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Abstrakt

Bakterie rodu Rhodococcus a Corynebacterium jsou biotechnologicky vyznamné
mikroorganismy. Prace se zabyva analyzou funkci sigma (o) faktorll RNA polymerazy pfi
regulaci exprese genu u téchto bakterii. V genomu C. glutamicum se nachazi 7 genl
kddujicich faktory: 0%, o8, 0, 0P, of, " a oM. S vyjimkou faktoru o™ byly tyto faktory a jejich
funkce dobfe popsany. Genom R. erythropolis koduje 21 predpokladanych genu pro
o faktory, ale zadny nebyl doposud hloubéji studovan. To plati i pro pfibuznou, také
biotechnologicky vyznamnou, bakterii R. opacus. Skupina genu, jejiz exprese je
zprostfedkovana jednim o faktorem, se nazyva o regulon. Pfekryvy o regulond jsou dany
hlavné pfekryvem rekogni¢ni specifity o faktord, kdy dva nebo vice o faktor( rozpoznava
stejny promotor. Tato prace byla zamé&fena na o faktory skupiny 4 (téz ECF) a jejich
regulony: o®, of, o™ (C. glutamicum, R. erythropolis, R. opacus) a o™ (C. glutamicum).

K dosazeni cild byly vyuzity metody sekvenovani RNA, in vivo (dvouplazmidové
systémy v C. glutamicum), in vitro (transkripce in vitro) a in silico (homologni modelovani
a simulace molekularni dynamiky). Prekryv oP a o'-regulont C. glutamicum byl
demonstrovan na pfirozeném hybridnim promotoru Pcg0441. Kombinaci in vivo a in silico
metod se podafilo nalézt interakce zodpovédné za rozpoznani oblasti -35 Pcg0441
faktorem oP. Cilenou mutagenezi oblasti -35 (GGGAACC) a -10 (GTCAAA)
oM/o"-dependentniho promotoru Pcg0668 jsme vytvorili mutantni varianty analyzované
pomoci in vivo a in silico metod. Nalezli jsme dlvod pfekryvu rekogniéni specifity faktort
o"/oM pro promotor Pcg0668 (Y'°! faktoru o"-G.1 promotoru, robustnost faktoru o'
v blizkosti aktivniho centra RNA polymerazy). S vyuzitim metod in vivo a in vitro se nam
podafilo stanovit konsenzualni sekvence oP-dependentnich promotortd (GTAAC pro -35
a GAT pro -10 oblast), of- a o"-dependentnich promotort (GGAA*/rpro -35 a GTT pro -10
oblast) R. erythropolis a R. opacus. Byla charakterizovana funkce o (integrita bunééné
stény, odpovéd na pfitomnost sloucenin telluru) a o"/of (odpovéd na oxidativni a teplotni
stres a na toxické plsobeni slou€enin telluru) rhodokoku. Byl prokazan a popsan prekryv
o"/of-regulont u R. erythropolis. U C. glutamicum a G&asteéné i u R. erythropolis

a R. opacus byla popsana vysoce integrovana regulacni sit’ fizena o faktory.

KliCova slova: Rhodococcus erythropolis, Corynebacterium glutamicum, sigma faktor,

promotor, regulon, RNA polymeraza



Abstract

Bacteria of the genera Rhodococcus and Corynebacterium are biotechnologically
important microorganisms. This dissertation thesis focuses on the role of sigma (o) factors
of RNA polymerase in the regulation of gene expression in these bacteria.
The C. glutamicum genome harbors 7 genes encoding o factors, namely o*, o8, o€, o®, of,
o™ and oM. With the exception of oV, these factors and their functions have been well
described. The R. erythropolis genome encodes 21 putative genes for ¢ factors, but none
of them has been analyzed in detail. The same holds for another biotechnologically useful
bacterium, R. opacus. A group of genes whose expression is mediated by a single o factor
is called o regulon. Overlaps of ¢ regulons are mainly caused by overlaps of recognition
specificity of o factors, i.e. when two or more o factors recognize the same promoter. This
thesis is focused on o factors of group 4 (ECF) and their regulons: a®, of, o (C. glutamicum,
R. erythropolis, R. opacus) and o™ (C. glutamicum).

We used RNA-sequencing, in vivo, in vitro and in silico methods (homology
modeling and molecular dynamics simulations) to achieve the intended aims. The overlap
of o® and o" regulons was demonstrated in the natural hybrid promoter Pcg0441. Using the
combination of in vivo and in silico methods, we were able to find interactions with
oP responsible for the recognition of -35 region of Pcg0441. We created mutant variants of
oM/o"-dependent promoter Pcg0668 by site-directed mutagenesis of -35 (GGGAACC)
and -10 (GTCAAA) region. We found the cause of the recognition specificity overlap of
oMo factors for the Pcg0668 promoter (Y'°! of the o"-G.1 promoter, robustness of the
o' factor near the RNA polymerase active site). Using in vivo and in vitro methods we
managed to determine the consensus sequences of aP-dependent promoters (GTAAC for
-35 region and GAT for -10 region), of- and o"-dependent promoters (GGAA*/r for -35
region and GTT for -10 region) of R. erythropolis and R. opacus. The functions of a® (cell
wall integrity, response to the presence of tellurium compounds) and c"/of (oxidative stress
response, response to the presence of tellurium compounds) were characterized.
An overlap of o"/of-regulons of R. erythropolis was demonstrated and described.
The highly integrated regulatory network controlled by ¢ factors has been described in

C. glutamicum and partially also in R. erythropolis and R. opacus.

Key words: Rhodococcus erythropolis, Corynebacterium glutamicum, sigma factor,

promoter, regulon, RNA polymerase



Seznam zkratek

A — adenin

AA — aminokyselina

AcnR — represor exprese genu pro akonitazu

anti-o — anti sigma faktor

APS — peroxodisiran amonny

AraC — arabinézovy regulator C

ArsR (Arsenical resistance operon repressor) — represor operonu rezistence k arsenu
AT pary — pary adeninu a thyminu

ATP — adenosintrifosfat

AU (arbitrary unit) — bezrozmérna arbitrarni jednotka

bEBP (bacterial enhancer binding protein) — protein vazici se na enhancer
bp (base pair) — par bazi

BSA (bovine serum albumin) — hovézi sérovy albumin

BSM (Basal Salt Medium) — minimalni médium pro kultivaci Rhodococcus erythropolis
C — cytosin

CIgR — regulator exprese gent pro Clp

Clp — Crp-like protein

ClpXP — Crp-like protein XP

cryoEM — kryoelektronova mikroskopie

CseA (cold shock protein A) — protein uplatfiujici se pfi chladovém Soku A
CTP — cytidintrifosfat

ddH>0O — destilovana a deionizovana voda

DEPC - diethylpyrokarbonat

dH>0O - destilovana voda

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — deoxynukleosidtrifosfat

Dps (DNA protection proteins) — proteiny chranici DNA

dsDNA — dvoufetézcova DNA

DTT - dithiotreitol

ECF (extracytoplasmatic factor) — o faktor s extracytoplasmatickou funkci
EDTA — kyselina etylendiamintetraoctova

EPS (extracellular polymeric substances) — extracelularni polysacharidy
FlgM (flagellar synthesis modulator) — modulator syntézy biciku

FtsK (Filamenting temperature-sensitive mutant K) — protein procesu bunécného déleni K

G —guanin



GC par — par bohaty na guanin a cytosin

GFP (green fluorescent protein) — zeleny fluorescenéni protein

GNAT (Gcnb-related N-acetyltransferase) — N-acetyltransferaza pfibuzna Gen5
GRAS (generally recognised as a safe) — obecné povazovan za bezpecny
GTP — guanosintrifosfat

HSP (heat shock protein) — protein teplotniho Soku (chaperon)

ChrR (chromosome condensation regulator) — regulator kondenzace chromozomu
IHF (integration host factor) — integracni hostitelsky faktor

IP — induk&ni pomér (pomér aktivity promotoru v indukovaném/neindukovaném stavu)
IPTG — izopropyl-3-D-thiogalaktosid

IS — inzer¢ni sekvence

kbp — tisic parQ bazi

kDa - tisic daltond

Ind — gen pro dihydrolipoamid dehydrogenazu

MAP — komplex mykolovych kyselin, arabinogalaktanu a peptidoglykanu

Mbp — milion parQ bazi

MD — molekularni dynamika

MPT70 (mycobacterial protein target 70) — antigen mykobakterialni protein 70
MPT83 (mycobacterial protein target 83) — antigen mykobakterialni protein 83
Mw (molecullar weight) — molekulova hmotnost

N — pozice pro jakykoliv nukleotid v sekvenci nukleové kyseliny

NADP — nikotinamidadeninnukleotid fosfat

NCR (non-conserved region) — nekonzervovana oblast

nt — nukleotid

ODeoo — opticka denzita pfi vinové délce 600 nm

OM (outer membrane) — vnéjSi membrana

OmpR (outer membrane protein regulator) — regulator exprese gent pro OM
PBS (phosphate buffered saline) — fosfatovy pufr

PCB - polychlorované bifenyly

PCR (polymerase chain reaction) — polymerazova fetézova reakce

PMSF — fenylmetylsulfonyl fluorid

PPOX — protoporfyrinogen oxidaza

R — adenin/guanin

RNA — ribonukleova kyselina

RNAP — RNA polymeraza

ROSE (run-off transcription (RNA sequencing) — RNA sekvenovani in vitro transkriptl
rRNA — ribosomalni RNA



SDS - dodecylsiran sodny

SRNA — mala nekddujici RNA

T — thymin

TBE — pufr obsahuijici Tris, borat a EDTU

TetR — represor genu pro rezistenci k tetracyklinu

Tris — tris-hydroxymetylaminometan

TSS (transcription start site) — transkripCni start

tRNA — transferova RNA

UP (upstream promoter element) — element nachazejici se v upstream oblasti promotoru
UTP — uridintrifosfat

uvrD3 (UV resistance D3) — den kédujici UvrD3 helikazu

VBNC (viable but non-culturable state) — zivé, ale nekultivovatelné bunky
W — adenin/thymin

X g — nasobek tihového zrychleni

Y — cytosin/thymin

YT (yeast trypton) — médium obsahujici kvasni¢ny extrakt a trypton
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1 Uvod

Bakterie rodu Corynebacterium a Rhodococcus jsou hojné vyuzivany
v biotechnologiich. V této praci jsem se zaméfil na druhy C. glutamicum, R. erythropolis
a R. opacus. P¥i biotechnologickych procesech, kde jsou vyuzivany (napf. pfi primyslové
produkci prakticky vyuzitelnych latek nebo pfi ekologické degradaci toxickych latek), se tyto
bakterie Casto dostavaji do stresovych situaci. To vede ke zméné genové exprese, na které
se podili fada transkripénich regulatori. Dulezitymi transkripénimi regulatory zvlastniho
typu jsou o podjednotky (faktory) RNA polymerazy, které se v komplexu s jadrem RNA
polymerazy vazi do oblasti promotoru a umozriuji iniciaci transkripce. Tyto faktory mizeme
dle jejich struktury a funkce rozdélit do ¢tyf skupin. Do skupiny 1 patfi o faktory, které
umoznuji expresi genu nezbytnych pro exponencialni rast (vegetativni, housekeeping).
Faktory skupiny 2 se uplatfuji pfi stacionarni fazi ristu nebo obecné pfi stresech a jsou
Casto i zaloznimi faktory pro vegetativni geny. Skupina 3 zahrnuje faktory umoziujici
expresi genu potfebnych pro pohyb buriky (biosyntéza biciku a fimbrii) a dalSi zvlastni
funkce. Strukturné nejjednodussi skupina 4 (ECF faktory) je zodpovédna za expresi genu
aktivnich pfedevdim béhem stresové odpovédi. Pravé skupiné 4 byla vénovana pozornost
v této praci. ECF faktory a jejich regulony se podafilo charakterizovat u C. glutamicum,
avSak ne u R. erythropolis €i R. opacus. Pfedpokladame, ze stejné jako u C. glutamicum
maiji tyto faktory podobné funkce: vliv pii odpovédi na povrchovy stres (oF), oxidativni stres
(of a a"), teplotni Sok (o a o') &i poskozeni bunééné stény (oP).

Skupina genu, jejichz exprese je zajiStovana konkrétnim o faktorem, se nazyva
o regulon (téz sigmulon). Pokud se rekognicni specifity o faktort pfekryvaji, tedy v pfipadé,
Ze rlzné o faktory iniciuji transkripci ze stejného promotoru, dojde i k pfekryvu o regulond.
Tento jev se objevuje zejména u ECF faktorl. U C. glutamicum se jiz prokazal prekryv mezi
rekogni¢nimi specifitami faktori oF a o"'. Dle poslednich vysledkll véak predpokladame, Zze
k prekryvu dochazi i u " a dal$ich o faktord, napt. ECF faktort C. glutamicum o® a oM.
U zastupcl R. erythropolis a R. opacus predpokladame pfitomnost prekryvd regulonti of
ao"

Tato prace se zabyva analyzou promotorl rozeznavanych rlznymi o faktory,
zafazenim genu do o regulond, detailni analyzou aktivity promotord a dlivody aktivity
promotoru s urCitym o faktorem prokazanymi na udrovni molekularni interakce mezi
aminokyselinami o faktord a konzervovanymi nukleotidy v promotorech. Poznatky jsou

integrovany do schémat pfekryvu regulont a zakladnich regulaénich siti o faktoru.



2 Cile prace

Hlavnim cilem této disertatni prace bylo charakterizovat doposud nepopsané
regulony stresovych (ECF) o faktor RNA polymerazy u vybranych zastupcl rodu
Rhodococcus: R. erythropolis a R. opacus. Zasadni bylo porovnani vysledku tykajicich se
téchto rhodokokl s vysledky dfive ziskanymi u pfibuzné a Iépe prozkoumané bakterie
C. glutamicum. Dulezité bylo zaméfit se pfedevsim na interpretaci vysledku souvisejicich s
prekryvy stresovych regulon(i faktor(i of a o™. Zaroven pro finaini obraz predstavy o o
regulonech korynebakterii bylo tfeba doplnit chybéjici poznatky o pfekryvech stresovych
faktort o® a oM s ostatnimi o faktory.

K dosazeni cilll prace bylo vyuzito in vitro a in vivo metod zavedenych v Laboratofi
modulace genové exprese. K vysledkim dopomohlo i stanoveni transkriptomu pomoci
RNA sekvenovani provedené ve spolupraci s Laboratofi mikrobidlni genomiky a

biotechnologii (Univerzita Bielefeld, Némecko).

Dil&i cile této prace:
1. Analyza prekryvu regulonti o® a o' C. glutamicum
2. Studium prekryvu faktoru oM s ostatnimi ECF faktory C. glutamicum
3. Charakterizace regulon( a rekogni¢nich specifit faktord o®, of a o' R. erythropolis
a R. opacus
4. Porovnani transkripéni regulaéni sité fizené o faktory C. glutamicum a
R. erythropolis



3 Literarni prehled
3.1 Mycolata

Mycolata je uméla skupina grampozitivnich nesporulujicich bakterii zahrnujici
aktinobakterie, které se vyznaluji pfitomnosti mykolovych kyselin ve svém bunééném
obalu. Do této skupiny patfi rody Corynebacterium, Rhodococcus, Mycobacterium
a Nocardia. K zajmu o zkoumani této skupiny pfispiva i to, Ze se mezi zastupce fadi druhy
patogenni (zejména rod Mycobacterium) ¢Ci biotechnologicky vyznamné (rody
Corynebacterium a Rhodococcus).

Charakteristickym znakem skupiny Mycolata je pfitomnost membrany tvofené
mykolovymi kyselinami (tzv. mykomembrany). ACkoliv se jedna o grampozitivni bakterie,
pritomnosti dalsi membrany umisténé nad vrstvou peptidoglykanu pfipomina jejich
struktura bunécného obalu bakterie gramnegativni. Bunécny obal je tvofen slozitym
komplexem peptidoglykanu, arabinogalaktanu a mykolovych kyselin (MAP) (Bayan et al.,
2003). Polymer peptidoglykanu korynebakterii obsahuje meso-diaminopimelovou kyselinu
a je kovalentné vazan ke struktufe arabinogalaktanu, ktery je dale esterifikovan mykolovymi
kyselinami. Mykolové kyseliny jsou dlouhé a-vétvené B-hydroxylované mastné kyseliny
o délce 20-90 uhlikovych atoml (Bayan et al., 2003). Délka mykolovych kyselin se
v zavislosti na druhu bakterie li§i, napf. v pfipadé mykobakterii se pohybuje v rozmezi Ceo-
Cqo, zatimco u korynebakterii je v rozmezi C2-Css (Collins et al., 1982). O dulezitosti
mykolovych kyselin u mykobakterii vypovida i to, ze tvofi 30-40 % vSech lipidd bunky
(Puech et al., 2000) a u patogennich druhl hraji dokonce vyznamnou ulohu i ve virulenci
(Daffé and Draper, 1998). Dalsi lipidy podilejici se na struktufe bunééného obalu jsou tzv.
“volné lipidy“, které jsou nekovalentné spojené s MAP. V pfipadé korynebakterii se jedna
predevsim o trehalosové mono-/di-mykolaty a fosfolipidy (Bayan et al., 2003). Buné&cCny obal
u bakterii skupiny Mycolata je kvuli pfitomnosti mykolovych kyselin téméf nepropustny pro
hydrofilni latky, coz je jeden z dlvodu, pro¢ tyto bakterie jsou citlivé pouze na urcita
antibiotika (Hui et al., 1977; Jarlier et al., 1991; Jarlier a Nikaido, 1990; Trias a Benz, 1994).
Navic je znamo, Ze po mutaci v genech pro mykolyltransferazy PS1 u Corynebacterium
glutamicum a pro antigen-85C u Mycobacterium tuberculosis, doslo az k 50% ubytku
mykolovych kyselin a tim zvySeni propustnosti pro glycerol (Jackson et al., 1999; Puech et
al., 2000). VnéjSi povrch mykomembrany tvofi krystalicka vrstva S-proteinu, ktera se
nachazi i ttmérF u v8ech bakterii a archaea (Bahl et al., 1997; Sara a Sleytr, 2000), ale jeji

funkce neni dosud zcela objasnéna.



3.2 Rod Corynebacterium

Rod Corynebacterium v sou€asnosti zahrnuje 85 druh( podle databaze

sekvenovanych kompletnich genomu KEGG [hitps://www.genome.jp/kegg-

bin/show organism?category=Bacteria]. Jde o aktinobakterie kyjovitého tvaru, v jejichz

genomu je vy$Si zastoupeni GC part (52-72,5 %). Genomy téchto bakterii utvareji kruhové
chromosomy stifedni velikosti (2-3,5 Mbp).

Rod Corynebacterium zahrnuje jak patogenni, tak nepatogenni druhy.
Nejznaméjsim patogenem je C. diphtheriae, ktery je zodpovédny za respiraéni onemocnéni
zaskrt. Napada hostitelské buriky exotoxinem (diftericky toxin) kédovanym genem fox.
Tento gen je soucasti profaga, ktery se do genomu bakterie integroval pomoci mistné
specifické rekombinace (Sharma et al., 2019). Mechanismus ucinku difterického toxinu
spociva v ADP-ribosylaci translacniho elongacniho faktoru EF-2. Tim dojde k zabranéni
jeho translokacni aktivity, coz vede k zastaveni proteosyntézy a smrti hostitelské buriky
(Holbourn et al.,, 2006; Honjo et al., 1968). Dalsim patogennim druhem je bakterie
C. ulcerans, ktera je plvodcem fady respiraCnich onemocnéni a kozni formy zaskrtu
(Hacker et al., 2016; Moore et al., 2015). Jiny z patogenl, C. pseudotuberculosis,
zpusobuje zanéty miznich uzlin u krav a ovci (Dorella et al., 2006). S infekci mocovych cest
je spojovan druh C. aurimucosum (Lo et al., 2015). Velmi problémovym druhem je lidsky
kozni patogen C. jeikeium, a to predevSim kv(li své rezistenci k velkému mnozstvi antibiotik
(Tauch et al., 2005). Multirezistence byla popsana rovnéz u C. resistens (Otsuka et al.,
2005) a u pomérné vzacné bakterie C. urealyticum, ktera zpUsobuje vazna onemocnéni
urogenitalniho traktu (Costales et al., 2019). Dal$i zajimavy patogen C. amycolatum je
puvodcem fady koznich onemocnéni, zanétl endokardu a vaginalnich infekci (Chen et al.,
2015; Knox a Holmes, 2002). Tento druh se od ostatnich zastupct rodu Corynebacterium
liSi tim, Ze neobsahuje ve svém buné&ném obalu mykolové kyseliny (Collins et al., 1988).

Bakterie rodu Corynebacterium jsou kromé lidskych a zvifecich hostiteld schopné
obyvat napf. mofska dna (C. maris), solné doly (C. halotolerans) a ptdu (Ben-Dov et al.,
2009; Chen et al., 2004). Zejména pudni bakterie tohoto rodu jsou v popfedi zajmu diky
svému biotechnologickému potencialu. Padni bakterie C. efficiens a C. glutamicum se
mimo jiné uplatriuji v primyslové produkci aminokyselin (Fudou et al., 2002; Nishio et al.,
2003).

3.2.1 Corynebacterium glutamicum

Tato nepatogenni bakterie byla poprvé izolovana v roce 1957 a pozornost si ziskala
diky své nadprodukci kyseliny L-glutamové pfi limitaci biotinem (Kinoshita et al., 1957),

¢ehoz se brzy vyuzilo v primyslovém meéfitku. Jelikoz se jedna o snadno kultivovatelny
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nepatogenni druh, stala se tato aktinobakterie velmi oblibenym modelem pro studium
vlastnosti bakterii rodu Corynebacterium.

Hojné pouzivany kmen C. glutamicum ATCC 13032 (tehdy klasifikovan jako
Micrococcus glutamicus) byl izolovan z pudniho vzorku v tokijské zoo Ueno (Kinoshita et
al., 1957). Bylo zjiSténo, Ze jeho schopnost produkovat kyselinu L-glutamovou stoupa nejen
pfi nedostatku biotinu (Shiio et al., 1962), ale i v pfitomnosti detergentu tween a penicilinu
(Nunheimer et al., 1970; Takinami et al., 1965). Navic se podafilo Uspésné vyslechtit
kmeny, které produkovaly dal§i aminokyseliny jako L-lysin &i L-threonin. Diky rozvoji metod
molekularni biologie a zavedeni PCR bylo v 80. a 90. letech vytvofeno mnozstvi vektoru a
expresnich systému pro produkci heterolognich proteint v C. glutamicum (Katsumata et al.,
1984; Santamaria et al.,, 1984). Vyvoj transkriptomickych metod (DNA mikroCipy) a
predevsim stanoveni kompletni sekvence genomu kmene C. glutamicum ATCC 13032 dale
rozsifilo moznosti vyuziti této bakterie v biotechnologiich (Kalinowski et al., 2003), k E¢emuz
dale pfispélo zavedeni sekvenovani RNA a metody editace genomu pomoci CRISPR/cas9
systému (Pfeifer-Sancar et al., 2013; Wang et al., 2018).

3.2.1.1 Genom Corynebacterium glutamicum

Chromosom kmene C. glutamicum ATCC 13032 je kruhovy o velikosti cca 3,3 Mbp
a jeho obsah GC paru ¢ini 53,8 %. Podle anotace jeho kompletni sekvence z roku 2003
obsahuje 3002 kodujicich sekvenci, z toho pfiblizné 2600 predpokladanych gent koduje
proteiny. DalSich 60 genl determinuje 42 rGznych tRNA, zatimco geny pro rRNA jsou
transkribovany z 6 operont (Kalinowski et al., 2003).

Kromé vlastniho chromosomu muze genom C. glutamicum zahrnovat i dalSi
genetické elementy, a to napf. pfirozené plazmidy pTET3 (Tauch et al.,, 2002) a pGA1
(NeSvera et al., 1997). Plazmid pTET3 je 27,8 kbp velky R-plazmid kdodujici geny pro
rezistenci ke streptomycinu, spektinomycinu a tetracyklinu (Tauch et al., 2002). pGA1 je o
poznani mensi (4,8 kbp) krypticky plazmid (Nedvera et al., 1997). Stejné jako u vétSiny
dalSich bakterii nalezneme u C. glutamicum bakteriofagy. Lytické fagy @673 a 674 maji
linearni dsDNA o velikosti 44 kbp a Cos-sekvence faga @674 se vyuzivaji pfi konstrukci
kosmidl pro C. glutamicum (Yomantas et al., 2018). DalSimi linearnimi dsDNA fagy
infikujicimi C. glutamicum jsou BFK20 (Koptides et al., 1992), P1201 (Chen et al., 2008),
$16 (Lobanova et al, 2017) & CL31 (Hunnefeld et al, 2021). Kromé& plazmidu a
bakteriofagl byly v genomu C. glutamicum rovnéz nalezeny IS elementy, jejichZ inzerce
vSak obvykle nemaji vliv na funkci gent C. glutamicum. Vyjimkou jsou pouze 2 IS sekvence
a to ISCg13, ktera se vklada do genu kodujiciho sarkosinoxidazu, a 1SCg1, kterd svou

inzerci inaktivuje gen kdédujici chaperon GroEL (Kalinowski et al., 2003).



3.2.1.2 Vyuziti kmenu Corynebacterium glutamicum

Prvni kmen C. glutamicum byl izolovan roku 1957 vyzkumnym tymem spole¢nosti
Kyowa Hakko pfi uréovani pfirozenych producentl kyseliny L- glutamové (Kinoshita et al.,
1957). Diky snadné kultivaci a rastu do vysokych hustot kultury byl pramyslovy potencial
C. glutamicum postupné znacné rozsSifen. Kromé kyseliny L-glutamové zacCaly byt
fermentativné produkovany i dalSi aminokyseliny, jako jsou L-lysin (Becker et al., 2011;
Nakayama et al., 1966), L-threonin (Eikmanns et al., 1991), L-fenylalanin, L-tyrosin (lkeda
a Katsumata, 1992), L-histidin (Mizukami et al., 1994), L-izoleucin (Kelle et al., 1996),
L-tryptofan (lkeda a Katsumata, 1999), L-cystein (Wada et al., 2002), L-methionin (Park et
al., 2007), L-alanin (Jojima et al., 2010), L-prolin (Jensen a Wendisch, 2013), L-valin
(Hasegawa et al., 2013), L-arginin (Park et al., 2014), L-leucin (Vogt et al., 2014) €i L-serin
(Zhu et al., 2015). Kromé L-aminokyselin jsou prumyslové kmeny C. glutamicum schopné
i fermentativni produkce D-aminokyselin, a to konkrétné D-argininu, D-lysinu, D-ornitinu a
D-serinu (Stabler et al., 2011).

Mezi dalSi vyznamné latky, které jsou primyslové produkovany kmeny
C. glutamicum, patfi rdzné alkoholy, a to izobutanol (Yamamoto et al., 2013), etanol (Jojima
et al., 2015), 1-propanol ¢i 1,2-propandiol (Siebert a Wendisch, 2015). Kyseliny mlééna
(Okino et al., 2008) a pyrohroznova (Wieschalka et al., 2013) jsou také velice oblibenymi
produkty primyslové produkce C. glutamicum. Navic se C. glutamicum v poslednich letech
hojné vyuziva i k vyrobé biopolymerd, napf. polyhydroxybutyratu (Liu et al., 2007),
polyhydroxyalkanoatu (Matsumoto et al., 2011) &i ektoinu (Becker et al., 2013).

Diky uznani kmena C. glutamicum za bezpeCné pro pouziti v biotechnologiich
(generally recognised as a safe, GRAS), slabé aktivité jejich proteaz i restrikéné
modifikaCnich systém( se expresni systémy zalozené na C. glutamicum uplatiuji pfi
produkci heterolognich proteind. Mezi takové bakterialni proteiny spada a-amylaza
z Bacillus amyloliquefaciens (Smith et al, 1986), endoglukanaza i exoglukonaza
z Cellulomonas fimi (Paradis et al., 1987), antigen 85A z Mycobacterium tuberculosis
(Salim et al.,, 1997), celulaza ze Streptomyces halstedii (Adham et al., 2001),
transglutaminaza ze S. mobaraensis (Date et al., 2003) &i endoxylanaza ze S. coelicolor
(An et al., 2013). V C. glutamicum jsou navic produkovany i eukaryotni proteiny jako ové&i
interferon y (Billman-Jacobe et al., 1994), lidsky epidermailni rastovy faktor (Date et al.,

2006) &i GFP z meduzy Aequorea victoria (Teramoto et al., 2011).



3.2.1.3 Transkripéni regulace Corynebacterium glutamicum

Sekvenaci genomu a jeho naslednou analyzou bylo u kmene C. glutamicum ATCC
13032 nalezeno 144 genu transkripénich DNA-vazebnych regulatorti nebo dvouslozkovych
systému (podle databaze MiST 4.0). Proteinové transkripéni regulatory zahrnuiji aktivatory,
represory, dualni regulatory ¢i podjednotky sigma (faktory o) RNA polymerazy (RNAP)
(Schréder a Tauch, 2010).

Podle struktury klasifikujeme regulacni proteiny jednoslozkovych systému do rodin.
V genomu kmenu C. glutamicum ATCC 13032 prevladaji geny regulatortl z rodiny TetR
(celkovy pocet 16), jak uvadi databaze MiST 4.0. Tyto regulatory jsou bézné ve vétsiné
bakterialnich druhl a funguji pfevazné jako represory transkripce (Ramos et al., 2005).
Jedna se o a-helikalni proteiny fungujici jako dimery skladajici se z DNA-vazebné
N-koncové domény a C-koncové domény vazajici ligand (Cuthbertson a Nodwell, 2013).
Prvnim zastupcem, podle kterého nese tato rodina svij nazev, je tetracyklinovy represor
TetR z E. coli. V pfipadé, Ze neni v prostfedi pfitomen tetracyklin, TetR blokuje pomoci svoji
N-koncové domény oblast mezi geny tetR a tetA, ¢imz znemoZziuje jak svoji vlastni expresi,
tak i expresi genu pro efluxni tetracyklinovou pumpu. Je-li vSak tetracyklin pfitomen, dojde
ke konformaéni zméné TetR za jeho uvolnéni z vazebného mista na DNA, coZ umozni
expresi genu tetA kodujiciho efluxni pumpu, ktera secernuje tetracyklin ven z buriky
(Cuthbertson a Nodwell, 2013). Pfikladem represort z rodiny TetR u C. glutamicum jsou
AcnR (represor genu pro akonitazu) <& McbR (regulator biosyntézy S-
adenosylhomocysteinu) (Krug et al., 2005; Rey et al., 2005).

Druhé nejvice zastoupené regulatory jednoslozkovych systéma C. glutamicum
zahrnuje rodina ArsR (celkem 12 genud podle MiST 4.0). Jedna se pfevazné o represory,
které jsou vazany v oblasti operatoru. Po navazani ligandu (nejCastéji iont arsenu, zinku Ci
antimonu) dochazi ke konformaclni zméné represoru, ktera zplsobi jeho uvolnéni a
spusténi transkripce (Osman a Cavet, 2010). | pfes Cetné zastoupeni u C. glutamicum je
velmi malo takovych regulatord s ujasnénym mechanismem a funkci. Pfikladem
prozkoumaného regulatoru je ArsR, ktery Fidi expresi gend, jejichz produkty se podileji na
redukci arseni¢nand. Tato schopnost bunék C. glutamicum se uplatfiuje pfi eliminaci toxicity
arsenu, ktery je v Zivotnim prostfedi velmi rozSifeny (Ordéfiez et al., 2005).

Kromé dalSich 27 rodin regulatord jednoslozkovych systému jsou u bakterii
vyznamneé zastoupeny regulacni proteiny systému dvouslozkovych. Dvouslozkové systémy
bakterii se zpravidla skladaji z membranovych kinaz a regulatort odpoveédi, které funguji
jako transkripéni regulatory. V genomu C. glutamicum ATCC 13032 je kédovano celkem 13
histidinkinaz a 13 regulatort odpovédi. Popsané dvouslozkové systémy se podileji napf. na
utilizaci kyseliny citrénové, adaptaci k hladovéni na fosfat ¢i homeostazi Zeleza (Bott and
Brocker, 2012).



Samostatnou skupinu proteinovych transkripnich regulatort tvofi podjednotky
RNAP zvané o faktory. Témto faktorim se budu vice vénovat v kapitole ,o faktory u
Corynebacterium glutamicum®.

Kromé proteinovych transkrip&nich regulatord muaze byt bakterialni transkripce
regulovana pomoci malych regulacnich RNA (sRNA). V genomu C. glutamicum ATCC
13032 bylo nalezeno celkem 805 predikovanych gent pro sRNA (Mentz et al., 2013).
Nicméné k potvrzeni jejich role v konkrétnich regulacich genové exprese a signalizanich

drahach dosud chybi experimentalni data (Parise et al., 2021).

3.3 Rod Rhodococcus

Bakterie rodu Rhodococcus patfi stejné jako druhy rodu Corynebacterium do
skupiny Mycolata a jedna se taktéZ o nepohyblivé bakterie kyjovitého tvaru. V sou€asné
dobé zahrnuje tento rod 36 druhu. Osekvenované genomy bohaté na GC (60-70 %)
velikostné osciluji v rozmezi 4-11 Mbp (databaze NCBI). Lze je tedy zafadit mezi bakterialni
druhy s velkymi genomy. Kromé chromosomu jsou soucasti genetické informace bakterii
rodu Rhodococcus takeé plazmidy, jejichZ velikost Easto &ita stovky kbp.

