UV sevanje
Snowi, ki motijo
' podvojevanje DMK @ oksu:latlwnl stres
kromat ' M‘Mﬁz 3
CT'O / visok tlak
= ' Sy e
\ ) ’€ |
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lT pH alkilirgjoca

{Q&mmkl antibiotiki
sredstva dn:
/s ANasvararassell
mocan zvok
/Rb\ razvo)ni cikel ((/J
I

litiénega faga

kishi / bazién stres LexA

Slika 1: Neposredni in posredni sprozilci odziva SOS (Erill in sod., 2007).

Odziv SOS pri bakteriji E. coli uravnavata produkta genov /exA in recA. Protein LexA je
represor, protein RecA pa aktivator SOS odziva (Little in Mount, 1982).

Tekom rasti bakterij deluje protein LexA kot represor prepisovanja skupine genov, katerih
produkti sodelujejo pri inhibiciji celi¢ne delitve in popravljanju poskodovane DNA.
Protein LexA se veze na promotorska podro¢ja genov, vkljucenih v odziv SOS. Steri¢no
onemogoc¢i vezavo od DNA odvisne RNA-polimeraze in s tem prepreci zacletek
prepisovanja genov SOS. Protein RecA deluje kot senzor odziva SOS tako, da se veze na
enoverizne konce DNA. Ti lahko nastanejo endogeno tekom podvojevanja poskodovane
DNA, ali pa so posledica procesiranja enoveriznih koncev DNA z eksonukleazami. Ob
nespecifi¢ni vezavi proteina RecA na enoverizne konce DNA, preide RecA v aktivno
obliko, ki sprozi avto-katalitsko cepitev LexA. Avto-katalitska cepitev onemogoci proteinu
LexA vezavo na specificna zaporedja DNA in tako pride do sproZitve odziva SOS
(Walker, 1984; Shingawa, 1996).

Derepresija genov, ki so vkljuceni v odziv SOS, sprozi prepisovanje le-teh. Nastali
produkti sodelujejo pri popravljanju poSkodovane DNA in drugih sprememb, ki nastanejo
kot posledica poskodovane DNA. Glavni povod za sprozitev odziva SOS je zaustavitev
napredovanja podvojevalnih vilic. Zaradi tega hitro pride do prepisovanja prve skupine
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genov, npr. recA in ssb, ki zascitijo in stabilizirajo vilice 0z. mesta podvojevanja. Nato se z
zamikom prepiSe Se druga skupina genov SOS, ki vkljucuje gene uvrA, uvrB, ydjQ, uvrD,
recN in uvrAB. Njihovi produkti popravljajo poSkodovano DNA z razlicnimi mehanizmi.
NajpogostejSa sta popravljanje z izrezovanjem nukleotidov in popravljanje z
rekombinacijo (Walker, 1984). Naknadno se prepisejo Se geni polB, dinB in umuDC. Ti
geni imajo zapis za tri alternativne DNA-polimeraze, ki omogocijo napredovanje
zaustavljenih podvojevalnih vilic preko poSkodb DNA tudi na ratun mutageneze. Tako se
celica izogne poskodbam, ki Se niso bile popravljene in bi lahko preprecevale
napredovanje podvojevalnih vilic. Odziv SOS vpliva tudi na delitev celice. Pri tem ima
glavno vlogo produkt gena suld, ki reagira s produktom gena fisZ in prepreci tvorbo
septuma. Tako bakterije zaustavijo delitev celice vse dokler so prisotne poskodbe na DNA
(Courcelle in sod., 2001).

2.1.1 Povezava med bakterijsko virulenco in odzivom SOS

Sevi bakterije E. coli so del normale ¢revesne flore pri ljudeh. Nekateri sevi bakterije E.
coli imajo zapise za virulentne dejavnike, kot so npr. adhezini, toksini, invazini, kapsule,
dejavniki mobilnosti, s katerimi se izognejo obrambnim mehanizmom gostitelja in
povzrocijo bolezenska stanja. Nekateri antibiotiki, posredno s protimikrobnim delovanjem
na bakterije, povzrocijo poskodbe DNA in sprozijo odziv SOS. Slednje lahko pripelje do
prepisovanja bakterijskih genov virulence in pospesitve Sirjenja genov za odpornost proti
antibiotikom (Miller in sod., 2004).
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2.2 REPRESOR LexA

Monomer represorja LexA bakterije E. coli (22,4 kDa) je sestavljen iz dveh strukturno
raznolikih domen, N-terminalne domene (NTD) in C-terminalne domene (CTD). Domeni
sta med seboj povezani s hidrofilnim povezovalcem. S slike 2 je razvidna primarna in
sekundarna struktura monomera LexA (Little in sod., 1981; Luo in sod., 2001; Hurstel in
sod., 1988).

H1 H2 H3 B1
" A A A . W “ A A
A L g W W W -— W, N o - 4 A
- Fay s, [ Yagavay Fagrsy PN aYaYaVatava Vs . N vaY A A A
KALTARQQEVFDLIRDHISQTGMPPTRAEIAQRLGFRSPNAAEEHLKALARKGVIEIVSG
2 10 20 30 40 50 60

B2 B3 B4 B5

AN A A (o] L 0 0O
ASRGIRLLSI=: GLPLVGR(\:/%EPLLAQQHIEGHYQVDPSLFKPNADFLLRVSGN&K

70 80 20 100 110 120
B6 B7 B8 B9 B10

- b — — — »

O [ e O
DIGIMDGDLLAVHKTQDVRNGQWVARIDDEVTV%ILKKQGNKVELLPENSE FKPIVVDL
130 140 150 160 170 180
B11

— —

RQQSFTIEGLAVGVIRNGDWL

190 200

Slika 2: Primarna in sekundarna struktura monomera LexA. Spirale predstavljajo alfa vijaénice, pusCice
predstavljajo beta trekove. NTD je obarvana svetlo sivo, povezovalna regija je obarvana temno sivo, sledi ji
CTD, ki ni obarvana. Aminokislinski ostanki, ki tvorijo katalitska mesta, so v ¢rnih okvirc¢kih. Trikotniki nad
aminokislinskimi ostanki prikazujejo mesta, ki so odgovorna za interakcijo LexA z DNA. Prazni trikotniki
pomenijo, da mesta preprecujejo vezavo LexA na DNA, polni trikotniki pa pomenijo mesta, ki vezavo
omogocijo (Butala in sod., 2009).

NTD proteina LexA je DNA vezavna domena, ki vsebuje tri vijacnice alfa z
aminokislinskimi ostanki od 1 do 69. Vijacnica I vkljucuje aminokislinske ostanke od Ala-
6 do GIn-21, vijacnica II od Arg-28 do Leu-35, vijacnica III pa od Asn-41 do Arg-52.
Sledita jim dva antiparalelna trakova beta (Fogh in sod., 1995).

Povezovalec med CTD in NTD je sestavljen iz aminokislinskih ostankov od GIn-70 do
Glu-74. Povezovalec ni le povezava med domenama, saj je pomemben tudi za vzpostavitev
specificnega stika med LexA in DNA. Kristalne strukture razlicnih mutant proteina LexA
so pokazale, da je povezovalec izpostavljen raztopni, v kateri se nahaja protein (Luo in
sod., 2001).

CTD je sestavljena iz trakov beta. Domena je odgovorna za oligomerizacijo in avto-
katalitsko cepitev proteina LexA. Monomera LexA se v dimer poveZeta izklju¢no s CT-
domenama. Nacin dimerizacije preko CTD, opazen v kristalnih strukturah nekaterih
mutant proteina LexA, se ohrani tudi, ko je represor vezan na operator (Chattopadhyaya in
Pal, 2004; Luo in sod., 2001).
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2.2.1 Vezava proteina LexA na DNA

LexA bakterije E. coli se z N-terminalnim delom veze na 16 bp dolgo konsenzusno
zaporedje CTGTATATATATACAG, ki je ohranjeno pri Gram-negativnih bakterijah.
Zaporedja, kamor se veze protein LexA, se obiCajno nahajajo blizu ali znotraj operatorja.
Tako protein LexA steri¢no onemogoci vezavo RNA-polimeraze na promotorje genov in s
tem prepreci zacCetek prepisovanja genov (Walker, 1984; Wade in sod., 2005).

Specificne aminokisline, s katerimi se protein LexA veze na DNA, se nahajajo na NTD.
Trakova beta z vija¢nicama II in III tvorita motiv alfa vija¢nica-obrat-alfa vijacnica, ki je
DNA vezavni motiv in reagira s specificnim nukleotidnim zaporedjem DNA (Fogh in sod.,
1994). N-terminalni del vijacnice III vkljuCuje ostanke aminokislin, ki so odgovorni za
specificno prepoznavanje DNA. Usidrajo se v veliki Zleb in tam reagirajo s specificnimi
bazami v zaporedju DNA. Krajsa vijacnica II pa se uleze vzdolz velikega zleba in reagira
predvsem s fosfatnim ogrodjem DNA (Knegtel in sod., 1995; Dumoulin in sod., 1996;
Thliveris in Mount, 1992).

Zadnji predlagan model vezave proteina LexA na DNA predpostavlja, da je za specifi¢no
prepoznavanje DNA in stabilno vezavo proteina LexA na DNA potrebna konformacijska
sprememba proteina LexA: rotacija NTD glede na CTD (slika 3, Butala in sod., 2007).

Slika 3: Predlagana konformacijska sprememba, ki je potrebna za vezavo proteina LexA na specifi¢na
zaporedja DNA. A: Kristalna struktura monomera LexA. Rdece je obarvana struktura LexA, nevezanega na
DNA, ki so jo izdelali Luo in sod. (2001). Modro je obarvan model strukture LexA, vezanega na DNA, ki so
ga predlagali Butala in sod. (2007). B: Predlagan model represorja LexA na cka. Na operatorsko zaporedje
gena cka se sicer vezeta dva dimera (Butala in sod., 2007).
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2.2.2 Cepitev proteina LexA

Cepitev proteina LexA je eden izmed prvih korakov derepresije odziva SOS bakterije E.
coli. Posledica cepitve LexA je namre¢ njegova inaktivacija, saj je onemogocena vezava
represorja LexA na DNA. Zato pride do derepresije genov SOS. Poznani sta dve moZnosti
cepitve LexA: a) intramolekularna avto-katalitska cepitev, ki poteCe spontano pri visokem
pH in b) z aktivnim filamentom RecA-ssDNA sprozena avto-katalitska cepitev. Slednja je
bila dokazana tako in vivo kot in vitro (Little in Mount, 1982; Kim in Little, 1992).

Pri avto-katalitski cepitvi LexA se cepi ista vez kot pri z RecA sprozeni cepitvi. Do avto-
katalitske cepitve lahko pride v prisotnosti EDTA, vendar je cepitev hitrejSa v prisotnosti
Ca®*, Co™" ali Mg”". Hitrost avto-katalitske cepitve je neodvisna od koncentracije LexA,
kar dokazuje, da je ta reakcija intramolekularna (Little, 1984). Posledica avto-katalitske
cepitve LexA je lo¢itev DNA-vezavne NTD od CTD, zaradi ¢esar postane interakcija med
LexA in DNA od 10- do 1000-krat SibkejSa (Little in Mount, 1982; Kim in Little, 1992).

Aktivno mesto za cepitev proteina LexA je v CTD. Glavna aminokislinska ostanka, ki
tvorita katalitsko jedro za cepitev LexA, sta Ser-119 in Liz-156. Diada Ser-Liz sprozi
cepitev vezi med Ala-84 in Gli-85. Predlagan model avto-katalitske cepitve LexA je
prikazan na sliki 4. Aminokislinska ostanka Ala-84 in Gli-85 se nahajata v zanki. Ta
lastnost omogoca C-terminalni domeni proteina LexA, da obstaja v dveh konformacijskih
oblikah: cepitveno zmoZzni in cepitveno nezmozni konformaciji. Pri cepitveno zmozni
konformaciji je zanka izpostavljena katalitskemu jedru oz. diadi Ser-Liz, pri cepitveno
nezmozni konformaciji pa je zanka obrnjena stran od katalitskega jedra (sliki 4 in 5). Poleg
tega je v cepitveno zmozni konformaciji Liz-156 zakrit v strukturi proteina in se nahaja v
okolju, kjer pozitivni naboj aminokislinskega ostanka ni stabilen (Luo in sod., 2001).

Za cepitev proteina LexA je potrebna deprotonacija Liz-156, saj avto-katalitska cepitev
poteCe samo pri visokem pH. Roland in sod. (1992) so predlagali model, pri katerem
deprotonacija povzro¢i konformacijsko spremembo LexA iz protonirane v deprotonirano
konformacijo. Po tem modelu ima pri pH 7 le prib. 0,01 % molekul proteina LexA C-
terminalno domeno v cepitveno zmozni in deprotonirani konformaciji, ostale molekule pa
imajo CTD v cepitveno nezmozni konformaciji. Zaenkrat Se ni dokazov o obstoju
protonirane in deprotonirane konformacije, zato se smatra, da gre za enaki strukturi
(protonirana konformacija je enaka cepitveno nezmozni, deprotonirana konformacija pa je
enaka cepitveno zmozni).
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Slika 4: Razlicni konformaciji cepitvene regije represorja LexA in prikaz aktivnega centra. A: Kristalna
struktura monomera LexA. CTD je v cepitveno nezmozni konformaciji (cepitvena regija je modro obarvana).
Prekrita je s CTD, ki je v cepitveno zmozni konformaciji (cepitvena regija je rdece obarvana) (Luo in sod.,
2001). B: Predlagan model avto-katalitske cepitve LexA. Prikazana sta katalitska ostanka Ser-119 in Liz-156
ter mesto cepitve Ala-84 in GIli-85. Nevtralna baza Liz-156 aktivira Ser-119. Hidroksilna skupina
aktiviranega Ser-119 deluje kot nukleofil in napade vez med Ala-84 in Gli-85, kar je prikazano s ¢rno
puscico. Sledi prenos protona k novo nastali amino skupini, kar je prikazano s prekinjeno ¢rto (Little, 1991).

