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PLANT TISSUE SPECIFIC PROMOTERIIN E. coL/
Martin Jopcik, Eva Boszoradova, Ildiké Matusikova, Jana Moravcikova, Jana Libantova

ABSTRACT

The aim of most genetically modified organisms is production of specific proteins, therefore, the demand of well characterised transgenic
expression appears to be necessary in respect of defining biosafety measures. In our experiments, the recognition of plant tissue specific
promoter sequence by the bacterial RNA polymerase was detected in Escherichia coli. In silico analyses revealed the presence of
sequence for putative TATAAT box, 246 bp upstream of eukaryotic translation start. Activity detection of some plant specific promoters
in bacteria leads to the conclusion, that prokaryotic and eukaryotic transcription maschinery are much less specific than initially expected.
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INTRODUCTION

Expresné jednotky funkéné v rastlinnych eukaryotickych
bunkach sa pripravuju v prokaryotickych systémoch
technikami  rekombinantnej DNA. Na zaklade
rozdielnosti transkripného apardtu prokaryotickych a
eukaryotickych organizmoch sa vo vSeobecnosti
nepredpokladd funkénost’ rastlinnych prométorov v
bunkach Escherichia coli. Vyplyva to napriklad zo
skuto€nosti, ze prepis v bakteridlnej bunke zabezpecuje
RNA polymeraza, ktora sa sklada a,, B, p"podjednotick a
je uzko spojena s funkénostou o faktora (Eick et al.
1994). V eukaryotickych bunkéach st funkéné az tri typy
RNA polymeraz, I, Il, Ill; pricom kazda sa sklada z 10 —
15 podjednotick a transkripéna iniciacia vyZzaduje
interakciu s roznymi transkripénymi faktormi (Sentenac
et al. 1992). Velké rozdiely existuji aj v Struktire
prokaryotickych ~a  eukaryotickych  prométorov.
Prokaryotické promoétory su relativne kompaktné (kratsie
ako 100 pb) a obsahuji dve kratke -10 a -35
konzervované  konsenzus  sekvencie = umiestnené
v protismere od transkripéného Startu. Eukaryotické
promotory nemaju jednotnu Struktiru, mnohé z nich
obsahujii TATA box v oblasti -25 — -45 v protismere od
transkripéného  §tartu, inicia¢ element v oblasti
transkripéného Startu (TS)|a d’alsie elementy ako CAAT
box (-75 TS) GC box (-90 TS) a cis elementy udelujuce
pletivovih a bunkovi Specificitu. (Kanhere, Bansal
2005). Hoci existuju podstatné rozdielnosti pri prepise
eukaryotickych a prokaryotickych génov, prekvapenim
bola funkénost’ rastlinného virusového promoétora CaMV
35S v kvasinkach, l'udskych nadorovych bunkach a
dokonca aj v prokaryotoch (Assaad, Singer, 1990;
Pobjecky et al. 1990; Guilley et al. 1982). Aj v pripade
niektorych rastlinnych S$pecifickych prométorov bola
zistend aktivita v prokaryotickych organizmoch (Jacob
et al. 2002). Existuj pripady, kedy neo¢akdvana
funkénost”  eukaryotickej — expresnej  jednotky v
prokaryotickom organizme nie je akceptovatelna,
napriklad ak by rekombinovany protein bol v baktériach
funkény a zaroven pre bunky toxicky. Inym prikladom st
vektory obsahujuce samozostrihujuce Cre/loxP kazety s
miestom uéinku v rastlinnej bunke, co je zabezpecované
tym, Ze cre rekombinazu riadi pre rastliny Specificky
promoétor. Jeho predcasna aktivita v baktériach by
sposobila predéasny zostrih kazety uz v E. coli. Preto sa
asponn v niektorych pripadoch javi ako opodstatnené
preverit’ aktivitu eukaryotického promdtora v baktériach.

MATERIAL AND METHODOLOGY

Na preverenie aktivity rastlinnych pletivovo Specifickych
prométorov DLL a MXL (Tabulka 1) v Escherichia coli
sme pouzili vektorové konstrukcie pripravené podla postupu
(Jop¢ik et al. 2010). V T-DNA oblasti obsahovali
hygromycinovy gén fizovany s dCaMV35S promotorom a
klonovany prislusny pletivovo Specificky promotor
fuzovany s gfp:gus reportérovymi génmi. V kostre vektora
sa vyskytovala sekvencia pre gén neomycin fosfotransferazu
IIT zabezpecujuca expresiu v baktériach (Obrazok 1).