Tento rod zahrnuje jak patogenni, tak nepatogenni druhy. Do prvni skupiny patfi
rostlinny patogen R. fascians, ktery zpusobuje zavazné poskozeni vyhonk( okrasnych
rostlin projevujici se vznikem listovych halek (Pertry et al., 2010). Zivo&isnym patogenem
fadicim se do tohoto rodu je R. equi, ktery vyvolava onemocnéni respira¢niho traktu koni a
vzacné i respiratni onemocnéni u imunosuprimovanych osob (Yamshchikov et al., 2010).

Bakterie rodu Rhodococcus obyvaji fadu zcela rGdznorodych a €asto extrémnich
ekologickych nik, a tak se je podafilo izolovat mimo jiné i ze zamrzlych antarktickych pad
(Bej et al., 2000), fi€nich kald v Némecku (Tomas-Gallardo et al., 2012), industrialnich zén
v Jizni Koreji (Veeranagouda et al., 2009), vysokohorskych slanych jezer v Andach (Bequer
Urbano et al., 2013), ropnych poli v Indii (Aggarwal et al., 2016) €i pousti v Saudské Arabii
(Réttig et al., 2016). Jedna se tedy o velmi odolné bakterie, u nichz Ize modelové studovat

odpovédi na fadu stres(.

3.3.1 Antistresovy a biotechnologicky potencial rhodokoku

Castym objektem studia biotechnologti a genetik jsou riizné kmeny R. erythropolis.
Jedna se o nepatogenni bakterii, ktera je schopna rust v Sirokém rozmezi teplot (4-37 °C)
a odolavat celé fadé stresu. S teplotnim Sokem se Uspé&Sné vyrovnava zménou slozeni
mastnych kyselin v membrané. Pfitom se zvySuje pomér nasycenych vuci nenasycenym
mastnym kyselinam a zaroven snizuje podil nasycenych vétvenych a cyklopropanovych

mastnych kyselin, coz vede k poklesu fluidity membrany (de Carvalho, 2012). Ukazalo se,
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Ze v podminkach osmotického stresu syntetizuje kmen R. erythropolis DSM1069 vétvené a
polynenasycené mastné kyseliny. Kmen R. erythropolis DCL14 je dale schopen pfezZit ve
vysokém rozmezi pH 3-11 (pfi pH 4 pfezilo 72% adaptovanych bunék) a to diky dvéma
mechanismdm, kterymi udrzuje rovnovahu pH: a) obnovenim protonmotivni sily pomoci
redoxnich pump v plazmatické membrané; b) zvétSenim zastoupeni nasycenych mastnych
kyselin v plazmatické membrané (De Carvalho, 2012). Biotechnologicky vyznam
R. erythropolis spoCiva predevsim ve schopnosti degradovat Skodlivé latky, jako jsou PCB
(Maeda et al., 1995), fenol (Prieto et al., 2002), terpeny (De Carvalho a Da Fonseca, 2005a),
alkoholy (De Carvalho a Da Fonseca, 2005b), alkany (De Carvalho, 2012) & rGzna
xenobiotika (Khairy et al., 2016) pfimo v misté vyskytu a metabolizovat je na méné toxické
formy. Zaroven maji kmeny R. erythropolis biotechnologické uplatnéni jako producenti
biosurfaktantd (Luong et al., 2018).

DalSim vyznamnym zastupcem rodu je R. opacus. Stejné jako R. erythropolis je
i R. opacus mikroorganismem, ktery je schopen odolavat celé fadé strestl. U kmene
R. opacus PD630 bylo zjisténo, Ze zvlada vysychani hromadénim tukl pro syntézu
mykolovych kyselin, takZze jeho burky pfeZivaji az 400 dni na suchém povrchu, pficemz
dochazi k tvorbé kompaktnich bunécnych shlukl a extracelularniho slizu, ktery zadrzuje
posledni zbytky vody. Adaptace R. opacus PD630 na vysychani navic vede k lepSi
odolnosti vuci hladovéni a osmotickému stresu, coz naznacuje, Ze stresové odpovédi na
osmoticky stres a vysychani se prekryvaji. Dostane-li se R. opacus do situace, kdy je
vystaven osmotickému stresu, spusti produkci EPS (extracelularnich polysacharidd) a
kompatibilnich osmolytt (ektoin, hydroxyektoin a trehal6za) (Alvarez et al., 2004). Stejné
jako R. erythropolis, je i tento druh schopen odolavat nizkému pH (4,5), a to tim, Ze
produkuje alkalické slouceniny, které neutralizuji pfebytek protonu v okoli (Cappelletti et al.,
2016). Biotechnologické vyuziti R. opacus spociva v jeho schopnosti biodegradace
organickych sloucenin, napf. fenolu, 2-chlorofenolu, 4-chlorofenolu (Kolomytseva et al.,
2005; Yoneda et al., 2016) &i ligninu (Henson et al., 2018). Popsano bylo i uplatnéni
R. opacus pfi biokonverzi topolového dieva v lipidy (Li et al., 2019).

Genom R. jostii tvofi chromosom (7,8 Mbp) a 3 velké plazmidy, které zajistuji
bakterii katabolickou rozmanitost. U kmene R. josti RHA 1 byla provedena prilomova
transkriptomicka studie odpovédi na teplotni Sok. Bylo zjiSténo, Ze tento kmen je pomérné
citlivy na zmény kultivacnich teplot a pfi vzristu teploty z 30 °C na 35 °C doslo k silnému
stresu a poklesu poctu zivotaschopnych bunék. Z globalni analyzy transkriptomu vyplynulo,
Ze pfi teploté 35 °C bylo 438 genl nadexprimovanych a 114 gent podexprimovanych oproti
30 °C. Je pravdépodobné, Zze exprese genu byla postupné spousténa v zavislosti na délce
stresu, nebot vétSina genl byla nadexprimovana jesté po 3 hodinach od aplikovani Soku,

tedy kratce pfed poklesem poctu zivotaschopnych bunék. Nejvice byly nadexprimovany
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geny kédujici HSP (heat shock proteins), transkrip&ni regulatory a pfechodné i rizné geny
pro enzymy buné&ného metabolismu. Nadexprese 64 genu se v pribéhu kultivace dokonce
zvySovala. Jednalo se o geny kodujici o faktor o®, ATPazy podilejici se na bunééném
déleni, DNA polymerazu a ligazy. Naopak nizSi transkripce byla zaznamenana u genu pro
a-podjednotku RNAP a ribozomalni proteiny (Ekpanyaskun, 2006). Transkriptomicka
analyza byla provedena i po vyvolani osmotického stresu pomoci NaCl, kdy doSlo ke
zvySeni exprese 91 genu a snizeni exprese 106 gen(, pfi€emz mezi geny se zvySenou
expresi patfily geny pro Dps (DNA protection proteins), L-ektoinsyntazu, DNA polymerazu
IV & katechol-1,2-dioxygenazu. Mezi kompatibilni osmolyty, které bunky R. jostii
produkovaly b&hem osmotického stresu, patfily ektoin a trehal6za (Ekpanyaskun, 2006).
Analyzovana byla i stresova odpovéd v podminkach 20% vlhkosti a vysledkem bylo 380
nadexprimovanych a 371 podexprimovanych genl béhem vysychani. Produkty
diferencialné exprimovanych genl zahrnovaly proteiny zapojené do metabolismu lipidu,
modifikace bunééného obalu, bunééného déleni, opravy DNA a chaperony/chaperoniny
(LeBlanc et al., 2008). Biotechnologicky potencial R. jostii spoCiva hlavné ve schopnosti
degradovat nitrily (Martinkova et al., 2010) a PCB (Takeda et al., 2010) a produkovat lipidy
(Li et al., 2019).

3.3.2 Transkrip¢ni regulace bakterii rodu Rhodococcus

V sekvenovanych genomech bakterii rodu Rhodococcus nalezneme az 800 gent
kédujicich DNA vazebné transkripéni regulatory. Stejné jako u korynebakterii pfevazuji u
tohoto rodu regulatory z rodiny TetR (databaze MiST 4.0). AvSak oproti pfibuzné bakterii
C. glutamicum nejsou témér vibec funkce a drahy jednotlivych regulatord prozkoumany.

Prikladem dvouslozkovych systémuU regulujicich transkripci jsou systémy
BphS1-BphT1 a BphS2-BphT2 kmene R. josti RHA1. Geny koédujici soucasti téchto
systému jsou lokalizovany na linearnich plazmidech pRHL1 a pRHL2. BphS1 a BphS2 jsou
histidinkinazy, které pfedavaiji signal regulatordm odpovédi BphT1 a BphT2. Ty pak aktivuji
transkripci genu podilejicich se na degradaci bifenylt a PCB. Jsou tedy dulezitym nastrojem
pro preZiti bakterie ve znecisténém prostfedi, €imz podtrhuji vyznam R. jostii
v biodegradacénich procesech (Takeda et al., 2010).

Pfesto v8ak hlavni vyznam pro pfFeziti rhodokokl ve stresovych situacich maji o

faktory RNAP, jimz se budu dale vénovat v kapitole ,o faktory rodu Rhodococcus®.
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3.4 Bakterialni RNA polymeraza

Bakterie vyuzivaiji k transkripci podjednotkovy enzym RNA polymerazu (RNAP), pro
jehoz funkénost je nezbytné katalytické jadro (a2pf’w) (Obr. 1A) a podjednotka o (Obr.1B).
Proteiny jadra, které jsou silné konzervovany u bakterii i archaea, maiji celkové molekulovou

hmotnost (Mw) cca 370 kDa. Jsou nepostradatelné pro samotnou syntézu RNA.

Obrazek 1. Struktura bakterialni RNAP. Na obrazku vlevo (A) jsou znazornény pfedevSim
podjednotky katalytického jadra RNAP, tedy podjednotky a1, a2 (obé Sedou barvou), B (zlutou
barvou), B~ (svétle modrou barvou) a w (tmavé modrou barvou). Zaroven je uprostied jadra
znazornén fialovou barvou kationt Mg2*. Na obrazku vpravo (B) je cely holoenzym oto¢en o 180°
kolem vertikalni osy, kde po odstranéni B podjednotky miZzeme vidét navazanou podjednotku o,
tvofenou doménami o1.1 (Cervend barva), o2 (fialova barva), os (fialova barva) a o4 (fialova barva).
Pfevzato (Lee a Borukhov, 2016); upraveno.

Podjednotka a (Obr. 1A) se vyskytuje ve formé homodimeru a ma Mw 36,5 kDa.
Sklada se z N-koncové domény (235 aminokyselinovych zbytk(), ktera se uplatriuje pfi
sestaveni katalytického jadra, ¢imz umozriuje interakci s podjednotkami 3 a3, a C-koncové
domény (248-329 aminokyselinovych zbytk(), kterd umoznuje interakci s fadou
transkripCnich aktivatord (Sutherland a Murakami, 2018). Dalsi funkci C-koncové domény
a je interakce s UP elementem promotoru (Ross et al., 1993).

Podjednotky B a B' maji Mw 150 a 155 kDa, diky ¢emuz tvofi 80 % katalytického
jadra enzymu (Obr. 1A). Tyto dvé podjednotky spolu s N-koncovou doménou a dimeru maji
tvar krabiho klepeta, ve kterém se nachazi kanal, kde probiha syntéza RNA (Zhang et al.,
1999). Neni proto pfekvapenim, Zze podjednotky B a B” jsou Castym cilem antibiotik, napf.
rifampicinu (Aristoff et al., 2010).

Funkce nejmensi podjednotky jadra RNAP w (Mw = 10,5 kDa) neni doposud
objasnéna (Obr. 1A). Pfedpoklada se, ze plni funkci chaperonu podjednotky B, ¢imz
umoznuje efektivnéjsi skladani RNAP (Sutherland a Murakami, 2018).

U nékterych grampozitivnich bakterii mGdZzeme nalézt také podjednotky & (Mw = 21,5
kDa) a € (Mw = 9 kDa), které vSak nejsou pro fungovani RNAP krucialni. Bylo zjisténo, Ze

u patogennich kmenu Staphylococcus aureus podjednotka & pfimo interaguje
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s podjednotkou B°. Zaroven se ukazalo, ze hraje roli ve virulenci, nebot kmeny s deleci
v genu pro podjednotku & vykazovaly horSi schopnost preZziti v hostiteli a snizenou expresi
virulen¢nich faktort (Lin et al., 2021; Weiss et al., 2014). V pfipadé bakterie Bacillus subtillis
ma podjednotka & roli vrecyklaci RNAP (Pei et al, 2020). Vyznam podjednotky ¢

pravdépodobné spociva v ochrané pfed bakteriofagovou infekci (Keller et al., 2014).

3.5 Bakterialni promotor

Promotor je oblast DNA, ktera je signalem k zahajeni transkripce. Pro vétSinu
bakterialnich promotor( plati, ze obsahuje oblasti -35 a -10 (Obr. 2), které jsou rozpoznany
podjednotkou RNAP zvanou o faktor. Jako modelovy pfiklad se pouziva promotor
vegetativnich gend rozpoznavany faktorem o’° bakterie E. coli (Obr. 2). Konsenzualni
sekvence pro tyto dvé oblasti je TTGACA (-35) a TATAAT (-10). Diky tomu, Ze je oblast -10
bohata na AT pary, dochazi zde po rozpoznani o faktorem k rozplétani dvousroubovice
DNA. Tyto dvé zakladni promotorové oblasti jsou oddélené mezernikem (spacer) o délce
16-18 nukleotidu. Prvni pfepisovany nukleotid se nachazi 6-9 nt po sméru transkripce
(downstream; zde dale "za") od -10 oblasti a je oznaovan jako transkrip&ni start +1 (TSS)
(Obr. 2).

Dale jsou soucasti promotoru oblasti, kterou nejsou pro jeho fungovani nezbytné,
avSak mohou ovlivnit silu promotoru (sila promotoru je dana frekvenci iniciace transkripce).
UP element se nachazi v pozici -40 az -60 nukleotid(l proti sméru transkripce (upstream;
zde dale "pfed®) a diky interakci s C-koncovou doménou a podjednotky RNAP zvySuje silu
promotoru (Ross et al, 1993). V pozici nukleotidi -14 a -15 pfed TSS se také muze
nachazet rozSifujici motiv TGn (Obr. 2), ktery interaguje s doménou o3 podjednotky o
faktoru (Barne et al., 1997). U nékterych bakterialnich promotort se mezi oblasti -10 a TSS
nachazi motiv diskriminatoru (Obr. 2). Jedna se o GC bohatou oblast, ktera ovliviiuje

stabilitu otevieného komplexu béhem transkripce (Haugen et al., 2006; Ruff et al., 2015).

Motiv diskriminatoru

Rozs$ifujici motiv TGn
: ] Oblast -10 —
oplast -2 Mezernik == aRFANTGLC
TTGACA 16 T~000000000000e
35 9000000000000% . :10¢ viskno
=10 +1
TSS

Obrazek 2. Schéma vegetativhiho bakterialniho promotoru. Na obrazku vlevo se nachazi
promotorova oblast -35, nasleduje mezernik, -10 rozSifujici motiv tvofeny sekvenci TGn,
promotorova oblast -10, GC bohaty motiv diskriminatoru a TSS (transkrip¢ni start). Modrou barvou
je znazornéno netemplatové vidkno DNA a Sedou barvou viakno templatové. Pfevzato (Feklistov et
al., 2014); upraveno.
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3.6 Sigma (o) faktory

Sigma faktory jsou podjednotky bakterialni RNAP zodpovédné za rozpoznani
promotoru RNAP, jeji interakci s DNA a vznik transkripéni bubliny pfi iniciaci transkripce.
Kromé o faktoru, které zodpovidaji za rozpoznani promotoru vegetativnich (housekeeping)
genu vyuzivanych za podminek exponencialniho ristu, existuji i alternativni faktory, které
se uplatriuji béhem reakci bunék na nepfiznivé podminky. Jedna se tak o dllezity prvek
regulace genové exprese na urovni iniciace transkripce. Podjednotky o faktor( délime na

dvé rodiny, a to 6’°a o°*.

3.6.1 Rodina o™

Tato rodina nese pojmenovani podle molekulové hmotnosti prvniho objeveného ¢
faktoru u E. coli, ktera Cinila 70 kDa (Burgess et al., 1969). Délime ji do 4 skupin (Obr. 3)
dle zastoupeni jednotlivych konzervovanych domén (011, 02, 03 Ci 04) (Paget, 2015).
N-koncova doména 01.1 je doména inhibi¢ni, nebot zabrariuje interakci faktoru s DNA dfive,
nez dojde k uspé&sSnému sloZeni kompletniho holoenzymu RNAP (Schwartz et al., 2008).
Evolu¢né nejkonzervovanéjSi doména o, zodpovida za interakci s promotorovou oblasti
-10. Tato interakce je zasadni pro tani dvouSroubovice DNA (Feklistov a Darst, 2011; Young
et al., 2004). Rozs§ifujici motiv -10 interaguje s podjednotkou 03 a napomaha tak tani
dvousroubovice (Mitchell et al., 2003; Young et al., 2004). C-koncova doména o4 interaguje
s oblasti -35 (Lane a Darst, 2006).

(7,

o, a,
- — — = e
Skupina1 ¢ = N E RN E

Skupina 2

L |

1.1} 3

o

- -
siupina 3 - (I —EDIING

Skupina 4

Obrazek 3. Doménové uspofadani faktora rodiny o7°. Doména o1.1 je oznacena bilou barvou,
doména o2 oranzovou (region cR1.2) a zelenou barvou (0R2.1-0R2.4), doména o3 modrou barvou
(0R3.0-0R3.1) a doména o4 Cervenou barvou (0R4.1-0R4.2). V doméné o2 se nachazi
nekonzervativni region (NCR), ktery je oznacen razové. Pievzato z (Paget, 2015); upraveno.
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Faktory skupiny 1 obsahuji vSechny 4 domény o podjednotky (Obr. 3). Tyto o faktory
(zde: vegetativni o faktory), které fidi transkripci vegetativnich (tzv. housekeeping) genl se
uplatiuji hlavné béhem exponencialniho rustu. Jsou pro buriku esencialni a je nemozné
vytvofit dele¢ni kmeny postradajici tyto faktory (Paget a Helmann, 2003). Skupina 2
zahrnuje faktory, které nemaji doménu o4.1 (Obr. 3) a hraji roli béhem odpovédi na stresy
spojené zejména s pfechodem do stacionarni faze ristu. Na rozdil od skupiny 1 nejsou tyto
faktory pro preziti buriky za nestresovych podminek nezbytné. Faktory skupiny 3, které se
skladaji z domén o2, 03 a 04 (Obr. 3), jsou zodpovédné za expresi genu pro biosyntézu
bi€iku, sporulaci ¢i obecnou stresovou odpovéd (Paget, 2015). Strukturné nejjednodussi
faktory skupiny 4 obsahujici pouze domény o2 a 04 (Obr. 3) se nékdy nazyvaji jako ECF
faktory (faktory s extracytoplazmatickou funkci). Tento nazev skupiny je odvozen od funkce
faktoru of E. coli, ktery zodpovida za expresi genu, jejichz proteinové produkty zajistuji
stresovou odpovéd na stres v periplazmatickém prostoru. Grampozitivni bakterie bez
periplazmatického prostoru vSak koéduiji jejich strukturni homology, a tak se nazev ECF
uziva u vSech bakterii. Tyto o faktory jsou dulezité pro bunky pfi stresovych situacich
(Staron et al., 2009).

3.6.2 Rodina o

Tato rodina o faktorll nesdili Zadnou strukturni homologii s rodinou faktoru .
Odlisné jsou i promotory rozpoznavané témito faktory, nebot zde dochazi k interakci s
promotorovou oblasti -24 a -12 misto -35 a -10. Samotny faktor s RNAP neutvofi otevieny
komplex, ale k aktivaci potfebuji ATPazu bEBP (bacterial enhancer binding protein), ktera
se vaze do oblasti vzdalené -80 az -150 nukleotidll pfed TSS. Po této vazbé za pfispéni
proteinu IHF (integration host factor) dojde k ohnuti DNA a k nasledné aktivaci transkripce
spojenim bEBP s holoenzymem RNAP (Buck et al., 1986; Bush a Dixon, 2012). Role ¢
faktord rodiny o®* spociva ve stresové reakci na hladovéni na dusik ¢i infekci bakteriofagem
(Bush a Dixon, 2012).

3.6.3 Anti-o faktory

Tyto faktory svou vazbou blokuji 02 a 04 domény o faktoru, ¢imz brani jejich interakci
s promotorem a zahdjeni transkripce. Pokud ma dojit k uvolnéni o faktoru, je zapotrebi
signalu uvniti nebo vné buriky. Proto se anti-o faktory skladaji ze o-vazebné domény a
senzorické domény, ktera na signal reaguje. Geny pro anti-o faktory jsou vétSinou
pfepisovany ze stejného operonu jako geny pro pfislusné o faktory, které jsou jejich

vazebnym partnerem (Paget, 2015).
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Anti-o faktory mizeme rozdélit podle vazby na o faktor do dvou skupin. Do prvni
skupiny patfi anti-o faktory, které se v€lenuji mezi domény o, a 04 ECF faktord pomoci N-
koncové domény. Anti-o faktor ChrR a faktor of Rhodobacter sphaeroides poskytuji
vymluvny pfiklad takové interakce, kde dochazi k uvolnéni ChrR bé&hem fotosyntézy pfi
hromadéni singletového kysliku (Campbell et al., 2007). Dal$im pfikladem je of a anti-o
faktor RseA, coz je transmembranovy protein, jehoZz senzoricka doména je umisténa
v periplazmé, kde dochazi po vyvolani stresu k proteolytickému Stépeni RseA a k uvolnéni
of (Ades et al., 1999; Campbell et al., 2003).

Do druhé skupiny spadaji anti-o faktory, které se omotavaji kolem domén o, a 0a.
Takovym piikladem je anti-o faktor FIgM, ktery blokuje faktor 0% zodpovédny za expresi
genu pro biosyntézu bi¢iku u gramnegativni bakterie Aquifex aeolicus (Sorenson et al.,
2004). U bakterie Cupriavidus metallidurans takovou interakci utvareji ani-o faktor CnrY a
faktor o™, ktery fidi expresi gend dulezitych pro rezistenci ke kobaltu a niklu (Maillard et
al., 2014).

Jsou znamé 3 mechanismy, pomoci kterych jsou anti-o faktory uvolfovany ze o
faktor(. Prvnim z nich je regulovana proteolyza, kdy pfi stresu je aktivovana proteaza, ktera
pFerusi vazbu anti-o faktoru na o faktor. Poté dojde k uvolnéni o faktoru a volny anti-o faktor
je degradovan proteolytickym systémem ClpXP (Ades et al., 1999; Flynn et al., 2004).
Daldim mechanismem je zmé&na konformace po detekci signalu. Takovy mechanismus
nastava u bakterie Streptomyces coelicolor, kdyz po vyvolani oxidativniho stresu dojde
k tvorbé disulfidickych mlstkd mezi cysteinovymi zbytky anti-o faktoru RseA, ¢imz dojde
k uvolnéni faktoru o® (Li et al., 2003). Tfetim mechanismem je vyména interakéniho
partnera. Pfikladem jsou faktor a® a jeho anti-o faktor RsbW u Bacillus subtilis. Za podminek
exponencialniho rdstu je RsbW vazan na o® a anti-anti-o faktor RsbV je fosforylovany. Po
vyvolani stresu dojde k defosforylaci RsbV, ktery poté vyvaze RsbW, ¢imz umozni uvolnéni
o® (Hecker et al., 2007).

3.6.4 o faktory u Corynebacterium glutamicum

C. glutamicum ma celkem 7 o faktord, z nichz v8echny nalezi rodiné ¢’°. Jsou

zastoupeny skupiny 1 (o), 2 (o®) a 4 (¢€, a®, of, a", ™).

3.6.4.1 c®

Faktor o* je vegetativni o faktor, ktery spada do skupiny 1 rodiny 6’°. Zodpovida za
expresi genu, které se uplatiiuji b&éhem exponencialniho rustu C. glutamicum, a je pro
buriku esencialni (Oguiza et al., 1997). U o*-dependentnich promotord je konsenzualni

sekvence pro oblast -35 ttgnca a pro oblast -10 TAnnnT (Pfeifer-Sancar et al., 2013).
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U nékterych vegetativnich promotort C. glutamicum byl pfed -10 oblasti nalezen i rozSifujici
motiv TGn (Albersmeier et al., 2017).

3.6.4.2 o®

Tento faktor skupiny 2 se uplatiiuje pfedevSim béhem stacionarni faze rustu, kdy
prejima ulohu faktoru o” (Larisch et al., 2007). O podobnosti téchto dvou faktord vypovida
i fakt, Ze in vitro je schopen faktor o® spoustét transkripci ze o”-dependentnich promotord.
Stejné tak i faktor o spousti transkripci ze o8- dependentnich promotord (Silar et al., 2016).
oB-dependentni promotory jsou podobné o*-dependentnim promotorim. Rozdilem je
preference G v pozici diskriminatoru u o®-dependentnich promotord (Albersmeier et al.,
2017). Zajimavosti je, Ze exprese genu sigB, ktery koduje faktor oB, je fizena

of/a"-dependentnim promotorem (Dostélova et al., 2017; Holatko et al., 2012).

3.6.4.3 o¢

Faktor o©, ktery patfi do skupiny 4, se podili na expresi genu, které maji tlohu
v aerobni respiraci. Pozitivné reguluje syntézu cytochromu bd a aa3. Naopak negativné
reguluje syntézu cytochromu bc71 (Toyoda a Inui, 2016a). K aktivaci exprese genu
spadajicich do o®-regulonu dochazi pfi nedostatku médi. Jedna se o nasledek zhordeného
prenosu elektront pfes cytochromy, pro jejichz fungovani je pfitomnost médi zasadni
(Morosov et al., 2018; Toyoda a Inui, 2016a).

V porovnani s ostatnimi ECF faktory C. glutamicum maji c°-dependentni promotory
ojedinélé konsenzualni sekvence -35 (GGAACT) a -10 (CGACWR) promotorovych oblasti
(Toyoda a Inui, 2016a).

3.6.4.4 oP

Dal§im vyznamnym ECF faktorem je oP, ktery je klicovym regulatorem syntézy
mykolovych kyselin C. glutamicum (Taniguchi et al., 2017; Toyoda a Inui, 2018). Bylo
experimentalné prokdzano, Ze k aktivaci oP-regulonu dochazi pfi kultivaci bakterie
v pfitomnosti lysozymu, coZ ukazuje, Ze proteiny genu fizenych aoP se uplatriuji v zajisténi
integrity buné¢né stény pfi povrchovém stresu (Toyoda a Inui, 2018).

Aktivita faktoru oP je posttransla¢né regulovana pomoci jeho anti-o faktoru RsdA,
ktery je lokalizovan v cytoplazmatické membrané. Pfedpoklada se, Ze k uvolnéni vazby
RsdA-o® dochazi pfi vyvolani povrchového stresu, napf. pomoci SDS &i lysozymu. Gen
rsdA se nachazi ve stejném operonu jako gen faktoru o® sigD (Toyoda a Inui, 2018).

Pomoci sekvenovani RNA byly porovnany transkriptomy kmen( s nadprodukci

faktoru o® a kmene s deleci vgenu pro o®. Bylo tak nalezeno 29 oP-dependentnich
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promotort a uréena konsenzualni sekvence pro oblast -35 (GTAAC”/c) a -10 (GAT)
(Dostalova et al., 2019).

3.6.4.5 of

DalSim z faktorti skupiny 4 u C. glutamicum je faktor o, ktery umoziiuje burice
odpovidat na stres vyvolany teplotnim Sokem, SDS, EDTA, lysozymem ¢i hladovénim na
dusik (Park et al., 2008). Zodpovida i za expresi genl chaperonl a metyltransferaz, které
se podileji na metylaci mykolovych kyselin zajistujicich odolnost bunééného obalu béhem
stresovych situaci (Dostalova et al., 2017; Park et al., 2008). Dulezitou roli v posttranslacni
regulaci faktoru of hraje jeho anti-o faktor CseA (oznacovany téz CseE), ktery je soucasti
stejného operonu jako gen sigE (Park et al., 2008). Zatimco operon sigE-cseA je piepisovan
ze tfi o”-dependentnich promotor(i, gen cseA fidi dal$i dva promotory, z nichZ jeden je
vegetativni a druhy je o%/c"-dependentni (Busche et al., 2023).

Recentni experimenty ukazuji, Ze promotory rozpoznavané faktory of a " jsou
v nékterych pfipadech totozné. Konsenzualni sekvence GGAAC pro -35 oblast a GTT pro
-10 oblast je totiz rozpoznavana obéma faktory o. Napfiklad promotor genu faktoru o® je
rozpoznavan jak faktorem of, tak o™, coz naznacuje propojeni mezi regulony téchto 3 o
faktort (Busche et al., 2023; Dostalova et al., 2017).

3.6.4.6 o"

ECF faktor o™ ovlada obrovsky pocet gend a zarover spousti transkripci jinych sig
genu (sigB a sigM), a je proto povazovan za globalni regulator (Busche et al., 2012;
Dostélova et al., 2017; Schroder a Tauch, 2010). Ridi odpovédi na teplotni Sok, oxidativni
stres i na povrchovy stres (Ehira et al., 2009; Kim et al., 2005). Mezi geny, jejichz exprese
je Fizena timto o faktorem, patfi zejména geny kédujici proteazy a chaperony (Engels et al.,
2004). Zarover je faktor o™ zodpovédny za SOS odpovéd zpusobenou poskozenim DNA,
nebot spousti expresi genl kodujicich proteiny reparacniho aparatu (Busche et al., 2012).

Ve stejném operonu jako gen faktoru o" se nachazi i gen pro jeho anti-o faktor
RshA, ktery je vS8ak prepisovan spole¢né se sigH ze tfi vegetativnich promotort operonu i
ze svého vlastniho o-dependentniho promotoru (Busche et al., 2012). Pod kontrolou
o"-dependentniho promotoru je i gen pro faktor a®, coz potvrzuje dilezitost faktoru ot i
v pfechodu z exponencialni faze do stacionarni faze rustu (Dostalova et al., 2017).

Konsenzualni sekvence pro -35 (gGGAAT/c) a -10 (GTT) promotorové oblasti byla
odvozena ze 45 stanovenych o"-dependentnich promotorti (Busche et al., 2012). Jedna se
o o faktor s vysoce konzervovanymi promotory i u jinych bakterii, nebot stejné konsenzualini

sekvence -35 a -10 promotorové oblasti ma i faktor o Mycobacterium tuberculosis (Raman
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et al., 2001) a homologni o ze Streptomyces coelicolor (Paget et al., 1998). V recentni
publikaci byl navic potvrzen piekryv rekogni¢ni (rozpoznavaci) specifity mezi of- a

o'-dependentnimi promotory C. glutamicum (Busche et al., 2023).

3.6.4.7 oM

Poslednim ze stresovych o faktorl C. glutamicum je . Jeho role je podobna jako
u faktorti of a o", tedy zprostfedkovani reakce buriky na teplotni, oxidativni ¢i disulfidicky
stres (Nakunst et al., 2007).

Puvodni konsenzualni sekvence pro -35 (gGGAAT) a -10 (YGTTGR) promotorovou
oblast naznacdovala, Ze vétSina oM-dependentnich promotord mize byt zaroven i of/c"
dependentni (Nakunst et al., 2007). V pozdé&jsi praci kolegyné z Laboratofe modulace
genové exprese vsak byla konsenzualni sekvence redefinovana (GGGAACC pro oblast -35
a GTCNAA pro oblast -10) (Dostalova, 2020).

3.6.5 o faktory rodu Rhodococcus

VSechny doposud objevené o faktory u riznych kmen( tohoto rodu se fadi do rodiny
o’°. V porovnani s pfibuznymirody Corynebacterium &i Mycobacterium mame o o faktorech
rodu Rhodococcus daleko men$i mnozstvi informaci. Exprese gend umoziujicich
rhodokok(m pfezit v nepfiznivych az extrémnich podminkach i degradovat rozmanité
toxické slouceniny je zajistovana podstatné vétsim mnozstvim stresovych o faktor(, nez je
tomu napf. u C. glutamicum.

Stejné jako u C. glutamicum ¢&i M. tuberculosis je skupina 1 faktort rodiny o’
zastoupena jedinym zastupcem, a to vegetativnim faktorem o*. Identita aminokyselinové
sekvence faktoru o* u kmenu R. erythropolis CCM2595, R. jostii RHA1, R. opacus PD630,
R. equi 1035, R. fascians D188 se pfi srovnani s M. tuberculosis pohybuje v rozmezi 76-79
% (Patek et al., 2021). Pfedpokladame tedy, Ze funkce faktoru * u rhodokoku je stejna
jako u C. glutamicum ¢&i M. tuberculosis, tedy transkripce genl nezbytnych pro
exponencialni rust bakterie (Oguiza et al., 1997).