Slika 5: Cepitveno zmozna in cepitveno nezmozna konformacija C-terminalne domene LexA. Prikazana sta
dimera, pri katerih je en monomer obarvan sivo, drug pa zeleno. Na sliki (a) je CTD zelenega monomera v
cepitveno nezmozni konformaciji, na sliki (b) pa sta CTD obeh monomerov v cepitveno zmozni
konformaciji. Z oranzno je oznacena cepitvena regija, s ¢rno pa mesto cepitve (Giese in sod., 2008).
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Po cepitvi proteina LexA pride do izpostavitve nekaterih aminokislinskih zaporedij, ki so
bila prej skrita. Izpostavljena zaporedja prepoznajo razli¢ne celi¢ne proteaze, ki razgradijo
produkte cepitve LexA. Se posebej je pomembna razgradnja DNA-vezavnih N-terminalnih
domen, ki bi se v nasprotnem primeru zacele kopiciti v celici in bi lahko utiSale izrazanje
genov odziva SOS. Ena izmed proteaz bakterije E. coli, ki razgradi tako CTD kot tudi
NTD je ClpXP. Razgradnja potece zelo hitro, razpolovna doba obeh domen je le 4 minute
(Kim in Little, 1992; Neher in sod., 2003).

Slika 6: ClpXP-prepoznavno mesto na monomeru LexA. Z modro je oznacena CTD, z zeleno je oznaCena
NTD. Predlagano prepoznavno mesto v CTD je oznaceno s puscico (Neher in sod., 2003).
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2.2.3 Dimerizacija proteina LexA

Za dimerizacijo LexA je odgovorna izklju¢no C-terminalna domena. Dva monomera LexA
se med seboj povezeta preko dveh zank med naslednjimi aminokislinskimi ostanki: med
GIn-99 in Asp-110 ter med Ser-116 in Gli-128 (slika 7, Luo in sod., 2001).

Nt Aktivno mesto
4 Liz-156 (izpostavijen)

NTD

CTD

Cepitevno nezmaoZna
konformacija

"5

Povezovalec Podrogje stikanja

monomerov

CTD'

Cepitevno zmoZna
konformacija

b4
» ‘NH, Aktivho mesto

b3 § Liz-156 (zakrit

Slika 7: Dimerizacija LexA. Kristalna struktura mutante LexA119, ki se ne cepi, ima namesto serina v
katalitskem mestu 119 alanin. A: En monomer LexA je obarvan zeleno, drug monomer pa modro. Cepitveni
mesti obeh monomerov sta obarvani rdece, katalitsko jedro diada Ser-Liz rumeno. B: Shematski prikaz
LexA119 dimera (Luo in sod., 2001).

Kim in Little (1992) sta predlagala model, po katerem se LexA v prvem koraku veze na
DNA kot monomer, ki ima visoko specificnost do polovice operatorskega mesta. Vezavi
prvega monomera na DNA sledi vezava drugega monomera. Drug monomer se na DNA
veze mocneje, kooperativno, kot posledica interakcije protein-protein. V nasprotju s tem
modelom pa so Mohana-Borges in sod. (2000) ugotovili, da je poglavitna oblika prostega
LexA dimer, saj monomer LexA dimerizira ze pri pikomolarni koncentraciji proteina. V
celici se tako LexA veze na DNA in deluje kot represor prepisovanja v obliki dimera.
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23 REKOMBINAZA RecA

Rekombinaze, ki sodijo v druzino proteinov RecA, uravnavajo popravilo posSkodovane
DNA z rekombinacijo. Bakterijski protein RecA je ohranjen in prisoten pri skoraj vseh
bakterijah. RecA bakterije E. coli (37,8 kDa) ima v celici razli¢ne vloge:
- Odgovoren je za glavne korake pri popravljanju poskodovane DNA z rekombinacijo
(Cox, 1999).
Direktno omogoci, da DNA-polimeraza V pri podvajanju obide poskodbe na DNA, kar
je eden izmed mehanizmov odziva SOS (Schlachner in sod., 2006).
Uravnava odziv SOS, saj deluje kot ko-proteaza, ki sprozi avto-katalitsko cepitev
represorja LexA (Little, 1991).Slednja funkcija je bistvena za razumevanje interakcije
represorja LexA in rekombinaze RecA.

2.3.1 Nastanek filamenta RecA-ssDNA

Le aktivni filament RecA-ssDNA lahko deluje kot ko-proteaza pri cepitvi proteina LexA.
RecA se veze na ssDNA tako, da okrog ssDNA nastane nukleoproteinski filament v obliki
desnosucne vijacnice. Vsak zavoj v filamentu je sestavljen iz priblizno 6,2 RecA proteina,
vsak monomer RecA pa reagira s priblizno tremi nukleotidi DNA. Struktura DNA v
filamentu je nekoliko spremenjena. DNA se raztegne vzdolZ filamenta za 50-60 % in ima
priblizno 18 nukleotidov na zavoj. Na sliki 8 je prikazana struktura filamenta, na sliki 9 pa
struktura posameznega zavoja filamenta (Cox, 2007; Chen in sod., 2008).

N

Slika 8: Struktura filamenta RecA. A: Filament iz 24-ih monomerov RecA, ki tvorijo 4 obrate. B: Monomer
RecA (Cox, 2007).
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Slika 9: Struktura enega zavoja filamenta RecA-ssDNA, ki je sestavljen iz 6-ih monomerov RecA.
Prikazanih je le 15 od 18-ih nukleotidov, ki so znotraj zavoja. Enoverizna DNA je obarvana rdec¢e (Chen in
sod., 2008).

Pri nastanku filamenta najprej pride do nukleacije (en monomer RecA se veze na ssDNA),
sledi podaljSanja filamenta (slika 10). PodaljSevanje filamenta je enostavno dodajanje
monomerov RecA, ki imajo vezan ligand ATP. OmejujocCa je stopnja nukleacije, saj v
primerjavi s podaljSanjem potece zelo pocasi. Nukleacija je hitrejSa na ssDNA kot na
dsDNA in je mo¢no upocasnjena, ¢e so na ssDNA vezani SSB (Register in Griffith, 1985).
Proces je reverzibilen. Disociacija se pri¢ne na 5' koncu DNA in ni zgolj obrnjen proces
nastajanja filamenta, saj mora priti do hidrolize ATP. Disociacija z enoverizne DNA
poteka s hitrostjo 60-70 monomerov/min (Arenson in sod., 1999).

5|

nukleacija
l (pocasi)

5@

podaljSanje
l (hitro)

s 0000066666——
l disociacija

5l -~ 553"

Slika 10: Nastanek filamenta RecA na DNA (Cox, 2007).

Filament RecA-ssDNA je elasti¢en, njegova dolzina je namre¢ odvisna od nukleotidnih
kofaktorjev. V prisotnosti ATP je filament raztegnjen, v odsotnosti nukleotidnega
kofaktorja ali v prisotnosti ADP pa je filament v skréeni obliki (slika 11). Slednja oblika
filamenta je neaktivna in ne opravlja zgoraj opisanih funkcij posredovanih z RecA
(Nishinaka in sod., 2007). Rekombinacija je torej odvisna od ATP, saj se le kompleks, ki
ga sestavljajo RecA, ssDNA in ATP, lahko veze na dsDNA, kar je prvi korak pri
popravljanju poskodovane DNA z rekombinacijo (Chen in sod., 2008). Od ATP je odvisna
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tudi cepitev proteina LexA, saj mora biti filament RecA v aktivni konformaciji. V
raziskavah se uporabljajo analogi molekule ATP, ki upocasnijo dinamiko asociacije in
disociacije aktivnega filamenta RecA. Dva takSna analoga sta ATPyS, ki hidrolizira
pocasneje ter ADP-aluminijev fluorid-Mg (ADP-AIF4,-Mg), ki ne hidrolizira.

a5A

T6A
Skrcena struktura (struktura brez ATP ali z ADP)

Slika 11: Razli¢ni strukturi filamenta RecA-ssDNA (Nishinaka in sod., 2007).

24 Z RecA SPROZENA AVTO-KATALITSKA CEPITEV LexA

Aktivni filament RecA deluje kot ko-proteaza, saj posredno cepi LexA. Tekom normalne
rasti ima E. coli prib. 7200 molekul RecA in 1300 molekul LexA (Sassanfar in sod., 1990).
20 % molekul LexA je prostih, nevezanih na DNA. Po indukciji odziva SOS ter nastanku
aktivnega filamenta RecA se nivo LexA v celici zniza za 10-krat, iz zaCetne koncentracije
2 uM na 0,2 uM. Vecina prostega LexA ima CTD v cepitveno nezmozni konformaciji,
zato cepitev LexA tece zelo pocasi. Indukcija odziva SOS pospesi cepitev za priblizno 50-
krat (Little, 1983).

Mehanizem z RecA sprozene avto-katalitske cepitve LexA Se ni povsem jasen.
Postavljenih je bilo kar nekaj modelov, kako naj bi aktivni filament RecA vplival na
cepitev LexA.

Ze leta 1987 sta Slilaty in Little predpostavila, da je za aktivacijo Ser-119 potrebna
deprotonacija Liz-156 (Slilaty in Little, 1987). Na teh ugotovitvah so temeljili prvi modeli
z RecA sprozene avto-katalitske cepitve LexA. Predlagali so, da RecA zniza pK, Liz-156
in na ta nacin omogoc¢i deprotonacijo Liz-156 tudi pri nevtralnem pH (Little, 1991). Nato
so Roland in sod. (1992) predlagali, da interakcija z aktivnim filamentom RecA povzroci
poleg deprotonacije Liz-156 Se konformacijsko spremembo LexA. Sprva so predvidevali,
da aktivni filament RecA preferencno reagira z LexA, ki ima CTD v cepitven zmozni
konformaciji, se nanjo veze in jo na nek nacin stabilizira (Luo in sod., 2001), vendar pa so
pred kratkim Giese in sod. ugotovili, da aktivni filament RecA lahko reagira z obema
konformacijama CTD LexA, cepitveno zmozno in cepitveno nezmozno. Poleg tega RecA
vezavno mesto na LexA ni poznano, kar nasprotuje hipotezi o vezavi RecA na LexA
(Giese in sod., 2008).
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Ugotovili so, da je poleg cepitve monomera, mozna tudi cepitev dimera LexA in da je
cepitev dimera hitrejSa od cepitve monomera. Postavili so hipotezo, da C-terminalna
domena ene podenote dimera LexA dolofa cepitveno mesto druge podenote. Tako je
interakcija med dvema podenotama LexA odgovorna, da postane ena podenota cepitveno
zmozna in vpliva na hitrost cepitve. Aktivni filament RecA torej stimulira spremembo
CTD proteina LexA iz cepitveno nezmozne konformacije v cepitveno zmozno in zato
lahko sklepamo, da RecA vsaj delno deluje na alosteri¢en nacin (Giese in sod., 2008).

Butala in sod. so predlagali celosten model regulacije odziva SOS, ki je prikazan na sliki
12 (Butala in sod., 2009).
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Slika 12: Model uravnavanja odziva SOS bakterije E. coli. Represor LexA je vezan na operatorska mesta
genov SOS in preprecuje njihovo transkripcijo. Poskodbe DNA sprozijo nastanek filamenta RecA, ki
inducira avto-katalitsko cepitev LexA in tako pride do derepresije odziva SOS. Ko celica popravi
poskodovano DNA, odziv SOS ni ve¢ induciran (Butala in sod., 2009).

Ni jasno, ali aktivni filament RecA sprozi avto-katalitsko cepitev LexA, ko je LexA vezan
na tar¢na zaporedja DNA, ali ko je LexA v prosti, na DNA nevezani obliki. Little in Mount
(1982) sta postavila hipotezo, da se represor LexA ne cepi, ko je vezan na DNA in da je za
cepitev najprej potrebna njegova disociacija z DNA, vendar ta hipoteza Se ni bila
dokazana. Hipoteza temelji na opaZzanju, da dodatek DNA z operatorskim zaporedjem za
LexA upocasni z RecA sprozeno avto-katalitsko cepitev LexA.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Bakterijski sevi

Preglednica 1: Laboratorijski sevi E. coli.

Sev Pomembne genotipske lastnosti Referenca

Novagen, pET
System
Manual, 2005

®80dlacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 endAl recAl hsdR17 deoR thi-1

DHSa supE44 gyrA96 relAl

Novagen, pET
BL21(DE 3) | F dcm ompT hsdS gal lon hsdSp(rg mg ) MDE3) System
Manual, 2005

thr-1 araD139(gpt-proA)62 lacY1 tsx-33 supE44 gal K2 hisG4 rpsL31 xyl-5 | Page in sod.,

RWII8 mtl-1 arak thi-1 suld211 1990

Page in sod.,

JBC 387 Anir Alac 1990

3.1.2 Zacetni oligonukleotidi

Preglednica 2: Zacetni oligonukleotidi. Pod¢rtana so prepoznavna mesta restrikcijskih endonukleaz, Bio je
molekula biotina na 5' koncu nukleotida.