DLL promdétor
dCaMV 35 promdtor
N\
Hyg R\ mgfp5™gus
CaMV polyA [ d
signal =~ nos polyA signal
LB/\ ’/
pCDLL “re
13468 bp
Kan R/‘
MXL prométor
dCaMV 35 promdtor
N fps
Hyg R mgfp5™gus
CaMV polyA \I \
signal =~ nos polyA signal
LN .
PCMXL ““%8
13670 bp
Kan R/\
Obrazok 1 Schéma pripravenych vektorovych
konStrukeii

Kvantitativne meranie GUS aktivity sme uskuto¢nili
fluorimetricky podla Kaufusiho et al. (2004). Principom
metody je lyzia buniek v GUS extrakénom roztoku
obsahujucom lyzozym [50 mM Na,HPO, (pH 7), 10mM f —
merkaptoetanol, 10 mM EDTA, 0.1% laurylsarkozin sodny,
0.1% Triton X-100, 1mg/ml lyzozym]. Nasledne sme 2pul
lyzatu zmieSali s 200 pl pufru pre fluorimetrické stanovenie
[ImM  4-methylumbelliferyl-b-D-glukuronidu  (MUG)
v GUS extrakénom pufri] a nechali inkubovat’ 1 hodinu pri
37 °C. Fluorimetrické meranie GUS aktivity sme uskuto&nili
na fluorimetri (Fluoroskan IlI, TITERTEK) pomocou
exitaéného a emisného filtru s vinovou dizkou 355 nm/450
nm a vyhodnotili sme ju ako mnozstvo vytvoreného
produktu (MU) za hodinu na ml kultary E. coli s vektorom
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obsahujicim testovany promotor (ODggonm 1). Ako
kontrolu sme pouzili kmeni E. coli DH5a bez plazmidu.
Robili sme tri opakovania experimentov.

Tabul’ka 1 Charakteristika rastlinnych pletivovo
$pecifickych prométorov v pévodnom organizme

Konstr | Oznadenie Funkcia** Velkost
ukt génu* promotora
(pb)***
CMXL | At5g38170 Protedzovy 1846
inhibitor/zasobny
protein/lipidovy
transportny
protein
CDLL | At4916160 Mitochondrialny | 1644
importny
membranovy
protein
*Oznacenie prislusného génu v TAIR databaze

(htpp://www. arabidopsis. org)

**Funkcia génu klonovaného prométora v pdvodnom
organizme Arabidopsis thaliana

***Vel'kost’ klonovaného fragmentu promoétora (pb)

RESULTS AND DISCUSION

Fluorimetrické merania GUS aktivity ukazali, ze
rastlinny pletivovo Specificky promotor DLL, ktory bol
fuzovany s gfp:gus génmi bol schopny riadit’ expresiu
gus génu v baktérisch (Obrazok 2). Pri testovani
promotora CMXL sme neziskali preukazné vysledky
0 jeho pripadnej (velmi nizkej) aktivite v baktériach.
Escherichia coli DH5a obsahuje aj vlastny gén pre B3-D-
glukuronidazu (gusA), ktorého expresia je indukovatelna
viacerymi glukuronidmi. Reakéné  podmienky
v navrhnutom  fluorimetrickom merani boli  vSak
navrhnuté tak, aby neumoznili detekciu GUS aktivity
pochadzajucej z endogénneho génu, ale len aktivitu GUS
enzymu, prislichajiceho génu funkéne spojeného
S rastlinnym pletivovo S$pecifickym promotorom na
plazmidovej DNA.

Analyza rastlinnych pletivovo $pecifickych prométorov
in silico odhalila v pripade prométora DLL sekvenciu
pre bakteridlny Pribnow box TATAAT, na ktory by sa
mohla viazat' bakteridlna RNA polymerdza, vo
vzdialenosti 246 pb v protismere od eukaryotického
translaéného Startu. Na definitivne potvrdenie funkénosti
promotora v baktériach by vsSak bolo potrebné dokazat
tvorbu Specifickych transkriptov v baktériach napriklad
pomocou 5'RACE kitu (Invitrogen). Potvrdenie aktivity
niektorych rastlinnych prométorov v baktériach aj inymi
autormi (Janssens et al. 1984; Lewin et al. 1998; Jacob
et al. 2002) vedie Kkzaveru, Ze -eukaryotické
a prokaryotické transkripéné masinérie s omnoho mene;j
$pecifické ako sa povodne predpokladalo.

V budiicnosti sa o¢akava, Ze transgénne organizmy sa
budu stale viac vyuzivat ako potrava, krmivo ¢i na
produkciu terapeuticky aktivnych latok. Ked'ze cielom
pripravy transgénnych organizmov je produkcia
Specifickych proteinov, poziadavka doéslednej
charakterizdcie regulacnych elementov génovej expresie
sa javi stale viac opodstatnena.

nmol/h/mi

pCDLL pCMXL E.coli

Obrazok 2 Grafické znidzornenie aktivity rastlinnych
pletivovo S$pecifickych promoétorov v baktériach. Ako
kontrolu sme pouZili E. coli DH5a.

CONCLUSION

Pri  detailnej  charakterizacii  rastlinného  pletivovo
$pecifického prométora DLL sme detekovali jeho aktivitu
prokaryotickych bunkach Escherichia coli. Analyza in silico
odhalila pritomnost’ sekvencie, ktora je v prokaryotickych
promoétoroch oznaovana ako Pribnow box a predstavuje
potencialne miesto pre vizbu RNA polymerazy na prométor
pred iniciaciou transkripcie. Stupen heterologickej génovej
expresic moéze byt dostatoény na expresiu génov pre
toxické proteiny, ¢o musi byt dosledne zvazené pri
definovani hodnotenia rizika prislusného geneticky
modifikovaného organizmu.
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