Gen sigB se vyskytuje ve vSech anotovanych sekvencich genomu rhodokoku a i zde
faktor o® spada do skupiny 2 rodiny ¢’°. Identita aminokyselinové sekvence faktoru o® u
kmenu R. erythropolis CCM2595, R. jostii RHA1, R. opacus PD630, R.equi 103S,
R. fascians D188 se pfi srovnani s M. tuberculosis pohybuje v rozmezi 83-85 % (Patek et
al., 2021). Na zakladé vysoké sekvenéni shody prfedpokladame, Ze jeho role bude obdobna
jako u C. glutamicum a M. tuberculosis (Larisch et al., 2007), tedy indukce exprese genu
béhem rastu kultury bunék v pfechodu z exponencialni do stacionarni faze. V pfipadé

kmene Rhodococcus sp. TG13 doSlo pfi vzniku bunétné formy VBNC (Zivé, ale
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nekultivovatelné buriky) ke sniZzeni exprese genu pro o*, coz napovida, Ze faktor o® prebira
jeho funkci v dobé hladovéni (Su et al., 2016). V bufikach kmene R. opacus B4 doslo ke
zvySeni exprese sigB také b&hem prechodu do stacionarni faze rlstu. Navic bylo
prokazano, Ze o® hraje roli pfi teplotnim Soku a toleranci k etanolu, nebot u mutantt s deleci
v genu sigB doslo ke zhorSeni rastu pfi vystaveni vysoké teploté a etanolu béhem kultivace
(Kita et al., 2009). Homolog tohoto o faktoru a®' byl nalezen u kmene R. jostii RHA1, kde
hraje ulohu v odpovédi na teplotni Sok (Ekpanyaskun, 2006).

Na rozdil od C. glutamicum disponuji néktefi zastupci rodu Rhodococcus o faktory
skupiny 3, coz jsou faktory pfibuzné o u M. tuberculosis. Kmen R. jostii RHA1 ma dokonce
tfi takové faktory, a to o', 0™ a o™. Analyza transkriptomu tohoto kmene v podminkéach
vysychani pfi 20% relativni vihkosti prokazala, Ze mezi 406 nadexprimovanymi geny byly i
geny pro faktory ™' a ™. Zaroven bylo zjisténo, Ze tyto faktory hraji roli pfi v osmotickém
stresu a teplotnim Soku (Ekpanyaskun, 2006; LeBlanc et al., 2008). Navic u stejného kmene
byla pozorovana nadprodukce faktoru o™ po vystaveni bunék perfluoralkylovanym
kyselinam, pfi kterém doslo k masivni tvorbé bunécnych agregata (Weathers et al., 2015).

Nejvice o faktord kmen( rodu Rhodococcus zahrnuiji faktory skupiny 4. V prvé fadé
zde najdeme faktory, které se nachazeji i u C. glutamicum, tedy faktory o®, of, o", u nichz
Ize pfedpokladat, Ze budou mit obdobnou funkci a vzdjemnou regulaci jako v pfipadé
zminovaného pribuzného rodu a Ze regulony téchto faktorli budou vykazovat vzajemny
prekryv. DalSim ECF faktorem rhodokoku je o©. Proteomicka analyza kmene R. jostii RHA1
prokazala zvySenou pFitomnost faktoru o© za podminek hladovéni, coz naznaduje jeho
mozné zapojeni do stresové odpovédi béhem stacionarni faze rustu (Patrauchan et al.,
2012). Informace o dal$ich faktorech skupiny 4 u kment rodu Rhodococcus (o”, oX, a-, oV,
o”, o) mame pouze na zakladé znalosti sekvence jejich genl a jeji podobnosti se
sekvencemi analogickych gent pfibuznych druhd bakterii. Jelikoz se faktor o’
M. tuberculosis podili na zvySeni odolnosti k H2O2 (Hu et al., 2004), mUuzeme jeho podobnou
roli pfedpokladat i v kmenech rodu Rhodococcus. Do regulonu faktoru o¥ M. tuberculosis
spadaji geny pro katalazu, peroxidazu a pro antigeny MPT70 a MPT83, (Sklar et al., 2010;
Veyrier et al., 2008), coz naznaCuje moznou roli tohoto faktoru v oxidativnim stresu.
Predpokladana funkce faktord ot a oM M. tuberculosis je v zajisténi exprese genti majicich

ulohu v syntéze lipid a oxidativnim stresu (Sklar et al., 2010).

3.7 Prekryvy o regulont u bakterii

Rizeni genové exprese je velice komplikovany proces, pfi kterém se b&hem Zivota
buriky zapojuje obrovské mnozstvi transkripénich proteinovych aktivatort &i represord,

malych regulacnich RNA a v neposledni fadé o podjednotek RNAP. | pfes to, Ze bakterie
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vyuzivaji k uskutecnéni svého genetického programu velké mnozstvi rlznych o faktord,
neplati, Zze by kazda sada genu s urCitou funkci méla pro svou expresi pouze jeden
konkrétni o faktor. To je zpusobeno jevem, ktery oznaCujeme jako prekryv rekognicni
specifity o faktort pfi rozpoznani promotoru.

Jednim z pfikladu je promotor genu kodujiciho transkripéni aktivator exprese
operonu pro biosyntézu sublancinu u B. subtilis. Transkripci genu abh z tohoto promotoru
umozniuji dva ECF faktory, a to 0¥ a o, coz potvrdila transkriptomicka analyza 7 mutantnich
kmenu (delece v genech pro rlizné stresové transkripéni aktivatory) (Luo a Helmann, 2009).
Podobné faktory o' a oY u bakterie Caulobacter crescentus, ktera slouzi jako modelovy
organismus pro studium bunééného déleni, sdileji identické konsenzualni sekvence pro jimi
rozpoznavané promotory (-35 GGAAC a -10 CGTTG). P¥i teplotnim Soku (48 °C) doSlo ke
zvySeni exprese jak genu sigT, tak i sigU, coz poukazuje na pravdépodobny piekryv
rekogni¢ni specifity téchto dvou ECF faktorl (Alvarez-Martinez et al., 2007). Z analyzy
tranksriptomu kmenu s deleci v genech pro vybrané o faktory (o8, o¢, o a o') Listeria
monocytogenes vyplynulo, ze 39 genu je fizeno faktorem o® i ot a 11 genu je Fizeno
faktorem o® i o*, pficemz deleéni kmeny AsigB, AsigC, AsigH a AsigL prokazaly snizenou
schopnost odolavat kyselému stresu, teplotnimu Soku a také zhorSenou virulenci
(Chaturongakul et al., 2011). Dal$im pfikladem je exprese genu pro faktor skupiny 2 o®
M. tuberculosis, ktera je fizena hned tremi ECF faktory, a to of, o™ a o* (Dainese et al.,
2006; Manganelli et al., 2002, 2001). Neni tedy pfekvapenim, Ze vzhledem ke strukturni
a funkéni podobnosti o faktora M. tuberculosis se o faktory C. glutamicum, dochazi i u
druhého jmenovaného zastupce k fizeni exprese sigB faktory of a o (Dostélova et al.,
2017; Holatko et al., 2012). Dasledkem prekryvu rekogni¢ni specifity o faktoru je prekryv
regulond. Jestlize urcita skupina genu (regulon) je fizena jednim spoleénym o faktorem
(oznaCovanych téz jako sigmulon) a jina skupina gent druhym o faktorem, mohou se
vyskytnout geny, které spadaji do obou skupin; tyto geny pak tvofi pfekryv regulond (Cho
et al., 2014).

U C. glutamicum je typickym pfikladem pfekryv o reguloni ECF faktorti of a o'
(Obr. 4). Promotory, u kterych byl prokazan prekryv rekogni¢ni specifity faktor of a o
C. glutamicum, Fidi geny kodujici chaperony (Dnad2, DnaK), transkripéni regulator CIgR,
faktor 0B a anti-o faktor CseE (Obr. 4) (Busche et al., 2023; Dostalova et al., 2017; Silar et
al., 2016). Zajimavé je, Ze témér kazdy prokazany oE-dependentni promotor C. glutamicum

je zaroven i o"-dependentnim promotorem (Obr. 4) (Busche et al., 2023).
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SigH regulon

SigE regulon

Obrazek 4. Schéma piekryvu regulont o a o". Kruhy znazorfiuji oE-regulon (modfe) a a"-regulon
(Cervené). V priiniku obou kruhll se nachazi geny, pro jejichz promotory byl prokazan prekryv
rekognic¢ni specifity faktori of a o".

Pfestoze u bakterii R. erythropolis a R. opacus nebyly doposud tyto faktory
podrobeny dukladnéjSimu zkoumani, predpokladame, ze jejich funkce ve stresovém
fungovani buriky je obdobna, a tudiz i zde budou nalezeny prekryvy odpovidajici pfibuznym
rodim. U ECF faktord o® a o C. glutamicum se kvuli odliSnym konsenzualnim
sekvencim -35 a -10 promotorovych oblasti jimi fizenych genu dlouho predpokladalo, ze
nedochazi k pfekryvam jejich regulont. Nicméné vysledky sekvenovani RNA transkriptomu
a mapovani 5’konct mRNA transkriptd mutantniho kmene AsigD prokazaly, ze existuje i
oP-dependentni promotor Plpd, jehoz oblast -10 obsahuje trojici nukleotidtl GTT, ktera je
typicka pro of- a o"-dependentni promotory. Dal$im nalezenym, pfirozenym hybridnim
oP/oH-dependentnim promotorem byl promotor Pcg0607, jehoz oblast -35 obsahuje
sekvenci nukleotidil GGAA, ktera je typicka pro ot- a oH'- dependentni promotory (Dostalova
et al., 2019). Navic u doposud nejméné prozkoumaného faktoru RNAP C. glutamicum o™
rovnéz predpokladame, Ze jeho regulony se mohou piekryvat s regulony of a o, nebot
sekvence pro oblast -35 v aM-dependentnich promotorech obsahuje nukleotidy GGAAC
(Dostalova, 2020).
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4 Material a metody

4.1 Bakterialni kmeny

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 AsigH
Rhodococcus erythropolis CCM 2595
Rhodococcus opacus PD630

Escherichia coli TOP10

4.2 Pufry a kultivaéni média

Komplexni tekuté médium 2xYT (1 1)

16 g trypton
10 g kvasnicny extrakt
5 g NaCl

pH = 7,0 (neupravovano)

Slozky média byly rozpustény v dH.O. Celkovy objem roztoku €inil 1 |. Poté bylo médium

sterilizovano pomoci autoklavu.

Komplexni pevné médium 2xYT (1 1)

16 g trypton

10 g kvasni¢ny extrakt
5 g NaCl

15 g agar

pH = 7,0 (neupravovano)

Slozky média byly rozpustény v dH,O. Celkovy objem roztoku €inil 1 I. Poté bylo médium

sterilizovano pomoci autoklavu.

Pufr PBS

2,68 mM KClI

1,77 mM KH2PO4

136,89 mM NaCl

10,05 mM NazHPO4

pH = 8,0 (upraveno H3POQO,)

Po namichani byl pufr rozpustén v dH20. Roztok o celkovém objemu 1 | byl sterilizovan

pomoci autoklavu.
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Elektroforeticky pufr TBE (5x koncentrovany)
e 54 g Tris-HCI
o 27,59 H3BOs
e 20ml0,5MEDTA (pH = 8,0)

e pH = 8,3 (neupravovano)

Slozky pufru byly rozpustény v dH.O. Roztok o celkovém objemu 1 | byl sterilizovan pomoci

autoklavu.

4.3 Plazmidy
4.3.1 pEPR1

Tento podvojny promotor-test vektor (s moznosti replikace v C. glutamicumi E. coli)

nese reportérovy gen gfpUV, ktery umozZnuje méfit aktivitu sledovaného promotoru

(Knoppova et al., 2007). Selekéni marker (rezistenci ke kanamycinu) kéduje gen aph

— PaeR7I - PspXI - Xhol (530)

(Obr. 5).
(0) Smal Nsil (8)
(7335) TspMI - Xmal | _Bcli* (9)
3 / Xbal (15)
(6973) Bmtl \ /7 _BamHI (27)
(6969) Nhel | / g g Acc651 (24)
(6938) BStAPT ' ~ __~Agel (87)
—— KpnI (28)
____——BspEI* (331)
(6644) Scal — Ndel (339)
(6591) Bsu36I — MiuI (431)
N\ T BsEZ171 (559)
~—__ Mfel (669)
i “sall (712)
T BsEXT (593)
(6196) Psil A

/i
(5847) SspI - ) f

(5574) PaqCI —
PEPR1
7337 bp

7 Tsol (2770)
RsrTI (2778)

(4017) AfIII |
(3752) Sacll

—_ EcoRV (1020}
“~.Zral (1029)
AatIl (1031)

W PstT (1332)

—— Pcil (169%)

Obrazek 5. Mapa plazmidu pEPR1. aph — gen kédujici aminoglykosidfosfotransferazu, ktera je
zodpovédna za rezistenci ke kanamycinu; gfpUV — reportérovy gen kodujici GFP; rep — gen pro
replikacni protein; per — gen kodujici regulator replikace; T-trpE, T-trpA, T-rrnB a T-leuB — terminatory

transkripce.
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4.3.2 pEC-XT99A

Tento podvojny vektor slouzi k nadexpresi sledovaného genu, coz je umoznéno
pomoci IPTG indukovaného promotoru Ptrc (Kirchner a Tauch., 2003). Selekéni marker

(rezistenci k tetracyklinu) kéduje gen tetA (Obr. 6).

(7505) Ncol EcoRI (1)
(7416) Sspl Eco53kI (9)
| ' Sacl (11)
< _Acch5I (13)
T 7 _Kpnl (17)
~__ BamHI (22)

(6919) EcoRV

___——Xbal (28)
————— XmnI (82)

Nrul (952)

(6483)
_SacllI (1070)

(6032) Nsil
(6008) MauBI —

(5816) BStZ17I—
(5764) Ndel —
pPEC-XT99A —— Tsol (1849)

(5585) Pcil — 7500 bp

~— FspI (2000)

(4799) BpulOI
Psil (2819)

Dral (2930)

' ‘PshAT (3181)

.PanI (3491)
| | AhdI (3511)

(3301) DraIll
(3868) Pvul Csil - SexAI* (3709)

Obrazek 6. Mapa plazmidu pEC-XT99A. tefA — gen kodujici protein zajiStujici rezistenci k
tetracyklinu; laclg — gen kodujici Lac represor; repA — gen kodujici replikaéni protein; per — gen
kédujici pozitivni regulator replikace; T1 a T2 — terminatory transkripce.
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4.3.3 pRLG770

Plazmid pRLG770 se replikuje pouze v E. coli a je uréen pro in vitro transkripci.
Obsahuje 150 nt oblast, pfed kterou vkladame sledovany promotor. Tato oblast je
zakoncena terminatorem transkripce rrnB (Ross et al., 1990). Selek&ni marker (rezistenci k

ampicilinu) kéduje gen bla (Obr. 7).

(4794) EcoRI Eco53kI (29)
(4723) Aatll [ ‘BanII - SacI (31)
(4721) Zral \ PaeR71 - Xhol (32)
AR [ ©_Xbal (38)

- Acco5I (57)
_—KpnI (51)
_— HindIII (73)

(4400) XmnI \ —— KflI - PpuMI (80)
(4342) HincIl |
(4281) SCBI\\ = | === 'B||JI (527)
, N, — I"‘-I' — s
o
rrng
(4046) PStI._
(3801) AhdI-___ - BglII (391)
PRLG770 ——— SnaBI (1185)

4796 bp
——— EcoRV (1277)

" BspEI (1293)

__—KasI (1379)

— NarI* (1380)
Sfol (1381)
PluTI (1383)

(3324) AIWNI

(2732) BStAPI — —
(2731) NdeI ~ _— / \
(2681) Bstz171~ .~/ Agel (2001)
(2680) Accl ~ / Miul (2096)

(2655) PfIFI - Tth111I

(2551) BsmBI - Esp3I BStBI (2221)

Obrazek 7. Mapa plazmidu pRLG770. bla — gen koédujici B-laktamazu zajiStujici rezistenci k
ampicilinu; Pbla — promotor genu bla; rrnB — terminator transkripce; ORF — otevfeny ¢teci ramec;
galK — gen kodujici galaktokindzu; pBR322-ori — replikacni pocatek.
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4.4 Syntetické oligonukleotidy

Tabulka 1. Seznam pouzitych oligonukleotidd.

Nazev Sekvence oligonukleotidu (5 — 3)
e e
e e
e
TRPTCGF1 CAGTTGTGTGATGTGGCAATGTTTCACG

GFP1 CTAATTCAACAAGAATTGGGAC

SIGDREpECECOoRIF2

GCCACTGAATTCCCAGGATTTTCG

SIGDREPECR

CACTCTAGACCGCAGCCAAGTCC

SIGHREpECSacIF2

TGGCGGAGCTCTTGATCCCTACGG

SIGHREPECR CTGTCTAGAAGTCGAGCCTTTC
ECXT99AR GCTACGGCGTTTCACTTCTG
AATTCACCGTTGAAGGTTTGAATATTTCGATTCAGTAACA
PRS01090p770F CCGAATCGATTGGCCACGATGTACTCGAAGACA
AGCTTGTCTTCGAGTACATCGTGGCCAATCGATTCGGTGT
PRS01090p770R TACTGAATCGAAATATTCAAACCTTCAACGGTG
AATTCGTCCGATTGTTGCGATGACCTCGACTTTGTAACAC
PRS25565p770F CGGAGCCCCCGGAAAGGGACAAACACGTCGACAA
AGCTTTGTCGACGTGTTTGTCCCTTTCCGGGGGCTCCGGT
PRS25565p770R GTTACAAAGTCGAGGTCATCGCAACAATCGGACG
30F CCACCTGACGTCTAAGAAACC
CM3 CGGCGGATTTGTCCTACT
PSiqB70REF GGTCACGGCGTTTTAGCGGAAATCGGCGCGGGAACTTTCC
g CGGAACTCTCACACGTTGAACTGTGTGAGAGG
PSiqB70RER GATCCCTCTCACACAGTTCAACGTGTGAGAGTTCCGGGAA
9 AGTTCCCGCGCCGATTTCCGCTAAAACGCCGTGACCTGCA
. GCGGGAGCACACCCGCTCGGGAGGTGCCACTGTAACGCCA
PSigD70REF1/2 GGATTTTCGCTGACGATGACAAATACGAGCGG
. GATCCCGCTCGTATTTGTCATCGTCAGCGAAAATCCTGGC
PSigD70RER1/2 GTTACAGTGGCACCTCCCGAGCGGGTGTGCTCCCGCTGCA
PSiQE70REF GTCACCAGGATTCTCAGGAATCCCTCAGGCTCCTCATATG
9 GCGTGCACACCGCGATGAGAAAAGGTGTAG
PSIcE70RER GATCCTACACCTTTTCTCATCGCGGTGTGCACGCCATATG
'9 AGGAGCCTGAGGGATTCCTGAGAATCCTGGTGACTGCA
. GATCGCCGACAGGTACATCCGACCAGGCCGGGAACAGAGT
PSigH70REF

CGCAGACTCCCGTGTTGGTACCAGTTGATGAG
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PSigH70RER

GATCCTCATCAACTGGTACCAACACGGGAGTCTGCGACTC
TGTTCCCGGCCTGGTCGGATGTACCTGTCGGCGATCTGCA

SIGAREPECF2

CGCCGGAATTCCACTCTGG

SIGAREPECR TCTTCTAGAAGCTGGTGTGACTA
SIGBREPECF GAGAATTCGCCGATAGGGAGG
SIGBREPECR CTGACTCTAGAGCTGTGTTGTTTGA
SIGEREPECF GCACTACGGAATTCGGACAAC
SIGEREPECR TCCCTCTAGATGATTGACCAC

PSIGBP770REF

AATCCGGTCACGGCGTTTTAGCGGAAATCGGCGCGGGAAC
TTTCCCGGAACTCTCACACGTTGAACTGTGTGAGAGA

PSIGBP770RER

AGCTTCTCTCACACAGTTCAACGTGTGAGAGTTCCGGGAA
AGTTCCCGCGCCGATTTCCGCTAAAACGCCGTGACCG

P1SIGDP770REF

AATCCGCGGGAGCACACCCGCTCGGGAGGTGCCACTGTAA
CGCCAGGATTTTCGCTGACGATGACAAATACGAGCGA

P1SIGDP770RER

AGCTTCGCTCGTATTTGTCATCGTCAGCGAAAATCCTGGC
GTTACAGTGGCACCTCCCGAGCGGGTGTGCTCCCGCG

PSIGHP770REF

AATCCGATCGCCGACAGGTACATCCGACCAGGCCGGGAAC
AGAGTCGCAGACTCCCGTGTTGGTACCAGTTGATGAA

PSIGHP770RER

AGCTTTCATCAACTGGTACCAACACGGGAGTCTGCGACTC
TGTTCCCGGCCTGGTCGGATGTACCTGTCGGCGATCG

GTCCGGTGTGGCCTGGTGACGTGACTCGGGACTAATCCCG

O5YRS03175F ACCCTGTTCGTTGTTGCACCTTCGGTGACG
GATCCGTCACCGAAGGTGCAACAACGAACAGGGTCGGGAT
O5YRS03175R TAGTCCCGAGTCACGTCACCAGGCCACACCGGACTGCA
GCCTCGTCGACGGAACCACCCTCGCTCCGGAAGTTTTCAG
O5YRS06830F GCTGGGGGAGCGTTGACCAGATTCATGGAG
GATCCTCCATGAATCTGGTCAACGCTCCCCCAGCCTGAAA
O5YRS06830R ACTTCCGGAGCGAGGGTGGTTCCGTCGACGAGGCTGCA
GGCCGCCATCTGTGGGCGTTGACCAGGGGGAAATAGGAAA
O5YRS07285F GCCGGCCAGATGGTTGCACCTTCCAACGAG
GATCCTCGTTGGAAGGTGCAACCATCTGGCCGGCTTTCCT
O5YRS07285R ATTTCCCCCTGGTCAACGCCCACAGATGGCGGCCTGCA
GCCGCGATCTTCGAACTGGACTGCCTCCGGAACAAACCGG
OS5YRS11800F CCGCACGGCGTCGTTGGTGCAGATATGAGG
GATCCCTCATATCTGCACCAACGACGCCGTGCGGCCGGTT
O5YRS11800R
TGTTCCGGAGGCAGTCCAGTTCGAAGATCGCGGCTGCA
GCCGAGAACGCAAGCTGAAATCGGCTCAGGGAAGAATCAG
O5YRS15250F CGGTTCCGGGGCGTTGCACACACCAACAGG
GATCCCTGTTGGTGTGTGCAACGCCCCGGAACCGCTGATT
O5YRS15250R

CTTCCCTGAGCCGATTTCAGCTTGCGTTCTCGGCTGCA

P1sigBREmut-35GPEPRF

AAGTTTCCCGGAACTCTCAC

P1sigBREmut-35GPEPRF

CCCGCGCCGATTTCCGCTAAAAC

P1sigBREmut-35APEPRF

AAATTTCCCGGAACTCTCAC
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P1sigBREmut-35APEPRR

CCCGCGCCGATTTCCGCTAAAAC

P1sigBREmut-35TPEPRF

AATTTTCCCGGAACTCTCAC

P1sigBREmut-35TPEPRR

CCCGCGCCGATTTCCGCTAAAAC

PRS07285mut-35GPEPRF AAGTAGGAAAGCCGGCCAG
PRS07285mut-35GPEPRR CCCCCTGGTCAACGCCC
PRS07285mut-35CPEPRF AACTAGGAAAGCCGGCCAG
PRS07285mut-35CPEPRR CCCCCTGGTCAACGCCC
PRS07285mut-35TPEPRF AATTAGGAAAGCCGGCCAG
PRS07285mut-35TPEPRR CCCCCTGGTCAACGCCC

SIGAPD630pECF

GCCGGCGAATTCAGTAGACCTCTCC

SIGAPD630pECR

CCAGCGTCTAGAGGGCCGTAGGC

SIGBPD630pECF

CGAGGAATTCGCAGGTCACAGCG

SIGBPD630pECR

GTACGTCTAGAACCGGCGCTGATTCC

SIGDPD630pECF

GTTACTCTTGGAGAATTCCGCTGAGAGC

SIGDPD630pECR

CCTTCTAGATCGGCATCGGGATTGC

SIGEPD630pECF

GGAATTCACGACGACGGAGGAAAGTCC

SIGEPD630pECR

CGGTCTAGACAAACTGGCGAGGTACACG

SIGHPDG630pECF

GTCGGGAGCTCAGCGGACGGG

SIGHPDG630pECR

AGTCTAGATGCTCGAATTCGTCCTGCTCGC

GTTTTTCGGGTGCCCGAACTTTCCTTTGCGGGAATCGCTC

P2RS01905PD630pEPRF CGTGACCCCAACTGTTGCGCAGGGTGTACCAG

P2RSO1905PDB3OPEPRR | ) 1 oacnnnGonnAG T TEA0GCACCCOAARARCT GO
PIRS06830PDE30PEPRF | (o ora1carcor 6oACeonarenacaces
PIRS06830PDB30PEPRR | 1000 CACGOCAGGETOCGTCEOACARAGCTCOA
PIRS13650PDBIOPEPRF | 0 o noca TGACTARTACCAGEGAG
PIRS13650PDB3OPEPRR | (11 a1 GCACCTECCOCOATGOGTBTCTCCCTC
P2RS15515PD630pEPRF GGGACCACGGTGTGCCGGGACGTCCGGAGGGAAGTTCGAG

GGGTCGTCCGGTGTTGTCGACATAAGTTGATG
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GATCCATCAACTTATGTCGACAACACCGGACGACCCCTCG

P2RS15515PD630PEPRR AACTTCCCTCCGGACGTCCCGGCACACCGTGGTCCCTGCA
RS TosoOPDBREPRF | ORI T e
S el e
e el
Sl [
poRsasssPDmpERRR | LT
PORSSOTSPDBREPRE | AL (T e
PORS39075PD630pEPRR GATCCCAGCATGCCGTCAACAACCACATCGGCAAGTAATC

TATTCCTTGTTCAAATCTGGACGATCGGCCGGGATCTGCA

Pcg0668mut-10F

AAACACTTATTGACAGGGATCCAAGTTC

Pcg0668mut-10R1

CACTGGAAAAACGGCCAAAAGGTTCC

Pcg0668mut-10R2

TACTGGAAAAACGGCCAAAAGGTTCC

Pcg0668mut-10R3

AACTGGAAAAACGGCCAAAAGGTTCC

JB-0668mut-31GPEPRF

GCTTTTGGCCGTTTTTCCAG

JB-0668mut-31GPEPRR

TTCCCTTGAATGTGAAATTAGGGG

JB-0668mut-31APEPRF

ACTTTTGGCCGTTTTTCCAG

JB-0668mut-31APEPRR

TTCCCTTGAATGTGAAATTAGGGG

JB-0668mut-31TPEPRF

TCTTTTGGCCGTTTTTCCAG

JB-0668mut-31TPEPRR

TTCCCTTGAATGTGAAATTAGGGG

4.5 DNA markery

Quick-Load® 100 bp DNA Ladder — New England Biolabs, USA
1 kb DNA Ladder — New England Biolabs, USA

4.6 Chemikalie

Agar — Oxoid, UK

Agaréza SeaKem® LE — Lonza, USA

Akrylamid — VWR, CR
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Bovine serum albumine (BSA) — Sigma-Aldrich, USA
Bradfordovo €inidlo (5x) — Serva, Némecko

CutSmart® Buffer — New England Biolabs, USA

dNTP — New England Biolabs, USA
Dihydrogenfosforeénan draselny (KH2PO.) — Lachema, CR
Etanol (97 %) — Lachema, CR

Fenol — Serva, Némecko

Fenylmetylsulfonylfluorid (PMSF) — Serva, Némecko

Gel Loading Dye, Purple (6x) — New England Biolabs, USA
GelRed® - Biotium, USA

Glycerol - VWR, CR

GoTaq Reaction Buffer — Promega, USA
Hydrogenfosfore&nan sodny (Na;HPO,) — Lachema, CR
Hydroxid sodny (NaOH) — Lach-Ner, CR

Chlorid draselny (KCI) — Lach-Ner, CR

Chlorid sodny (NaCl) — Lachema, CR

Chlorid vapenaty (CaCly) — Lachema, CR

Chloroform — Penta, CR

Izoamylalkohol — Penta, CR

|zopropanol - Penta, CR

Izopropyl-B-D-thiogalaktosid (IPTG) — Sigma-Aldrich, USA
Kanamycin — Sigma-Aldrich, USA

Kyselina borita (HsPO4) — Sigma-Aldrich, USA

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) — Sigma-Aldrich, USA
Kyselina fosforeéna (HsPO.) — Lach-Ner, CR

Kyselina chlorovodikovéa (HCI) — Lachema, CR

Kyselina octova (CHsCOOH) — Penta, CR

Kvasni¢ny extrakt — Serva, Némecko

Lysozym — Serva, Némecko

3-(N-morfolino) propansulfonova kyselina (MOPS) — Serva, Némecko
P1 pufr — Qiagen, Némecko

P2 pufr — Qiagen, Némecko

P3 pufr — Qiagen, Némecko

Peroxodisiran amonny (NH4).S20s — Serva, Némecko
PCRBIO HS Tag Mix Red — PCR biosystems Ltd, UK

Q5® High-Fidelity DNA polymeraza — New England Biolabs, USA
Q5® High GC enhancer — New England Biolabs, USA
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Q5® Reaction Buffer — New England Biolabs, USA
Restrikéni endonukleazy — New England Biolabs, USA
T4 DNA ligaza — New England Biolabs, USA

T4 DNA Ligase Buffer — New England Biolabs, USA
Tetracyklin — Serva, Némecko

Tetrametyletylendiamin (TEMED) — Serva, Némecko
TRIS-hydroxymetylaminometan — Serva, Némecko
Trypton — Oxoid, UK

4.7 Komercéni soupravy

NucleoSpin® Plasmid — Macherey-Nagel, Némecko

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up — Macherey-Nagel, Némecko
High Pure PCR Product Purification Kit® - Roche, Némecko

Q5° Site-Directed Mutagenesis Kit — New England Biolabs, USA

Amicon® Ultra 0,5 mL — Merck, Némecko

4.8 Pristrojové vybaveni

Analyticka vaha GR-202 EC — A&D Company, Japonsko

Autoklav Systec DX 150 — Systec, Némecko

Centrifuga Mikro 20 — Hettich, Némecko

Cycler Biometra TAdvanced — Analytik Jena, Némecko
Elektroforeticka aparatura MultiSUB Midi — Cleaver Scientific Ltd, UK
Elektroforeticka aparatura Owl P10DS — ThermoFisher Scientific, USA
Elektroporator Gene pulser — Bio-Rad, Némecko

FastPrep®-24 Classic Instrument — MP biomedicals, USA

Fluorimetr SPARK® — Tecan, Svycarsko

Chlazena centrifuga Eppendorf 5804 — Eppendorf, Némecko
Chlazena centrifuga Mirko 200R — Hettich, Némecko
ImageQuant™TL (Cytiva, USA) — analyza radiografickych gel(
Laboratorni vaha L610D — Sartorius, Némecko

Magneticka micha¢ka Mini MR Standard — IKA, Némecko

pH metr Edge® — Hanna, CR

Quantum® CX5 — Vilber, Francie

Skenner znagenych biomolekul AmeshamTyphoon® — AP Czech s.r.o, CR

Termoblok my Block Mini Dry Bath — Benchmark Scientific Inc., USA
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Trepacka Gallenkamp — Gallenkamp, Némecko

Trepacka Orbital Shaker Incubator ES-20 150 — Biosan, Litva

UV/Vis spektrofotometr Biomate 5 — Thermo Electron Corporation, USA
UV/Vis spektrofotometr Nanophotometer® - Implen, Némecko

Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Consort E143 — Consort, Belgie

4.9 Software

ApE (Davis a Jorgensen, 2022) — analyza a zpracovani nukleotidovych sekvenci
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST; NCBI) — porovnavani sekvenci nukleotidu

a aminokyselin [https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi]

Bio-Vision® (Vilber, Francie) — fotodokumentace agarézovych gel

Canva — graficky editor [https://www.canva.com/]

CorelDRAW® Graphics Suite 2020 (Alludo HQ, Kanada) — graficky editor

Database of Clusters of Orthologous Genes (COG; NCBI) — hledani potencialni funkce

genu

Laser gene verze 7. (DNASTAR, Inc. USA) - analyza a zpracovani nukleotidovych a
aminokyselinovych sekvenci

Microsoft Office (Microsoft, USA) — vypracovani a Upravy textl, tabulek a graft
MiST4.0 (Gumerov VM.) - databaze proteindl signalni bakterialni transdukce
[https://mistdb.com/]

NEBaseChanger (New England Biolabs, USA) — navrh primerd pro mutagenezi

[https://nebasechanger.neb.com/]

SnapGene® (GSL Biotech LLC, USA) — grafické zpracovani plazmidu

4.10 Metody
4.10.1 Elektroforéza DNA v agarézovych gelech

Material:
e Pufr TBE
e GelRed®
e Agarbza SeaKem® LE
e DNA - velikostni standardy (markery): 100 bp a 1 kb DNA Ladder
e Gel Loading Dye, Purple (6x)
Postup:

Zahtivanim v mikrovinné troubé byla rozpusténa agaroza ve 40 nebo 50 ml 0,5 x TBE

v pozadované koncentraci 1-2% (w/v). Jamky, které byly vytvofeny pomoci hfebinku,
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poslouzily k naneseni vzorkt i DNA markeru spolu s GelRed® a nanasecim pufrem Gel
Loading Dye, Purple. Elektroforeticka aparatura byla pfipojena ke zdroji stejnosmérného
elektrického napéti. Elektroforéza probihala 50-90 min pfi 6 V/cm. Gel byl vizualizovan a

vyhodnocen pomoci fotodokumentaéniho systému Bio-Vision®.