Zacetni oligonukleotidi Nukleotidno zaporedje 5'-3'

LexAZA-vodilni GCGCGGATCCAAAGCGTTAACGGCCAGGCAAC

BamHI
. CGCACGCGTTTACAGCCAGTCGCCGTTGCGAA
LexASA-povratni Miul
o GCGCGGATCCGCTATCGACGAAAACAAACAGA
RecAZA-vodilni
BamHI
. CGCACGCGTTTAAAAATCTTCGTTAGTTTCTGC
RecASA-povratni
Miul
CkaUpBio-vodilni BioCCATGCTCTTGACATGGACAATGCTGAG
CkaDown-povratni GCCATAAATTCCTCTTTGATAATT
UmuDUpBio-vodilni BioGATAGCCTGAATCAGTATTGATC

UmuDDown-povratni CTTGATAAACAACATAATAATCTGCC

RecAUpBio-vodilni BioGCAGACCTTGTGGCAACAATTTC

RecADown-povratni GGATAGTCAATATGTTCTGTTG
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3.1.3 Plazmidi

Preglednica 3: Plazmidi

Plazmid Pomembne genotipske lastnosti Referenca

pHistag Promotor za T7 RNA-polimerazo, ekspresijski vektor Kristan, 2005
uravnan z IPTG

pMB1 pT7-7 z vstavljenim genom /exA Butala, 2008
Fragment Tagl plazmida pUC19 z Ap" genom, kloniran v .

pKCT1 pColK-K235 Mulec in sod., 2003

pKCT3-UPI pKCT1 s cka-gfp, k')rez IS2, mutacija v enem vezavnem Mrak in sod., 2007
zaporedju LexA (5' upstream)

pKCT3-UP3 pKCT1 s cka-gfp, brez IS2, mutacija v vseh treh vezavnih Mrak in sod, 2007
zaporedjih LexA

3.1.4 Protitelesa

Preglednica 4: Protitelesa

Protitelo

Proizvajalec

Zajcja protitelesa proti N-terminalnemu delu LexA

Upstate, ZDA

Misja protitelesa proti penta-histidinskemu repku (His)s

QiaGene, ZDA

Kozja protimisja protitelesa, konjugirana s hrenovo peroksidazo

Santa Cruz Biotechnology,

ZDA
Kozja protizajcja protitelesa, konjugirana s hrenovo peroksidazo ;?)nr Cruz Biotechnology,
3.1.5 Kemikalije
agar Roth, Nemc¢ija
agaroza BMA, ZDA
amonacetat Merck, Nemcija
APS Sigma, ZDA
ampicilin Sigma, ZDA
ATPyS Sigma, ZDA
baza TRIS Sigma, ZDA
bromfenol modro Sigma, ZDA
CaCl, Merck, Nemcija

Coomassie Brilliant Blue

dializno ¢revo

DTT

DNaza I, RNaza I

dNTP mix (deoksiribonukleozid trifosfat-meSanica)
etanol

etidijev bromid

Merck, Nemcija
Sigma, ZDA

Sigma, ZDA

Sigma, ZDA

MBI Fermentas, Litva
Merck, Nemcija
Sigma, ZDA
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EDTA
glicerol
glicin
gojisce LB
glukoza
glutamat
BSA

HCl
imidazol
IPTG

KCl
metanol
Mng
MgSO4
morfolinopansulfonska kislina (MOPS)
Na2CO3
NazHPO4
Na-acetat
Na-citrat
NaCl
NaDS
NaH,PO4
NaOH
TEMED
tripsin
Tris-HCl
trombin
-merkaptoetanol

3.1.6 Oprema

avtomatske pipete (Eppendorf, Nemcija)

stresalnik (Infors H, Svica)

stresalna kopel (Stoval Life Science, ZDA)

aparatura za PCR:

- GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer, Kanada)
- Biometra UNO II (Biometra, Nemc¢ija)

Kemika, Hrvaska
Sigma, ZDA
Sigma, ZDA
Roth, Nem¢ija
Sigma, ZDA
Sigma, ZDA
Sigma, ZDA
Merck, Nemcija
Sigma, ZDA
Sigma, ZDA
Merck, Nemcija
Merck, Nemcija
Merck, Nemcija
Merck, Nemcija
Sigma, ZDA
Merck, Nemcija
Merck, Nemcija
Merck, Nemcija
Sigma, ZDA
Merck, Nemcija
Sigma, ZDA
Kemika, Hrvaska
Kemika, Hrvaska
Sigma, ZDA
Sigma. ZDA
Sigma, ZDA
Novagen, Nemcija
Merck, Nemcija

namizna centrifuga (Eppendorf centrifuge 5417C, Eppendorf, Nemcija)
centrifuga (BECKMAN J2-21MIE Centrifuge, Beckman Coulter, ZDA)

centrifuga Rotanta 460R (Hettich AG, Svica)

elektroforeza 2301 Macrodrive 1 (LKB Bromma, Svedska)
vroca kopel LKB — "Multi temp II" (Pharmacia Biotech, ZDA)

FPLC

- kolona Superdex™ 75 HR 10/30 (Amersham Biosciences, Svedska)
- FPLC aparatura Acta FPLC (Amersham Pharmacia Biotech., Svedska)
dializne vrecke Dialysis tubing, Cellulose membrane (SIGMA, ZDA)
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spektrofotometer

UV/VIS Spectrometer (Perkin Elmer, Kanada)

Shimadzu UV-2101 PC UV/VIS Scanning Spectrometer (SHIMADZU, Japonska)
vibracijski stresalnik Lab dancer (IKA-WERKE, Nemcija)

vibracijski stresalnik EV 100 (Tehtnica, Slovenija)

kopel-stresalnik za razbarvanje gelov The Belly Dancer (Stovall, Life Science, inc.,
ZDA)
sonikator VCX 130 (Sonics & Materials, ZDA)

3.1.7 Gojiséa

3.1.7.1 Tekoce gojisce LB (Luria-Bertani)

Tekoce gojisc¢e LB vsebuje 10g tripton, 10 g NaCl, 5 g kvasni ekstrakt v 1 L destilirane
vode. Sterilizirali smo z avtoklaviranjem pri 121 °C, 15 min.

3.1.7.2 Tekoce gojisc¢e LB z ampicilinom
Postopek priprave tekocega gojisc¢a LB z ampicilinom je enak postopku priprave tekocega

gojis¢a LB (Luria-Bertani), le da smo po avtoklaviranju gojis¢u dodali $e ustrezno koli¢ino
ampicilina. Koncentracija ampicilina v gojisc¢u LB je 100 pg/mL.

3.1.7.3 Trdno gojisce LB
Trdno gojisce LB vsebuje poleg sestavin tekocega gojis¢a LB (v enakih koncentracijah) Se
agar (15 g agarja v 1 L destilirane vode). Gojis¢e smo sterilizirali z avtoklaviranjem pri

121 °C, 15 min. Po ohladitvi gojis¢a na 55 °C smo ga asepticno razlili v sterilne plasti¢ne
petrijevke.

3.1.7.4 Trdno gojis¢e LB z ampicilinom

Postopek priprave trdnega gojis¢a LB z ampicilinom je enak postopku priprave trdnega
gojis¢a LB, le da smo po avtoklaviranju in pred razlivanjem plos¢ v ohlajeno gojisce
dodali ustrezno koli¢ino ampicilina. Koncentracija ampicilina v gojis¢u LB je 100 pg/mL.

3.1.8 Raztopine

3.1.8.1 Raztopine za agarozno gelsko elektroforezo

Pufer TBE (5%) Nanasalni elektroforezni pufer (6%)
0,45 M Tris-borat 0,25 % bromfenol modro (m/v)
10 mM EDTA 0,25 % ksilen cianol (m/v)

30 % glicerol (m/v)
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3.1.8.2 Raztopine za pripravo kompetentnih celic

CaCl,, Tris-glicerol

10 mM Tris-HCI (pH 7,0)
50 mM CaCl,

10 % glicerol (m/v)

3.1.8.3 Raztopine za pripravo bakterijskih lizatov in izolacijo rekombinantnih proteinov

Pufer TSE

10 mM Tris-HCI (pH 7,4)
300 mM NaCl

10 mM EDTA

Pufer za lizo celic

50 mM NaH,PO4 (pH 7,4)

300 mM NacCl

10 mM imidazol

20 mM B-merkaptoetanol (samo za RecA)

Pufer za dializo

20 mM Tris-HCI (pH 7,4)
200 mM NaCl

3.1.8.4 Raztopine za NaDS-poliakrilamidno gelsko elektroforezo (NaDS-PAGE)

Elektroforezni pufer (10x)
25 mM Tris (pH 7.,4)

1,92 M glicin

35 mM NaDS

Nanasalni pufer (2x)

20 mM Tris-HCI (pH 7,4)

5% NaDS (m/v)

2 mM EDTA

10 % glicerol (v/v)

0,2 % Coomassie Brilliant Blue (m/v)

Raztopina za barvanje

10 % ocetna kislina (v/v)

40 % metanol (v/v)

0,5 % Coomassie Brilliant Blue (m/v)

Raztopina za razbarvanje
10 % ocetna kislina (v/v)
40 % metanol (v/v)

3.1.8.5 Raztopine za Ni-NTA afinitetno kromatografijo

Vezavni pufer
50 mM NaH,PO, (pH 7,4)

300 mM NacCl
20 mM imidazol
20 mM B-merkaptoetanol (samo za RecA)

Elucijski pufer
50 mM NaH,PO, (pH 7,4)

300 mM NacCl
250 mM imidazol
20 mM B-merkaptoetanol (samo za RecA)
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3.1.8.6 Raztopine za tekocCinsko kromatografijo za hitro locevanje proteinov (FPLC)

Pufer za FPLC
20 mM Tris-HCI (pH 7,4)
0,5 M NaCl

Oba pufra za FPLC smo filtrirali skozi filtra s premerom por 0,45 um (Milipore, ZDA) in

ju odzracili.

3.1.8.7 Raztopine za reakcije cepitve LexA

Pufer za aktivacijo RecA
20 mM Tris-HCI (pH 7,4)
1 mM DTT

1 mM ATPyS

Pufer za z RecA sprozeno cepitev LexA
20 mM Tris-HCI (pH 7,4)

1 mM DTT

1 mM ATPyS

3.1.8.8 Raztopine za prenos western

Pufer za mokri prenos (prenos western)

Pufer za vezavo LexA na DNA
20 mM Tris-HCI (pH 7,4)

200 mM NacCl

1 mM EDTA

Pufer za spiranje PVDF membran (20x)

20 % metanol (v/v)

100 mL 10x elektroforeznega pufra za
NaDS-PAGE

deO dO 1L

Pufer za blokiranje PVDF membran
1 x pufer za spiranje membran
4 % BSA (m/v)

Raztopina za barvanje PVDF membran

30 mg 4-kloro-1-naftola v 10 mL metanola
50 mL pufra za razvijanje PVDF membran
60 puL H,0,

200 mM Tris-HCI (pH 7.,4)
20 mM EDTA
1 M NaCl

Pufer za razvijanje PVDF membran
25 mM Tris-HCI

0,72 mM NazHPO4

137 mM NaCl
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3.2 METODE

3.2.1 Izolacija plazmidne DNA

Izolacijo plazmidne DNA smo izvedli s kompletom "GenJET Plasmid Miniprep Kit"
(Fermentas, Litva) po navodilih proizvajalca.

3.2.2 Agarozna gelska elektroforeza

Velikost, izolacijo in ¢istost pridobljenih vzorcev DNA smo preverjali v agaroznem gelu,
ki smo mu dodali etidijev bromid v kon¢ni koncentraciji 0,5 pg/mL. Elektoforeza je tekla v
0,5x pufru TBE. Uporabili smo lestvico znanih velikosti fragmentov DNA A/Pstl.
Pripravili smo jo tako, da smo DNA bakteriofaga A dodali encim Pstl (1 U encima Pstl/mg
DNA). Zmes smo inkubirali 2 uri pri 37 °C. Poleg lestvice A/Pstl smo uporabljali se 100 bp
in 1 kb lestvico fragmentov (Fermentas, Litva). Agarozno gelsko elektroforezo smo
uporabili tudi za test zamika elektroforezne mobilnosti (EMSA).

3.2.3 Cis¢enje DNA iz agaroznega gela

Uporabili smo 1,5-odstotni gel za ¢iS€enje produktov PCR. Iz gela smo DNA Cistili po
navodilih proizvajalca s kompletom "QIAQuick Gel Extraction Kit" (Qiagen, ZDA).
Ocisceno DNA smo hranili pri —20 °C.

3.2.4 Etanolna precipitacija DNA

Raztopini DNA, ki smo jo Zeleli skoncentrirati, smo dodali 10 M amonijev acetat do
kon¢ne koncentracije 2-2,5 M ter premesali. Dodali smo Se 2 volumna ohlajenega 96 %
etanola in ponovno premesali. 10 min smo inkubirali pri —80 °C, nato pa 10 min
centrifugirali pri 4 °C in 14000 obr./min. Odstranili smo ves supernatant, dodali 750 pL
80% etanola ter centrifugirali pri 14000 obr./min Se 2 min. S pipeto smo odstranili ves
preostali supernatant ter DNA posusili na 37 °C. Nazadnje smo DNA raztopili v poljubni
koli¢ini destilirane vode.