4.10.2 Izolace fragmenti DNA z agarézového gelu

Material:
e High Pure PCR Product Purification Kit®
e |zopropanol
e 10 mM Tris-HCI, pH = 8,5

Postup:

Z agarézoveého gelu byl pod UV zafenim skalpelem vyfiznut blo¢ek o hmotnosti
100-300 mg s pozadovanym fragmentem DNA. Po vyfiznuti se pokracovalo dle pfiru¢ky
vyrobce soupravy High Pure PCR Product Purification Kit®. Nakonec byl produkt z kolonky
eluovan 30 ul 10 mM Tris-HCI.

4.10.3 Miniizolace plazmidové DNA

Material:
e suspenzni pufr P1 (50 mM Tris-HCI; 10 mM EDTA + RNaza A; pH = 8,0)
(Qiagen, Némecko)
o lyzagni pufr P2 (0,2 M NaOH a 1% SDS) (Qiagen, Némecko)
e neutraliza¢ni pufr P3 (3,0 M octan draselny; pH = 5,5) (Qiagen, Némecko)
e 97% (v/v) EtOH
e Acetat-MOPS (0,1 M octan sodny; 0,05 M MOPS; upraveno na pH = 8,0
pomoci NaOH)
e 10 mM Tris-HCI, pH = 8,5
e Lysozym (10 mg/ml)
Postup:

Kultura E. coli byla zaotkovana do 2 ml tekutého 2xYT média s pfisluSnym
antibiotikem. Po pfiblizné 20hodinové kultivaci pfi teploté 37 °C byla suspenze kultury
sklizena a pelet zamrazen v mrazaku pfi teploté -20 °C. Poté byl pelet resuspendovan ve
200 pl P1 + 6 pl lysozymu. Nasledovala 15min inkubace ve 37 °C. Poté se ke vzorku pfidalo
400 ul P2 pufru. Vzorek byl jemné promichan prevracenim mikrozkumavky a 5 minut
inkubovan pfi laboratorni teploté. Po pfidani P3 a jemném promichani nasledovala 10min
inkubace pfi 4 °C. Poté byla suspenze centrifugovana 10 min pfi 11 000 x g a teploté 10

°C. 710 pl supernatantu bylo odebrano do nové 2ml mikrozkumavky a promichano
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s dvojnasobnym objemem EtOH (1420 ul). Smés s etanolem byla inkubovana 15 min pfi
4 °C a nasledné centrifugovana 10 min pfi 11 000 x g a teploté 10 °C. Po odstranéni
supernatantu byla oteviena mikrozkumavka sudena 10 min pfi laboratorni teploté. Pelet byl
rozpustén v 75 ul acetat-MOPS a nasledné promichan se 150 ul EtOH. Po 15min inkubaci
pfi 4 °C opét probéhla 10min centrifugace pfi 11000 x g a 10 °C. Po centrifugaci
nasledovalo odstranéni supernatantu a vysu$eni pfi laboratorni teploté. Nakonec byl pelet
rozpustén v 50 pl 10mM Tris-HCI. Izolovany vzorek byl analyzovan pomoci agardzové
elektroforézy.

V pfipadé miniizolace plazmidové DNA z hostitelskych kmenu C. glutamicum byl
postup totozny. Rozdil byl pouze v mnozstvi pfidaného lysozymu (30 ul) a délce inkubace

vzorku s pufrem P1 (2 h).

4.10.4 Priprava plazmidu na sekvenovani

Material:
¢ NucleoSpin® Plasmid
e 10 uM sekvenacni primer
e 10 mM Tris-HCI pH = 8,5
Postup:

Izolovany plazmid byl precistén pomoci soupravy NucleoSpin® Plasmid a nasledné
eluovan 50 pl 10 mM Tris-HCI. Po zhodnoceni vzorku elektroforézou a Nanophotometrem
byl vzorek osekvenovan ve Stiedisku sekvenace DNA Mikrobiologického ustavu AV CR, v.

V..

4.10.5 PCR z bakterialni kolonie

Material:

e ddH.O

e 2x PCRBIO HS Taq Mix Red

e 10 yM primery pro PCR

o kolonie pfislusného bakterialniho kmene
Postup:

Bakterialni biomasa z kolonie pfislusného kmene byla pomoci paratka pfenesena do 500yl
mikrozkumavky, kde byla resuspendovana ve 185 pl ddH.O. Poté byla smés inkubovana
10 min v cykleru pfi teploté 95 °C. Nasledovala 5min centrifugace pfi 7500 x g a 10 °C. Po
centrifugaci poslouzilo 5 pl supernatantu jako DNA templat pro PCR. Reakce byla

namichana v ledové lazni podle pfislusné tabulky (Tab. 2). Smés o vysledném objemu 25 pl
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byla promichana a vloZzena do termocykleru, kde probéhl pfisluSny program (Tab. 3).

Vysledek PCR byl ovéfen agarézovou elektroforézou.

Tabulka 2. Reakéni smés pro PCR.

Chemikalie Objem
2x PCRBIO HS Taq Mix Red 12,5 pl
primer 1 1 ul
primer 2 1l
ddH20 5,5 ul
templat DNA 5ul

Tabulka 3. Pribéh PCR reakce.

~

Reakce Teplota (°C) Cas pocet cyklu
Iniciaéni denaturace 95 2 min 1
Denaturace 95 15s

Hybridizace 54-67* 15s 35
Syntéza 72 15-30 s**

Koneéna syntéza 72 5 min 1

*na zakladé vypoctené teploty tani primerl pomoci programu ApE: A plasmid Editor.
**na zakladé délky pozadovaného produktu (syntéza 1 kb za 15 s).

4.10.6 Amplifikace strukturniho genu pomoci PCR

Material:

e ddH:O

e 5x Q5® Reaction Buffer

e Q5% High-Fidelity DNA polymerase

e Q5® High GC enhancer

e 10 yM primery pro PCR

e 10 mM dNTP

o DNA templat (izolovana bakterialni chromozomalni DNA)
Postup:

Reakéni smés byla namichana v ledové lazni dle pfisludné tabulky (Tab. 4). Smés o
vysledném objemu 25 pl byla vloZzena do termocykleru, kde probéhl pfislusny program

(Tab. 5). Po probéhnuti programu byl vysledek PCR ovéfen agarézovou elektroforézou
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Tabulka 4. Reakéni smés pro PCR.

Chemikalie Objem
Q5% reakéni pufr 5 ul
dNTP 0,5 ul
primer 1 1,25 pl
primer 2 1,25 pl
Q5% High GC enhancer 5 ul
DNA polymeraza 0,25 pl
ddH20 11,25 pl
DNA templat 0,5 ul

Tabulka 5. Pribéh PCR reakce.

Reakce Teplota (°C) Cas pocet cyklu
Iniciani denaturace 98 30s 1
Denaturace 98 10s

Hybridizace 54-67* 15s 35
Syntéza 72 20-60 s**

Konecna syntéza 72 2 min 1

*na zakladé vypoctené teploty tani primerl pomoci programu ApE: A plasmid Editor.
**na zakladé délky pozadovaného produktu (syntéza 1 kb za 30 s).

4.10.7 Asociace syntetickych komplementarnich oligonukleotidii

Material:
e 100 puM syntetické oligonukleotidy
e GoTaq Reaction Buffer
e ddH.0O

Postup:

Jednotlivé reagencie byly smichany do vysledného objemu 50 pl (Tab. 6). Smés
byla umisténa do termocykleru, kde byla nejdfive inkubovana pfi 95 °C po dobu 5 minut.
Poté dochazelo kazdou minutu ke sniZeni reasociacni teploty o 1 °C dokud smés nedosahla

teploty 45 °C. Nakonec byla smés ochlazena na 4 °C.

Tabulka 6. Reakéni smés hybridizace oligonukleotidd.

Chemikalie Objem
GoTaq pufr 5 ul
oligonukleotid 1 2,5 ul
oligonukleotid 2 2,5 ul
ddHO 40 ul
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4.10.8 Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami

Material:
e CutSmart™ Buffer (10x koncentrovany)
e Restrikéni endonukleazy: BamHI-HF; EcoRI-HF; HindllI-HF; Nsil-HF; Sacl-
HF; Pstl-HF; Xbal
e DNA
e ddH:O
Postup:

V 1,5ml mikrozkumavce byla pfipravena restrikéni smés o celkovém objemu 30 ul.
Smés obsahovala 3 pl CutSmart™ pufru, 50-2000 ng DNA a 1 ul odpovidajici restrikéni
endonukleazy. Pomoci ddHO byla smés doplnéna do celkového objemu 30 pl.
Nasledovala 2-3h inkubace pfi 37 °C. Vysledek restrik&niho $tépeni byl analyzovan pomoci

elektroforézy.

4.10.9 Precisténi linearni DNA pomoci komeréni soupravy
Material:
¢ NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit
e 10 mM Tris-HCI, pH = 8,5
Postup:
Precisténi vzorku po PCR a restrikénim Stépeni bylo provedeno pomoci soupravy
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up dle manualu vyrobce. Pfecistény vzorek linearni DNA

byl nakonec eluovan 30 yl 10 mM Tris-HCI.

4.10.10 Ligace DNA

Material:
e T4 DNA Ligase Buffer (10x)
o T4 DNA ligaza
e DNA (inzert + vektor)
e ddH:O
Postup:

Ligacni smés obsahovala 1 yl T4 DNA Ligase Buffer, 1yl T4 DNA ligazy, fragmenty DNA
v molarnim poméru inzert/vektor 3:1. Smés byla namichana v 0,5ml mikrozkumavce a
doplnéna ddH,O do 10 ul. Samotna ligace probihala v termocykleru po dobu 3,5 h pfi
teploté 18 °C.
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4.10.11 Priprava kompetentnich bunék E. coli TOP10

Material:
o 45 % (w/v) glycerol
e 0,1 MCaClz
Postup:

Inokulum bylo pfipraveno zaockovanim bunék E. coli TOP10 z pevného 2xYT média
do 10 ml tekutého 2xYT meédia a naslednou 15-18h kultivaci na tfepacce pfi 37 °C.
Narostlou kulturou bylo zaoCkovano tekuté 2xYT médium do OD = 0,1. Kultura E. coli byla
kultivovana na tfepacce pfi teploté 37 °C do dosazeni ODeoo = 0,5. Po kultivaci nasledovala
10min centrifugace pfi 5000 x g a 4 °C. Supernatant byl odstranén a pelet resuspendovan
v0,5 ml 0,1 M CaCl, a poté ponechan 30 min v ledové lazni. Probéhla opét 5min
centrifugace pfi 5000 x g a teploté 4 °C. Supernatant byl odstranén a pelet finalné
resuspendovan v 0,1 ml 0,1 M CaCl,. Po pfidani 25 ul glycerolu byly kompetentni bunky

okamzité pouzity pro transformaci €i uchovany v -70 °C.

4.10.12 Transformace E. coli (Hanahan, 1983)

Material:

e LigaCni smés

e Antibiotikum (30 pg/ml kanamycin; 10 ug/ml tetracyklin; 100 pg/ml ampicilin)
Postup:

K 125 ul pfipravené bunééné suspenze kompetentnich bunék E. coli TOP10 bylo
pfidano 10 pl ligaéni smési. Suspenze byla poté ponechana 30 min v ledové lazni. Tepelny
Sok byl aplikovan v termobloku vyhiatém na 42,5 °C po dobu 90 s. Poté byla smés chlazena
3 min v ledové |azni a bylo k ni pfidano 400 ul 2xYT. Nasledovala regenerace 45 min pfi
37 °C na tfepacce. 200-300 pl bunécéné suspenze bylo vyseto na komplexni pevné médium
s prisludnym antibiotikem odpovidajicim rekombinantnimu plazmidu. Inkubace na pevném
médiu pfi 37 °C trvala 24 hodin.

4.10.13 Cilena mutageneze pomoci PCR
Material:

e ddH.O

e 10 uM primery pro PCR

e Qb5 Site-Directed Mutagenesis Kit

o DNA templat (plazmidova DNA; 10 ng/ul)
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Postup:

Mutageneze byla provedena podle manualu vyrobce komeréni soupravy Q5€ Site-
Directed Mutagenesis Kit. Primery pro cilenou mutagenezi byly navrZzeny pomoci
internetového softwaru NEBaseChanger, dle kterého byla vypoctena i teplota hybridizace
primer(. Reakce byla namichana v ledové lazni podle pfislusné tabulky (Tab. 7). Smés o

vysledném objemu 25 ul byla promichana a vioZzena do termocykleru, kde probéhl pfislusny

program (Tab. 8).

Tabulka 7. Reakéni smés pro PCR.

Chemikalie Objem
Q5 Hot Start High-Fidelity 2x Master Mix 12,5 ul
primer 1 1,25 pl
primer 2 1,25 ul
ddH20 9,0 pl
templat DNA 1 ul

Tabulka 8. Pribéh PCR reakce.

Reakce Teplota (°C) Cas pocet cyklu
Iniciani denaturace 98 30s 1
Denaturace 98 10s

Hybridizace 54-67* 30s 25
Syntéza 72 20-60 s**

Konecéna syntéza 72 2 min 1

*na zakladé vypoctené teploty tani primeri pomoci softwaru NEBaseChanger®.

**na zékladé délky poZzadovaného produktu (syntéza 1 kb za 30 s).

Po probéhnuti amplifikace byla pfipravena smés pro KLD reakci (fosforylace PCR

produktu, ligace a eliminace templatu) o celkovém objemu 10 pl (Tab. 9). Smés byla

dikladné promichana pipetovanim a inkubovana 5 minut pfi pokojové teploté.

Tabulka 9. Reakéni smés KLD reakce.

Chemikalie Objem
PCR produkt 1l
2x KLD reakéni pufr 5ul
10x KLD enzymova smés 1 ul
ddH20 3 pl

5 ul smési KLD reakce bylo pouzito k transformaci kompetentnich bunék E. coli
TOP10. Postup transformace byl stejny jako v kapitole 4.10.12. 50 ul transformovanych
bunék bylo vyseto na pevné médium s antibiotikem odpovidajicim rekombinantnimu

plazmidu. Inkubace na pevném médiu pfi 37 °C trvala 24 hodin.
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4.10.14 Priprava kompetentnich bunék C. glutamicum

Material:
e Roztok G [10 % (w/v) glycerol]
e Roztok GT [10 % (w/v) glycerol; 8 mM Tris-HCI; pH = 7,4]
e P¥i pfipravé jiz jednou transformovanych bunék pfislusné antibiotikum
odpovidajici rekombinantnimu plazmidu
Postup:

Inokulum bylo pfipraveno zao&kovanim C. glutamicum z pevného 2xYT meédia do
10 ml tekutého 2xYT média a naslednou 24h kultivaci na tfepacce pfi 30 °C. Narostlou
kulturou bylo zaoCkovano 65 ml 2xYT média do ODsoo = 0,2. Nasledovala pfiblizné 1,5-2h
kultivace na tfepacce pfi 30 °C do dosazeni ODggo = 0,5. Poté byla kultura chlazena 15 min
v ledové lazni. Nasledovala 10min centrifugace kultury pfi 4500 x g a teploté 4 °C a po
odstranéni média byl pelet resuspendovan ve 30 ml GT. Opét byla provedena 10min
centrifugace (4500 x g, 4 °C), odstranéni supernatantu a resuspendovani kultury ve 30 ml
GT. Po zopakovani centrifugace za stejnych podminek byl pelet resuspendovan v 1,2 mli
G. Po posledni centrifugaci (11 000 x g, 4 °C, 3 min) byl pelet finalné resuspendovan v 1,2
ml G a suspenze kompetentnich bunék byla rozdélena po 170 ul do 2ml mikrozkumavek.

Pripravené buriky byly vyuzity k elektroporaci nebo uchovany v -70 °C.

4.10.15 Transformace C. glutamicum pomoci elektroporace
Material:

o Plazmid

o Antibiotikum (30 nebo 20 pug/ml kanamycin; 10 nebo 5 pg/ml tetracyklin)
Postup:

170 pl suspenze kompetentnich bunék C. glutamicum bylo smichano s 1-10 ug
plazmidu. Po pfiblizné 1min inkubaci v ledové lazni byla smés pfenesena do vychlazené
elektroporacni kyvety (tloustka sklenéné stény 0,2 mm). K provedeni elektroporace byl
pouzit elektroporator GENE PULSER (parametry elektrického pulzu: napéti 2,5 kV; kapacita
25 pF; odpor 600 Q). Poté, co probéhla elektroporace, byl k suspenzi pfidan 1 ml 2xYT.
Smés byla pfenesena do 2ml mikrozkumavky, ktera byla umisténa do termobloku, kde
probéhl tepelny Sok (46 °C; 6 min). Nasledné byly transformované buriky regenerovany 2
hod pfi 30 °C na rotacni tfepaCce, a poté vysety na pevné meédium s prisluSnym
antibiotikem odpovidajicim rekombinantnimu plazmidu. Transformované buriky na pevném

médiu byly inkubovany 1-3 dny ve 30 °C.
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4.10.16 Méreni fluorescence v bezbunééném extraktu

C. glutamicum

Material:
e Pufr PBS; pH= 38,0
e 1TMIPTG
e 0,1 MPMSF
e Bradfordovo ¢inidlo [0,1 % (w/v) Coomasie Brilliant Blue G250; 43 % (v/v)
EtOH; 8,5 % (v/v) H3PO4]
e 10 mg/ml BSA
e Antibiotika (30 pg/ml kanamycin; 10 pg/ml tetracyklin)
e ddH20
Postup:

Bakterialni kultura byla kultivovana 24 h v 10 ml 2xYT s pfisluSnymi antibiotiky
odpovidajicimi rekombinantnim plazmiddm. Narostla kultura poslouzila k inokulaci 80 ml
2xYT s tymiz antibiotiky na ODsypo = 0,6. Poté, co nové inokulovana kultura dosahla
ODeoo = 1, bylo z bariky odebrano 15 ml kultury pro stanoveni ,bazalni hodnoty specifické
intenzity fluorescence®. 30 ml kultury bylo pfeneseno do nové kultivaéni banky, indukovano
30 pul 1 M IPTG (€as ,0 h*) a dano tfepat. Zbyla kultura byla rovnéz dale kultivovana a
poslouZila jako kontrolni neindukovany vzorek.

Ve stanovenych intervalech (vétSinou 3, 6 a 24 h po indukci) byla odebirana
biomasa odpovidajici 7,2 mg suché hmotnosti buné&k (4 ml pfi ODsgo = 3,0). Odebrany
vzorek byl centrifugovan 5 min pfi 5000 x g a 4 °C. Supernatant byl odstranén a pelet
resuspendovan v 1 ml vychlazeného pufru PBS, ktery byl obohacen o inhibitor proteaz
PMSF (finalni koncentrace PMSF v PBS pufru byla 0,1 mM). Vzorek byl pfenesen do 2ml
mikrozkumavky a centrifugovan (1 min; 14 000 x g a 4 °C). Po centrifugaci byl supernatant
odstranén, pelet resuspendovan v 500 yl PBS s PMSF a vzorky byly pfes noc uchovany
v chladu a temnu.

Do specialnich 2ml mikrozkumavek uréenych pro homogenizaci pomoci pfistroje
FastPrep-24™ bylo pfipraveno pfiblizné 200 ul sklenénych mikrokuliek Balotina (pramér
0,5 mm). Odebrané vzorky byly pfeneseny do téchto mikrozkumavek a probéhla
homogenizace po dobu 1 min pfi rychlosti 6,5 m/s. Tfikrat homogenizované vzorky byly
centrifugovany 20 min pfi 14 000 x g a teploté 10 °C. 260 pl supernatantu tvoreného
bezbuné&cnym extraktem bylo odebrano do nové 1,5ml mikrozkumavky a analyzovano.

Pomoci Bradfordovy metody (Bradford, 1976) byla stanovena koncentrace proteinu
v bezbunécném extraktu. V plastovych kyvetach bylo smichano 10 pl ddH2O, 10 pl

bezbunétného extraktu a 980 pl Bradfordova Cinidla. Pro stanoveni kalibraéni kfivky byly
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pouzity standardy BSA (0,1 mg/ml; 0,25 mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,75 mg/ml a 1 mg/ml), pficemz
v plastovych kyvetach bylo smichano 20 ul standardu a 980 pl Bradfordova Cinidla. Po
ub&hnuti 30 minut inkubace vlastnich vzorkl a standardd BSA byla pomoci UV-vis
spektrofotometru zméfena absorbance standardu pfi vinové délce 595 nm a ustanovena
tak kalibracni kfivka, dle které byla vypocétena koncentrace proteini jednotlivych
bezbunécnych extrakti na zakladé jejich zmérené absorbance.

Intenzita fluorescence v bezbunéénych extraktech byla zméfena pomoci fluorimetru
Tecan Spark® dle nastavenych parametr( (Tab. 10). Pro samotné méfeni bylo 200 ul
bezbunééného extraktu pfeneseno do jamek mikrotitracni desticky Nucleoclone™ Delta
Surface. Zméfena intenzita fluorescence (AU) byla vztazena na vyslednou koncentraci

proteinl v jednotlivych extraktech (AU/mg).

Tabulka 10. Nastaveni parametr(i Tecan Spark®.

Parametr méreni Hodnota
VInova délka excitace 397 nm
VInova délka emise 509 nm
Sitka excitadni térbiny 5nm
Sitka emisni §térbiny 20 nm
Doba tfepani 5s
Doba usazovani 10s
Mod &teni spodni
Integracni ¢as 40 us
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4.10.17 Transkripéni reakce in vitro

Material:

o Plazmid pRLG770 s klonovanym fragmentem studovaného promotoru

¢ Chemikalie na PCR (viz kapitola 4.10.6)

e Amicon Ultra 0,5 ml 30 kDa kit

e Smés fenol:chloroform:izoamylalkohol 25:24:1

e Smés chloroform:izoamylalkohol 24:1

e DEPC H20

e Transkrip&ni pufr 20xTB (400 mM Tris; 100 mM MgClz; 10 mM DTT)

¢ 1TMKCI

¢ 10 mg/ml BSA

e DB [50 mM Tris-HCI; 2 mM EDTA; 100 uM DTT; 1 mM 2-merkaptoetanol;
233 mM NaCl; 130 mg/ml lysozym; 5% (w/v) glycerol; pH = 8,0]

o NTPs uréené pro transkripci (20 mM ATP; 20 mM CTP; 20 mM GTP; 1 mM
UTP)

¢ Radioaktivné oznacéeny nukleotid a®?P-UTP

e lzolované jadro RNAP C. glutamicum

e lzolované o faktory RNAP

e Pufr TBE

e 10 % APS

e TEMED

o PAA gel pufr (5,5% akrylamid, 1xTBE, 7 M mocovina)

¢ Roztok Urea Stop (2x TBE; 7 M moc€ovina; 10 mM EDTA; 1 % SDS; 0,005
% bromfenolova modr; 0,05 % xylencyanol)

Postup:

Pomoci PCR byl amplifikovan fragment obsahujici sledovany promotor klonovany
v plazmidu pRLG770. Podle tabulky (Tab. 11) bylo namichano 400 yl PCR smési a
v termocykleru probéhl pfislusny program (Tab. 12). Vznikly produkt byl analyzovan pomoci
agarozové elektroforézy. Nasledovala purifikace PCR produktu pomoci smési
fenol:chloroform:izoamylakohol, jejiz pfidany objem byl v poméru 1:1 s mnozstvim vzorku
(400 ul). Vzorek byl lehce protfepan a centrifugovan pfi 10 000 x g po dobu 3 min. Po
centrifugaci se v roztoku ustanovily horni faze, mezifaze a spodni faze. Horni faze byla
pfenesena do nové 1,5ml mikrozkumavky, k ni byla pfidana smés
chloroform:izoamylalkohol v poméru 1:1 s mnozZstvim vzorku a cely krok se opakoval.

Precisténa DNA byla poté zakoncentrovana pomoci soupravy Amicon® Ultra 0,5 ml 30 kDa
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podle pfFiru¢ky vyrobce. Kvalita a mnozstvi DNA purifikovaného a zakoncentrované vzorku

byla ovéfena pomoci Nanophotometru a gelové agar6zové elektroforézy.

Tabulka 11. Reakéni smés pro PCR.

Chemikalie Objem 1x (50 pl) Objem 8x (400 pl)
Q5° reakéni pufr 10 pl 80 pl

dNTP 1ul 8 ul

primer 30F 2,5 ul 20 ul
primer CM3 2,5 ul 20 pl

Q5°® High GC enhancer 10 pl 80 pl

DNA polymeraza 0,5 ul 4 ul

ddH20 22,5 pl 180 pl

DNA templat 1l -

Tabulka 12. Pribéh PCR reakce.

Reakce Teplota (°C) Cas pocet cyklu
Iniciaéni denaturace 98 30s 1
Denaturace 98 10s

Hybridizace 55 30s 35
Syntéza 72 40s

Konecna syntéza 72 2 min 1

Pfed samotnou transkripéni reakci byl pfipraven polyakrylamidovy gel pro vertikalni
gelovou elektroforézu RNA. Nejdfive byl smichanim 10 ml PAA gel pufru, 85,6 ul, 10% APS
a 6,9 pl TEMED pfipraven spodni gel, ktery byl nalit do elektroforetické aparatury. Po 15min
polymeraci pfi pokojové teploté byl pfipraven horni gel (40 ml PAA gel pufru; 343 ul 10%
APS a 27,6 yl TEMED), ktery byl po promichani nalit do elektroforetické aparatury na
polymerovany spodni gel. Po jeho naliti byly vytvofeny jamky pomoci hfebinku.

V ochranném boxu z plexiskla byla v ledové lazni namichana reak¢ni smés pro

transkripci in vitro (Tab. 13). Celkovy objem smési jedné reakce byl 8,5 pl.
Enzymova smés obsahuijici izolované proteiny jadra RNAP a o faktor( v poméru 1:30 s DB
pufrem o celkovém objemu 1,5 pl byla namichana zvlast vledové lazni. Poté byla
enzymova smés umisténa na 10 min do termobloku vyhiatého na 37 °C, aby probéhla
rekonstituce enzymu. Nasledné byla k enzymové smési pfidana reakéni smés a dalSich 10
min v termobloku probihala transkripéni reakce. Reakce byla zastavena pfidanim 10 ul
Urea stop roztoku, tj. vpoméru 1:1 kreakéni smési. Smés byla pfenesena do
elektroforetické jamky. Elektroforéza béZela po dobu 4 h pfi napéti 140 V.

Po probéhnuti elektroforézy byl gel pfesunut z aparatury na chromatograficky papir
WHATMAN a susen 45 min pfi teploté 80 °C pomoci vakuové susi¢ky geld. Nasledné byl

30 min chlazen blo¢ky z plexiskla (odstinéni radioaktivniho zafeni) a nakonec umistén do
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expozi¢ni kazety s folii na absorbovani radioaktivity. Po 24h expozici byla folie skenovana

pomoci pfistroje Amersham Typhoon Scanner a vysledek byl analyzovan pomoci programu

ImageQuantTL.

Tabulka 13. Slozeni reak¢éni smési na transkripci.

Chemikalie Objem Finalni koncentrace
20xTB 0,5 ul 1x

KCI 0,9 ul 90 mM
BSA 0,1 ul 100 pg/mli
purifikovany DNA templat 0,7 ul 150 ng DNA
ATP 0,1 ul 200 uM
CTP 0,1 ul 200 uM
GTP 0,1 ul 200 uM
UTP 0,1 ul 10 uM
a*?P-UTP 0,1 ul

ddH0O 5,8 ul
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5 Vysledky

Hlavnim cilem prace bylo objasnit fungovani zakladnich stresovych o regulond u
bakterii R. erythropolis a R. opacus a porovnat nabyté znalosti s poznatky o stresovych
regulonech C. glutamicum. Zarover se prace zaméfila i na studium o™ regulonu
C. glutamicum a jeho prekryvl s regulony faktort of a o™, nebot’ o™ regulon C. glutamicum

zatim zUstaval jako jediny z regulont ECF o faktor C. glutamicum neprobadan.

5.1 Prekryvy stresovych o regulonti u

C. glutamicum

Bakterie C. glutamicum je vyuzivana v biotechnologiich jako velmi efektivni
producent aminokyselin, biopaliv a heterolognich proteinl. V nasi Laboratofi modulace
genové exprese se vénujeme studiu o faktord a jejich regulond u této bakterie. S vyuzitim
metod sekvenovani RNA (ve spolupraci s Laboratorfi mikrobialni genomiky a biotechnologii
na Univerzité v Bielefeldu), metod in vivo (méfeni aktivity promotor(i ve dvouplazmidovych
systémech C. glutamicum), in vitro (transkripce in vitro) a in silico (homologni modelovani
a simulace molekularni dynamiky) se nam podafilo charakterizovat regulony véech ECF o
faktorti (o©, a®, of, o") s vyjimkou o™. Navic jsme prokazali, Ze regulony nékterych o faktor(
se prekryvaiji. Byl tak prokazan a analyzovan prekryv regulonu of s regulonem ot (Busche
et al., 2023; Dostalova et al., 2017; Silar et al., 2016). | dal$i vysledky naznaduji, ze
s faktorem o' sdileji prekryv regulont téméf véechny ECF faktory C. glutamicum, tedy o®
(nepublikované vysledky laboratofe), o (Dostalova et al., 2019) a o™ (Dostalova, 2020).
V nasledujicich kapitolach jsme vyuzili cilené mutageneze a in silico metod (homologni
modelovani a simulace molekularni dynamiky) k objasnéni interakci hrajicich roli

v prekryvech rekogniéni specifity faktorti o® s o™ a oM s o".

5.1.1 Pfekryvy regulonu faktort o® a o u C. glutamicum

Faktor o' je povazovan za globalni regulator stresové odpovédi C. glutamicum.
Byva spojovan s teplotnim a oxidativnim stresem, ale jeho uloha je daleko SirSi, nebot’ se
rovnéz podili na expresi genu faktoru o®, ktery nahrazuje ulohu vegetativniho faktoru o*
béhem stacionarni faze rstu. Je znamo, ze konsenzualni sekvence pro oblasti -35
(gGGAAT/g) a -10 (GTT) o"-dependentnich promotort se velmi podobaji tém pro
oE-dependentni promotory, tedy GGAAC pro oblast -35 a GTT pro oblast -10, coz vede i
k prekryvu regulont faktor(i of a ¢ (Busche et al., 2023). Oproti tomu faktor oP, ktery se

uplatiuje béhem poskozeni bunécné stény, je povazovan za velmi specificky o faktor.
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oP-dependentni promotory s konsenzualnimi sekvencemi GTAAC*/¢ (-35 oblast) a GAT
(-10 oblast) byvaji rozpoznavany pouze faktorem o® (Toyoda a Inui, 2018).

Tuto predstavu o unikatnosti oP-dependentnich promotori v8ak narusila analyza
vysledkd sekvenovani RNA kmenG nadprodukujicich faktor oP, kdy byly mezi 29
nadexprimovanymi geny nalezeny geny cg607 a Ipd. Promotor genu cg0607 ma oblast -35
tvofenou sekvenci nukleotidd GGAA, ktera je typicka pro of/c"-dependentni promotory
C. glutamicum, a oblast -10 (GAT), ktera je naopak typicka pro aP-dependentni promotory.
Gen pro dihydrolipoamid dehydrogenazu (lpd) ma promotor Pcg0441, ktery se sklada ze
sekvenci CTAAC (oblast -35) a GTT (oblast -10), takze -10 oblast Pcg0441 je shodna
s konsenzualni sekvenci pro -10 oblast c"-dependentnich promotor(, zatimco -35 oblast
odpovida svou sekvenci aP-dependentnim promotoriim (Dostalova et al., 2019). S vyuzitim
kombinace metod in silico (homologni modelovani, molekularni dynamika) a in vivo (méfeni
aktivity promotord ve dvouplazmidovém systému C. glutamicum) byla analyzovana
interakce faktort o® a o' s pfirozenym hybridnim promotorem Pcg0441 (Plpd) (Tab. 14).
vytvofen kombinaci oP-dependentniho promotoru PrsdA (sekvence -35 oblasti GTAAC) a
o"-dependentniho promotoru PuvrD3 (sekvence oblasti -10 GTT) pfi snaze o vytvoreni
striktné regulovaného expresniho systému, vnémz by hybridni o faktor RNAP
C. glutamicum rozeznaval pouze hybridni promotor a neovliviioval expresi vlastnich gen(
hostitele (Blumenstein, 2019) (Tab. 14). Tento promotor slouZil jako srovnani s pfirozenym
hybridnim promotorem Pcg0441 a k uceleni pfedstavy o modelu interakce sledovanych
faktor(l o s prislusnymi promotory. Dale byly zkonstruovany 4 mutantni varianty faktoru "
(Blumenstein, 2019) s takovymi zaménami v doméné os4, aby nové rozpoznavaly -35
promotorovou oblast oP-dependentnich promotorli namisto -35 promotorové oblasti

o"-dependentnich promotor.