3.2.5 Priprava kompetentnih celic DHSa in BL21(DE3)

V 5 mL tekoCega gojis¢a LB smo nacepili kolonijo izbranega seva in nacepljen LB
inkubirali na stresalniku (250 obr./min) pri 37 °C preko noci. Naslednji dan smo z 200 pL
prekonocne kulture inokulirali 50 mL tekocega gojis¢a LB. Inokulirano gojiS¢e smo
stresali pri 37 °C na 250 obr./min in vsako uro merili opticno gostoto pri 600 nm (ODgq).
Ko je ODggp narasla do vrednosti med 0,3 in 0,4, smo 34 mL gojiSca odpipetirali v ohlajene
centrifugirke ter inkubirali 10 minut na ledu. Nato smo centrifugirali 10 min pri 4000
obr./min in 4 °C, da so se celice usedle na dno centrifugirke. Supernatant smo odstranili
centrifugirali Se 1 min pri 4000 obr./min in 4 °C. Odstranili smo preostanek supernatanta
ter oborino resuspendirali v 7 mL ledeno hladnega 0,1 M CaCl,. Ponovno smo po 10-
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minutni inkubaciji na ledu centrifugirali 10 min pri 4000 obr./min na 4 °C, odstranili ves
supernatant ter ponovno centrifugirali pri istih pogojih 1 min. Po odstranitvi preostalega
supernatanta smo usedlino resuspendirali v 1,4 mL ledeno hladnega CaCl,. Dobljeno
suspenzijo smo razdelili v eppendorfove epruvetke, in sicer v vsako po 100 pL. Dodali
smo tudi po 23 puL 87-odstotenega glicerola, ki sluzi kot krioprotektant. Do uporabe smo
pripravljene kompetentne celice hranili pri —80 °C.

3.2.6 Transformacija kompetentnih celic DHS5a in BL21(DE3)

100 pL kompetentnih celic smo zmesSali z 10 pL ligacijske meSanice ali izoliranega
plazmida. MeSanico smo 30 min inkubirali na ledu, nato pa za 90 s izpostavili temperaturi
42 °C. Sledila je ponovna inkubacija na ledu za 2-3 min. Nato smo meSanici dodali 400 uL
tekoCega gojis¢a LB ter inkubirali na stresalniku pri 37 °C. Po 1 h smo transformante
razmazali na plos¢e LB z ampicilinom. Preko noc¢i smo plosc¢e inkubirali pri 37 °C.
Naslednji dan smo presteli Stevilo zraslih kolonij ter preverili ustreznost transformacije
kolonij s PCR in agarozno gelsko elektroforezo.

3.2.7 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Sestava osnovne zmesi veriznih reakcij s polimerazo:
2 uL plazmidne ali kromosomske DNA (100 ng)

po 1 pL oligonukleotidnih zacetnikov (0,1 nM)

1 uL ANTP (0,2 uL nM, Fermentas, Litva)

0,5 uL DNA-polimeraza Pfu (Promega, ZDA)

Pomnozevanje DNA je potekalo pri identi¢nih pogojih za vse reakcije: zacetna
denaturacija pri 95 °C (3 min), ki ji je sledilo 30 ciklov pri 95 °C (30 s), 55 °C (30 s), 72
°C (8t. kbp x 1 min) in zaklju¢no podaljSevanje pri 72 °C (5 min).

3.2.8 Priprava plazmidov pLexA in pRecA

Pripravili smo plazmid za izraZanje proteina LexA in plazmid za izrazanje proteina RecA v
sevu E. coli BL21(DE3). Proteina LexA in RecA sta imela na N-terminalni domeni
histidinski repek iz Sestih ostankov histidina (His)s in prepoznavno zaporedje za proteazo
trombin [(His)sSerSerLeuValProArg|GliSer]. Kot vektor smo uporabili plazmid pHistag
(Kristan, 2005), ki je izpeljanka plazmida za izrazanje rekombinantnih proteinov pETS8c.
Plazmid pETS8c je majhen plazmid (prib. 2,5 kb), ki ima zapis za B-laktamazo (odpornost
proti ampicilinu) ter promotor za T7 RNA-polimerazo. Za promotorjem je zapis za N-
terminalni del rekombinantnih proteinov, ki ima Sest histidinov in dva serina. Na pET8c ni
zapisa za T7 RNA-polimerazo. Ta je na profagu DE3 v bakterijskem kromosomu seva E.
coli BL21(DE23). Izrazanje plazmida je uravnavano z IPTG.
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3.2.8.1 Priprava plazmida pRecA

S PCR smo pomnozili zaporedje, ki ima zapis za RecA in se nahaja na kromosomu E. coli
RW118. Za pomnoZevanje smo uporabili zacetna oligonukleotida RecAZA in RecASA
(preglednica 2). Produkt PCR smo pred nadaljnjo uporabo ocistili s kompletom za ¢iScenje
produktov PCR "QIAquick PCR Purification kit" po navodilih proizvajalca.

Vektor pHistag smo razrezali z restrikcijskima endonukleazama Mlul in BamHI po
navodilih proizvajalca (Fermentas, Litva). Rezane dele vektorja smo med seboj locili z
agarozno elektroforezo. Zeleni fragment pDNA smo nato izrezali iz agaroznega gela in
odistili, kot je opisano pri metodi Cis¢enje DNA iz agaroznega gela (2.2.3).

Z restrikcijskima endonukleazama M/ul in BamHI smo razrezali pomnozen fragment z
zapisom za RecA ter nato s pomocjo T4 DNA-ligaze (Fermentas, Litva) vstavili fragment
z zapisom za RecA v pripravljen vektor.

3.2.8.2 Priprava plazmida pLexA

S PCR smo pomnozili zaporedje, ki ima zapis za LexA in se nahaja na plazmidu pMBI1
(Butala, 2008). Za pomnozevanje smo uporabili zacetna oligonukleotida LexAZA in
LexASA (preglednica 2).

Vektor pHistag smo razrezali z restrikcijskima endonukleazama Mlul in BamHI po
navodilih proizvajalca (Fermentas, Litva). Rezane dele vektorja smo med seboj locili z
agarozno elektroforezo. Zeleni fragment pDNA smo nato izrezali iz agaroznega gela in
o¢istili, kot je opisano pri metodi Cis¢enje DNA iz agaroznega gela (2.2.3).

Z restrikcijskima endonukleazama Mlul in BamHI smo razrezali pomnozen fragment z
zapisom za RecA ter nato s pomoc¢jo T4 DNA-ligaze (Fermentas, Litva) vstavili fragment
z zapisom za RecA v pripravljen vektor.

Wew W

3.2.9 Izrazanje in CiS¢enje rekombinantnih proteinov
Proteina LexA in RecA smo izolirali in o€istili po enakem protokolu.

Protein smo izrazili v sevu E. coli BL21(DE3), za katerega je znacilen visok nivo izrazanja
rekombinantnih proteinov. Sev ima v gen int vstavljen bakteriofag DE3, ki je razliica
bakteriofaga A in ima zapis za RNA-polimerazo faga T7, promotor lacUVS5 in zapis za
represor lacl. Promotor lacUV5 sprozi prepisovanje T7 RNA-polimeraze le ob dodatku
induktorja IPTG v gojiSce. Nastala polimeraza se nato specifi€no veZe na promotor T7 na
plazmidu za izrazanje proteinov in sprozi prepisovanje DNA rekombinantnega proteina.
Sev ima okvarjena gena lon in ompT, ki imata zapis za proteazi, ki bi lahko razgradili
rekombinantne proteine.

Rekombinantna plazmida pLexA in pRecA smo v celice sevov E. coli BL21(DE3) vnesli s
transformacijo. Zrasle transformante smo precepili v 20 mL tekocega gojis¢a LB z
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ampicilinom in jih inkubirali na rotacijskem stresalniku (220 obr./min) pri 37 °C preko
no¢i. Po 5 mL prekono¢ne kulture smo precepili v 400 mL gojis¢a LB z ampicilinom.
Celice smo gojili do ODgpp = 0,6 in nato dodali IPTG do kon¢ne koncentracije 0,8 mM.
Tako smo inducirali promotor T7. Po indukciji smo celice stresali e 4 h pri 37 °C.

Celice smo locili od gojisca s centrifugiranjem (4800 g, 10 min) in jih 2-krat sprali s 3 mL
ledeno mrzlega pufra TSE. Pridobljene celice smo zmrznili v teko¢em duSiku in jih do
uporabe hranili pri —80 °C.

Celice smo v prvem koraku razbili v pufru za lizo, kateremu smo dodali 10 pg/mL DNaze,
20 pg/mL RNaze, 1 mg/mL lizocima in 1 mM benzamidina (vse Sigma, ZDA). V tako
pripravljeni raztopini smo jih inkubirali 1 h pri 4 °C (celice smo v ¢asi mesali z magnetnim
mesalom). Nato smo jih dokon¢no razbili s sonikatorjem. Sonicirali smo jih 30 min na ledu
z 20 s trajajoCimi pulzi in amplitudo 40 % in na koncu centrifugirali (14000 obr./min, 4
°C), da so se celice usedle na dno, protein pa je ostal v supernatantu.

Proteine smo ocistili z Ni-NTA afinitetno kromatografijo po navodilih proizvajalca
kromatografskega nosilca (Qiagen, ZDA). Naknadno smo proteine ocistili z gelsko
kromatografijo, ki je potekala v pufru za FPLC na napravi Akta FPLC (Amersham
Biosciences, Svedska). Uporabili smo kolono Superdex 75 HR 10/30 (Amersham
Biosciences, Svedska) pri pretoku 0,4 mL/min. Pomembne frakcije smo trikrat dializirali
proti pufru za dializo in nato vzorec Se centrifugirali (13000 obr./min, 20 min), da smo
odstranili morebitno oborjene proteine. Cistemu proteinu smo dodali glicerol (Sigma,
ZDA) do konéne koncentracije 27 % (v/v) in ga hranili pri =20 °C. Z NaDS-PAGE smo
preverili velikost in Cistost proteinov.

3.2.10 Dolocanje koncentracije proteinov

Koncentracijo proteinov smo dolocali s kompletom "BCA Protein Assay" (Pierce, ZDA)
po navodilih proizvajalca. Umeritveno krivuljo smo pripravili z govejim serumskim
albuminom.

3.2.11 NaDS-poliakrilamidna elektroforeza (NaDS-PAGE)

Z NaDS-PAGE smo preverjali Cistost izoliranih proteinov ter potek reakcij cepitve LexA.
Izvajali smo jo na aparaturi Mini-PROTEAN II system (Bio-Rad, Hercules, ZDA) po
navodilih proizvajalca. Pri NaDS-PAGE smo uporabljali proteinski velikostni standard
Page-Ruler Prestained Protein Ladder (Fermentas, Litva).

3.2.12 Vezava LexA na DNA

LexA smo vezali na razlicna operatorska zaporedja tako, da smo LexA inkubirali skupaj s
tarénim zaporedjem DNA 10 min pri 25 °C v pufru za vezavo LexA na DNA. Pri vseh
poskusih smo dali v reakcijsko meSanico DNA v prebitku, da se je ves LexA vezal na
DNA. V nadaljevanju so opisana tar¢na zaporedja DNA, ki smo jih pripravili za vezavo
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LexA. Z enojno Crto je oznaceno vezavno mesto za LexA na operatorskem zaporedju (SOS
box). Z dvojno ¢rto je oznaceno zaporedje v SOS box-u, ki je najbolj ohranjeno.

1) Gen recA ima zapis za rekombinazo A (RecA). Operatorsko zaporedje gena rec4 ima
eno vezavno mesto za LexA. Tarc¢no zaporedje smo pripravili tako, da smo s PCR
pomnozili zaporedje na kromosomu E. coli JBC 387 (preglednica 1), pri ¢emer smo
uporabili zacetna oligonukleotida RecAUpBio in RecAdown (preglednica 2). Tar¢no
zaporedje "recA" (83 bp):

5'- GCAGACCTTGTGGCAACAATTTCTACAAAACACTTGATACTGTATGAGC

ATACAGTATAATTGCTTCAACAGAA -3

2) Gen umuD ima zapis za DNA-polimerazo UmuD V. Operatorsko zaporedje gena umuD
ima eno vezavno mesto za LexA. Tarcno zaporedje smo pripravili tako, da smo s PCR
pomnozili zaporedje na kromosomu E. coli JBC 387 (preglednica 1), pri ¢emer smo
uporabili zacetna oligonukleotida UmuDUpBio in UmuDdown (preglednica 2). Tar¢no
zaporedje "umuD" (98 bp):

5'- GATAGCCTGAATCAGTATTGATCTGCTGGCAAGAACAGACTACTGTATAT

AAAAACAGTATAACTTCAGGCAGATTATTAGACGG -3'

3) Gen cka ima zapis za kolicin K. Vsebuje dva operatorja, na katera se veze LexA z
visoko afiniteto, saj se vezavni mesti za LexA prekrivata v enem nukleotidu (Mrak in
sod., 2007) . Tar¢no zaporedje smo pripravili tako, da smo s PCR pomnozili zaporedje
na plazmidu pKCT]1 (preglednica 3), pri ¢emer smo uporabili zafetna oligonukleotida
CkaUpBio in CkaDown (preglednica 2). Tar¢no zaporedje "cka" (121 bp):

5'- CCATGCTCTTGACATGGACAATGCTGAGTAGTAGGTTTTTACTGTACATA
1. dimer LexA

AAACCAGTGGTTATATGTACAGTATATTGTTTTTAATTTATTGTTTTAATTAT
2. dimer LexA

CAAAGAACT -3

4) Operatorsko zaporedje gena cka, ki ima mutacijo v enem mestu za vezavo LexA
(krepko in rdece v zaporedju), se imenuje "cka L box". Na to operatorsko mesto se z
visoko afiniteto veze le en dimer LexA. Tar¢no zaporedje smo pripravili tako, da smo s
PCR pomnozili zaporedje na plazmidu pKCT3-UP1 (preglednica 3), pri ¢emer smo
uporabili zacetna oligonukleotida CkaUpBio in CkaDown (preglednica 2). Tar¢no
zaporedje "cka L box" (121 bp):

5'- CCATGCTCTTGACATGGACAATGCTGAGTAGTAGGTTTTTACCATACATA

AAACCAGTGGTTATATGTACAGTATATTGTTTTTAATTTATTGTTTTAATTAT
2. dimer LexA

CAAAGAACT -3
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5) Operatorsko zaporedje gena cka, ki ima mutacijo v obeh mestih za vezavo LexA
(krepko in rdece v zaporedju), se imenuje "cka UP3". Na to operatorsko zaporedje se
LexA ne more vezati. Tar¢no zaporedje smo pripravili tako, da smo s PCR pomnozili
zaporedje na plazmidu pKCT3-UP3 (preglednica 3), pri ¢emer smo uporabili zacetna
oligonukleotida CkaUpBio in CkaDown (preglednica 2). Tar¢no zaporedje "cka UP3"
(121 bp):

5'- CCATGCTCTTGACATGGACAATGCTGAGTAGTAGGTTTTTACCATACATA

AAACCTGTGGTTATATGTAGCGTATATTGTTTTTAATTTATTGTTTTAATTAT

CAAAGAACT -3
Vse produkte PCR smo pred uporabo ocistili s kompletom za ¢iS¢enje produktov PCR
"QIAquick PCR Purification Kit" po navodilih proizvajalca in z agarozno gelsko
elektroforezo preverili ustreznost produktov PCR.