Tabulka 14. Analyzované promotory.

Gen Sekvence promotoru? Nazev promotoru
cg0441 (lpd) | ATTTCGGCAGAGTGEIARCGGTTAGGCACTATTTTCCEEMAGTTCTTTTG Pcg0441
uvrD3 TTTAACCGCTATCTEEBBMGATTGATAGCTCCCAAGTEMGTATCTATTC PuvrD3
rsdA GGTCAGCGATGGAAGTAACAGAGTTAGGGAACTTCTCEGATCTACTGAGTG PrsdA
rsdA/uvrD3 GGTCAGCGATGGAAGTARCAGAGTTAGGGTCCCAAGTBMGTATCTATTC PDssH10

8Zelen& jsou vyznaceny oblasti zodpovédné za interakci s faktorem o a ervené oblasti zodpovédné za
interakci s faktorem o*. PodtrZzené jsou kliGové oblasti promotoru -35, -10 a TSS.

5.1.1.1 Mutantni varianty faktoru o" C. glutamicum

Na zakladé homologniho modelovani a simulace molekularni dynamiky (Dr. Ivan
Barvik; Fyzikalni ustav UK Praha) byly navrZzeny a dale zkonstruovany mutantni varianty

faktoru o" se zaménami v doméné o (Tab. 15) (Obr. 8), které mély zménit afinitu
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k oblasti -35 o"-dependentniho promotoru (GGAAT) a umoznit interakci s oblasti -35
oP-dependentniho promotoru (GTAAC) (Blumenstein, 2019; Dostalova et al., 2019). Tyto

varianty byly pouzity i v této praci.

Tabulka 15. Mutantni varianty faktoru o se sekven¢ni zménou v doméné oa.

Plvodni o faktor Nazev mutace Sekvenéni zména
o 4AA T188M17OS171R172 — A168R170V171A172
O'H 0_4AA +K E140 T168M17OS171R172 — K140 ATBBRI70\/171 7172
o 6AA P165L166T168M17OS171R172 — T165P166A168R170V171A172
o 6AA + K E140 P185L186T188M17OS171R172 — K140 T185P186A168R170V171A172
ot _4AA o" 4AA + K ot GAA o" 6AA + K

P165 % . Plas - 2
. ¥ fx T165 T165
166 L166 P166 ' P166

o || o8y || T | | ol
e :@L & viss me @ & v1ss e @4’”55 o @« & iss

V171 T VIT1 T, VITIT T, viT1t g
R170 R170 R170 R170

E140 7{ K140 El m?," K140
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5175 A K156 i K156 K156 o i o K156
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Obrazek 8. Doména o4 mutantnich variant faktoru " a aminokyseliny zodpovédné za interakci
s -35 promotorovou oblasti. Aminokyseliny pfitomné v pavodnim faktoru jsou oznaceny cervenou
barvou, zatimco aminokyseliny pfitomné v mutantni varianté jsou oznaeny modrou barvou.
Zvyraznény jsou aminokyseliny, jejichZ role byla zasadni v simulacich molekularni dynamiky. Pro
pfehlednost jsou aminokyseliny zobrazeny oddélené: (nahofe) aminokyseliny rozliSujici mutanty
o' _4AA a o"_BAA; (uprostied) aminokyseliny z pdvodni sady mutaci ot_4AA, které byly mutovany
ve v$ech pfipadech; (dole) aminokyselina v poloze 140, kde méa K'40 kompenzovat mutaci R'72 na
A'72_ Dale klicovy R'73, ktery interaguje s nukleotidem v poloze -35, a bazické aminokyseliny K78,
R'81 R177 a K156, které jsou dulezité pro interakci s cukr-fosfatovou kostrou nukleovych kyselin.

5.1.1.1.1 c"_4AA

V prvni sledované mutantni varianté byla v centralnim helixu domény o4 faktoru o"
(Tab. 15), ktery zodpovida za rozpoznavani oblasti -35 promotoru, provedena zaména
sekvence aminokyselin 168-Thr-Val-Met-Ser-Arg-172 na sekvenci 168-Ala-Val-Arg-Val-
Ala-172 (Dostélova et al., 2019). Protoze V'®® nebyl mutovan, byly zménény pouze 4

aminokyseliny. Tato mutantni varianta je dale oznacovana jako o' _4AA. Zmény v doméné
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o4 mély zpUsobit, Ze tato varianta faktoru o bude rozpoznavat hybridni promotory PD3sH+o

a Pcg0441 diky schopnosti vazat se na oblast -35 oP-dependentnich promotor(.

51.1.1.2 c"_4AA + K

Dal$i mutantni varianta faktoru o™ méla kromé& 4 zmén aminokyselin v doméné o4
zménény E'° na K' (Tab. 15). Divodem této zmény bylo to, Ze podéitatové modely
ukazaly interakci K'° v g® se stejnymi fosfatovymi skupinami jako R'"2 v ¢". Zajimavé je,
ze K0 v gP se nachazi mimo centralni helix domény o4 (Obr. 8), ale jeho dlouhy a flexibilni
postranni fetézec sméfuje pfesné na stejné misto jako R'2 v ¢". Vzhledem k pfitomnosti

K% byla tato mutantni varianta pojmenovana ot _4AA + K.

5.1.1.1.3 c"_6AA

Dal$i dvé aminokyseliny v a® (T'6, P'%6) a v gH (P8, L'%) v blizkosti mutované
sekvence o" 168-Ala-Val-Arg-Val-Ala-172 nejsou mezi " a o® konzervovany (Obr. 8).
Proto byla navrhnuta a zkonstruovana dal$i mutantni varianta faktoru o' rozpoznavajici
oblast -35 oP-dependentniho promotoru. V sekvenci centralniho helixu domény o4 faktoru
o doslo ke zméné sekvence aminokyselin 165-Pro-Leu-Gly-Thr-Val-Met-Ser-Arg-172 na
165-Thr-Pro-Gly-Ala-Val-Arg-Val-Ala-172 (Tab. 15). Celkové tak bylo zménéno 6

aminokyselin, a proto byla mutantni varianta pojmenovana c"_6AA.

5.1.1.1.4 0" _6AA+K

Posledni vytvofena mutantni varianta faktoru o" obsahovala v§echny uvedené
zmény v sekvenci aminokyselin jako mutantni varianta o™ _6AA (Tab. 15). Navic vSak
obsahovala jesté zménu E™0 — K0 ktera je pfitomna v mutantni varianté o” 4AA + K
(Obr. 8).

5.1.1.2 Méreni aktivity promotoru in vivo ve dvouplazmidovém systému

C. glutamicum
K této analyze byly pouzity 4 promotory: striktné oP-dependentni PrsdA, striktné
o-dependentni PuvrD3, pfirozeny o® /a" hybrid Pcg0441 a umély hybrid PD3sH o (tab. 14).
Konstrukty expresniho vektoru pEC-XT99A s mutantnimi variantami faktoru o™ (o™_4AA,
o™ 4AA + K, o"'"_6AA a o' 6AA + K) a promotor-test vektoru pEC-XT99A se sledovanymi
promotory byly vytvofeny béhem predchozich experimentl (Blumenstein, 2019; Dostalova
et al., 2019). Dvouplazmidové systémy nesouci konstrukt expresniho vektoru pEC-XT99A

s mutantnimi variantami o"_4AA + K, a"_6AA ac"_BAA + K (Vytvofil Dr. Vaclav Stépanek)
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a konstrukt promotor-test vektoru pEPR1 s vloZenym pfirozenym hybridem Pcg0441 byly
vytvoreny v této praci.

Nejdfive probéhla elektroporaéni transformace bunék C. glutamicum ATCC 13032
expresnimi vektory s naklonovanymi geny pro sledované o faktory (pEC-XT99Asig,X").
Nasledovalo vyseti transformantd na 2xYT plotny s tetracyklinem. Plazmidy izolované
z nahodné vybranych narostlych klonu byly ovéfeny restrikéni analyzou prostfednictvim
enzymu Pstl. Z odpovidajiciho kmene byly opét vytvofeny kompetentni buriky, které byly
transformovany promotor-test vektorem pEPR1 s naklonovanym sledovanym promotorem.
Po vysevu na 2xYT plotny s tetracyklinem i kanamycinem nasledovalo ovéfeni ziskanych
kloni pomoci restrikéni analyzy Pstl a také PCR s uzitim vektorovych primerd TRPTCGF1
+ GFP1 a PCRBIO HS Taqg Mix Red. Vytvofené kmeny obsahujici oba konstrukty (pEC-
XT99A+sig gen a pEPR1+promotor) byly uchovany v glycerolovych konzervach v -80 °C a
vyuzity pro méfeni aktivity promotort in vivo. Méfeni aktivity promotora in vivo umoznil
promotor-test vektor pEPR1, ktery nesl viozeny sledovany promotor pfed reportérovym
genem gfpUV, a expresni vektor pEC-XT99A, ktery nesl gen pro analyzovany o faktor
exprimovany z IPTG-inducibilniho promotoru Ptrc. Jako negativni kontrola byly pouzity
dvouplazmidové systémy obsahujici prazdny vektor pEC-XT99A.

Prvnim sledovanym promotorem byl pfirozeny hybridni promotor Pcg0441
(Obr. 9A). Nejvyssi narust fluorescence (aktivity promotoru) byl naméfen v burnkach
nadprodukujicich faktor oP, pfi¢emz tento narGst dosahl vrcholu ve 24. hodiné, kdy byl
dvacetinasobny oproti neindukovanému stavu (dale v praci vyjadfeno jako induk&ni pomér
IP, tedy kolikrat je aktivita promotoru po indukci vy8si nez pfed ni). Oproti tomu v pfipadé
bunék nadprodukujicich pfirozeny faktor "™ byl narast aktivity promotoru témér nepatrny
(IP =1,5). Zajimavy vysledek poskytly buriky s nadprodukovanymi mutantnimi variantami
nardstu aktivity promotoru (IP =2 pro o' 4AA + K, IP =4 pro o' 6AA + K). Naopak u
variant o" _4AA a o' 6AA nedo$lo téméF k zadnému narGstu a aktivity promotoru byly
srovnatelné s negativni kontrolou.

DalSim sledovanym promotorem byl promotor PuvrD3 (Obr. 9B). Podle o¢ekavani
zde doslo ke znaénému narustu aktivity promotoru v burikach s nadprodukci pfirozeného
faktoru o", ktery ve 24. hodiné po indukci dosahl maxima (IP = 3,4). Prekvapivy vysledek
vSak poskytly jeho mutantni varianty, kdy ve vSech kmenech s témito variantami doSlo po
pfidani induktoru k velkému narustu aktivity promotoru. V pfipadé nejkomplexné&jsi
mutantni varianty o"_6AA + K se dokonce naméfend aktivita promotoru vyrovnala burikam
nadprodukujicim pfirozeny faktor of. NarGst aktivity v burikach s nadprodukovanym

faktorem oP byl srovnatelny s negativni kontrolou, coZ se o¢ekavalo.
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Promotor PrsdA (Obr.9C) se podle ocCekavani projevil jako silny specificky
oP-dependentni promotor, nebot nastal vysoky narust aktivity promotoru v burikach
obsahujicich nadprodukovany faktor P, ktery dosahl svého vrcholu ve 24. hodiné po
indukci (IP =25). U ostatnich kmenl byla aktivita promotord po celou dobu kultivace
srovnatelna s negativni kontrolou.

U syntetického hybridniho promotoru PDssH1o (Obr. 9D) doslo dle pfedpokladu
k vysokému narlstu aktivity promotoru ve vSech kmenech nadprodukujicich mutantni
varianty faktoru a". Zajimavé je, Ze oproti pfirozenému hybridnimu promotoru Pcg0441 byla
nejvétsi aktivita promotort zméfena v pfitomnosti mutantnich variant a"_4AA a o' 6AA, u
nichZz nedoslo k zaméné E'° za K%, pfiemz nejvétsi narlst aktivity promotoru nastal
v pfipadé nadprodukovaného faktoru " 6AA ve 24. hodiné po indukci (IP = 18). Velmi
mirny narust aktivity promotoru byl naméfen v bunfkach s nadprodukovanym pfirozenym
faktorem o' v 6. hoding (IP =2,4), zatimco aktivita promotoru PDssH;io v burikach

s nadprodukovanym faktorem o® byla srovnatelna s negativni kontrolou.
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Obrazek 9. Méreni aktivity promotorti Pcg0441, PuvrD3, PrsdA, PD3sH10 in vivo. N (Sedd) je
kontrola (prazdny expresni vektor pEC-XT99A). Svétlé odstiny plati vZdy pro neindukované systémy
a tmavé pro systémy indukované IPTG. Vysledky jsou aritmetické priméry ze tfi nezavislych méfeni
jednotlivych vzorkll a smérodatna odchylka je v grafu znazornéna chybovou useckou.
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5.1.1.3 Homologni modelovani a simulace interakce mezi promotorem a

faktory o® a o u C. glutamicum pomoci molekularni dynamiky

Pocitatové modelovani interakce mezi o faktory a promotory C. glutamicum
probéhlo ve spolupraci s Dr. Ivanem Barvikem. S vyuzitim znalosti o struktufe o faktort
skupiny 4 u bakterii, o o°- ¢i o"-dependentnich promotorech C. glutamicum a vystupech
predchozich méfeni v ramci nasi skupiny byl navrzen model interakce mezi oblasti -35
promotoru a o faktorem.

Veskeré homologni modelovani bylo provadéno na zakladé znamé krystalické
struktury ECF faktoru of E. coli, jelikoz krystalické struktury o faktord skupiny 4
C. glutamicum nebyly doposud ziskany (Lane a Darst, 2006). Modelovany byly interakce o
faktortl se sekvenci DNA promotort PrsdA (oP-dependentni promotor genu pro anti-o faktor
o® C. glutamicum), PuwrD3 (c"-dependentni promotor genu pro UvrD3 helikazu
C. glutamicum;), Pcg0441 (pfirozeny oP/c"-dependentni hybridni promotor genu pro
dihydrolipoamid dehydrogenazu C. glutamicum) a PDssHqo (synteticky hybridni promotor
slozeny z promotord PrsdA a PuvrD3) (Tab. 14).

Interakce mezi aminokyselinami a nukleotidy Ize rozdélit na sekvencné specifické,
které zahrnuiji urcité baze DNA, a sekven¢né nespecifické, které zahrnuji negativné nabitou
cukr-fosfatovou kostru DNA pfitahujici dlouhé a flexibilni postranni fetézce bazickych
aminokyselin (arginini nebo lysin). Dale se zapojuji aminokyseliny s hydroxylovymi

skupinami (tyrosin nebo threonin), které mohou vytvaret vodikové vazby.

5.1.1.3.1 Nukleotidy uplatnujici se v interakci mezi doménou o4 a promotorem

U promotort Pcg0441, PuvrD3, PrsdA a PD35H10 baze na ,prvni“ a ,druhé”, tj. -35
a -34 pozici v ramci oblasti -35 netemplatového viakna DNA (CTAAC / GGAAT / GTAAC)
a baze na ,paté‘, tj. -31 pozici opacného (templatového) fetézce DNA (GATTG / CCTTA/
aminokyselinami domény o4 (Obr. 10, 11).

Zejména baze C.ss, Tas (netemplatové viakno) a Gaiq (templatové vlakno)
oP-dependentniho promotoru Pcg0441 se uplatriuji v téchto interakcich. V pFipadé
o"-dependentniho promotoru PuvrD3 (Obr. 10) se uplatriuji baze G.ss, G.as (netemplatové
vlakno) a Asq (templatové viakno). U zbyvajicich sledovanych promotort, tedy
oP-dependentniho promotoru PrsdA (Obr. 11) a hybridniho promotoru PDssH1o, se uplatiiuji
v interakcich baze G.s5, T-34 (netemplatové vlakno) a G.31 (templatové viakno).

Kromé toho jsou konzervované baze -33, -32 (pfesngji AA/TT
v netemplatovém/templatovém fetézci DNA) v tésném kontaktu s a-helixem regionu cR4.2
faktord o' (Obr. 10) a o® (Obr. 11) mezi aminokyselinami v polohach 170 a 171 (tj. M'7°,
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S nebo R'°, V'), které byly mutovany. Metylové skupiny bazi T.s3 a T-s; se podileji na
stabilizaci hydrofobnich interakci, a to zejména s objemnym nepolarnim postrannim
fetézcem V' (Obr. 11).

Kromé toho muze byt nékolik nukleotidd obklopujicich kanonickou oblast -35
v mirném kontaktu s mutovanymi aminokyselinami, coz muze do jisté miry modulovat
rozpoznavani mezi specifickymi o faktory a promotory. Napfiklad nukleotid -30 interaguje
s aminokyselinou R'% nebo M'° zatimco nukleotidy -37, -36 interaguji jen

s aminokyselinou K'%° a nikoliv E'4°,

G-35 G-34 A»33 A-32 T-31

N

G-35 G-34 A-33 A-3Z T—31

£140 - P165 L166 - T168 - M170 5171 R172 Y155 K156 R175 K178 R177 R181
S Puer?’ c-35 C-34 T-33 T-31 A-31 C—35 C—34 T—33 T—32 A—SICVEDT—ZS

Obrazek 10. Doména o4 faktoru " interagujici s oblasti -35 promotoru PuvrD3. Aminokyseliny
pritomné ve faktoru o, které byly mutovany, jsou oznaceny ¢ervenou barvou. Aminokyseliny, které
se ukazaly jako dllezité béhem simulaci molekularni dynamiky, jsou tuéné zvyraznény. Pro
prehlednost jsou aminokyseliny zobrazeny oddélené: (vlevo) mutované pouze v 6AA mutantech;
(uprostfed) mutované ve vs§ech mutantnich variantach faktoru o*; (vpravo) aminokyselina E'40, ktera
byla mutovana v ot _4AA + Ka c"_6AA + K, aby kompenzovala mutaci R'7? — A'2, Tj. tak, aby
v misté, které by mohlo interagovat s negativné nabitou kostrou nukleové kyseliny, byl pfitomen
kladné nabity postranni fetézec aminokyseliny. Dale je zde zobrazena aminokyselina R'7%, ktera
interaguje s nukleotidovou bazi v poloze -35, a bazické aminokyseliny K178, R'71, R'77 a K%, které
jsou dulezité pro interakci s cukr-fosfatovou kostrou nukleovych kyselin.
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Obrazek 11. Doména o4 faktoru o® interagujici s oblasti -35 promotoru PrsdA. Aminokyseliny
pritomné ve faktoru oP, které byly mutovany, jsou ozna¢eny modrou barvou. Aminokyseliny, které
se ukazaly jako dllezité béhem simulaci molekularni dynamiky, jsou tu¢né zvyraznény. Pro
prehlednost jsou aminokyseliny zobrazeny oddélené: (vlevo) mutované pouze v 6_6AA mutantech;
(uprostfed) mutované ve véech mutantnich variantach faktoru o*; (vpravo) aminokyselina K40, ktera
v mutantech o"_4AA + K a o_6AA + K kompenzovala mutaci R'72 — A'72. Dale je zde zobrazena
aminokyselina R'7%, ktera interaguje s nukleotidovou bazi v pozici -35 a bazické aminokyseliny R18
a R'8 které jsou dulezité pro interakci s cukr-fosfatovou kostrou nukleovych kyselin.

5.1.1.3.2 Aminokyseliny domény o, odpovidajici za interakci s promotorem

Za interakci oblasti -35 promotoru zodpovida centralni helix regionu cR4.2 faktoru
o a o'

Baze G/A v pozici -31 templatového vlidkna DNA interaguje s aminokyselinou R'"°
faktoru a® (Obr. 11). Zejména pokud se G nachazi v poloze -31, mohou vzniknout az dvé
stabilizaéni vodikové vazby. Alternativné muze dlouhy flexibilni postranni fetézec R'°
vytvofit tzv. solny mustek se zaporné nabitymi fosfatovymi skupinami cukr-fosfatové kostry
DNA.

V pfipadé faktoru o" interaguje baze G/A v pozici -31 s M'7° (Obr. 10). Methionin
nemuze vytvaret vodikové vazby s bazemi nebo solné mustky s fosfatovymi skupinami
cukr-fosfatové kostry DNA jako R'. Postranni fetézec M'° v8ak utvari pevny klastr
s postrannimi fetézci aminokyselin L%, Y%5 a R""7 (Obr. 10), které nejsou pfitomny v oP.
Posledni dvé jmenované aminokyseliny interaguji s cukr-fosfatovou kostrou DNA. Zda se,
Ze takto mlzZe pfitomnost suboptimalniho interakéniho partnera A.:1/G.s1 v blizkosti M'7°
vést jak ke stabilizaci, tak i k destabilizaci komplexu o faktor-promotor.

V pfipadé mutantnich variant faktoru o™ dochazi ke specifické situaci (Obr. 12). Je

zde R'° z faktoru o®, ale také aminokyseliny L%, Y5 a R""7 z faktoru o". P¥i simulacich
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molekularni dynamiky trvalo pomérné dlouho, nez se dlouhé postranni fetézce R'° a Y%

uvolnily a spravné usadily do usporadani bez vzajemnych sterickych strett (Obr. 12).

V171 R17

D H
G35 10

Obrazek 12. Specificka situace mutantnich variant faktoru o (oP3s"19 na obrazku dole).
Nachazi se zde jak aminokyselina R'70 z faktoru o® (vpravo nahote), tak Y'%% z faktoru o™ (vlevo
nahofe). PFi simulacich molekularni dynamiky trvalo pomérné dlouho, nez se dlouhé postranni
fetézce R'70 a Y% uvolnily a spravné usadily do usporadani bez vzajemnych sterickych stretu.
Optimalni interakce R'7° s bazi -31 byla tedy vétSinou pozorovéana, kdyz prostorové blizky Y55 nebyl
vazan na fosfatovou skupinu DNA. Sterické konflikty mezi R'7? a Y'%5 by mohly byt jednim z dlivod(,
pro¢ jsme u mutantnich variant faktoru o obecné pozorovali slabsi aktivitu in vivo (Obr. 9), nez jaké
bylo dosazeno u faktoru o®, kterému Y15 chybi.

Baze G/T v poloze -34 netemplatového vidkna DNA interaguji s aminokyselinami,
které jsou specifické pro faktory o™ (S'") a o® (V'"). Zatimco S'" vytvari stabilizagni
vodikové vazby s bazi G.a1, vzajemné piitahovani V"' a T4 vyplyva z jejich hydrofobniho
charakteru (Obr. 13).
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Obrazek 13. Baze G/T v pozici -34 netemplatového viakna DNA interagujici s aminokyselinami
specifickymi pro oM (8'71) a o® (V'™"). Zatimco S'"! utvafi stabiliza¢ni vodikovou vazbu s bazi G.zs,
tak pfitahovani V17! a T.34 vyplyva z jejich hydrofobniho charakteru.

Uzké kontakty atypickych interakénich partnerd S'' a T.as (v komplexech o
se aP-dependentnim promotorem PrsdA, pfirozenym hybridnim promotorem Pcg0441 a
syntetickym hybridnim promotorem PD3sH1o) jsou destabilizujici. Je to proto, Zze vodikova
vazba vytvofena mezi hydroxylovou skupinou S'' a atomem kysliku O4 T4 vede
v kone¢ném duasledku k naruSeni dalSich stabiliza¢nich interakci.

Naproti tomu tésné kontakty atypickych interakénich partnerd V' a G
v komplexech oP a mutant(i 6" v doméné o (" _4AA, o' 4AA K, c" 6AA ac" 6AA K)se
o'-dependentnim promotorem PuvrD3 se nezdaiji byt destabilizujicimi.

Baze G v poloze -35 netemplatového fetézce DNA ot-dependentnino promotoru
PuvrD3 a oP-dependentniho promotoru interaguje (prostfednictvim dvou vodikovych vazeb
zahrnujicich atomy 06 a N7) s postrannim Fetézcem argininu R'75 (Obr. 14), ktery je
pfitomen v ekvivalentnim prostorovém usporadani jak u o", tak u o®. Tyto vodikové vazby
naruSeni obvykle rychle nasleduje podstatna zména polohy duplexu DNA:DNA vzhledem
k domeéné oa.

Pokud jde o sekvenéné nespecifické interakce, R'®" obou domén o, faktord ota o®
interaguje s negativné nabitou cukr-fosfatovou kostrou fetézci DNA a zajisStuje dalSi
stabilizaci komplexd ags-promotor. Déle je zde dal$i bazicka aminokyselina K'’8, ktera je

pfitomna pouze v doméné o4 faktoru ot a v jejich mutantech.
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Obrazek 14. (Vlevo) Baze G v pozici -35 netemplatového viakna DNA ot-dependentniho promotoru
PuvrD3 nebo oP-dependentniho promotoru PrsdA interaguje prostrednictvim dvou vodikovych vazeb
zahrnujicich atomy 06 a N7 s postrannim retézcem R'75, ktery je pfitomen v ekvivalentni prostorové
pozici jak u faktoru o", tak u o®. (Vpravo) Baze C na prvni pozici -35 promotorové oblasti promotoru
Pcg0441 neumoznuje obvyklou vodikovou vazbu s postrannim fetézcem R'75. Namisto toho
postranni fetézec R'75 interaguje s G v pozici -35 na komplementarnim viakné DNA.

5.1.1.3.3 Stabilita komplexu domény o4 faktoru oc"—promotor v MD simulacich

Podle oéekavani vytvofila doména o4 faktoru o" nejstabilngjSi komplex se
o"-dependentnim promotorem PuvrD3. Byly nalezeny vSechny mozné vySe uvedené
stabiliza¢ni interakce: sekvenéné specifické (G.35-R'"°, G.34-S'1, A31-M'%) i sekvenéné
nespecifické (tj. zprostiedkované vazbou postrannich fetézca Y95, R'7, K%, R172 T168
R'81 K'® na cukr-fosfatovou kostru nukleové kyseliny).

Naproti tomu u ¢® a g®/cH-dependentnich promotort (tj. PrsdA, Pcg0441 a PDssH1o)
byla vétSina téchto interakci pferudena, orientace duplexu DNA:DNA vzhledem k doméné
o4 faktoru o" byla vyrazné zménéna nebo byl dokonce tento komplex zcela zrusen.
V kaZzdém pfipadé byla vodikova vazba mezi nevhodnymi partnery (S'"" a T.s4) primarnim

destabilizujicim faktorem.

5.1.1.3.4 Stabilita komplexu domény o4 faktoru c®—promotor v MD simulacich
VSechny komplexy byly pomérné stabilni a pouze malé odchylky byly pozorovany u
domény o faktoru o®. Byly pozorovany vysSe uvedené oCekavané stabiliza¢ni interakce:
sekvencné specifické (C/G.3s-R'°, Ta-V'', G.31-R'%) i sekvenéné nespecifické (tj.
zprostiedkované vazbou postrannich fetézct R™8, E%, K140, T'65 R'81 ng cukr-fosfatovou

kostru nukleové kyseliny).
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Jedinou vyjimkou byl o"-dependentni promotor PuvrD3, u kterého bylo pfechodné
pozorovano vyrazné vétsi narueni interakci a je otazkou, zda by tento komplex zUstal

stabilni béhem delSi simulace molekularni dynamiky.

5.1.1.3.5 Stabilita komplexu domény o, mutantnich variant faktoru c"—promotor v MD
simulacich

Mutace pouhych 4-7 aminokyselin, které pfiblizuji o™ k a® (vysledkem jsou varianty
o™ 4AA, o' 6AA, o 4AA + K nebo 6" _BAA + K), byly dostateéné pro stabilizaci komplexu
v8ech mutovanych faktort " se a®- a aP/c"-dependentnimi promotory (PrsdA, Pcg0441 a
PD3sH10).

Naopak v dlsledku téchto mutaci doSlo k urCité destabilizaci komplex(l se
o"-dependentnim promotorem PuvrD3. Zde byl nejstabilnéj$i komplex se o™ 6AA +K.

Optimalni interakce R'"° s bazi -31 byla vétSinou pozorovana, kdyz prostorové blizky
Y'® nebyl vazan na cukr-fosfatovou kostru DNA (Obr. 12). Sterické konflikty mezi témito
dvéma aminokyselinami by mohly byt jednim z divodd, pro¢ jsme u mutantnich variant
faktoru o obecné pozorovali slab$i aktivitu in vivo (Obr. 9), nez jaké bylo dosaZeno u

faktoru o®, kterému Y'%° chybi.

5.1.1.4 Integrace vysledkl experimentalniho méreni aktivity promotoru

in vivo a dat ziskanych metodami in silico

Hlavnim cilem homologniho modelovani a simulaci molekularni dynamiky bylo
vytvofeni modell interakci aminokyselin v o faktorech a nukleotidl v kliGovych motivech
promotorl (sekvenci v oblastech -35 a -10), nalezeni optimalnich kombinaci AA+nt,
potvrzeni konsenzualnich sekvenci jednotlivych tfid promotorl a vysvétleni nékterych
pfekvapivych vysledku stanoveni jejich aktivit. Zatimco aktivity promotoru pfi méfeni in vivo
muzeme hodnotit jen podle elementd -35 a -10, pfi modelovani vstupuji do hry celé
sekvence promotorl. To zahrnuje i sekvence mezernik(i, u nichz je znamo, Zze mohou

aktivitu vyrazné ovliviiovat.

5.1.1.4.1 Pf¥irozeny hybridni promotor Pcg0441

Zatimco aktivita promotoru Pcg0441 v pfitomnosti nadprodukovaného faktoru o®
byla vysoka, v pfipadé faktoru o nebyl patrny témér Zadny narlst aktivity promotoru po
indukci (Obr. 9A). Komplex oblasti -35 promotoru Pcg0441 s doménou o, faktoru o® béhem
simulaci molekularni dynamiky byl stabilni, kdezto komplex této oblasti s doménou o4

faktoru o™ nebyl stabilni. Tato odli$nost byla evidentné dana stabilizujici interakci baze T-34
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s aminokyselinou V"' (doména o4 faktoru oP) (Obr. 13) a destabilizujici interakci baze T.z4
s aminokyselinou S'" (doména o, faktoru o*).

Ackoliv experimentalni vysledky koreluji se simulacemi molekularni dynamiky, neni
jasny duvod, pro¢ je Pcg0441 silné aP-dependentni promotor, nebot jeho sekvence GTT v
oblasti -10 je typicka pro o'-dependentni promotory. Nicméné netypicka sekvence
oblasti -35 CTAAC (misto GTAAC) u Pcg0441 nebyla prekazkou pro to, aby oP silné
stimuloval transkripci z tohoto pfirozeného hybridniho promotoru.

Podrobna analyza trajektorii molekularni dynamiky ukazala, Ze tento jev mlze
souviset s atypickou bazi na prvni pozici oblasti -35 (v netemplatovém viakné DNA).
Promotor Pcg0441 zde ma bazi C. To znamena, ze nese sekvenci CTAAC namisto
GTAAC, ktera je pro oP-dependentni promotory C. glutamicum konsenzualni.

Simulace molekularni dynamiky ukazaly, ze baze C.as promotoru Pcg0441
neumozriuje obvyklou interakci s postrannim fetézcem argininu R'”® (Obr. 14). Misto toho
R'"® interaguje s bazi G na komplementarnim templatovém viakné DNA v pozici -35. Navic
postranni fetézec R'”® také interaguje s G na netemplatovém viakné DNA v pozici -36.

Atypicka interakce R'° (Obr. 14) ma vliv na interakce argininu R'°. Postranni
fetézec R'? by idealné prispival k sekvencéné specifickému rozpoznani baze na paté pozici
oblasti -35 promotoru (-31, na templatovém vlakné). Av8ak zde postranni fetézec R'"°
preferuje sekvenéné nespecifickou interakci s cukr-fosfatovou kostrou templatového vliakna
DNA. Dochazi tak k vytvoreni solného mustku.

Arginin R je posledni aminokyselinou, ktera podstatné interaguje s oblasti -35.
V otevieném komplexu RNA s kompletnimi transkrip&nimi bublinami nasleduje mezernik o
délce ~17-18 bp spojujici oblasti -35 a -10. Zda se, Ze drobné pfeskupeni kliCovych interakci
mezi promotorem Pcg0441 a o faktory, které se objevuje zasluhou atypické baze C na prvni
pozici oblasti -35, se n&jakym zplsobem pienasi pfes R'° a duplex DNA v mezerniku
smérem k oblasti elementu -10, kde by mohlo mirné narus$it prostorové usporadani
komplexu RNAP s DNA i zakladni interakce mezi aminokyselinami a nukleotidy. To by
mohlo mimo jiné zpUsobit, Ze faktor a® je schopen rozpoznat trinukleotid GTT (typicky spiSe
pro o"-dependentni promotory) v oblasti -10 pfirozeného hybridniho promotoru Pcg0441
(Tab. 14).