3.2.13 Test zamika elektroforezne mobilnosti (EMSA-Electrophoretic Mobility Shift
Assay)

Z EMSA smo preverili vezavo LexA na razlicna tar¢na zaporedja DNA. Pripravili smo
razlicne koncentracije LexA v pufru za vezavo LexA na DNA. Posamezne redCitve
proteina smo inkubirali skupaj z DNA 10 min pri 25 °C v pufru za vezavo LexA na DNA.
Po vezavi smo preverili nastanek kompleksov protein-DNA na 2,5-odstotnem agaroznem
gelu. Elektroforeza je potekala v pufru TBE, 3 h pri 60 V. Po koncu elektroforeze smo
agarozni gel 15 min barvali v pufru TBE, ki smo mu dodali etidijev bromid do kon¢ne
koncentracije 5 ng/mL.

3.2.14 Prenos western in imunodetekcija

S prenosom western smo preverili ali proteazi trombin (Novagen, Nemcija) in tripsin
(Sigma, ZDA) odcepita histidinski repek (His)s. Trombin je proteaza, ki reze v zaporedju
LeuValProTrp|GliSer. Protein LexA ima mesto za cepitev s trombinom na N-terminalnem
delu tik pred (His)s. Zato lahko trombin odcepi (His)s s proteina LexA. Trombin cepi tar¢ni
protein v masnem razmerju 1: 2000. Za proteazo tripsin Se ni bilo jasno, ali lahko odcepi
(His)s s proteina LexA. Pri tem testu smo pripravili 3 reakcijske meSanice, ki smo jih nato
analizirali s prenosom western:

1) Proteinu LexA (0,9 pg) smo dodali ustrezno koncentracijo trombina in vzorec inkubirali
2 h pri 20 °C.

2) LexA (0,9 pg) smo najprej vezali na DNA (0,8 ug) v pufru za vezavo LexA na DNA in
nato dodali ustrezno koncentracijo tripsina. Vzorec smo inkubirali 30 min pri 25 °C.

3) LexA (0,9 pg) je bil prost v raztopini, ko smo mu dodali tripsin (0,1 pg). Vzorec smo
inkubirali 30 min pri 25 °C.
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Proteine smo z NaDS-PAGE gela prenesli na PVDF membrane (Mini Trans-Blot, Bio-
Rad, Hercules, ZDA) z mokrim prenosom. Membrane smo najprej nekaj sekund namakali
v 100 % metanolu, nato pa smo jih skupaj s peno in filter papirji 30 min namakali v pufru
za prenos western. Sistem za prenos smo sestavili po navodilih proizvajalca (Mini Trans-
Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad, Hercules, ZDA). Membrana in gel sta bila
obdana s papirji in peno za prenos. Membrana je bila na strani anode, gel pa na strani
katode. Prenos je potekal 90 min pri 150 mA.

Po koncanem prenosu smo membrano preko noci inkubirali v pufru za blokiranje PVDF
membran. Naslednji dan smo membrano 2 h inkubirali v pufru za blokiranje s primarnimi
protitelesi. Membrano smo spirali 5-krat po 10 min v pufru za spiranje in jo nato 90 min
inkubirali v pufru za blokiranje s sekundarnimi protitelesi, konjugiranimi s peroksidazo.
Membrano smo na koncu spirali 5-krat po 10 min v pufru za spiranje, nato pa smo
sekundarna protitelesa zaznali s peroksidaznim substratom v pufru za razvijanje PVDF
membran. Ta protokol smo ponovili 2-krat, saj smo v prvem koraku uporabili za primarna
protitelesa misja protitelesa proti pentahistidenskemu repku in nato proti tem sekundarna
protitelesa (kozja protimis$ja protitelesa). V drugem koraku pa smo za primarna protitelesa
uporabili kunc¢ja protitelesa proti N-terminalni domeni proteina LexA in nato proti tem
sekundarna protitelesa (kozja protizaj¢ja protitelesa). Konc¢na koncentracija primarnih in
sekundarnih protiteles v raztopini je bila 0,5 pg/mL.

3.2.15 Cepitev proteina LexA s tripsinom

S to metodo smo preverili stabilnost vezave LexA na razli¢na operatorska zaporedja. LexA
smo najprej vezali na pripravljena tarcna zaporedja DNA in nato sprozili cepitev LexA s
proteazo tripsin (Sigma, ZDA). Tripsin cepi LexA pri aminokislinskem ostanku Arg-67. Ta
je v blizini regije, ki povezuje CTD in NTD molekule proteina LexA. Pri cepitvi s
tripsinom nastanejo podobni produkti cepitve, kot pri z RecA sproZeni avto-katalitski
cepitvi LexA (Little, 1991). Tripsin naj bi cepil LexA le, ko je LexA prost v raztopini oz.
ko LexA ni vezan na DNA. Aminokislinski ostanek Arg-67 je namre¢ v raztopini
izpostavljen, ko je LexA prost. V kolikor pa je LexA vezan na DNA, je Arg-67 zakrit v
strukturi proteina (slika 13). Tripsin cepi LexA v masnem razmerju 1:50 (Oertel-Buchheit
in sod., 1998).

Slika 13: Mesto cepitve LexA s proteazo tripsin. A: LexA prost v raztopini. Aminokislinski ostanek Arg-67
je izpostavljen in tripsin ga lahko cepi. B: LexA vezan na DNA. Specificna konformacija onemogo¢i tripsinu
dostop do Arg-76 (Butala, neobjavljeno).
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Ko se je LexA vezal na DNA, smo reakcijski meSanici dodali tripsin in meSanico
inkubirali pri 37 °C. Pripravili smo torej 5 reakcijskih meSanic za cepitev LexA, vezanega
na posamezna tarc¢na zaporedja.

Reakcijska meSanica:

10 uL LexA (0,45 mg/mL)
12,5 pL pufra za vezavo LexA na DNA Enaka reakcijska meSanica za 5
40 pnL posamezne DNA (0,26 pg/uL) razli¢nih tar¢nih zaporedij DNA
5 pL tripsina (0,1 mg/mL)

Iz reakcijske meSanice smo po 0 min, 5 min, 15 min, 30 min in 60 min inkubacije odvzeli
po 10 uL mesSanice in ustavili reakcijo cepitve tako, da smo vzorec dali na led in mu dodali
nanaSalni pufer za NaDS-PAGE. Cepitev LexA oz. produkte cepitve smo preverili z
NaDS-PAGE.

3.2.16 Priprava aktivnega filamenta RecA-ssDNA

RecA smo aktivirali tako, da smo ga 2 h skupaj z enoverizno DNA inkubirali v pufru za
aktivacijo RecA pri 25 °C. Kon¢na koncentracija DNA je bila 2,2 uM. Nukleotidno
zaporedje enoverizne DNA: 5'-GGGTGTGTGGTGGTGTGC-3'.

3.2.17 Z RecA sproZena avto-katalitska cepitev LexA

Za test z RecA sprozene avto-katalitske cepitve LexA smo najprej aktivirali RecA z
metodo priprave aktivnega filamenta RecA (3.2.16). Nato smo LexA vezali na razli¢na
operatorska zaporedja DNA, kot je opisano pri metodi Cepitev LexA s tripsinom (3.2.15).
Ko se je LexA vezal na DNA, smo vzorcu dodali pufer za z RecA sprozeno cepitev LexA
ter aktiviran RecA.

Reakcijska meSanica:

2 uL LexA (0,45 mg/mL)

6 uL DNA (0,26 pg/uL)

2,5 uL pufra za vezavo LexA na DNA

4,5 uL pufra za z RecA sprozeno cepitev LexA
4 uL aktiviranega RecA (0,40 mg/mL)

Za vsako tar¢no zaporedje DNA smo pripravili 5 takSnih reakcijskih meSanic in jih po
dodatku aktiviranega RecA razli¢no dolgo inkubirali pri 37 °C. DolZine inkubacije so bile
0 min, 5 min, 15 min, 30 min in 60 min.

Reakcijo cepitve smo ustavili tako, da smo vzorec dali na led in mu dodali nanasalni pufer
za NaDS-PAGE. Cepitev LexA oz. produkte cepitve LexA smo preverili z NaDS-PAGE.
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Pri vseh reakcijah cepitve smo s pomocjo cepitve s tripsinom Zeleli preveriti, ali se je LexA
res vezal na taréno DNA in ali je bil ves LexA po 60 min inkubacije prost v raztopini (je
disociiral z DNA) in bil tako dostopen za cepitev. Ugotovili smo, da tripsin cepi LexA, ko
ta ni vezan na DNA. Zato smo pripravili dve reakcijski meSanici. V prvi je bil LexA vezan
na tar¢no zaporedje DNA, v drugi pa je bil prost v raztopni. Obema reakcijskima
mesSanicama smo dodali tripsin in vzorce inkubirali 1 h pri 37 °C.

Reakcijski meSanici za preverjanje vezave LexA na DNA s tripsinom:

2 uL LexA (0,45 mg/mL), 6 uL. DNA (0,26 pg/uL), 2,5 pL pufra za vezavo DNA, 1 pL.
tripsina (0,1 mg/mL)

2 pL LexA (0,45 mg/mL), 6 pL dH,O, 2,5 pL pufra za vezavo DNA, 1 pL tripsina
(0,1 mg/mL)
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4 REZULTATI

4.1 IZRAZANIJE IN CISCENJE PROTEINOV LexA IN RecA
Z NaDS-PAGE smo analizirali izrazanje in Cistost proteinov LexA (22,4 kDa) in RecA
(37,8 kDa). Izrazanje obeh proteinov je bilo uspesno, saj smo dobili produkte ustreznih

velikosti, kot je razvidno s slike 14. Proteina LexA in RecA sta imela histidinski repek
(His)s. Bila sta dovolj Cista za uporabo v nadaljnjih analizah.

— RecA

— LexA

1 2 3

Slika 14: NaDS-PAGE analiza izoliranih proteinov RecA in LexA. V prvi jamici je velikostna lestvica, v
drugi jamici je RecA (1,2 pg), v tretji jamici je LexA (0,9 ug).

4.2 PRENOS WESTERN

Zanimalo nas je, ali proteazi tripsin in trombin odcepita histidinski repek (His)s na N-
terminalnem delu LexA. V ta namen smo izvedli reakcije cepitve LexA s trombinom in
tripsinom in potek cepitve analizirali s prenosom western.

Z NaDS-PAGE gela smo proteine oz. produkte cepitve prenesli na PVDF membrane in jih
detektirali s pomocjo dveh vrst primarnih protiteles. Na sliki 15 (levo) je prikazana
membrana po tretiranju s protitelesi proti pentahistidinskemu repku (His)s. Pri uporabi
slednjih primarnih protiteles so se v jamicah 2-5 na membrani pokazale lise v viSini
proteina LexA s histidinskim repkom (His)e. V jamici 2, kjer je bil samo LexA, je ta lisa
zelo mocna, v jamicah 3-5 pa so lise na visini LexA s (His)s zelo Sibke. Pri jamici 5 je bila
lisa s prostim o¢esom vidna, na sliki pa se je skoraj ne vidi.

Nato smo uporabili Se protitelesa proti N-terminalni domeni LexA (desno). Tik pod liso, ki
nakazuje na LexA s (His)g, sta se pri jamicah 3 in 4 pojavili zelo moc¢ni lisi na viSini LexA,
pri jamici 5 pa se je na tej viSini pojavila komaj vidna lisa. Pri cepitvi LexA s tripsinom so
poleg Ze omenjenih lis (LexA z in brez histidinskega repka) vidni tudi drugi produkti
cepitve. Na membrani je zelo olitna razlika med obema variantama cepitve LexA s
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tripsinom. V primeru, ko je bil LexA vezan na DNA, je lisa na visini LexA brez (His)e
mocna, vidnih je tudi ve¢ produktov cepitve. V primeru, ko je bil LexA prost v raztopini,
pa je lisa na viSini LexA brez (His)s komaj vidna in tudi drugih produktov cepitve LexA je
zelo malo.