Aktivita promotoru Pcg0441 v pfitomnosti nadprodukovanych mutantnich variant
o"_4AA a o' _6AA byla zanedbatelna. Lehce zvySena aktivita promotoru byla namérena
v pfitomnosti variant o"_4AA + Ka o"_6AA + K. Tyto aktivity se vSak zdaleka nedaly
porovnavat s obrovskou aktivitou promotoru s faktorem oP (Obr. 9A). Nizké aktivity
promotoru s mutanty o pri¢itame pfedevsim tomu, Ze podle simulaci molekularni dynamiky
nebyl klicovy arginin R'7° schopen navazat interakci s bazi G.31 nebo s blizkou fosfatovou

skupinou (jako tomu bylo v pFipadé faktoru oP). Zfejmym divodem byl postranni fetézec
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tyrozinu Y'® (ktery chybi v aP, kde je nahrazen méné objemnym alaninem A'®), s nimz je
R'7%ve velmi t&ésném kontaktu (Obr. 12), ktery svou velikosti do jisté miry narusuje interakce

Y% j R0 s nukleovou kyselinou.

5.1.1.4.2 o"-dependentni promotor PuvrD3

V pfipadé o"-dependentniho promotoru PuvrD3 byly v8echny sledované mutantni
varianty o™ faktoru schopny iniciovat transkripci, zatimco oP viibec ne (Obr. 9B). Pfirozeny
faktor o' a jeho mutantni varianta " 6AA + Krozhodné zapfi¢inily nejvy$si aktivitu
promotoru.

Simulace molekularni dynamiky ukazaly, Ze nejen doména o4 pfirozeného faktoru
o™ a jeho mutantni varianty o'_6AA + K, ale i doména o, faktoru o® miZe vytvaret interakce
s oblasti -35 promotoru PuvrD3. V pfipadé oP je v8ak klicova interakce mezi postrannim
fetézcem R'7° a bazi v poloze -35 (Obr. 14) daleko méné stabilni. Navic podle simulace
molekularni dynamiky nebyl R'° v doméné o4 faktoru a® schopen vytvorit stabilni kontakt
s cukr-fosfatovou kostrou DNA tak jako v pfipadé mutanty o" 6AA + K. Silna afinita o™ a
PuvrD3 je zfejmé zpusobena tyrosinem Y% (ktery v o® chybi) umoziujicim nespecifickou
vazbu o" a fosfatové skupiny DNA. Provedené mutace pak funk&nost paru o™ + PuvrD3

mohly pouze snizit, ale nikoliv zcela zrusit.

5.1.1.4.3 oP-dependentni promotor PrsdA

Silny o®-dependentni promotor PrsdA projevil zvy$enou aktivitu pouze v pfitomnosti
nadprodukovaného pfirozeného faktoru o® (Obr. 9C). U o™ a jeho mutantd byla aktivita
promotoru po indukci srovnatelna s hodnotami negativni kontroly.

Simulace molekularni dynamiky ukazala, Ze vSechny mutantni varianty faktoru o",
které mély za cil funkéné napodobit tuto oblast v oP (Tab. 15, Obr. 8), skute¢né byly
schopny rozpoznat oblast -35 oP-dependentniho promotoru PrsdA, zatimco pfirozeny o"
nikoliv. Krucialni interakce mezi postrannim fetézcem R'7° a bazi v pozici -35 (Obr. 14) byla
stabilni, coz vedlo ke klasickému uspofadani komplexu.

Neschopnost mutantnich  variant faktoru oY umoznit transkripci ze
oP-dependentniho promotoru pravdépodobné spocivala v tom, Ze nedokaZou interagovat s
nukleotidovou sekvenci GAT, ktera je typicka pro oblast -10 aP-dependentnich promotorti

(zatimco konsenzualni sekvence pro o™ je GTT) (Tab. 14).

5.1.1.4.4 Synteticky hybridni promotor PD3sH1o
Detailni poznatky o funk&nosti kombinaci promotord a ¢ faktor(, pfipadné jejich

mutantu, jsme se rozhodli vyuzit pro konstrukci paru hybridniho promotoru a mutantniho o
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faktoru, ktery by vykazoval vlastnosti striktniho expresniho systému (bio-orthogonalni
expresi). Pro konstrukci hybridniho promotoru byla spojena oblast -35 oP-dependentniho
promotoru PrsdA a oblast -10 o"-dependentniho promotoru PuvrD3 (Blumenstein, 2019).
Pfi analyze tohoto promotoru in vivo byla pozorovana vysoka transkripCni aktivita
v pfitomnosti v8ech mutantnich variant faktoru o” (Obr. 9D). To bylo pravdépodobné
zpusobeno tim, Ze doména o, faktoru o™, ktera zodpovida za interakci s oblasti -10, byla
v hybridech nezménéna a interagovala tedy idealné s -10 GTTsign, zatimco doména o4
faktoru o™ byla rtizné mutovana, aby imitovala doménu o4 faktoru a®, a interagovala proto
dobfe s -35 GTAACsgp. To potvrdilo hypotézu, Ze pravé oblast -10 PrsdA postradajici
konsenzualni sekvenci GTT pro ¢ (Obr. 9C) a atypicka oblast -35 CTAAC pfirozeného
hybridniho promotoru Pcg0441 (Obr. 9A) brani transkripci z téchto promotorli pomoci
mutantnich variant faktoru o"'. Ze stejnych dtvodl pravdépodobné pfirozené faktory o® a
o synteticky hybridni promotor PDssH10 nerozpoznavaly (Obr. 9D).

Naopak Zadna z mutantnich variant faktoru oY nezpusobovala zvy3eni aktivity
oP-dependentniho promotoru PrsdA (Obr. 9C). V pfipadé typického o'-dependentniho
promotoru PuvrD3 byla zaznamenana jeho nejmensi aktivita v pfitomnosti varianty o_6AA
(Obr. 9B). Z hlediska praktického vyuZiti vytvofeného striktniho expresniho systému bylo
pozitivni zjisténi, ze pravé tato varianta zpUsobila nejvy$Si narust aktivity syntetického

promotoru PD3sHjo.

5.1.2 Piekryvy rekogniéni specifity faktorti oV, of, o' u
C. glutamicum

oM plati stale za nejméné prozkoumany o faktor RNAP C. glutamicum. Definovani
jeho specifity komplikuji faktory of a o, které rozpoznavaji vétSinu potencidlnich
oM-dependentnich promotor. Ke zkoumani tohoto faktoru nepfispiva ani fakt, Zze se jej
doposud nepodafilo izolovat a purifikovat ve funkéni konformaci pro in vitro testovani aktivity
promotorti. Pomoci sekvenovani RNA s metodou ROSE (RNA sekvenovani in vitro
transkriptl) (Schmidt et al., 2023) se podaifilo kolegm z Univerzity v Bielefeldu za nasi
spoluprace stanovit nékolik potencialnich aM-dependentnich promotord, jejichz aktivita byla
v nas8i laboratofi zméfena metodami in vivo a in vitro (Dostalova, 2020). Jednim z nich byl
promotor Pcg0668 (promotor genu pro segregacni ATPazu z FtsK/SpolllE rodiny), jehoz
klicové sekvence jsou -35 GGGAACC a -10 GTC. K potvrzeni dllezitosti konsenzualni
sekvence -35 a -10 oM-dependentnich promotor( jsme podrobili tento promotor nékolika
mutacim, které zaroven poslouzily k analyze piekryvu rekogniéni specifity faktorti c™/c™/o®

a ujasnéni interakci mezi sekvenci promotoru a o podjednotkami RNAP.
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5.1.2.1 Mutantni varianty promotoru Pcg0668

Navrhli jsme nékolik mutantnich variant se zaménami v oblastech -35 a -10
promotoru Pcg0668 (Tab. 16). Takové mutace by mély vést ke zméné rozpoznavani
promotoru jednotlivymi o faktory. Ctvefice nukleotidii GGAA v oblasti -35 promotoru je
identicka s oblasti -35 of- ¢i o"-dependentnich promotortl. Proto jsme provedli nékolik
mutaci nt -31, ktery je u C. glutamicum kli€ovy, v oCekavani, zda bude takovy promotor i
nadale oM-dependentni a zda bude =zarovern pouze o-dependentni, nebo
of/a"-dependentni (Busche et al., 2023). Oblast -10 Pcg0668 je tvofena trojici nukleotidd
GTC, ktera se jednim nt li§i od velmi silné konzervované oblasti -10 GTT u of- a
o"-dependentnich promotori. Proto jsme zvolili mutace pravé v této odliSné pozici
s oCekavanim, ze pfi zaméné v sekvenci GTC -10 oblasti (C — T) dojde ke vzniku

of/a"-dependentniho promotoru.

Tabulka 16. Sekvence oM-dependentniho promotoru Pcg0668 a jeho mutantnich variant.

Promotor Sekvence promotoru®

Pcg0668 CACATTCAAGGGAACCTTTTGGCCGTTTTTCCAGTCAAACACTTATTGAC
Pcg0668 -10cT1e CACATTCAAGGGAACCTTTTGGCCGTTTTTCCAGT@AAACACTTATTGALC
Pcg0668 -10c7a CACATTCAAGGGAACCTTTTGGCCGTTTTTCCAGTHMAAACACTTATTGALC
Pcg0668 -10cTt CACATTCAAGGGAACCTTTTGGCCGTTTTTCCAGTHMAAACACTTATTGALC
Pcg0668 -31¢ CACATTCAAGGGAABCTTTTGGCCGTTTTTCCAGTCAAACACTTATTGAC
Pcg0668 -31a CACATTCAAGGGAABCTTTTGGCCGTTTTTCCAGTCAAACACTTATTGAC
Pcg0668 -311 CACATTCAAGGGAABCTTTTGGCCGTTTTTCCAGTCAAACACTTATTGAC

aPodtrzené jsou klitové oblasti promotoru -35, -10 a TSS. Cervené je vyznadena zména nukleotidu oproti
sekvenci puvodniho promotoru.

5.1.2.2 Tvorba konstruktiitT pEPR1 nesoucich mutantni varianty

promotoru Pcg0668

K vytvofeni mutantnich variant promotort Pcg0668 byl jako templat pro PCR pouzit
plazmid pEPR1Pcg0668. Amplifikace mutantnich variant pomoci soupravy Q5 Site-
Directed Mutagenesis Kit probéhla se dvojicemi primer(: Pcg0668mut-10F +
Pcg0668mut-10R1  (-10gte), Pcg0668mut-10F + Pcg0668mut-10R2  (-10gTa),
Pcg0668mut-10F + Pcg0668mut-10R3 (-10GtT), JB-0668mut-31GPEPRF + JB-0668mut-
31GPEPRR (-31g), JB-0668mut-31APEPRF + JB-0668mut-31APEPRR (-315) a JB-
0668mut-31TPEPRF + JB-0668mut-31TPEPRR (317). Plazmidovy konstrukt s mutaci v
promotoru byl pfipraven dle postupu doporu¢eného vyrobcem soupravy pro mutagenezi
(fosforylace, ligace a eliminace templatu). Produktem byly pak transformovany burky E. coli
TOP10. Pfitomnost oCekavaného konstruktu byla v burikach transformantd prokazana
pomoci PCR s pouzitim vektorovych primerd TRPCGF1 + GFP1 a mixu PCRBIO HS Taq.
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Mutace v promotoru byla pak ovéfena sekvenovanim. Ziskané plazmidy pEPR1 nesouci
promotory Pcg0668 -10cte, Pcg0668 -10a1A, Pcg0668 -10aT1T, Pcg0668 -316, Pcg0668 -314
a Pcg0668 -311 poslouzily k tvorbé dvouplazmidovych systéma v C. glutamicum. Byly

pouzity i analogické kmeny nesouci pavodni sekvenci promotoru Pcg0668.

5.1.2.3 Méreni aktivity mutantnich variant promotoru Pcg0668 ve

dvouplazmidovém systému C. glutamicum

Konstrukty expresniho vektoru pEC-XT99A s genem pro sledovany ¢ faktor RNAP
C. glutamicum (sigA, sigE, sigH, sigM) byly vytvofeny béhem predchozi experimentalni
prace v nasi laboratofi. Postup pfipravy a samotné méreni byly shodné jako v kapitole
5.1.1.2, av§ak kromé odbérl v ¢asech 0 h, 3 h, 6 h a 24 h byl proveden i odbér kultury v
¢ase 27 h z divodu dfive pozorovaného trendu narustu aktivit promotort s faktorem oM v
prubéhu kultivace. K vétsi pfehlednosti sledovani aktivity v homolognim dvouplazmidovém
systému byl pouzit kmen C. glutamicum AsigH (kmen s chromozomalni deleci v genu sigH).
Pozorovali jsme totiz Casto, Ze pfirozena produkce o" zajisténa pouze genem na
chromosomu interferovala se slab$i aktivitou jinych o faktorll kédovanych pfisluSnym
genem na plazmidu. Jako negativni kontrola aktivity promotoru byly pouzity
dvouplazmidové buriky obsahujici prazdny vektor pEC-XT99A.

Nejprve byla zméfena aktivita pfirozeného promotoru Pcg0668 (Obr. 15).
V burikach nadprodukujicich faktor ¢ do$lo k vyraznému narlstu aktivity promotoru ve 3.
(IP =4)a6. hodiné (IP = 3,1). AvSak v asech 24 a 27 hodin po indukci dosSlo ke znanému
poklesu aktivity promotoru v téchto burikach, a naopak v burikach se o™ doslo k vyraznému
vzestupu aktivity (IP = 4,3). V pfipadé ostatnich kmenu byla aktivita promotoru po indukci
srovnatelna s hodnotami negativni kontroly. Analyza in vivo ukazala, ze prekryv rekognicni
specifity faktord o™ a o u C. glutamicum je ziejmy a Ze Pcg0668 je o"/o"-dependentni
promotor. Z méfeni v raznych fazich kultivace vyplynulo, Zze dany promotor je
v exponencidlni fazi aktivovan faktorem o, zatimco v pozdnich fazich kultivace jeho

aktivitu zajiStuje hlavné oM.
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Obrazek 15. Aktivita promotoru Pcg0668 v kmenech s indukovanou nadexpresi genu
kédujicich faktory o*, of, o"a o". N (3edd) je kontrola (prazdny expresni vektor pEC-XT99A).
Svétlé odstiny plati vzdy pro neindukované systémy a tmavé pro systémy indukované IPTG.
Vysledky jsou aritmetické priméry ze tfi nezavislych méfeni jednotlivych vzorkd a smérodatna
odchylka je v grafu znazornéna chybovou Useckou.

Po méfeni aktivity promotoru Pcg0668 in vivo byla zméfena aktivita jeho ffi
mutantnich variant, které mély zménu sekvence v oblasti -10 (Obr. 16).

Méreni aktivity Pcg0668 -10cre (Obr. 16A) ukazalo, ze zaména GTCAAA —
GTGAAA zcela potlacila narust aktivity promotoru v burikach nadprodukujicich faktor oM.
Naopak v pfipadé o™, s nimz byla aktivita pdvodniho promotoru Pcg0668 v ¢asech 24 h a
27 h potlacena (Obr. 15), byl i ve 27. hodiné znatelny narUst aktivity této varianty promotoru
(IP =2,7). V pfipadé ostatnich o faktorl byla aktivita po indukci srovnatelna s negativni
kontrolou. Podle vysledku tohoto méfeni zména kli¢ového nukleotidu C — G zcela zrusila
schopnost oM rozpoznavat promotor Pcg0668 a naopak zvysila afinitu promotoru k faktoru
o'

Aktivita Pcg0668 -10c7a (Obr. 16B) ukazala, ze i zaména GTCAAA — GTAAAA opét
zpusobila ztratu schopnosti o™ rozpoznavat promotor Pcg0668. Trend aktivity Pcg0668 s
faktorem o' byl podobny jako v pfipadé pfirozeného promotoru Pcg0668, kde také doslo
k poklesu aktivity promotoru ve 24. a 27. hodiné (Obr. 15). Aktivita promotoru po indukci
ostatnich faktorl byla srovnatelna s negativni kontrolou. Zména kli¢ového nukleotidu
C — A zpusobila opét ztratu afinity o™ k promotoru Pcg0668 (Obr. 16B).

NejzajimavéjSim mutantnim promotorem byl Pcg0668 -10grr (Obr. 16C), u néhoz
zména GTCAAA — GTTAAA zpusobila vznik kompletni konsenzudlni sekvence

odpovidajici o"- a of-dependentnim promotorim (-35 GGAAC a -10 GTT). Tomu
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odpovidala i aktivita promotoru, jejiz nejvy$Si narust nastal 24 h po indukci (IP =2,2) s
faktorem of. O trochu mensi narUst aktivity byl sledovan i s faktorem o™ (IP = 1,93 ve 3. a
6. hodiné po indukci). V pfipadé ostatnich kombinaci byla aktivita promotoru po indukci
srovnatelna s hodnotami negativni kontroly. Zména klicového nukleotidu C — T tedy
vytvofila z promotoru Pcg0668 témér ukazkovy oF-dependentni a slabsi o"-dependentni

promotor a zcela potladila interakci promotoru s faktorem o™.
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Obrazek 16. Aktivita mutantnich variant promotoru Pcg0668 se zménou oblasti -10 v kmenech
s indukovanou nadexpresi genti kédujicich faktory o*, o, o"a oM. N (8eda) je kontrola (prazdny
expresni vektor pEC-XT99A). Svétlé odstiny plati vzdy pro neindukované systémy a tmavé pro
systémy indukované IPTG. Vysledky jsou aritmetické priméry ze tfi nezavislych méfeni jednotlivych
vzorkl a smérodatna odchylka je v grafu znazornéna chybovou useckou.
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DalSi tfi mutantni varianty nesly zaménu v oblasti -35 Pcg0668, v niz byl zménén
nukleotid C.31. V pfipadé varianty Pcg0668 -31¢ zaména GGGAACC — GGGAAGC zcela
potlacila aktivitu s faktorem o™ (Obr. 17A). Vysoky narUst aktivity promotoru nastal 6 h po
indukci v burikach s faktorem o' (IP = 5), pficemz byl zachovan trend, ktery se ukazal
béhem méfeni aktivity pfirozeného promotoru Pcg0668 (Obr. 15), tedy, Ze ve 24. a 27.
hodiné doslo k poklesu aktivity na uroven stavu bez indukce. Naméfené aktivity promotoru
v ostatnich kombinacich byly srovnatelné s hodnotami negativni kontroly.

| v pfipadé varianty Pcg0668 -31a, kde byla provedena zaména GGGAACC —
GGGAAAC, doslo k potlaceni narlstu aktivity promotoru s faktorem o™ (Obr. 17B). Aktivity
promotoru byly naopak pozorovany v burikach se of a ¢". V pfipadé faktoru of doslo 3 h
po indukci k vyraznéjSimu narustu (IP = 1,7). V tomto pfipadé vSak jiz samotna hodnota
aktivity neindukovaného stavu byla neoCekavané pfiblizné dvojnasobna oproti hodnotam
negativni kontroly. Ve 3 hodiné po indukci dos$lo k narGstu aktivity promotoru i se o"
(IP = 2,8). Jak v ptipadé oF, tak i a", se aktivita promotoru v pribéhu kultivace sniZzovala.
Aktivity Pcg0668 -31a v ostatnich kombinacich byly srovnatelné s hodnotami aktivity
promotoru negativni kontroly.

Trend v narlstu (IP = 2,4) a nasledného poklesu aktivity promotoru se o* byl patrny
i u Pcg0668-31r (zaména GGGAACC — GGGAATC) (Obr. 17C). Zvlastnosti je, ze v
pfipadé faktoru of aktivita promotoru v indukovaném i neindukovaném systému ve 3.
hodiné byla pfiblizné 5x vy3Si nez hodnota aktivity promotoru negativni kontroly. Aktivity
promotord v ostatnich burkéach, tedy i téch nadprodukujicich faktor o™, odpovidaly
hodnotam negativni kontroly.

Vysledky méfeni aktivity promotoru Pcg0668 a jeho mutantnich variant prokazaly,
e oM-regulon a o''-regulon se mohou vzajemné prekryvat. ProtoZe jakakoliv mutace
v pozicich -31 a -10 aM-dependentniho promotoru Pcg0668 zrusila aktivitu pravé se o, zda
se, ze sekvence -35 GGGAACC a -10 GTCAAA jsou pro rozeznani a funkénost
oM-dependentnich promotord nezbytné. Na zakladé dosavadnich vysledki muazeme
sekvence GGGAACC (-35 oblast) a GTC (-10 oblast) povazovat za konsenzualni pro
oM-dependentni promotory C. glutamicum. Nepostradatelnost ostatnich nukleotidd
v klicovych sekvenénich motivech konkrétnich promotorl by se samoziejmé& musela
ovéfovat dal$i mutagenezi. Je zifejmé, Ze regulony prislusné k a o, ot a o™ se prekryvaji
a jedina zaména nukleotidu v kliCovych motivech promotort maze pfepinat mezi aktivitami

jednotlivych o faktord.
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Obrazek 17. Aktivita mutantnich variant promotoru Pcg0668 se zaménou v pozici -31
promotoru v kmenech s indukovanou nadexpresi gent kédujicich faktory o*, of, o"a oM. N
(8edd) je kontrola (prazdny expresni vektor pEC-XT99A). Svétlé odstiny plati vZdy pro neindukované
systémy a tmavé pro systémy indukované IPTG. Vysledky jsou aritmetické pruméry ze ffi
nezavislych méfeni jednotlivych vzork(l a smérodatna odchylka je v grafu znazornéna chybovou
useckou.
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5.2 Stresové o regulony bakterii rodu

Rhodococcus

NaSe Laboratof modulace genové exprese se dlouhou dobu zabyvala ¢ regulony
C. glutamicum a jejich dopadem na fungovani buriky. Pfi hledani stresovych regulonl se
pfitom jako dllezity pomocnik ukazala metoda analyzy transkriptomu pomoci sekvenovani
RNA, kterou provadime ve spolupraci s Laboratofi mikrobialni genomiky a biotechnologii
na Univerzité v Bielefeldu (Pfeifer-Sancar et al., 2013). DalSi zasadni metody, které nam
umozniuji pfifadit k sobé jednotlivé o faktory a pfislusné promotory a jejich pozici v regulacni
siti, kombinuji in vivo, in vitro a in silico metody (Dostalova et al., 2017, 2019), coz
promotorové studie podstatné zpfesriuje.

Jelikoz se tento pfistup ke studiu promotort a o faktorl C. glutamicum osvédgil,
predpokladali jsme podobnou spolehlivost nasi metodiky i v pfipadé kmenta Rhodococcus
erythropolis CCM2595 a Rhodococcus opacus PD630, nebot aktinobakterialni rody
Corynebacterium a Rhodococcus jsou dosti pfibuzné. Kmeny obou rodl jsou vyuzivany
v biotechnologiich: korynebakterie pfi produkci aminokyselin a dalSich vyznamnych latek,

rhodokoky pro degradace toxickych latek, coz Ize vyuzit v environmentalni praxi.

5.2.1 Identifikace oP-dependentnich promotori Rhodococcus

erythropolis pomoci heterologniho in vivo a in vitro systému

Prvni linii obrany bakterialnich bunék proti pusobeni vnéjSich stresovych podminek
je bunécna sténa. Proto byl v prvni fadé studovan faktor o®, jehoz funkce v C. glutamicum
je spojena predevsSim s expresi genl podilejicich se na syntéze mykolovych kyselin a
odpovédi na povrchovy stres (Taniguchi et al., 2017; Toyoda a Inui, 2018). Jako soucast
oP-regulonu C. glutamicum byly pomoci in vivo a in vitro systému potvrzeny geny pro
korynemykolyltransferazu (cmt1 a cmt2) (Dostalova et al., 2019). Zajimalo nas, zda u
pfibuznych rhodokoku existuji analogické geny a zda je jejich transkripce podobné
regulovana. Pomoci softwaru BLASTP search byly vyhledany homology proteind Cmt1 a
Cmt2 u R. erythropolis CCM2595, a to proteiny FrmB1 a FrmB2 (S-
formylglutathionhydrolaza) (Tab. 17). Faktory oP C. glutamicum ATCC 13032 a
R. erythropolis CCM2595 prokazovaly sekvencni identitu 55,2 %.
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Tabulka 17. Identita aminokyselinové sekvence Cmt C. glutamicum a FrmB R. erythropolis.

Porovnavané proteiny Sekvenéni identita
Cmt1 vs. FrmB1 30 %
Cmt1 vs. FrmB2 30 %
Cmt2 vs. FrmB1 48 %
Cmt2 vs. FrmB2 45 %
Cmt1 vs. Cmt2 30 %
FrmB1 vs. FrmB2 77 %

Transkripéni starty a promotory genti cmt1 a cmt2 byly definovany na zakladé
vysledkd sekvenovani RNA transkriptomu a mapovani 5 koncu transkriptll kmene
C. glutamicum ATCC 13032 kultivovaného béhem nadprodukce faktoru o® (Dostalova et
al., 2019). Porovnanim sekvenci promotort Pcmt1/Pcmt2 C. glutamicum ATCC 13032 se
sekvencemi promotord PfrmB1 a PfrmB2 v genomu R. erythropolis CCM2595 (Acc.
Number NC 022115 v databazi GenBank) se podafilo nalézt potencialni oblasti -35 a -10
promotort PfrmB1 a PfrmB2 (Obr. 18).

=35 =110 TS3
cmtl GETARAGCGCCTGTTAACGTARTAG-CTTGAAATATAGATGTARATTARA
cmt? GTGTCACAACTT FGTAAC 3 [ GTEEE- FF’QAA#AFAHGATAFF& HFCFHG‘
frmE1 ATATTTCGATTC FGTMCHCC" ART-CGATTG GuCHEGﬁTanLTCGAF&G
frmB2 TGACCTCGACTT TGTMCHCC GAGCCCCCGG Esh}'u_GGhChr ACACGTCG

Obrazek 18. Srovnani promotorovych sekvenci gent cmt1/cmt2 C. glutamicum a jejich
homologl frmB1/frmB2 R. erythropolis. Podtrzené sekvence oznaduji oblasti -35 a -10 a
transkripéni start (TSS) stanoveny RNA sekvenovanim.

5.2.1.1 Sledovani aktivity promotort ve dvouplazmidovych systémech
C. glutamicum

Mérfeni aktivity promotort ve dvouplazmidovych kmenech C. glutamicum se pouziva
v Laboratofi modulace genové exprese jako spolehliva metoda analyzy interakce o faktort
s promotory in vivo a pfifazeni konkrétniho o faktoru ke sledovanému promotoru. Zahrnuje
dva rekombinantni plazmidy replikujici se v jedné burice: promotor-test vektor pEPR1, ktery
obsahuje vloZzeny sledovany promotor pfed reportérovym genem gfpUV, a expresni vektor
pEC-XT99A, ktery nese gen pro analyzovany o faktor exprimovany z IPTG-inducibilniho
promotoru Ptrc. V pfipadé interakce nadprodukovaného o faktoru se sledovanym
promotorem totiz dochazi ke zvySeni exprese reportérového genu gfipUV, ehoz se vyuZzije
pfi méfeni intenzity fluorescence nadprodukovaného GFP, ktera je méfitkem aktivity

promotoru.
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5.2.1.1.1 Konstrukce plazmidit s potencialnimi oP-dependentnimi promotory
R. erythropolis PfrmB1re a PfrmB2g..

Komplementarni pary oligonukleotidi PRS01090REF70 + PRS01090RER70
(promotor PfrmB1re) a PRS25565REF70 + PRS25565RER70 (promotor PfrmB2re) 0
délce 70-78 nt byly po vzajemné asociaci v termocykleru (vznikly dvouvlaknoveé fragmenty
s pfecnivajicimi konci odpovidajicimi Stépeni BamHI a Nsil) klonovany ve vektoru pEPR1
S$tépeném enzymy BamHI a Nsil. Nasledovala transformace bakterii E. coli TOP10 ligacni
smési a transformované kultury byly vysety na agarové plotny 2xYT s kanamycinem.
Pritomnost konstruktt byla pak v narostlych kolonii ovéfovana pomoci PCR s uzitim
vektorovych primertl TRPTCGF1 + GFP1 a PCRBIO HS Taq Mix Red. Z klon(, jejichz PCR
produkt nesl odpovidajici velikost, byl izolovan a pfecistén plazmid a pfitomnost konstruktu
se spravnou nukleotidovou sekvenci byla ovéfena sekvenovanim. Izolované a purifikované
konstrukty pEPR1PfrmB1r. a pEPR1PfrmB2r. poslouzily k tvorbé dvouplazmidovych

systému v C. glutamicum.

5.2.1.1.2 Konstrukce expresnich vektortli s geny o faktorii R. erythropolis sigDr.. a
SigHR..

S vyuzitim  dvojic  primerd  SIGDREpECEcoRIF2 + SIGDREPECR a
SIGHREpECSaclF2 + SIGHREPECR byly na templatu (izolovana chromozomalni DNA
R. erythropolis CCM2595) pomoci Q5 polymerazy amplifikovany produkty nesouci geny
SigDRre. a SigHre. PO UspéSné amplifikaci ovéfené elektroforézou byly ziskané amplikony
purifikovany a nasledné S$tépeny odpovidajicimi restrikénimi endonukleazami, pficemz
fragment nesouci gen sigDr.e. byl $tépen enzymy EcoRl a Xbal, zatimco fragment s genem
sigH enzymy EcoRI a Xbal. Ziskané restrik¢ni fragmenty byly poté ligovany s vektorem
pEC-XT99A stépenym tymiz enzymy. Transformované kultury E. coli TOP10 byly vysety na
agarové plotny 2xYT s tetracyklinem. Narostlé kolonie byly otestovany pomoci PCR
s pouzitim primerd SIGDREpECEcoRIF2 + ECXT99AR (pro pEC-XT99AsigDre) a
SIGHREpPECSacIF2 + ECXT99AR (pro pEC-XT99AsigHr...) a mixu PCRBIO HS Taq Mix
Red. Po izolaci plazmidl z transformant( nasledovala ovéfovaci restrikéni analyza pomoci
Pstl. Plazmidy klond s odpovidajicim restrikénim profilem byly pfecistény a sekvenovany.
Plazmidy pEC-XT99AsigDr e a pEC-XT99AsigHR.c. s poZadovanou nukleotidovou sekvenci

byly pouzity k tvorbé dvouplazmidovych systéma v C. glutamicum.

5.2.1.1.3 Priprava heterologniho dvouplazmidového systému C. glutamicum pro
promotory rhodokoku
Doposud se v laboratofi pouzival pouze homologni dvouplazmidovy systém, v némz

analyzované o faktory i promotory nalezely hostitelskému druhu bakterie, tedy
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C. glutamicum. Pro sledovani promotori PfrmB1re. a PfrmB2r. z R. erythropolis byl
vytvofen heterologni dvouplazmidovy systém, ktery se skladal z plazmidd obsahujicich
promotor a gen pro o faktor patfici druhu R. erythropolis, avSak hostitelskym kmenem zUstal
kmen C. glutamicum.

Nejdfive probéhla elektroporaéni transformace bunék C. glutamicum ATCC 13032
expresnimi vektory s naklonovanymi geny pro sledované o faktory (pEC-XT99Asig,X").
Nasledovalo vyseti transformantll na 2xYT plotny s tetracyklinem. Narostlé klony byly
ovéfeny pomoci PCR a izolované plazmidy restrikéni analyzou prostfednictvim enzymu
Pstl. Z odpovidajiciho kmene byly opét vytvofeny kompetentni bunky, které byly
transformovany promotor-test vektorem pEPR1 s naklonovanym sledovanym promotorem.
Po vysevu na 2xYT plotny s tetracyklinem i kanamycinem nasledovalo ovéfeni ziskanych
klond pomoci PCR a restrikéni analyzy Pstl. Vytvofené kmeny obsahujici oba konstrukty
(PEC-XT99A+sig gen a pEPR1+promotor) byly uchovany v glycerolovych konzervach

pfi -70 °C a vyuzity pro méfeni aktivity promotoru in vivo.

5.2.1.1.4 Méreni aktivity promotoru PfrmB1g. in vivo

Po vytvofeni dvouplazmidovych systému zaloZzenych na hostiteli C. glutamicum byla
meéfena fluorescence v kmenech nesoucich tyto kombinace plazmid(: pEC-XT99A +
PEPR1PfrmB1re, pPEC-XT99AsigDr. + pEPR1PfrmB1re a pEC-XT99AsigHre +
pEPR1PfrmB1r.. Jako negativni kontrola byl pouzit dvouplazmidovy systém obsahujici
prazdny vektor pEC-XT99A

Z analyzy vyplynulo, Ze promotor PfrmB1r.. je velmi silny a®-dependentni promotor
(Obr. 19). Aktivita promotoru v kmeni s plazmidem pEC-XT99AsigDre. se totiz v pribéhu
kultivace neustale zvySovala a ve 24. hodiné od indukce dosahla pfiblizné
dvacetinasobnych hodnot oproti neindukovanému systému (IP = 20). Dvouplazmidovy
kmen nadprodukujici faktor o"ge vykazoval po indukci v pribéhu kultivace aktivitu

promotoru pfiblizné stejnou jako negativni kontrola.
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Obrazek 19. Aktivita promotoru PfrmB1 v kmenech s indukovanou nadexpresi genu
kédujicich faktory oPre. a oMre. Jednotlivé sloupce udavaji hodnotu naméfené intenzity
fluorescence v arbitrarnich jednotkach (AU/mg proteinu). Sedé& jsou znézornény hodnoty pro
samotny vektor pECXT99A (oznaceny jako N), fialové pro pECXT99AsigDre. a Cervené pro pEC-
XT99AsigHR.e.. Svétlé odstiny plati vzdy pro neindukované buriky a tmavé pro buriky indukované
IPTG. Vysledky jsou aritmetické priméry ze tfi nezavislych méfeni a smérodatna odchylka je
znazornéna chybovou useckou.