LexA TROMBIN TRIPSIN LexA TROMBIN TRIPSIN
LexA s (His)g

LexA brez
(His)s

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Slika 15: Odtis western. Levo: membrana po uporabi protiteles proti (His)s. Desno: membrana po uporabi
protiteles proti N-terminalni domeni LexA. 1. jamica: velikostna lestvica, 2. jamica: LexA (0,9 pg), 3.
jamica: cepitev LexA (0,9 pg) s trombinom, 4. jamica: cepitev LexA (0,9 pg) s tripsinom (LexA vezan na
DNA), 5. jamica: cepitev LexA (0,9 pg) s tripsinom (LexA prost v raztopini).

4.3 TEST ZAMIKA ELEKTROFOREZNE MOBILNOSTI (EMSA)

Z EMSA smo preverili vezavo LexA na razli¢na tar¢na zaporedja DNA. Zanimalo nas je,
ali se na posamezno zaporedje DNA veze en dimer LexA, ali se vezeta po dva dimera
LexA. Pripravili smo razlicne koncentracije LexA in jih vezali na taréna zaporedja DNA
ter preverili nastanek kompleksov LexA-DNA na 2,5-odstotnih agaroznih gelih. Vse
reakcijske meSanice so vsebovale priblizno 400 ng DNA. Na slikah 15-18 so prikazani
agarozni geli po barvanju z etidijevim bromidom.

S slik 16 in 17 je razvidno, da je priSlo do zamika potovanja DNA (operatorski zapored;i
genov recA in umuD) v gelu, ko je bilo v reakcijski meSanici 18 ng LexA (jamica 5). DNA
se je zamaknila le za en nivo, saj se je nanjo vezal le en dimer.

— En dimer LexA vezan na

200 bp DNA (recA)

100 bp

— DNA (83 bp)

1 2 3 4 5 6 7 8

Slika 16: EMSA: Zamik potovanja DNA ob vezavi LexA na operatorsko zaporedje gena rec4. 1. jamica: 50
bp lestvica, 2. jamica: samo DNA, 3. jamica: 0,72 ng LexA, 4. jamica: 3,6 ng LexA, S. jamica: 0,018 pg
LexA, 6. jamica: 0,09 ng LexA, 7. jamica: 0,225 pug LexA, 8. jamica: 0,675 pg LexA.
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— En dimer LexA vezan na
DNA (umuD)

— DNA (98 bp)

1 2 3 4 5 6 7 8

Slika 17: EMSA: Zamik potovanja DNA ob vezavi LexA na operatorsko zaporedje gena umuD. 1. jamica:
50 bp lestvica, 2. jamica: samo DNA, 3. jamica: 0,72 ng LexA, 4. jamica: 3,6 ng LexA, 5. jamica: 0,018 pg
LexA, 6. jamica: 0,09 pg LexA, 7. jamica: 0,225 ug LexA, 8. jamica: 0,675 pg LexA.

S slik 18 in 19 je razvidno, da je prislo do zamika potovanja DNA (operatorsko zaporedje
gena cka in zaporedje "cka L box") v gelu, ko je bilo v reakcijski meSanici 18 ng LexA
(Jamica 5). Ko je bil LexA vezan na operatorsko zaporedje gena cka (slika 18) je priSlo do
dveh zamikov pri 90 ng LexA (jamica 6). Ko je bil LexA vezan na zaporedje "cka L box"
(slika 19) pa je bil drugi zamik jasno viden Sele pri 225 ng LexA (jamica 7). Prvi zamik
nakazuje na vezavo enega dimera LexA na DNA, drugi zamik pa na vezavo dveh dimerov
LexA na DNA. V primeru operatorskega zaporedja gena cka (slika 18) je bil pri 225 ng
LexA prvi zamik zabrisan. Viden je bil le drugi zamik, saj sta bila na vso DNA vezana po
dva dimera. Pri 675 ng LexA (jamica 8) na gelu ni bilo vidnega zamika. V primeru
zaporedja "cka L box" (slika 19) sta bila Sele pri 675 ng LexA na vso DNA vezana po dva
dimera.

— Dva dimera LexA vezana
na DNA (cka)

— En dimer LexA vezan na

200 bp DNA (cka)

100 bp —» DNA (121 bp)

1 2 3 4 5 6 7 8

Slika 18: EMSA: Zamik potovanja DNA ob vezavi LexA na operatorsko zaporedje gena cka. 1. jamica: 50
bp lestvica, 2. jamica: samo DNA, 3. jamica: 0,72 ng LexA, 4. jamica: 3,6 ng LexA, 5. jamica: 0,018 pg
LexA, 6. jamica: 0,09 ng LexA, 7. jamica: 0,225 pug LexA, 8. jamica: 0,675 pg LexA.

— Dva dimera LexA vezana
na DNA (cka L box)

— En dimer LexA vezan na
DNA (cka L box)

—> DNA (121 bp)

1 2 3 4 5 6 7 8

Slika 19: EMSA: Zamik potovanja DNA ob vezavi LexA na operatorsko zaporedje "cka L box". 1. jamica:
50 bp lestvica, 2. jamica: samo DNA, 3. jamica: 0,72 ng LexA, 4. jamica: 3,6 ng LexA, 5. jamica: 0,018 pg
LexA, 6. jamica: 0,09 ng LexA, 7. jamica: 0,225 pug LexA, 8. jamica: 0,675 pg LexA.
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4.4 CEPITEV LexA S TRIPSINOM

Preveriti smo zeleli stabilnost vezave LexA na posamezna tar¢na zaporedja DNA. LexA
smo vezali na pripravljena taréna zaporedja DNA, nato pa smo dodali tripsin, ki cepi LexA
pri aminokislinskem ostanku Arg-67. Reakcije cepitve, ki so potekale pri 37 °C smo
ustavili po 0 min, 5 min, 25 min, 30 min in 60 min inkubacije, kar je na gelu oznaceno z 0',
5', 15, 30" in 60'. Cepitev smo preverili na NaDS-PAGE. Jamica, kjer smo dodali samo
necepljen LexA, je na vseh gelih oznacena s "samo LexA". V prvi jamici je na vseh gelih
velikostna lestvica. V jamicah, kjer so rezultati cepitve LexA, je priblizno 0,67 ug LexA.

S slik 20 in 21 je razvidno, da se z daljSanjem cCasa inkubacije, intenzivnost lis na viSini
LexA s (His)s zmanjsuje, intenzivnost lis na viSini LexA brez (His)s pa se povecuje.
Povecuje se intenzivnost lis, ki kazejo na produkte cepitve LexA s tripsinom. Tripsin za¢ne
cepiti LexA pri Arg-67 Ze po 5 min inkubacije.

kDa

25 — LexA (His)g
— LexA brez
(His)s
— Produkti
15 cepitve LexA

Slika 20: NaDS-PAGE: Cepitev LexA s tripsinom, ko je LexA vezan na operator gena recA. L oznacuje
lestvico, sledijo razli¢ni ¢asi inkubacije LexA s tripsinom in necepljen LexA.

kDa

25 — LexA (His)g
— LexA brez
(His)s
15 — Produkti
cepitve LexA

Slika 21: NaDS-PAGE: Cepitev LexA s tripsinom, ko je LexA vezan na operator gena umuD. L oznacuje
lestvico, sledi necepljen LexA in razli¢ni ¢asi inkubacije LexA s tripsinom.

S slike 22 je razvidno, da se z daljSanjem ¢asa inkubacije, intenzivnost lis na visini LexA s
(His)s zmanjSuje, intenzivnost lis na viSini LexA brez (His)s povecuje. Intenzivnost lis, ki
kaZejo na cepitev LexA pri Arg-67 s tripsinom, se povecuje komaj opazno, kar pomeni, da
reakcija cepitve LexA s tripsinom poteka pocasneje kot v primeru, ko je LexA vezan na
operatorja genov recA in umuD.
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kDa
— LexA (His)g
25 — LexA brez
(His)s
— Produkti
15 cepitve LexA

Slika 22: NaDS-PAGE: Cepitev LexA s tripsinom, ko je LexA vezan na operator gena cka. L oznacuje
lestvico, sledijo razli¢ni ¢asi inkubacije LexA s tripsinom in necepljen LexA.

S slike 23 je razvidno, da se z daljSanjem Casa inkubacije, intenzivnost lise na visini LexA
s (His)s zmanjsuje, intenzivnost lise na visini LexA brez (His)s pa se povecuje. Povecuje se
intenzivnost lis, ki kaZejo na produkte cepitve LexA s tripsinom. Tripsin zacne cepiti LexA
pri Arg-67 po 5 min inkubacije.

kDa

— LexA (His)s
— LexA brez
(HiS)6

25

— Produkti cepitve
LexA

Slika 23: NaDS-PAGE: Cepitev LexA s tripsinom, ko je LexA vezan na zaporedje "cka L box". L oznacuje
lestvico, sledijo razli¢ni ¢asi inkubacije LexA s tripsinom in necepljen LexA.

15

S slike 24 je razvidno, da se z daljSanjem ¢asa inkubacije, intenzivnost lise na viSini LexA
s (His)s zmanjsuje. Lisa izgine Ze po 15 min inkubacije. Intenzivnost lise na visini LexA
brez (His)s se poveca le pri 15 min inkubacije, potem pa za¢ne intenzivnost padati. Po 30
min inkubacije lisa na visini LexA brez (His)s popolnoma izgine. Na sliki 24 je vidno, da
se z daljSanjem cCasa inkubacije povecuje intenzivnost lis, ki kaZejo na produkte cepitve
LexA s tripsinom.

kDa

— LexA (His)s
- — LexA brez
i (His)s
~ — Produkti cepitve
- LexA

25

15

Slika 24: NaDS-PAGE: Cepitev LexA s tripsinom, ko je LexA vezan na zaporedje "cka UP3". L oznacuje
lestvico, sledijo razli¢ni ¢asi inkubacije LexA s tripsinom in necepljen LexA.
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Rezultati nakazujejo, da tripsin pri Arg-67 cepi LexA, ki ni specifi¢no vezan na DNA. Zato
lahko z metodo cepitve represorja LexA S proteazo tripsin sledimo sproS¢anju represorja z
operatorskih zaporedij DNA.

4.5 Z RecA SPROZENA AVTO-KATALITSKA CEPITEV LexA

Zeleli smo ugotoviti, ali RecA sprozi avto-katalitsko cepitev LexA, ko je LexA vezan na
DNA. LexA smo vezali na razli¢na tar¢na zaporedja DNA in izvedli test z RecA sprozene
avto-katalitske cepitve LexA. Med reakcijo cepitve bo LexA disociiral z DNA in presel v
raztopino. V kolikor aktivni filament RecA sprozi cepitev le na DNA vezanega represorja
LexA, se bo z daljSanjem inkubacije LexA vezanega na DNA z aktivnim filamentom
RecA, povecevala koli¢ina produktov cepitve LexA. Vedno ve¢ bo namre¢ represorja
LexA v konformaciji, katere cepitev lahko sprozi RecA.

Z NaDS-PAGE smo preverili potek z RecA sprozene avto-katalitske cepitve RecA, ki je
bil viden kot zmanjSevanje intenzitete lis v visini proteina LexA in nastajanju produktov
cepitve LexA na gelu (slike 25-29). Reakcija cepitve je potekala pri 37 °C. V vseh jamicah
je masa LexA 0,9 pg, masa RecA pa 1,6 pg.

S slike 25 je razvidno, da se intenziteta lis v viSini LexA v odvisnosti od Casa inkubacije
LexA z aktivnim filamentom RecA zniZuje, intenziteta lis, ki nakazujejo produkte z RecA
sprozene avto-katalitske cepitve LexA, pa se zviSuje (jamice 5-9). Pri jamici 3, kjer je bil
LexA vezan na DNA, vidimo, da je tripsin z LexA odcepil histidinski repek, ter da je nekaj
LexA cepil tudi pri Arg-67. Pri jamici 4, kjer je bil LexA prost v raztopini, pa je vidnih
manj produktov cepitve LexA s tripsinom. Pri teh dveh jamicah je verjetno prislo do
zamenjave vzorcev pri nanasanju na gel, saj so bili pri¢akovani rezultati ravno obratni.

kDa
— RecA
40
35
)5 — LexA (His)s
— LexA brez (His)g
15
— Produkti
10 cepitve LexA

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Slika 25: NaDS-PAGE: Z RecA sprozena avto-katalitska cepitev LexA, ko je LexA vezan na operatorsko
mesto gena recA. 1. jamica: velikostna lestvica, 2. jamica: LexA, 3. jamica: cepitev LexA s tripsinom (LexA
vezan na DNA), 4. jamica: cepitev LexA s tripsinom (LexA prost v raztopini) 5.-9. jamica: cepitev LexA z
RecA (razli¢ne dolzine poteka reakcije cepitve).
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S slike 26 je razvidno, da se intenziteta lis v viSini LexA v odvisnosti od Casa inkubacije
LexA z aktivnim filamentom RecA znizuje, intenziteta lis, ki nakazujejo produkte cepitve
LexA, pa se zviSuje (jamice 5-9). Pri jamici 3, kjer je bil LexA vezan na DNA vidimo, da
je tripsin odcepil histidinski repek z LexA ter razcepil le nekaj LexA, pri jamici 4, kjer je
bil LexA prost v raztopini, pa je tripsin razcepil skoraj ves LexA.