5.2.1.1.5 Méreni aktivity promotoru PfrmB2ge. in vivo

V pfipadé méfeni aktivity promotoru PfrmB2r. nastala obdobna situace jako u
promotoru PfrmB1re. Po indukci doSlo opét k vysokému narlstu aktivity promotoru
v buiikach s nadprodukovanym faktorem oPge (IP=5 v6. hoding). V buikéach
s nadprodukovanym faktorem o'z v prabéhu 24h kultivace po indukci k narlstu aktivity

promotoru PfrmB2 nedoslo (Obr. 20).
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Obrazek 20. Aktivita promotoru PfrmB2 v kmenech s indukovanou nadexpresi genu
kédujicich faktory 6Pre. a oMre. Sedé jsou znazornény hodnoty pro samotny vektor pECXT99A
(oznaceny jako N), fialové pro pECXT99AsigDr.. a Cervené pro pEC-XT99AsigHR... Svétlé odstiny
plati vzdy pro neindukované bunky a tmavé pro buriky indukované IPTG. Vysledky jsou aritmetické
primeéry ze tfi nezavislych méfeni a smérodatna odchylka je znazornéna chybovou Useckou.

5.2.1.2 Sledovani aktivity promotort pomoci transkripce in vitro

DalSi technika pouzivana v nasi laboratofi pro sledovani interakce mezi o faktory
RNAP a promotorem je transkripce in vitro. Doposud jsme pouzivali RNAP, o faktor i
promotor, které pochazely ze stejného druhu bakterie, tedy C. glutamicum (Dostalova et
al., 2017). V pripadé promotort PfrmB1 a PfrmB2 byl poprvé pouzit heterologni in vitro
systém, v némz hlavni komponenty o faktor + promotor pochazeji z R. erythropolis, zatimco
jadro RNAP bylo izolovano z C. glutamicum. Tim vlastné vznikla Uplna obdoba méfeni
aktivity promotoru v heterolognim systému in vivo, v némz se o faktor a promotor ptivodem
z R. erythropolis kombinuji s RNAP z hostitelské burnky C. glutamicum. Tak mohou byt

vysledky technik in vitro a in vivo porovnavany.

5.2.1.2.1 Konstrukce plazmidi pro transkripci in vitro nesoucich promotory
PfrmB1r. a PfrmB2g..

Stejné jako v pfipravé konstruktt pro in vivo analyzu promotort bylo klonovani
zahajeno asociaci komplementarnich oligonukleotid o velikosti 73-74 nt odpovidajicich
sledovanym promotorovym sekvencim. Asociované pary PRS01090p770F +
PRS01090p770R (pro promotor PfrmB1r.) a PRS25565p770F + PRS25565p770R (pro
promotor PfrmB2r¢) byly nejprve ligovany s vektorem pRLG770 Stépenym restrik&nimi

endonukleazami Hindlll a EcoRI. Nasledovala transformace E. coli a vyseti na pevné 2xYT
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plotny s ampicilinem. Klony byly otestovany pomoci PCR prostfednictvim kombinace
primerd 30F + CM3 a PCRBIO HS Taqg Mix Red. Spravnost nukleotidové sekvence
izolovanych a precisténych plazmida pfedpokladanych pozitivnich klonG byla ovéfena
sekvenovanim. Purifikované plazmidy pRLG770PfrmB1re. a pRLG770PfrmB2r. byly
pouzity pro amplifikaci oblasti, které nesly promotory PfrmB1r. a PfrmB2r.. a pfepisovany
usek DNA zakon&eny terminatorem. Tyto oblasti slouZily jako templat pro transkripCni

reakci in vitro.

5.2.1.2.2 Analyza aktivity promotori PfrmB1r. a PfrmB2r. pomoci transkripce in
vitro

Analyza aktivity promotord PfrmB1re.. a PfrmB2re byla provedena pomoci

transkripce in vitro, v niz byly pouZity izolované faktory o”, a®, o R. erythropolis (izoloval

Dr. Michal Grulich) a jadro RNA polymerazy C. glutamicum (izolovala Dr. Hana Dostalova).

KaZzdé méreni obsahovalo 4 reakce, z toho 3 probéhly v pfitomnosti faktoru o*, o® nebo o™

a jedna bez o faktoru jako negativni kontrola (Obr. 21). Vysledky reakci byly analyzovany

gelovou elektroforézou a elektroforetogram byl vizualizovan pomoci skeneru Amersham

Typhoon.
A
N o? o0 of
PfrmB1gre.
® -
B N oA o0 oH
PfrmB2g..

e -

Obrazek 21. In vitro transkripéni analyza promotorii (radioaktivné znacené transkripty
detegované na laserovém skeneru). Draha N ukazuje vysledek reakce s jadrem RNAP
C. glutamicum bez pfitomnosti o faktoru (negativni kontrola). Zbyvajici drahy ukazuji produkty reakci
v pfitomnosti faktor( o, o® a 6" R. erythropolis a jadrem RNAP C. glutamicum. Sipka udava pozici
ocekavaného transkriptu (150 nt).

Béhem sledovani aktivity promotort in vitro byla prokazana silna transkripce z
promotort PfrmB1re a PfrmB2r.. s faktorem oPre (Obr. 21). S pfihlédnutim k vysledku
méfeni aktivity téchto promotora in vivo (Obr. 19, 20) miZzeme jednoznacné potvrdit, Ze
PfrmB1gre a PfrmB2r. jsou aP-dependentni promotory. Zaroveri se potvrdila spolehlivost

heterolognich systému in vivo a in vitro pro sledovani aktivity promotort R. erythropolis.
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5.2.2 Regulacni sit’ o faktortt RNA polymerazy R. erythropolis

Studium o faktord u C. glutamicum prokazalo, Zze pfislusné geny se vzajemné
transkripéné reguluji. Pfikladem je faktor o, ktery prostfednictvim o"-dependentnich
promotoru fidi transkripci sigM a sigB (spole¢né se of). Pfedmétem naseho zajmu bylo
Zjistit, zda se regulacni sité o faktor u pfibuznych bakterii C. glutamicum a R. erythropolis
podobaji €i zda jsou zcela odliSné. K tomu bylo tfeba analyzovat promotory, které fidi
expresi genl pro o faktory R. erythropolis. Vzhledem k tomu, Ze u R. erythropolis je podle
anotace genomu pfitomno 21 o faktord, vybrali jsme pro analyzu ty, které maiji alespori 54%
podobnost znamym o faktortim, jejichz funkce byly uréeny u M. tuberculosis. Tyto o faktory
jsou nejvice konzervovany u pfibuznych bakterii (rody Rhodococcus, Corynebacterium a
Mycobacterium), fidi velky poCet genu a tvofi pravdépodobné zaklad regulace metabolismu
pfi exponencialnim rlstu i pfi riznych stresovych odpovédich. Jsou to faktory o?, o®, o,
of, of, 0% o, o' a oX. VyuzZili jsme k tomu jak techniku globalniho sekvenovani
transkriptomu (RNA-seq), tak analyzu aktivity jednotlivych promotort in vivo &i sledovani
aktivity s vyuzitim in vitro transkripce.

Zasadnim krokem pro nalezeni transkripcnich pocatku a nasledné i promotorovych
sekvenci bylo sekvenovani transkriptomu (RNA-seq; high-throughput cDNA sequencing)
R. erythropolis. Po kultivaci kmene R. erythropolis CCM2595 v minimalnim BSM médiu
s glycerolem a narustu kultury do ODsgo = 1,2 nasledovalo zamrazeni peletu kultury (Dr.
Hana Dostalova). Z této kultury byla izolovana RNA a vytvofena cDNA knihovna uréena
k sekvenovani RNA, které bylo provedeno ve spolupraci s Laboratofi mikrobialni genomiky
a biotechnologii na Univerzité v Bielefeldu (Némecko). Kromé standardniho sekvenovani
transkriptd byla pouzita metoda specifického sekvenovani primarnich 5°-konct knihovny
cDNA (sequencing of primary 5 -end-specific cDNA library). Vysledky tohoto sekvenovani
5’-koncu transkriptt byly zpracovany pomoci softwaru ReadXplorer, diky Eemuz se podafilo
zmapovat starty transkriptli, a nakonec i sekvence promotort genu sigA, sigB, sigD, sigE,
sigG, sigH, sigJd a sigK (Obr. 22). Z analyzy sekvenci transkriptomu zaroven vyplynulo, Ze
u vSech detegovanych genll pro o faktory s vyjimkou sigB jsou pfitomny vegetativni
o”/aB-dependentni promotory (s charakteristickymi konsenzualnimi sekvencemi -35 ttgnca
a -10 TAnnnT) (Obr. 23). Stresové promotory genli ECF o faktorld P1sigBre., P1sigDre.,
P1sigEre. @ P2sigHre (Tab. 18) byly dale analyzovany prostfednictvim heterolognich
systémul in vivo a in vitro pro sledovani aktivity promotord v pfitomnosti zakladnich

stresovych faktord skupiny 2 (08ze.) a skupiny 4 (0°ge., 0%re a 0Mgre).
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Tabulka 18. Analyzované oblasti stresovych promotorli gent pro faktory oB, oP, of a o

R. erythropolis.

Promotor Sekvence promotoru?®

P1sigBre. GGAAATCGGCGCGGGAACTTTCCCGGAACTCTCACACGTITGAACTGTGTG
P1sigDre. CGGGAGGTGCCACTGTAACGCCAGGATTTTCGCTGACGATGACAAATACG
P1sigEre. CAGCTCGGTGATCGGGAACAAATCACAGCAACGGCTGGTTCTCCCGAATA
P2sigHRr.e. TCCGACCAGGCCGGGAACAGAGTCGCAGACTCCCGTGTTGGTACCAGTTG

a8 Tugnym a podtrZzenym pismem jsou vyznadéeny kliové nukleotidy definujici promotor, tedy oblast -35, oblast

-10 a transkrip¢ni start (TSS).
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Obrazek 22. Priklady stanoveni transkripénich startt (TSS) genG pro o R. erythropolis
CCM2595 na zakladé vysledku sekvenovani RNA a mapovani 5" konct transkriptli pomoci
programu ReadXplorer. Zluté je oznaden gen pro konkrétni o faktor. Modra Sipka oznaduje pozici
TSS promotoru daného genu, kterd byla uréena na zakladé zvy3eného signalu odpovidajicimu
mnozstvi 5°’konce transkriptu (zelena barva). Signaly znazorfiujici transkripty (zelené) jsou nad nebo
pod stfedovou linii podle polohy (a tim orientace) genu v hornim nebo spodnim viakné.
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Podle charakteristickych sekvenci jsme identifikovali pfed sig geny R. erythropolis také
vegetativni promotory (o”-dependentni) (Obr. 23). Dalsi analyzu téchto promotort jsme
vS8ak neprovadéli vzhledem k tomu, Ze systém in vivo neposkytuje jednoznacné vysledky.
To je zfejmé zplsobeno tim, Ze vysoka hladina faktoru o* béhem celé doby kultivace

zpUsobuje vysokou aktivitu promotoru a jeho nadprodukce nema na hodnoty aktivity vliv.

i 400 nt

@- SigA
2TBTI06 ;

ﬂé;ﬂdﬂiﬂ -413394.’ :Sjgf :
EZ
o>

-I ﬁ. sigH
2255102 F2REANG
AB24546 4824724
:
5 1892114

Sigh/SigB SigH/SigE SigD

» = =

Obrazek 23. Lokalizace nalezenych potencialnich promotori sig gena R. erythropolis
CCM2595 pomoci analyzy oblasti 400 nt pied translaénimi starty strukturnich genti kédujicich
o faktory.

5.2.2.1 Konstrukce plazmidid s promotory P1sigBre, P1sigDre.,
P1sigEr... a P2sigHRr... pro méreni aktivity in vivo
Komplementarni oligonukleotidy odpovidajici vybranym promotorim (Tab. 19) v
délce 72-80 nt byly po vzajemné asociaci v cykleru ligovany s plazmidem pEPR1 §tépenym
enzymy BamHI-HF a Nsil-HF. DalSi postup byl shodny s postupem v kapitole 5.2.1.1.1.
Izolované a purifikované konstrukty pEPR1P1sigBr.., pPEPR1P1sigDre., pPEPR1P1SigERe.
a pEPR1P2sigHr.e. byly vyuzity k tvorbé dvouplazmidovych kmenu C. glutamicum.
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Tabulka 19. Oligonukleotidy pouzité pro klonovani promotoru.

Oligonukleotid Promotor
PSigB70REF P1sigBre
PSigB70RER

PSigD70REF1/2 P1sigDre
PSigD70RER1/2

PSigE70REF P1sigEre
PSigE70RER

PSigH70REF P1sigHre
PSigH70RER

5.2.2.2 Konstrukce plazmidl s geny o faktor( sigAr.., SigBr.e. a SigER..

Zz R. erythropolis

S vyuzitim odpovidajicich dvojic primerd (Tab. 20) byly pomoci Q5 polymerazy
amplifikovany zizolované chromozomalni DNA R. erythropolis CCM2595 fragmenty
obsahuijici geny sigAre. SigBre. a SigEr.. Spravna velikost amplifikovanych fragmentu byla
ovérena elektroforézou a nasledovala purifikace. Poté byly fragmenty Stépeny restrikEnimi
endonukleazami EcoRI a Xbal a ligovany s vektorem pEC-XT99A Stépenym stejnymi
enzymy. Nasledujici kroky byly stejné jako v pfipadé kapitoly 5.2.1.1.2. Sekvenované
preCisténé plazmidy pEC-XT99AsigAre., PEC-XT99AsigBre. a pEC-XT99AsigEre

poslouzily k tvorbé dvouplazmidovych systémut v C. glutamicum.

Tabulka 20. Primery pouZité pro klonovani a ovérfeni klond.

Primer PCR produkt
SIGAREPECF2 Amplikon nesouci gen sigAre.
SIGAREPECR

SIGBREPECF Amplikon nesouci gen sigBre.
SIGBREPECR

SIGEREPECF Amplikon nesouci gen sigEre.
SIGEREPECR

SIGAREPECF2 Gen sigAre. klonovany v pEC-XT99A
ECXT99AR

SIGBREPECF Gen sigBre. klonovany v pEC-XT99A
ECXT99AR

SIGEREPECF Gen sigEre. klonovany v pEC-XT99A
ECXT99AR
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5.2.2.3 Konstrukce plazmidd s promotory P1sigBre, P1sigDre.,

P1sigEr.e. a P2sigHr... pro in vitro analyzu aktivity promotoru
Komplementarni pary oligonukleotidl odpovidajici analyzovanym promotordm (Tab.
21) o délce 77-78 nt byly po vzajemné asociaci v termocykleru klonovany ve vektoru
pRLG770 Stépeném restrikEénimi endonukledzami Hindlll a EcoRI. DalSi postup byl stejny
jako v kapitole 5.2.1.2.1. Purifikované plazmidy pRLG770P1sigBre, pPRLG770P1sigDre.,
pRLG770P1sigEr.. @ pPRLG770P2sigHr.. byly pouzity pro amplifikaci oblasti nesoucich
sledované promotory P1sigBre., P1SigDr.c, P1SigEre., P2sigHRr.e. a pfepisovany usek DNA

zakonc€eny terminatorem. Tyto oblasti slouzily jako templat pro transkrip&ni reakci in vitro.

Tabulka 21. Oligonukleotidy pouzité pro klonovani promotoru.

Oligonukleotid Promotor
PSIGBP770REF P1sigBre
PSIGBP770RER

P1SIGDP770REF P1sigDre
P1SIGDP770RER

PSIGHP770REF P1sigHre,
PSIGHP770RER

5.2.2.4 Méreni aktivity promotorii P1sigBre, P1sigDre, P1sigEre a

P2sigHRr.. v heterolognich systémech in vivo

Dvouplazmidové kmeny C. glutamicum obsahujici plazmid pEC-XT99A s vloZzenymi
geny SigAre., SigBre., SIgDRre., SIQER.e., SigHre v kombinaci se vSemi testovanymi promotory
klonovanymi v pEPR1 byly vytvofeny obdobnym zplisobem jako v pfedchozich kapitolach.
Postup méfeni byl stejny jako v kapitole 5.2.1.1.4.

Pfi méfeni aktivity promotoru P1sigBre. in vivo ve dvouplazmidovych kmenech
C. glutamicum (Obr. 24A) doSlo po indukci k vyraznému narustu aktivity promotoru
v pfitomnosti nadprodukovaného faktoru ofg. (indukéni pomér IP = 9), zatimco exprese
SIgBRe., SigDRre a SigHR.e. hodnotu aktivity nezménila.

Pfi méfeni aktivity promotoru P1sigDre.v C. glutamicum do$lo po pfidani induktoru
ke zvySeni aktivity promotoru vyhradné v pfitomnosti nadprodukovaného faktoru o°ge.
(IP =27) (Obr. 24B). V ostatnich pfipadech nebyla pozorovana zvysSena aktivita promotoru
po pfidani induktoru.

Aktivita promotoru P1sigEr. se zvySila jen pfi nadprodukci faktorll ofz. a ogre.
(Obr. 24C). IP vSak v téchto pfipadech byl pouze cca 1,5. V pfipadé P2sigHr.. byl naméren

nar(st aktivity promotoru pouze v burikach nadprodukujicich "ge (IP = 2).
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Obrazek 24. Aktivita promotori P1sigBr.e., P1sigDr.e., P1sigEre. a P2sigHr.. in vivo. N ($eda)
je kontrola (prazdny expresni vektor pEC-XT99A). Svétlé odstiny plati vzdy pro neindukované
systémy a tmavé pro systémy indukované IPTG. Vysledky jsou aritmetické praméry ze fFi
nezavislych méreni jednotlivych vzork(i a smérodatna odchylka je v grafu znazornéna chybovou
useckou.

5.2.2.5 Analyza aktivity promotori P1sigBre, P1sigDre, P1sigEre a

P2sigHRr... pomoci in vitro transkripce

Pro analyzu aktivity promotort P1sigBre, P1SigDre, P1SigEre @ P2sigHre. in vitro
byly pouzity izolované faktory o*, of, o, of, 6" z R. erythropolis a jadro RNAP z
C. glutamicum. Jako negativni kontrola byla pouzita reakce bez pfitomnosti izolovaného o
faktoru. Postup méfeni byl stejny jako v kapitole 5.2.1.2.2.

Detekci aktivity promotoru P1sigBr.. in vitro byl prokdzan vznik transkriptu jak v
pfitomnosti 65z, tak i a"re. (Obr. 25A). Pokud srovname vysledky in vivo (Obr. 24A) a in
vitro (Obr. 25A), je zfejmé, Ze promotor P1sigBre je 0Fre-dependentni a za urditych
podminek téz o"r.-dependentni.

Sledovani aktivity P1sigDre. in vitro prokazalo vznik transkriptu pouze v pfitomnosti
0Pre. (Obr. 25B), coz je v souladu i s analyzou in vivo (Obr. 24B). P1sigDre. je tedy velmi
silny specificky o®-dependentni promotor.

Promotor P1sigEre. byl pfi analyze in vitro aktivni pouze, kdyZ byl v transkrip&ni
reakci pritomen faktor c"ge. (Obr. 25C). PFi analyze in vivo byl P1sigEre aktivni jak v
pfitomnosti 05, tak se o"'re (Obr. 24C). Zavér je tedy podobny jako v pfipadé P1sigBge.
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V pfipadé analyzy in vitro posledniho sledovaného promotoru, P2sigHre, byl
transkript detekovan pouze s faktorem o"r.. (Obr. 25D). JelikoZ analyza promotoru in vivo
ukazala stejny vysledek (Obr. 24D), bylo potvrzeno, Ze se skute¢né jedna o a"-dependentni
promotor.

N A B D E H

P1sigBRre.
- a- -
N A B D E H
B
P1sigDre.
N A B D E H
C
P1sigERr.e.
D N A B D E H
P2sigHRr..
- -

Obrazek 25. In vitro transkripéni analyza promotort: A) P1sigBr.., B) P1sigDr.., C) P1sigERr.e.
a D) P2sigHr... Pro stanoveni aktivity promotort in vitro bylo provedeno 6 transkripcnich reakci pro
vSechny sledované promotory. (N) kontrola, vysledek reakce s jadrem RNAP C. glutamicum bez c
faktoru. (A, B, D, E H), produkty reakci v pfitomnosti faktortd o, o®, oP, of a o' R. erythropolis a
jadra RNAP C. glutamicum. Sipka udava pozici oekavaného transkriptu (150 nt). Templaty pro
reakci byly fragmenty DNA obsahujici promotory P1sigBr.e., P1sigDre., P1sigEre. a P2sigHre..

Vysledky in vivo a in vitro analyz prokazaly, Ze s vyjimkou sigBr.., jehoZ promotor
byl charakterizovan jako ofgre/ctre-dependentni, byly ostatni analyzované geny pro o
faktory autoregulovany.

5.2.3 o"- (a oF-) dependentni promotory R. erythropolis

Z predchoziho studia sig genu R. erythropolis vyplyvalo, ze podobné jako u
C. glutamicum se rekogniéni specifita faktord otz ./0"r . piekryva. U C. glutamicum faktory
of a o' reguluji odpovédi na teplotni, oxidativni a povrchové stresy a jejich regulony se
CasteCné prekryvaji (Busche et al, 2023). U R. erythropolis tyto regulony nebyly dosud
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popsany, proto jsme zahdjili jejich studium analyzou regulonu faktoru o", ktery je u
pFibuznych bakterii globalnim regulatorem.

Vyuzili jsme pfi tom sekvenovani RNA transkriptomu u kmene R. erythropolis
CCM2595 nadprodukujiciho faktor " a méfeni aktivity in vivo ve dvouplazmidovych

systémech C. glutamicum.

5.2.3.1 Identifikace o"-/oE-dependentnich promotort v pfitomnosti

nadprodukovaného faktoru o"

Kmen R. erythropolis CCM2595 byl
plazmidem pEC-XT99AsigHr... Takto vytvofeny kmen byl kultivovan v minimalnim BSM

elektroporaci transformovan expresnim

médiu s glycerolem a tetracyklinem. Po dosazeni ODewo =1 byla exprese sigHre.
indukovana IPTG a kultura byla rozdélena na kontrolni a indukovanou. Po dosazeni
ODeéoo = 2 byly pelety kultur zamrazeny. Z takto sklizenych bunék byla izolovana RNA a
vytvofena knihovna cDNA urCena k sekvenovani RNA. DalSi postup byl stejny jako
v kapitole 5.2.2. Zmapovali jsme tak transkriptom R. erythropolis CCM2595 se zaméfenim
na o" regulon. Analyzou transkriptomu jsme identifikovali 51 nadexprimovanych a 8
10 nadexprimovanych genu sekvence
tedy téch obsahujicich motiv GGAA

v oblasti -35 a motiv GTT v oblasti -10 (Tab. 22). Tyto promotory byly podrobeny dalsi

podexprimovanych genl. U jsme nalezli

potencidlnich o"-dependentnich promotort,

analyze.

Tabulka 22. Vycet o"-/aE-dependentnich promotord genl se zvySenou expresi pfi nadprodukci
faktoru " R. erythropolis.

Promotor ID genu Sekvence promotoru?®

P1RS03175R.e. O5Y_RS03175 ACGTGACTCGGGACTAATCCCGACCCTGTTCGTTGITGCACCTTCGG
P1RS06830k.e. 05Y_RS06830 | ACCCTCGCTCCGGAAGTTTTCAGGC-TGGGGGAGCGTTGACCAGATTCA
P1RS07285¢.e. 0O5Y_RS07285 | TTGACCAGGGGGAAATAGGAAAGCCGGCCAGATGGTTGCACCTTCCA
PORS08240R.. 0O5Y_RS08240 TTAGGCGTCCGGATGAAACTTTCC-GAATTCCTTGTTGCTCCGAGAG
P1RS11800g.e. O5Y_RS11800 GACTGCCTCCGGAACAAACCGGCCGCACGGCGTCGTTGGTGCAGATA
P1RS15250k.¢. 05Y _RS15250 | ATCGGCTCAGGGAAGAATCAGCGG-TTCCGGGGCGTTGCACACACCA
P1RS15955z.e. 05Y _RS15955 | CCGTCCTCGGGGAATATCGCTTCC-CCGAGGACGETTGCGCGAGACA
P1RS173355.e. O5Y _RS17335 GGACCGCCGGGGAACAATTCCGATGCGCGGCGCTGTTGCACCCACCG
P1RS21305¢.. 05Y RS21305 | AGTCAGGCGACGGAATAGGTCGAGG-GTCCGCCGCGTTGAACAAACCCG
P1RS21310g.e. O5Y_RS21310 | AGGTTCGGTGGGGAATGCCTCCTG-GCGCCCGTGCGTTGGATCCACATA

3Tugnym a podtrzenym pismem jsou vyznadeny kliové oblasti definujici promotorovou sekvenci, tedy oblast
-35, oblast -10 a TSS.

Predpokladanymi proteinovymi produkty téchto genl byly oxidoreduktaza rodiny

DsbA (O5Y _RS03175), N-acetyltransferaza rodiny GNAT (O5Y_RS06830),
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flavin-dependentni oxidoreduktaza tfidy LLM (O5Y_RS07285 a 0O5Y_RS08240),
F420-dependentni  oxidoreduktaza tfidy PPOX (O8Y_RS1711800), thioredoxin
(O5Y_RS15250), NADP-dependentni oxidoreduktaza (O5Y_RS15955), NADH oxidaza
(O5Y_RS17335), oxidoreduktaza (O5Y_RS21305) a aldo/keto reduktaza (O5Y_RS21310).
S prihlédnutim k roli faktorti of a o™ u C. glutamicum (Kim et al., 2005; Busche et al., 2023)
Ize pfedpokladat, Ze tyto geny maji ulohu v redoxnich procesech a odpovédi na teplotni €i
oxidativni stres.

5.2.3.2 Pfiprava konstrukti s potencialnimi o"-/oE-dependentnimi
promotory z R. erythropolis
Pary oligonukleotidd (Tab. 23) o délce 70-78 nt byly po vzajemné asociaci
v termocykleru klonovany ve vektoru pEPR1 Stépeném restrikénimi endonukledzami
BamHI a Nsil. DalSi kroky byly stejné jako v pfipadé kapitoly 5.2.1.1.1. Purifikované
plazmidy s vybranymi promotory P1RS03175gr., P1RS06830re., P1RS07285re,

P1RS11800r.. @ P1RS15250r. byly pouzity ktvorbé dvouplazmidovych systému v
C. glutamicum.

Tabulka 23. Oligonukleotidy pouzité pro klonovani sledovanych promotoru.

Oligonukleotid Promotor
O5YRS03175F P1RS03175r..
O5YRS03175R

O5YRS06830F P1RS06830r..
O5YRS06830R

O5YRS07285F P1RS07285r..
O5YRS07285R

O5YRS11800F P1RS71800r..
O5YRS11800R

O5YRS15250F P1RS15250r.
O5YRS15250R

5.2.3.3 Méfeni aktivity potencialnich o'-/oE-dependentnich promotort
ve dvouplazmidovém systému C. glutamicum

Aktivita promotorl z R. erythropolis klonovych ve vektoru pEPR1 v kmenech
C. glutamicum nesoucich geny SigAr.., SIgEre. @ SigHr... v expresnim vektoru pEC-XT99A
byla stanovena stejné jako v pfedchozich kapitolach. Jako negativni kontrola méfeni aktivity

promotoru byly pouZity dvouplazmidové kmeny obsahujici prazdny vektor pEC-XT99A.
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V pfipadé analyzy promotoru P1RS03175 (Obr. 26A) doslo po indukci k nejvétsSimu
narastu aktivity (IP = 1,84) v burikdch s nadprodukovanym faktorem oz ve 3. hodiné.
K nardstu aktivity promotoru, i kdyz podstatné nizSimu, doSlo i v pfipadé bunék
s nadprodukovanym faktorem c"ge (IP =1,26). Z tohoto méfeni vyplyva, Ze promotor
P1RS3175re. je jak 0Fre-, tak i 0"'re-dependentni.

Pf¥i in vivo analyze P1RS06830r.. (Obr. 26B) byl po pfidani induktoru pozorovan
narGst aktivity promotoru pouze v bufikach nadprodukujicich faktor o're (IP = 1,63
v 6. hodiné po indukci). Ostatni kmeny vykazovaly aktivitu promotoru srovnatelnou
s negativni kontrolou.

P1RS07285r. se ukazal jako nejsilngjsi a nejspecifictéjSi o"re-dependentni
promotor (Obr. 26C). Po indukci doSlo knartstu aktivity promotoru pouze
v burikach nadprodukujicich o''re, pfiéemz v 6. hodiné byl tento narGst nejvyssi (IP = 3).
Ostatni dvouplazmidové kmeny vykazovaly po indukci aktivitu srovnatelnou s hodnotou
negativni kontroly.

Pfi analyze P1RS11800r.. (Obr.26D) byl zjistén nejvétsi narlst aktivity promotoru
v burikach nadprodukujicich faktory ofge. (IP = 5) a o™z (IP = 1,4). Jedna se tak o dalsi
o"re/0%re-dependentni promotor, i kdyZ je evidentni, Ze na aktivitu promotoru in vivo ma
vétsi vliv nadprodukce ofre nez nadprodukce G"ge.

K o"re/0FRre-dependentnim promotordm zjevné patfi i promotor P1RS15250k.,
av$ak v jeho pripadé byl vy$si narust aktivity v burikach nadprodukujicich a'ge (IP = 1,9
v 6. hodiné a IP =24 ve 24. hodiné po indukci) neZ v burikach nadprodukujicich otge.
(IP = 1,8 v 6. hodiné). Jedna se tak o promotor vice 0"z e- nez oz -dependentni (Obr. 26E).

Aktivita zbyvajicich promotord (Tab. 22) byla méfena v disertaCni praci kolegy
Ing. Lukase PlaSila. Z vysledkd vyplynulo, ze vSechny sledované promotory vykazovaly
prekryv rekogniéni specifity faktord o"/of. Jedinym ¢isté o™-dependentnim byl promotor
genu pro NADP-dependentni oxidoreduktazu P1RS15955r..
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Obrazek 26. Aktivita promotorii P1RS03175r.e., P1IRS06830r.c., P1RS07285r.c., PIRS11800r.. a
P1RS15250r.. in vivo. N (3edd) je kontrola (prazdny expresni vektor pEC-XT99A). Svétlé odstiny
plati vzdy pro neindukované systémy a tmavé pro systémy indukované IPTG. Vysledky jsou
aritmetické prameéry ze tfi nezavislych meéreni jednotlivych vzork(l a smérodatna odchylka je v grafu
znazornéna chybovou useckou.

5.2.4 Analyza prekryvu rekogniéni specifity faktort ofa o"
R. erythropolis

V predchozich méfenich byly analyzovany promotory gent pro stresové o faktory
R. erythropolis CCM2595 (kapitola 5.2.2) a promotory genl nalezenych pfi sekvenovani
transkriptomu indukovaného faktorem o'z (kapitola 5.2.3). Byly uréeny sekvence ofg.- a

o"re-dependentnich promotorl R. erythropolis a pomoci in vivo méfeni aktivity promotoru
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v heterolognim dvouplazmidovém systému C. glutamicum byla tato skute¢nost potvrzena
(Tab. 24). Vysledky méreni aktivity promotort in vivo ukazaly, Ze pokud se u téchto
bude ofr.-dependentni. V pfipadé promotoru P1sigBr. obsahujiciho na pozici -31 také C
byla jeho aktivita méfena in vivo dokonce striktné ofg.-dependentni (Obr. 24A). Jako
striktné o"re-dependentni promotor se in vivo (Obr.26C) prokazal promotor
P1RS07285r¢, ktery ma v pozici -31 pfitomny A. Pro potvrzeni vyznamu pozice -31 v
sekvencich  0%ge-/0"re-dependentnich  promotorli byly vybrany P1sigBre a

P1RS07285r.., u nichZ byla dale v této pozici provedena bodova mutageneze.

Tabulka 24. Prifrazeni oF-/cH-dependentnich promotorll z R. erythropolis k o faktorim.

Promotor -352 -10 o faktor
P1sigBre. GGAAC GTT of
P1sigEr.e. GGAAC GTT of/oh
P2sigHRe. GGAAC GTT oH
P1RS03175re. GGACT GTT of/o"
P1RS06830r.. GGAAG GTT o'
P1RS07285k.. GGARAA GTT o"
P1RS11800r.. GGAAC GTT of/oH
P1RS15250%.. GGAAG GTT of/oM

@ Zlutou barvou jsou vyznaéeny nukleotidy v pozici -31 pfed TSS.