kDa

— RecA
40
35

— LexA (His)g
25 — LexA brez (His)g
15 —» Produkti

cepitve LexA

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Slika 26: NaDS-PAGE: Z RecA sprozena avto-katalitska cepitev LexA, ko je LexA vezan na operatorsko
mesto gena umuD. 1. jamica: velikostna lestvica, 2. jamica: LexA, 3. jamica: cepitev LexA s tripsinom
(LexA vezan na DNA), 4. jamica: cepitev LexA s tripsinom (LexA prost v raztopini) 5.-9. jamica: cepitev
LexA z RecA (razli¢ne dolzine poteka reakcije cepitve).
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S slike 27 je razvidno, da se intenziteta lis v viSini LexA v odvisnosti od Casa inkubacije
LexA z aktivnim filamentom RecA znizuje, intenziteta lis, ki nakazujejo produkte cepitve
LexA, pa se zviSuje (jamice 5-9). Koli¢ina produktov z RecA sprozene avto-katalitske
cepitve pa vseeno enakomerno naras¢a v odvisnosti od ¢asa inkubacije. Pri jamici 3, kjer je
bil LexA vezan na DNA vidimo, da je tripsin z LexA odcepil histidinski repek in razcepil
le nekaj LexA, pri jamici 4, kjer je bil LexA prost v raztopini, pa je tripsin razcepil skoraj
ves LexA.

kDa
— RecA
40
35
— LexA (His)g
— LexA brez (His)s
25
15
— Produkti
10 cepitve LexA

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Slika 27: NaDS-PAGE: Z RecA sprozena avto-katalitska cepitev LexA, ko je LexA vezan na operatorsko
mesto gena cka. 1. jamica: velikostna lestvica, 2. jamica: LexA, 3. jamica: cepitev LexA s tripsinom (LexA
vezan na DNA), 4. jamica: cepitev LexA s tripsinom (LexA prost v raztopini) 5.-9. jamica: cepitev LexA z
RecA (razli¢ne dolzine poteka reakcije cepitve).
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S slik 28 in 29 je razvidno, da se intenziteta lis v viSini LexA v odvisnosti od Casa
inkubacije LexA z aktiviranim RecA zniZuje, intenziteta lis, ki nakazujejo produkte cepitve
LexA, pa se zvisuje (jamice 5-9). Tako pri jamici 3, kjer je bil LexA vezan na DNA, kot
tudi pri jamici 4, kjer je bil LexA prost v raztopini, je vidno, da je tripsin razcepil skoraj
ves LexA.

— RecA

— LexA (His)g

— Produkti
cepitve LexA

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Slika 28: NaDS-PAGE: Z RecA sproZena avto-katalitska cepitev LexA, ko je LexA vezan na operatorsko
zaporedje "cka L box". 1. jamica: velikostna lestvica, 2. jamica: LexA, 3. jamica: cepitev LexA s tripsinom
(LexA vezan na DNA), 4. jamica: cepitev LexA s tripsinom (LexA prost v raztopini) 5.-9. jamica: cepitev
LexA z RecA (razli¢ne dolzine poteka reakcije cepitve).
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40

35
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Slika 29: NaDS-PAGE: Z RecA sprozena avto-katalitska cepitev LexA, ko je LexA vezan na operatorsko
zaporedje "cka UP3". 1. jamica: velikostna lestvica, 2. jamica: LexA, 3. jamica: cepitev LexA s tripsinom
(LexA vezan na DNA), 4. jamica: cepitev LexA s tripsinom (LexA prost v raztopini) 5.-9. jamica: cepitev
LexA z RecA (razlicne dolzine poteka reakcije cepitve).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 [ZRAZANIJE IN CISCENJE PROTEINOV LexA in RecA

Pripravili smo plazmida za izrazanje rekombinantnih proteinov LexA in RecA. Izrazanje
obeh proteinov je bilo uspesno, saj smo pridobili zadostne koli€ine proteinov za nadaljnje
proucevanje. Proteina nam je uspelo brez tezav tudi ocistiti do > 95-odstotne Cistosti. Tako
je bil morebiten vpliv proteinskih necisto¢ na potek reakcij pri nadaljnjem proucevanju
zanemarljiv.

5.2 ZAMIK ELEKTROFOREZNE MOBILNOSTI (EMSA)

Z EMSA smo preverili vezavo represorja LexA na posamezna tar¢na zaporedja DNA, ki
smo jih pripravili s PCR. Vsa pripravljena tar¢na zaporedja DNA so bila dolga priblizno
100 bp in so na sredini vsebovala eno ali dve operatorski zaporedji za vezavo LexA. LexA
smo inkubirali skupaj z DNA in preverili nastanek kompleksov protein-DNA. Glede na
Stevilo dimerov LexA, ki so se vezali na DNA, je bil viden zamik v potovanju DNA v
agaroznem gelu. V primeru vezave enega dimera LexA je bil viden en sam zamik, v
primeru vezave dveh dimerov LexA na DNA pa sta bila vidna dva zamika. 1z rezultatov je
razvidno, da se je na operatorski zaporedji genov recA in umuD vezal en dimer LexA, kar
je bilo v skladu z naSimi pricakovanji, saj imata operatorja genov recA in umuD le eno
vezavno mesto za LexA (Fernandez de Henestrosa in sod., 2000). Operatorja genov recA
in umuD se minimalno razlikujeta od ohranjenega zaporedja CTGT-ATATATAT-ACAG
(Walker, 1984). Operator gena recA ima zaporedje 5'-TACTGTATGCTCATACAGTA-
3', operator gena umuD pa ima zaporedje 5'-TACTGTATAAAAACAGTA-3". S krepkim
tiskom so oznacena najbolj ohranjena zaporedja v vezavnem mestu za LexA posameznega
operatorja. To so nukleotidi, s katerimi represor LexA specificno reagira.

Na operatorsko zaporedje gena cka sta se vezala dva dimera LexA. Gen cka ima dve
operatorski mesti za vezavo LexA, ki se med seboj prekrivata v enem nukleotidu. Zaradi
tega naj bi priSlo do interakcije med dvema dimeroma LexA, ki se vezeta na DNA
kooperativno in zato bolj stabilno (Mrak in sod., 2007). Operatorsko zaporedje gena cka
vsebuje dve vezavni mesti za LexA v naslednjem zaporedju: 5'-
TACTGTACATAAAACCAGTGGTTATATGTACAGTA-3". V krepkem tisku so
nukleotidi, s katerimi LexA specifi¢no reagira.

Tudi na zaporedje "cka L box", ki je mutirano operatorsko zaporedje gena cka (Mrak in
sod., 2007) sta se vezala dva dimera LexA. Ce primerjamo vezavo LexA na operatorsko
zaporedje cka in zaporedje "cka L box", vidimo, da so potrebne visje koncentracije
represorja LexA, da pride do zasi¢enja obeh operatorskih mest na mutirani razlicici
operatorja gena cka. Mutacija v "cka L box" torej ne prepreci vezave LexA na operator,
temveC zmanj$a afiniteto vezave LexA na mestu mutacije.

Dokazali smo, da se LexA veZe na vsa tar¢na zaporedja DNA, ki smo jih pripravili s
pomocjo PCR in da se na operatorska zaporedja genov recA, umuD ter cka veze ustrezno
Stevilo dimerov LexA. Poleg tega so Butala in sod. potrdili, da se LexA ne veze specifi¢no
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na operatorsko zaporedje gena cka, ki ima okvarjeni obe operatorski mesti za vezavo LexA
("cka UP3", neobjavljeni rezultati).

53 PRENOS WESTERN

Z metodo prenosa western smo preverili, ali proteazi trombin in tripsin odcepita histidinski
repek (His)s z N-terminalnega dela LexA. Trombin reze protein v zaporedju
LeuValProTrp|GliSer. To zaporedje je vseboval rekombinantni protein LexA na N-
terminalnem delu takoj za (His)s, zato smo predvidevali, da proteaza trombin uspesno
odcepi (His)s z LexA. Za proteazo tripsin $e ni bilo jasno, ali lahko odcepi (His)s s proteina
LexA. Znano pa je, da tripsin cepi LexA pri aminokislinskem ostanku Arg-67 (Oertel-
Buchheit in sod., 1998). Rezultati so vidni na sliki 19. Ugotovili smo, da obe proteazi
odcepita (His)s z LexA, kar je v skladu z nasimi pri¢akovanji. Tripsin je odcepil (His)s z
LexA, ko je bil LexA prost v raztopini in tudi, ko je bil LexA vezan na DNA. Ugotovili
smo torej Se, da tripsin lahko reagira z LexA in odcepi (His)s ne glede na to, ali je LexA
vezan na DNA, ali pa je prost v raztopini.

Pri prenosu western so rezultati pokazali tudi sledece: v primeru, ko je bil LexA vezan na
DNA, je bila lisa v viSini LexA brez (His)s zelo mocna, kar potrjuje, da je tripsin lahko
reagiral z vsemi molekulami LexA. Vidni so bili tudi znacilni produkti cepitve LexA s
tripsinom (priblizno 15 kDa velik fragment) pri aminokislinskem ostanku Arg-67. 1z tega
lahko sklepamo, da je tripsin cepil nekaj LexA pri Arg-67. Vecina pa LexA je vseeno
ostalo necepljenega. V primeru prostega LexA je bila lisa v viSini LexA brez (His)q Sibka
oz. komaj vidna, iz Cesar lahko sklepamo, da je tripsin razcepil ve€ino LexA pri Arg-67.
To dodatno potrjuje rezultate cepitve LexA s tripsinom, saj smo ugotovili, da tripsin cepi
LexA pri aminokislinskem ostanku Arg-67 le, ko je LexA prost v raztopini. Do tega pride
zaradi znacilne konformacije, ki jo LexA zavzame, ko ni vezan na DNA. V taksni
konformaciji je Arg-67 izpostavljen in tako na voljo za cepitev s tripsinom (Oertel-
Buchheit in sod., 1998).

Ni jasno, zakaj ni vidnih ve¢ produktov cepive LexA pri Arg-67 s tripsinom, ko je bil
LexA prost v raztopini. Ena izmed moznosti je, da ni pri§lo do prenosa produktov z NaDS-
PAGE gela na membrano in jih zato nismo mogli zaznati s protitelesi. Mozno je tudi, da je
prislo do popolne razgradnje nevezanega LexA

54 CEPITEV LexA S TRIPSINOM

S cepitvijo LexA s tripsinom smo Zeleli preveriti stabilnost vezave LexA na razlina
operatorska zaporedja, ki smo jih pripravili s PCR. Na podlagi znanih ugotovitev v zvezi z
mehanizmom cepitve LexA s tripsinom (Oertel-Buchheit in sod., 1998) smo predpostavili,
da tripsin ne bo cepil LexA, dokler bo LexA vezan na DNA ter, da bo do cepitve LexA s
tripsinom prislo Sele, ko bo LexA disociiral z DNA. Po disociaciji LexA z DNA naj bi
namre¢ LexA preSel v konformacijo, pri kateri je aminokislinski ostanek Arg-67
izpostavljen raztopini. Tako lahko izpostavljen del pride v interakcijo s tripsinom in tripsin
lahko cepi LexA pri Arg-67. Sledili smo nastajanju produktov cepitve LexA s tripsinom in
na podlagi tega sklepali, kako hitro LexA disociira s posameznega operatorskega
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zaporedja. Pri tem nas je zanimala predvsem primerjava disociacije LexA z razli¢nih
operatorskih zaporedij, saj je bila metoda, ki smo jo uporabili premalo obcutljiva, da bi
lahko z njo proucevali kinetiko disociacije.

Rezultati so pokazali, da se je z daljSanjem casa inkubacije LexA vezanega na DNA s
tripsinom povecevala koli¢ina produktov cepitve LexA s tripsinom, torej je LexA v
odvisnosti od ¢asa disociiral z DNA in tripsin ga je cepil.

V primerih, ko je bil LexA vezan na operatorska zaporedja genov recA in umuD, smo
dobili podobna rezultata. Produkti cepitve LexA s tripsinom se pojavijo Ze po 5 min
inkubacije, kar pomeni, da je LexA relativno hitro disociiral z DNA. Da sta rezultata pri
teh dveh operatorskih zaporedjih podobna, je v skladu z naSimi pri¢akovanji, saj se na obe
zaporedji veze le en LexA dimer. Pricakovali pa smo, da bo med njima vseeno vidna
manjSa razlika med hitrostjo disociacije z DNA, saj se LexA na operatorsko zaporedje
gena umuD veze z visjo afiniteto, kot na operatorsko zaporedje gena rec4 (Fernandez de
Henestrosa in sod., 2000). Predvidevamo, da je bila metoda premalo obcutljiva.

Ce primerjamo rezultata, ko je bil LexA vezan na operatorski zaporedji genov recd in
umuD z rezultatom, ko je bil LexA vezan na operatorsko zaporedje gena cka, je razlika
med koli¢ino nastalih produktov cepitve LexA s tripsinom ocitna. V primeru operatorskega
zaporedja gena cka nastane malo produktov cepitve, njihova koli¢ina pa se v odvisnosti od
Casa inkubacije skoraj ne spreminja. Na operatorsko zaporedje gena cka se vezeta dva
dimera LexA z visoko afiniteto in zato s tega operatorskega zaporedja LexA disociira
pocasi.

Primerjava rezultatov, ko je bil LexA vezan na operatorsko zaporedje gena cka in na
zaporedji cka z mutacijami v LexA vezavnih mestih ("cka L box" in "cka UP3") nam
pokaze, da je v primerih mutiranih operatorskih zaporedij nastalo ve¢ produktov cepitve
LexA s tripsinom in da se je koli¢ina produktov cepitve povecevala v odvisnosti od ¢asa
inkubacije. LexA se je torej na mutirani operatorski zaporedji gena cka vezal z manjSo
afiniteto in zato hitreje disociiral z DNA. 1z rezultatov je tudi razvidno, da je v primeru
vezave LexA na "cka UP3" tripsin cepil ves LexA, kar se ujema s predhodnimi
ugotovitvami (Mrak in sod., 2007), da se na cka UP3 LexA ne veZe, oziroma se veze z
zelo nizko afiniteto.

Povzamemo lahko, da tripsin cepi LexA pri aminokislinskem ostanku Arg-67, ko LexA
disociira z DNA oz. ko je prost v raztopini. Vezava LexA na operatorska zaporedja genov
recA, umuD, cka in zaporedje "cka L box" inhibira cepitev LexA pri Arg-67 s tripsinom.
Vezava LexA na operatorska zaporedja genov recA, umuD, cka in zaporedji "cka L box"
ter "cka UP3" je razli¢no stabilna in LexA razli¢no hitro disociira z nastetih zaporedi;.

Rezultati cepitve LexA s tripsinom imajo tudi alternativno razlago. Mozno je, da tripsin
potrebuje zgolj vec Casa, da razcepi LexA, ne glede na to, ali LexA disociira z DNA ali
ostane vezan na DNA. Rezultate bi morali primerjati s podatki o kinetiki disociacije LexA
s posameznih operatorskih zaporedij. V kolikor bi vedeli, koliko ¢asa je potrebnega, da
vecina LexA disociira z nekega operatorskega zaporedja, bi z gotovostjo lahko trdili, da je
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bila po dolo¢enem casu inkubacije LexA s tripsinom, dolo¢ena koli¢ina proteina LexA
disociiranega z DNA in tako v konformaciji, ki jo tripsin lahko cepi.

5.5 Z RecA SPROZENA AVTO-KATALITSKA CEPITEV LexA

S testom z RecA sprozene avto-katalitske cepitve LexA smo zeleli preveriti naso hipotezo,
da RecA ne sprozi avto-katalitske cepitve LexA, ko je LexA vezan na DNA. V ta namen
smo LexA vezali na razliCna operatorska zaporedja, dodali aktiviran RecA in nato
spremljali potek cepitve v odvisnosti od ¢asa. Ze iz rezultatov cepitve LexA s tripsinom
lahko sklepamo, da se je z daljSanjem Casa inkubacije povecevala koli¢ina prostega LexA v
raztopini, saj je LexA disociiral z operatorskih zaporedij. Rezultati testa z RecA sprozene
avto-katalitske cepitve LexA so pokazali, da se je koli¢ina produktov cepitve LexA v
odvisnosti od ¢asa inkubacije LexA z aktiviranim RecA povecevala, koli¢ina LexA pa se je
zmanjSevala. Iz tega lahko sklepamo sledece: z daljSanjem casa inkubacije se je
povecevala koli¢ina disociiranega LexA z DNA. Tako je bilo v raztopini na voljo vedno
ve¢ prostega LexA in kot takSen je lahko vstopal v interakcijo z aktivnim filamentom
RecA, slednji pa je sprozil avto-katalitsko cepitev LexA. Nastali so znacilni produkti
cepitve LexA in njihova koli¢ina je z daljSanjem Casa inkubacije naraScala.

Ce med seboj primerjamo rezultate, ko je bil LexA vezan na razli¢na operatorska
zaporedja, vidimo, da rezultati sovpadajo z rezultati cepitve LexA s tripsinom. Ko je bil
LexA vezan na operatorsko zaporedje gena recA, so bili rezultati z RecA sprozene avto-
katalitske cepitve LexA podobni kot v primeru, ko je bil LexA vezan na operatorsko
zaporedje gena umuD. ZmanjSevanje intenzitete lis v viSini LexA in nastajanje produktov v
odvisnosti od Casa inkubacije je potekalo priblizno enako hitro, torej je LexA s teh dveh
operatorskih zaporedij disociiral priblizno enako hitro. To je bilo v skladu z naSimi
pricakovanji, saj se na obe operatorski zaporedji (recA in umuD) veze le en dimer LexA
(Fernandez de Henestrosa in sod., 2000). V primeru, ko je bil LexA vezan na operatorsko
zaporedje gena cka, pa se je intenziteta lis v viSini LexA zmanjSevala komaj opazno. Tudi
produktov z RecA sprozene avto-katalitske cepitve LexA je bilo malo in njihova koli¢ina
je narascala komaj opazno. Rezultat potrjuje ugotovitev, da se na operatorsko zaporedje
cka vezeta dva dimera LexA (Mrak in sod., 2007). Primerjamo lahko Se z RecA sproZeno
avto-katalitsko cepitev LexA, ko je bil LexA vezan na mutirana operatorska zaporedja
gena cka ("cka L box" in "cka UP3"). Reakcija cepitve je potekala hitreje pri "cka L box"
kot pri cka in najhitreje pri "cka UP3", saj ima LexA nizjo afiniteto do vezave na mutirani
operatorski zaporedji. Pri zaporedju "cka UP3" je priSlo do popolne razgradnje LexA.
Rezultati sovpadajo z rezultati cepitve LexA s tripsinom.

Iz rezultatov lahko sklepamo, da je za z RecA sprozeno avto-katalitsko cepitev LexA
potrebna disociacija LexA z operatorskih zaporedij oz. da RecA ne sprozi avto-katalitske
cepitve, ko je LexA vezan na operatorska zaporedja.

Rezultati, pridobljeni v diplomskem delu, se ujemajo z dosedanjimi ugotovitvami v zvezi z
odzivom SOS, ki je uravnavan z represorjem LexA in rekombinazo RecA. Ugotovili so, da
se nivo, Cas in trajanje indukcije razli¢nih genov SOS, katerih izrazanje uravnava LexA,
lahko zelo razlikujejo. To je odvisno od ohranjenosti operatorskih zaporedij, na katera se
veze LexA. Tudi oddaljenost teh zaporedij od tarénega promotorja ter jakost tega
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promotorja vplivata na odziv SOS. Glede na to, da se LexA veze na razlicna operatorska
zaporedja z razli¢no afiniteto, je verjetno, da v celici prihaja do selektivne derepresije
razliénih genov SOS (Courcelle in sod., 2001). Tako lahko npr. pride do derepresije
nekaterih genov SOS Ze pri minimalnih poskodbah DNA in zelo zgodaj pri odzivu SOS,
nekateri geni pa se zacnejo prepisovati Sele, ko je DNA moc¢no poskodovana in je odziv
SOS induciran neprekinjeno dalj ¢asa. Znano je, da v zacetni fazi odziva SOS najprej pride
do derepresije genov recA in ssb. Produkti teh genov (rekombinaza RecA in SSB) hitro
stabilizirajo podvojevalne vilice, da se ustavi podvojevanje DNA. Poveca se torej nivo
RecA v celici. Ta sprozi avto-katalitsko cepitev LexA in tako se lahko zac¢ne prepisovati
vedno ve¢ genov odziva SOS. Za recA in ssb pride do derepresije genov, kot so npr. uvrA4,
uvrB in ydjQ, ki poskrbijo za popravilo poSkodovane DNA. Nato se prepiSejo geni za
DNA-polimeraze (polB, dinB in umuDC), ki lahko obidejo poskodbe na DNA. V zadnjih
fazah odziva SOS lahko pride tudi do derepresije genov in sinteze protimikrobnih snovi.
Tako npr. pride do derepresije gena cka, katerega produkt je kolicin K (Erill in sod., 2007).

Iz rezultatov lahko sklepamo, da LexA najhitreje disociira z operatorskih zaporedij genov
recA in umuD. LexA pocasi disociira z operatorskega zaporedja gena cka. Slednji je
reprimiran kar z dvema LexA dimeroma, med katerima pride do interakcije in je zato
vezava LexA na DNA Se bolj stabilna (Mrak in sod., 2007). 1z raziskav lahko sklepamo, da
so razli¢ne stopnje disociacije represorja LexA z operatorskih zaporedij ter selektivna
derepresija genov SOS povezani. Tako je veliko vecja verjetnost, da RecA sprozi avto-
katalitsko cepitev LexA, ko je LexA prost v celici, kot pa ko je specifi¢no vezan na DNA.

Natan¢no poznavanje mehanizma vezave LexA na DNA ter mehanizma z RecA sproZene
avto-katalitske cepitve LexA, ki do danes Se nista povsem pojasnjena, bi omogocila to¢no
razumevanje odziva SOS bakterije E. coli ter drugih mikroorganizmov, med njimi tudi
patogenih, ki povzrocajo bolezenska stanja. Vemo, da nekateri antibiotiki povzrocijo
poskodbe bakterijske DNA, posledica sprozenega odziva SOS pa je lahko derepresija
genov za sintezo virulentnih dejavnikov in Sirjenje genov za odpornost proti antibiotikom
(Miller in sod., 2004). Slednje predstavlja resen problem pri zdravljenju bakterijskih okuzb
z antibiotiki. Razumevanje odziva SOS in izdelava strukture na DNA specificno vezanega
represorja LexA bi lahko omogocila izdelavo novih zdravil, kar so Ze predlagali Butala in
sod. (2007).
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Na podlagi rezultatov, pridobljenih v diplomskem delu smo predlagali dopolnitev modela
odziva SOS, ki je prikazan na sliki 30 (neobjavljeno).
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Slika 30: Dopolnjen model uravnavanja odziva SOS bakterije E. coli. Dopolnitev je obarva z modro.
Represor LexA je vezan na operatorska mesta genov SOS in preprecuje njihovo prepisovanje. Poskodbe
DNA sprozijo nastanek filamenta RecA, ki inducira avto-katalitsko cepitev na specificno DNA nevezanega
LexA. Pride do derepresije odziva SOS. Ko celica popravi poskodovano DNA, odziv SOS ni ve¢ induciran.

5.6 SKLEPI

Proteaza tripsin se je izkazala kot uporabno orodje za razlikovanje med na DNA
specificno vezanega in nevezanega represorja LexA.

Vezava represorja LexA na operatorska zaporedja genov recA, umuD, cka in zaporedja
"cka L box" ter "cka UP3" je razli¢no stabilna in LexA razli¢no hitro disociira z nastetih

zaporedij.

Z veliko verjetnostjo lahko trdimo, da rekombinaza RecA ne sprozi avto-katalitske
cepitve na specificno zaporedje DNA vezanega represorja LexA.
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6 POVZETEK

Bakterije se na poSkodbe DNA odzovejo z odzivom SOS. Pri bakteriji E. coli ga sprozijo
Stevilni endogeni in eksogeni dejavniki. Odziv SOS je koordiniran celi¢ni odziv, ki ga
uravnavata proteina LexA in RecA. Tekom celicne rasti deluje LexA kot represor
prepisovanja SOS genov, katerih produkti sodelujejo pri inhibiciji celi¢ne delitve in
popravljanju poSkodovane DNA.

Monomer represorja LexA je iz N-terminalne DNA vezavne domene in C-terminalne
domene, ki je odgovorna za dimerizacijo LexA ter njegovo cepitev. LexA se veze na 16 bp
dolgo LexA vezavno zaporedje, ki je ohranjeno pri Gram-negativnih bakterijah. Zaporedja
za vezavo LexA se nahajajo blizu ali v samem promotorju in tako LexA stericno
onemogoc¢i vezavo RNA-polimeraze. Avto-katalitska cepitev LexA je eden izmed prvih
korakov indukcije odziva SOS, saj tako pride do derepresije genov SOS. Poznani sta dve
moznosti cepitve LexA: a) intramolekularna avto-katalitska cepitev, ki poteCe spontano pri
visokem pH in b) z aktivnim filamentom RecA-ssDNA sprozena avto-katalitska cepitev.
Na C-terminalni domeni LexA je katalitsko jedro za cepitev LexA, ki vsebuje Ser-119 in
Liz-156. Liz-156 aktivira Ser-119. Hidroksilna skupina aktiviranega Ser-119 deluje kot
nukleofil in napade vez med Ala-84 in Gli-85.

Rekombinaza RecA se veze na ssDNA tako, da okrog ssDNA nastane nukleoproteinski
filament v obliki desnosu¢ne vijacnice. Filament RecA-ssDNA je aktiven le, ¢e je v
kompleksu z ATP. Aktivni filament RecA je ko-proteaza, saj sprozi avto-katalitsko cepitev
LexA in tako sodeluje pri uravnavanju odziva SOS. Mehanizem z RecA sprozZene avto-
katalitske cepitve LexA Se ni jasen.

V diplomski nalogi smo izrazili in o€istili rekombinantna proteina LexA in RecA, ki sta
imela na N-terminalnem delu histidinski repek. Proucili smo stabilnost vezave represorja
LexA na tarc¢na zaporedja DNA. Ugotovili smo, da se LexA na razli¢na operatorska
zaporedja veze z razli¢no afiniteto in zato razli€no hitro disociira z operatorjev. LexA
najhitreje disociira z operatorja gena recA, pocasneje z operatorja gena umuD in
najpocCasneje z operatorja gena cka. Z metodo z RecA sprozene avto-katalitske cepitve
LexA, pri kateri smo LexA vezali na razli¢na operatorska zaporedja, smo prisli do sklepa,
da aktivni filament RecA ne sprozi avto-katalitske cepitve LexA, ko je LexA specifi¢no
vezan na taréno zaporedje DNA. Za z RecA posredovano avto-katalitsko cepitev LexA je
potreba disociacija LexA z DNA. Na podlagi rezultatov, pridobljenih v diplomskem delu
smo dopolnili model odziva SOS.
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