5.2.4.1 Mutantni varianty promotort P1sigBr.. a P1RS07285r.c.

Navrhli jsme nékolik mutantnich variant P1sigBr... a P1RS07285r .. se zaménami v
oblasti -35 obou promotoru (Tab. 25). Takové mutace by mély vést ke zméné rozpoznavani
promotor( faktory o5re a o"ge. PFedpokladali jsme, ze zaména nukleotidu -31 GGAAC —
GGAAA promotoru P1sigBr. zpUisobi, Ze z tohoto 6z . -dependentniho promotoru se stane
o"'re-dependentni promotor. U zamény nukleotidu -31 GGAAA — GGAAC promotoru
P1RS07285k.. se naopak predpokladalo, Ze ze striktniho o' -dependentniho promotoru

se stane promotor s alesporn ¢aste¢nou o5z -dependenci.

87



Tabulka 25. Sekvence promotord P1sigBre., P1RS07285k.. a jejich mutantnich variant.

Promotor Sekvence promotoru®

P1sigBre. AATCGGCGCGGGAACTTTCCCGGAACTCTCACACGTTGAACTGTGTG
P1RS07285re. TTGACCAGGGGGAAATAGGAAAGCCGGCCAGATGGTTGCACCTTCCA
P1sigBre G.31 AATCGGCGCGGGAABTTTCCCGGAACTCTCACACGTTGAACTGTGTG
P1sigBr.e A-31 AATCGGCGCGGGAANTTTCCCGGAACTCTCACACGTTGAACTGTGTG
P1sigBr.e.T-31 AATCGGCGCGGGAAMTTTCCCGGAACTCTCACACGTTGAACTGTGTG
P1RS07285r 6 G.a1 TTGACCAGGGGGAARTAGGAAAGCCGGCCAGATGGTTGCACCTTCCA
P1RS07285r¢.C.31 TTGACCAGGGGGAANTAGGAAAGCCGGCCAGATGGTTGCACCTTCCA
P1RS07285r.T-31 TTGACCAGGGGGAANTAGGAAAGCCGGCCAGATGGTTGCACCTTCCA

aKligové oblasti promotoru oblasti -35 a -10 a TSS jsou podtrzeny. Cervené je vyznaena zména
v konkrétni pozici nukleotidu oproti pdvodnimu promotoru P1sigBr.. a fialové je vyznaéena zména
v promotoru P1RS07285r...

5.2.4.2 Tvorba konstrukti nesoucich mutantni varianty promotoru

P1sigBr.c.a P1RS07285r..

K vytvofeni mutantnich variant promotorli P1sigBr.. a P1RS07285r6 byly jako
templaty pro PCR pouzity plazmidy pEPR1P1sigBr.. a pEPR1P1RS07285% ... Amplifikace
mutantnich variant P1sigBr.e. pomoci soupravy Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit probéhla
s dvojicemi primera: P1sigBREmut-35GPEPRF + P1sigBREmut-35GPEPRF (G.31),
P1sigBREmut-35APEPRF + P1sigBREmut-35APEPRR (A-31) a P1sigBREmut-35TPEPRF
+ P1sigBREmMut-35TPEPRR (T-31). Pro mutaci promotoru P1RS07285r.. byly pouzity tyto
dvojice primert: PRS07285mut-35GPEPRF + PRS07285mut-35GPEPRR (G.1),
PRS07285mut-35CPEPRF + PRS07285mut-35CPEPRR (Ca3n) a
PRS07285mut-35TPEPRF + PRS07285mut-35TPEPRR (T.31). Plazmidovy konstrukt
s mutaci v promotoru byl pfipraven dle postupu doporu¢eného vyrobcem soupravy pro
mutagenezi (fosforylace, ligace a eliminace templatu). Konstruktem byly pak
transformovany buriky E. coli TOP10. PFfitomnost oCekavaného konstruktu byla v bunikach
transformantd prokazana PCR s pouzitim vektorovych primerll TRPTCGF1 + GFP1 a mixu
PCRBIO HS Tagq . Mutace v promotoru byla pak ovéfena sekvenovanim. Ziskané plazmidy
pPEPR1 nesouci promotory P1sigBr.e G.31, P1SigBreA31, P1SigBre T-31, PIRS07285r 6 G.31,
P1RS07285r.C.31 a P1RS07285r¢T.31 byly pouzity k tvorb& dvouplazmidovych kmenu

C. glutamicum.
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5.2.4.3 Méreni aktivity mutantnich variant promotori P1sigBr. a

P1RS07285r.c. ve dvouplazmidovém systému C. glutamicum

PFiprava a in vivo méfeni aktivity promotort v systémech C. glutamicum nesoucich
mutantni promotory z kapitoly 5.2.4.2 a plazmidové lokalizované geny SigAre., SIiQEre. @
SigHR ¢ byly stejné jako v pfedchozich kapitolach. Jako negativni kontrola byly pouzity buriky
obsahujici sledovany promotor a prazdny vektor pEC-XT99A.

Prvni sledovana mutantni varianta P1sigBreG.31 méla zaménu -31 GGAAC —
GGAAG v promotoru P1sigBre. (Obr. 27B). Jak ukazuji vysledky méfeni, narast aktivity
promotoru v burikach nadprodukujicich faktor oz. byl snizen (IP = 1,25) ve srovnani s
hodnotami naméfenymi vin vivo analyze plvodniho promotoru P1sigBre (IP =9)
(Obr. 27A). Kupodivu i v neindukovaném kmeni s plazmidem pEC-XT99A nesoucim gen
pro faktor 0%re, byla naméfena priblizné ¢tyfnasobna aktivita promotoru oproti burikam
nesoucim prazdny vektor pEC-XT99A. V kmenech nadprodukujicim faktor otre do$lo
pouze k nepatrnému narustu aktivity promotoru v 6. a 24. hodiné (IP = 1,4).

Zaména -31 GGAAC — GGAAA promotoru P1sigBre. Vytvorila
0"re/0%re-dependentni promotor P1sigBreAs1 (Obr.27C). Lehky narust aktivity
promotoru nastal u bunék nadprodukujicich faktor ofre v 6. (IP =1,47) a 24. hodiné
(IP =1,75), tedy daleko slab$i nez v pfipadé plvodniho promotoru P1sigBre.. U téchto
bunék také byla naméfena pomérné vysoka aktivita promotoru v neindukovaném stavu, pfi
kterém hodnoty naméfené v 6. hodiné dosahly pfiblizné dvojnasobku aktivity promotoru
negativni kontroly. V systému nadprodukujicim faktor oz byl nejvétsi narst aktivity
promotoru zaznamenan v 6. hodiné (IP = 2).

Jako 0"re/0Fre-dependentni promotor se projevila i mutantni varianta
P1sigBreT31 se zaménou -31 GGAAC — GGAAT v sekvenci promotoru P1sigBre.
(Obr. 27D). Nejvétsi narust aktivity promotoru byl v burikach nadprodukujicich faktor otz
ve 3. hodiné po indukci (IP =1,82). V pfipadé kmene nadprodukujiciho faktor o"'z. byl
nejvétsi narust aktivity promotoru v 6. hodiné po indukci (IP = 2,4).

Z vysledk( meéreni aktivity promotorl P1sigBr.e G-31, P1sigBre. A31 @ P1SigBre. T-31
ve dvouplazmidovych kmenech C. glutamicum vychazi, ze pokud je v pozici -31 promotoru
pfitomen nukleotid A nebo T, tak dochazi k lep§imu rozpoznani promotoru faktorem c"'ge..

Nicméné ani tato zaména zcela neru$i zavislost promotoru P1sigBre. na faktoru ofge.
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Obrazek 27. Aktivita mutantnich variant promotoru P1sigBre.. se zaménou v pozici -31
promotoru v kmenech s indukovanou nadexpresi gent kédujicich faktory o*re., 05re a oHre.
N (Seda) je kontrola (prazdny expresni vektor pEC-XT99A). Svétlé odstiny plati vzdy pro
neindukované systémy a tmavé pro systémy indukované IPTG. Vysledky jsou aritmetické praméry
ze tfi nezavislych méfeni jednotlivych vzorkGh a smérodatna odchylka je v grafu znazornéna
chybovou useckou.
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Mutantni varianta P1RS07285r.G31 nesla zaménu -31 GGAAA — GGAAG
v sekvenci promotoru P1RS07285r... Pfi sledovani aktivity promotoru in vivo byl nejvyssi
narlst aktivity zaznamenan v burikach nadprodukujicich faktor oz, ve 3. (IP =1,3) a 6.
hodiné (IP = 1,5) po indukci exprese (Obr. 28B). V tomto pfipadé viak doslo i ve stavu bez
indukce az k sedminasobnému narlstu aktivity ve srovnani s negativni kontrolou. Aktivita
P1RS07285rG.31 v pfitomnosti nadprodukovaného faktoru o"ge byla oproti plvodnimu
promotoru (Obr. 28A) uplné potlacena.

U mutantni varianty P1RS07285r.C31 se zamenou -31 GGAAA — GGAAC v
sekvenci promotoru P1RS07285k.. jsme olekavali nejvy§si naméfenou aktivitu v pfipadé
bunék nadprodukujicich faktor oz .. Sice aktivita v t&chto kmenech byla ve 3. hodiné tfikrat
vyS$Si nez aktivita negativni kontroly, ale nebyl zde rozdil mezi indukovanym a
neindukovanym stavem (Obr. 28C). Aktivita promotoru v pfitomnosti nadprodukovaného
faktoru oz byla opét zcela potlaGena a jeji Uroveri byla srovnatelna s negativni kontrolou.

Posledni sledovana mutantni varianta P1RS07285r T.31 se zaménou -31 GGAAA
— GGAAT v sekvenci promotoru P1RS07285r. se jako jedina pozménéna varianta
promotoru projevila jako o'z . -dependentni promotor (Obr. 28D). Nejvétsi narlst aktivity po
indukci byl namérfen v burikdch s nadprodukovanym faktorem otze. ve 24. hodiné po
indukci (IP = 1,53). Aktivita v t&chto bufikach pfi neindukovaném stavu byla Sestkrat vyssi
nez hodnoty negativni kontroly. V burikach nadprodukujicich faktor of byla po celou dobu

kultivace aktivita na urovni negativni kontroly.
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Obrazek 28. Aktivita mutantnich variant promotoru P1RS07285r... se zaménou v pozici -31
promotoru v kmenech s indukovanou nadexpresi gent kodujicich faktory ore., 05re. a oMre
N (Seda) je kontrola (prazdny expresni vektor pEC-XT99A). Svétlé odstiny plati vzdy pro
neindukované systémy a tmavé pro systémy indukované IPTG. Vysledky jsou aritmetické priiméry
ze tfi nezavislych méfeni jednotlivych vzorkG a smérodatna odchylka je v grafu znazornéna
chybovou useckou.
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5.2.5 Stresové o regulony R. opacus PD630 v pritomnosti

telluriéitanu draselného

DalSi biotechnologicky vyznamny mikroorganismus, ktery byl zahrnut do naseho
studia stresovych regulont rhodokoku, byl R. opacus. Stejné jako R. erythropolis je i
R. opacus studovan diky své odolnosti vici fadé stresovych podminek a biodegradaénimu
potencialu. Ve spolupraci s Laboratofi molekularni environmentalni mikrobiologie
(Universita di Bologna, Italie) a Laboratori mikrobialni genomiky a biotechnologii (Univerzita
Bielefeld, Némecko) bylo provedeno sekvenovani RNA transkriptomu kmene R. opacus
PD630 v pritomnosti telluri€itanu draselného. Slouceniny telluru se do prostfedi dostavaji
lidskou €innosti (elektronika, t&€zba ropy, vyroba fotoc¢lanku, &i polovodi€ovy primysl). Je
znamo, ze jsou velmi toxické a nékteré bakterie rodu Rhodococcus je dokazou zpracovat
na méné toxické formy (Presentato et al., 2016).

K identifikaci a potvrzeni stresovych promotori bylo vyuzito mapovani 5° konce
transkriptd (viz pfedchozi kapitoly) a mérfeni aktivity in vivo ve dvouplazmidovych

systémech C. glutamicum.

5.2.5.1 Identifikace ECF-dependentnich promotori gent R. opacus
PD630 se zvySenou expresi V pritomnosti telluri€itanu

draselného

Vysledky sekvenovani RNA transkriptomu R. opacus PD630 ukazaly, Ze béhem
kultivace v minimalnim médiu s glukézou a telluriCitanem draselnym doSlo k nadexpresi
1821 genl a podexpresi 1943 genu ve srovnani s kontrolni kultivaci (médium s glukézou
bez pfitomnosti telluriCitanu draselného). Mapovanim 5° koncu transkriptl
nadexprimovanych genu byly determinovany TSS a nasledné i potencialni promotorové
sekvence (program ReadXplorer), a to na zakladé pFedpokladanych shodnych
konsenzualnich sekvenci pro -35 a -10 oblasti promotoru s odpovidajicimi znamymi
konsenzualnimi sekvencemi promotort C. glutamicum a u R. erythropolis. | pfes to, ze
vétSina promotorl byla vegetativni, podafilo se nam identifikovat 10 promotor( s potencialni

dependenci pro ECF-faktory 6°ro., 05ro. @ 0"ro. (Tab. 26).
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Tabulka 26. ECF-dependentni promotory genl se zvySenou expresi v pfitomnosti telluriitanu
draselného u R. opacus PD630.

Promotor Sekvence promotoru? Gen

P1RS13650r,. | GGGGAGGTGCCACTEHRREGCCAGGATATTCAGCAAGERBGACTAATACG sigD

P1RS19340 R, | CTGCGGCCTCTTCCEERRBGATAGGGGAGTTTCGC TEGRMATCGTCATCA K27Z90 RS19340
PORS25360Ro. | TTCCGGTCTCCC TEEBBETCCCCGCCGATGTAGGAGCEBRBTGTGGCGAC K2Z90 RS25360
P2RS01905Rr,. | AACTTTCCTTTGCGEBEETCGCTCCGTGACCCCAACTEIMGCGCAGGGTE K2Z90_RS01905
P1RS06830 R, | CCCTGCCGTGAGCGEBRBGATCCGGGTTCCTGTCGT CEMMGGACCGAGTE K2Z90 _RS06830
P2RS07365R0. | ATTCTGAGACGGCGEBEMBCATCTGGTCCGGGAGCCCCEMGGACAGTCCE K2790_RS07365
P2RS15515R0. | GGGACGTCCGGAGEEBEBGT TCGAGGGGTCGTCCGGTEMMGTCGACATAAG AmN

P1RS16460 R, | ARATTACCGGCCGEEBMECTTTCCCAGGCCTTCGGTGCEMMGATCCATATG sigB

P1RS25935 R, | CGAGCGGGGTCTCCCIEBMBGGATTCCCGGCAGGGAGGTBIMGACTGGACG K2Z90_RS25935
PORS39075Rro | CCAGATTTGAACAABEBEBTAGATTACTTGCCGATGTGEEMGT TGACGGCA K2Z90_RS39075

aTugnym a podtrzenym pismem jsou vyznadeny kliové oblasti definujici promotorovou sekvenci, tedy oblast
-35, oblast -10 a TSS. Fialové jsou vyznaceny sekvence odpovidajici potencialnim oP-dependentnim
promotoriim a ¢ervené sekvence odpovidajici potencialnim o&- a o"-dependentnim promotoram.

Predpokladané proteinové produkty gen( téchto promotor( byly faktor a® (promotor
P1RS13650r.,.), transkripéni regulator z rodiny OmpR (promotor P1RS719340r,.), sulfataza
(promotor PORS25360r.), ATP-vazebna podjednotka Clp proteazy (promotor
P1RS06830r,.), aldo/ketoreduktaza (promotor P2RS07365r,), superoxiddismutaza
(promotor P2RS01905r.), transkripéni regulator z rodiny AraC (promotor PORS39075r.,.),
faktor o® (promotor P1RS716460r,), adenin C2-metyldza pro 23S RNA (promotor
P2RS155156r,) a dithiol-disulfidizomeraza (P1RS25935r,). K zjisténi aktivit téchto
promotorll in vivo byl testovan heterologni dvouplazmidovy systém, kdy v burce

C. glutamicum byl nadprodukovan o faktor R. opacus a analyzovan promotor R. opacus.

5.2.5.2 Konstrukce expresnich vektorti s geny o faktoru R. opacus

S vyuzitim odpovidajicich dvojic primera (Tab. 27) byly pomoci Q5 polymerazy
amplifikovany z izolované chromozomalni DNA R. opacus PD630 fragmenty obsahujici
geny SigAro, SigBRro, SigDro, SIgEr.. @ SigHr.. Spravna velikost amplifikovanych
fragmentd byla ovéfena elektroforézou a nasledovala purifikace. Poté byly fragmenty
Stépeny restrikénimi endonukledzami EcoRI a Xbal a ligovany s vektorem pEC-XT99A
Stépenym stejnymi enzymy. Amplikon nesouci gen sigHr.. byl jako jediny Stépen enzymy
Sacl a Xbal a ziskany fragment byl ligovan s vektorem pEC-XT99A Stépenym stejnymi
enzymy. Nasledujici kroky byly stejné jako v pfipadé kapitoly 5.2.1.1.2. Sekvenované
precisténé plazmidy pEC-XT99AsigAr., PEC-XT99AsigBr,., pPEC-XT99AsigDr,., pEC-
XT99AsigER. a pEC-XT99AsigHr.. poslouzily k tvorbé dvouplazmidovych systémi v

C. glutamicum.
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Tabulka 27. Primery pouzité pro klonovani a ovéfeni klonu.
Primer PCR produkt

SIGAPD630pECF
SIGAPD630pECR
SIGBPD630pECF
SIGBPD630pECR
SIGDPD630pECF
SIGDPD630pECR
SIGEPD630pECF
SIGEPD630pECR
SIGHPD630pECF
SIGHPD630pECR
SIGAPD630pECF
ECXT99AR

SIGBPD630pECF
ECXT99AR

SIGDPD630pECF
ECXT99AR

SIGEPD630pECF
ECXT99AR

SIGHPD630pECF
ECXT99AR

Amplikon nesouci gen sigAr..

Amplikon nesouci gen sigBr..

Amplikon nesouci gen sigDr..

Amplikon nesouci gen sigEr..

Amplikon nesouci gen sigHr..

Gen sigAr.. klonovany v pEC-XT99A

Gen sigBr.o. klonovany v pEC-XT99A

Gen sigDr.o. klonovany v pEC-XT99A

Gen sigEr.o. klonovany v pEC-XT99A

Gen sigHr.o. klonovany v pEC-XT99A

5.2.5.3 Priprava konstrukti s potencialnimi ECF-dependentnimi

promotory z R. opacus

Pary oligonukleotidi (Tab. 28) o délce 72-80 nt byly po vzajemné asociaci
v termocykleru klonovany ve vektoru pEPR1 Stépeném restrikCnimi enzymy BamHI a Nsil.
Dal3i kroky byly stejné jako v pfipadé kapitoly 5.2.1.1.1. Purifikované plazmidy s vybranymi
promotory  pEPR1P1RS13650r.., pEPR1P1RS19340r.., pEPR1PORS25360r..,
pEPR1P1RS06830r.., pEPR1P2RS07365%.., pEPR1P2RS01905r..,
pEPR1PORS39075r., pEPR1P1RS16460r.., pEPR1P2RS15515%.,. a
pPEPR1P1RS25935k.o. byly pouzity k tvorbé dvouplazmidovych systému v C. glutamicum.
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Tabulka 28. Oligonukleotidy pouzité pro klonovani sledovanych promotor.

Oligonukleotid Promotor
P2RS01905PDSI0DEPR P2RS019051,
P1RS0GBI0PDCAOPEPRR P1RS068301s
1R 13650PDE0PEPRR PIRS13650:
P2RS15515PDSS0DEPR PORS15515 10
P1RS16460PDCAOPEPRR PIRS164601,
P1RS15G40PDSS0EPR PIRS193401s
PORS23060PDSSODEPR PORS259601,
PORSIS07SPDCAOPEPRR PORS39075 10

5.2.5.4 Méreni aktivity ECF-dependentnich promotori z R. opacus v

C. glutamicum

Dvouplazmidové kmeny C. glutamicum obsahujici plazmid pEC-XT99A s vlozenymi
geny SigARr.o., SigBr.o., SigDRr.o., SIQER.., SigHR.o. v kombinaci se vSemi testovanymi promotory
klonovanymi v pEPR1 byly vytvofeny obdobnym zplsobem jako v pfedchozich kapitolach.
| samotny zplsob méfeni byl stejny jako v pfipadé méfeni aktivity promotort R. erythropolis
in vivo. Kmeny obsahuijici prazdny vektor pEC-XT99A byly pouzZity jako negativni kontrola.

Prvnim studovanym promotorem byl potencidlni oP-dependentni promotor
P1RS13650r,. (Obr. 29A). Dle oCekavani nejvysSi narast aktivity promotoru byl zjistén v
burikach nadprodukujicich a®r.. V téchto burikach aktivita stoupala v ¢ase a ve 24. hodiné
dosahla svého maxima (IP = 25). V ostatnich kmenech byly aktivity promotoru srovnatelné
s negativni kontrolou. Prokazalo se, ze P1RS13650r. je velmi silny a specificky
0Pro-dependentni promotor R. opacus PD630.

Silna oPgr,-dependence byla prokazana i u zbyvajicich dvou promotort
P1RS19340r,. a PORS25360r.. (Obr. 29B, C), které rovnéz nesly konsenzualni sekvence
obvyklé pro oP-dependentni promotory C. glutamicum &i R. erythropolis. Piesto se v8ak
mezi sebou liSily v trendu aktivit promotord po indukci. Zatimco promotor P1RS719340r..
v podstaté kopiroval pribé&h narlstu aktivity pozorovany u promotoru P1RS13650r., .
hodnoty u systému nadprodukujiciho o°r,.. stoupaly v ¢ase, promotor PORS25360r.. se
choval zcela opacné, tj. hodnoty specifické intenzity fluorescence u systému
nadprodukujiciho oPr,. v ¢ase klesaly a maxima bylo dosaZeno jiz ve 3. hodiné od indukce
(IP = 28).

96



35000

) P1RS13650,,
2 \
E 0000
e
a F000 -
g
5 20000
<
w 18000 -
2
=
3 10000 -
o
g 5000
* 0 [IYTTT N rlioniﬂ-Lﬁ :
0 3 t [h} & 24
B
30000
P1RS19340,
3 25000
o
B
a
o 20000
E
3
< 15000
41
o
=
]
o 10000
2
a
=
' 5000
o mmmslla FI*ﬁ-L .—"L ;
0 3 t [l’l]‘ & 24
C
= 25000
E PORS25360,,
o
© 20000
a
g
5 15000 |
<
§ 10000 |
@
@
2 5000
[}
E r—-ﬂ:l_—
0 3 t "'l]' & 24
oM BH+IPTG DSigh, BEiga + IFTE BEigB BEigB + PTG
oSigh | 5igh + [FTE E5gE mSigE + IFTG mEigH mEigH + IPTG

Obrazek 29. Aktivita oP-dependentnich promotorti R. opacus PD630 in vivo. N (Seda) je
kontrola (prazdny expresni vektor pEC-XT99A). Svétlé odstiny plati vzdy pro neindukované systémy
a tmavé pro systémy indukované IPTG. Vysledky jsou aritmetické priméry ze tfi nezavislych méfeni
jednotlivych vzorkll a smérodatna odchylka je v grafu znazornéna chybovou useckou.
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Potencialni o%ro-/0"ro-dependentni promotor P1RS06830r., u né&hoz byla
zmérfena aktivita ve dvouplazmidovém systém in vivo (Obr. 30B), neprokazal uspokojivé
vysledky. Po pfidani induktoru doslo jen ke slabému narustu aktivity promotoru v burikach
nadprodukujicich faktor a"ro. (IP = 1,2). Je v8ak nutné podotknout, Ze aktivita promotoru
takika nepfekrocCila hodnoty srovnatelné s negativni kontrolou, takze pfifazeni klonované
promotorové oblasti k jakémukoliv z testovanych o faktorl R. opacus je sporné.

V pfipadé promotoru P2RS07365r0. (Obr. 30C) doSlo k vyraznéjSimu narlstu
aktivity promotoru v burikach nadprodukujicich faktor o"'g.. v 6. hodiné (IP = 1,7). Jelikoz
aktivita promotoru v ostatnich kmenech odpovidala aktivit¢ negativni kontroly, Ize
konstatovat, Ze tento promotor patfi mezi c"ro-dependentni.

Za silné o"ro-dependentni promotory Ize povazovat 3 promotory a to:
P2RS019056r.., P1RS25935r,. a PORS39075r,. (Obr. 30 A,E,F). BEhem méfeni téchto
promotory totiz doSlo k obrovskému narlstu aktivity v bufikach nadprodukujicich faktor
o"ro, zatimco ostatni dvouplazmidové systémy vykazovaly jen aktivitu srovnatelnou
s negativni kontrolou. Ve 24. hodiné dokonce dosahla aktivita promotoru PORS39075%.,.
(Obr. 30F) v kmenech nadprodukujicich oz, IP = 8,6.

Z méfeni aktivity promotoru P2RS155156r,. in vivo (Obr. 30D) vyplynulo, Ze tento
promotor sice vykazuje jistou miru oz, -dependence, avak s horsi prikaznosti, nebot tato
o"ro-dependence se zfetelné projevila pouze v 6. hodiné po indukci (IP = 1,7). Ostatni
kmeny s timto promotorem opét projevily pouze aktivitu srovnatelnou s hodnotami negativni

kontroly.
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Obrazek 30. Aktivita o"-dependentnich promotorii R. opacus PD630 in vivo. N (3eda) je
kontrola (prazdny expresni vektor pEC-XT99A). Svétlé odstiny plati vzdy pro neindukované systémy
a tmavé pro systémy indukované IPTG. Vysledky jsou aritmetické praméry ze tfi nezavislych méreni
jednotlivych vzork(l a smérodatna odchylka je v grafu znazornéna chybovou Useckou.

Jako jediny prevazné otz ,-dependentni promotor se ukazal P1RS716460r.., tedy
promotor sigB genu R. opacus (Obr. 31), jehoz aktivita za nadprodukce oFz, vykazovala
znacné stoupajici trend, ktery dosahl svého vrcholu ve 24. hodiné po indukci (IP = 3,9).
Zaroven vSak bylo zjisténo, Ze slaby narGst aktivity promotoru nastal i v systému
nadprodukujicim faktor o"z,(IP = 1,5), coz dokazuje, Zze promotor P1RS716460r. neni
striktné ofr..-dependentni. Z této analyzy vyplyva, Ze i u R. opacus dochazi k prekryvu
rekogni¢ni specifity faktord of a o jako u R. erythropolis a C. glutamicum.
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Obrazek 31. Aktivita promotoru P1RS716460r... v kmenech s indukovanou nadexpresi gent
kédujicich faktory 0”ro., 08r.0., 0Pro., OFR0.a@ OMRo. N (8€dd) je kontrola (préazdny expresni vektor
pEC-XT99A). Svétlé odstiny plati vzdy pro neindukované systémy a tmavé pro systémy indukované
IPTG. Vysledky jsou aritmetické praméry ze tfi nezavislych méfeni jednotlivych vzork(i a smérodatna
odchylka je v grafu znazornéna chybovou Useckou.

VySe uvedené vysledky méfeni aktivity stresovych promotort R. opacus PD630 ve
dvouplazmidovych systémech potvrdilo nejen uplatnéni 3 zakladnich ECF o faktord, fj.
0°ro, 0Fro.a@ 0"ro, v 0dpovédi na stres vyvolany telluri¢itanem draselnym, ale i skute¢nost,
7e sekvence oblasti -35 a -10 promotorli rozpoznavanych o°z., 0%zo a 0"ro. jsou
v podstaté totozné s odpovidajicimi konsenzualnimi sekvencemi oblasti -35 a -10

promotord uréenymi u C. glutamicum a R. erythropolis.
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6 Diskuze

Iniciace transkripce je jednou z kliCovych Urovni exprese genu a jeji komplikovana
regulace je proto ovladana fadou bunéénych mechanismu. Integraci téchto mechanismu je
zajisténo, Ze urovné exprese vSech genu a funkce metabolismu jsou v kazdé situaci a
okamziku (vnéjSich a vnitfnich podminkach, kvalité a stavu zivin) optimalné nastaveny.
Mezi regulatory transkripce patfi hlavné represorové Ci aktivatorové proteiny, dvouslozkové
systémy, malé nekodujici RNA a dale o podjednotky RNAP. Sigma faktory RNAP jsou
nezbytnou soucasti transkripéniho aparatu a vyskytuji se u vSech bakterii (Paget, 2015) a
také v chloroplastech rostlin (Troxler et al., 1994) jako pozuUstatek endosymbiotického
vyskytuje u vSech bakterii a je |épe prozkoumana.

Rodina 0”° se déli na zakladé struktury a funkce na 4 skupiny. Faktordm skupiny 4
se také fika faktory s extracytoplazmatickou funkci (ECF). Jsou strukturné nejjednodussi a
uplatiiuji se zejména bé&éhem reakci na stresové podnéty. Nazev ECF je odvozeny od funkce
faktoru of E. coli, ktery se uplatiiuje pfi reakci na teplotni Sok v periplazmatickém prostoru
(Hiratsu et al., 1995).

Struktura ECF faktorl je tvofena pouze dvéma doménami: 04, ktera interaguje s
oblasti -35 promotoru (svym regionem oR4.2), a o; interagujici s oblasti -10 promotoru
(regionem oR2.4). Znalost sekvence motivl -35 a -10 na netemplatovém viakné DNA je
krucialni, nebot nam umoznuje zarazeni promotoru do pfislusné tfidy a genu do o regulonu.
Zajimavosti je, ze promotory rozeznavané mnohymi ECF o faktory riznych bakterii sdileji
sekvencéni podobnosti, a to pfedevsim pfitomnost G v pozici -35 a A v pozici -33. To
naznacuje i ¢aste€nou evoluéni konzervovanost jak kliCovych elementl promotoru, tak

domény oy, ktera je pravé zodpovédna za interakci s oblasti -35 promotoru (Tab. 29).

Tabulka 29. Piiklady ECF o faktor(l a jimi rozeznavané konsenzualni sekvence oblasti -35 a -10
romotoru bakterii.

Organismus o faktor -352 -10 Funkce Publikace
E. coli ot GAACTT | TCTRA Odpovéd na teplotni Sok Hiratsu et al., 1995
C. crescentus o’ GGAAC |CGTTG Odpovéd na osmoticky stres Alvarez-l\ggr(')tgwez etal,
B. subtilis foad GAAACY | CGTC Rezistence k lysozymu Guariglia-Oropeza a
Helmann, 2011
S. coelicolor oR GGAAY |GTT Odpovéd na oxidativni stres Paget et al., 1998
M. tuberculosis oM GGAAY |GTT Odpovéd na teplotni Sok Sharp et al., 2016
C. glutamicum oP GTAAC | GAT Integrita buné¢né stény Dostalova et al., 2019

8 Nukleotidy vyskytujici se ve vdech motivech jsou vyznadeny Zluté.
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Skupina genu, ktera je regulovana konkrétnim o faktorem se oznacluje jako o
regulon (nékdy taky sigmulon)(Cho et al., 2014). Zajimavosti je, Ze regulony ECF o faktoru
se mohou prekryvat, tedy ze geny regulonu jsou pod kontrolou dvou nebo vice o faktoru.
Tato situace je znama u C. crescentus (Alvarez-Martinez et al., 2007), B. subtilis (Luo a
Helmann, 2009), L. monocytogenes (Chaturongakul et al., 2011), M. tuberculosis (Dainese
et al., 2006; Manganelli et al., 2002, 2001) i C. glutamicum (Busche et al., 2023; Silar et al.,
2016). Vzhledem k pfibuznosti rodu Corynebacterium, Mycobacterium a Rhodococcus
jsme ocekavali, Zze regulony ECF faktord R. erythropolis ¢i R. opacus ponesou fadu
podobnosti s regulony u C. glutamicum. Stejné tak jsme predpokladali i pfitomnost jejich

prekryva.

6.1 Prekryvy stresovych o regulonti u

C. glutamicum

6.1.1 Piekryvy rekogniéni specifity faktorti o®a o™

Faktor o® hraje velmi dulezZitou Ulohu ve stresové odpovédi. O jeho vyznamu
vypovida i to, ze sekvence jeho domény o4, ktera je kliCova pro rozpoznani oblasti -35
promotoru, je konzervovana u C. glutamicum, R. erythropolis i R. opacus (Obr. 35). Navic
se vtéto praci experimentalné potvrdilo, Ze sekvence aoP-dependentniho promotoru
definovana oblastmi -35 (GTAAC) a -10 (GAT) je shodna pro vSechny 3 zminované
mikroorganismy. Spole¢nou vlastnosti promotort genli spadajicich do o® regulonu je
vysoka specifita a sila promotoru, coz se projevuje vysokymi hodnotami fluorescence po
indukci exprese genu sigD pfi méfeni aktivity promotoru in vivo ve dvouplazmidovych
systémech C. glutamicum (Obr. 9C).

Nalez dvou pfirozenych hybridnich promotort u C. glutamicum byl proto trochu
prekvapenim. Prvnim je Pcg0607, jehoz -35 oblast (GGAA) je typickd pro of- a
o"-dependentni promotory a -10 oblast (GAT) je typicka pro o®-dependentni promotory.
Druhym pfirozené hybridnim promotorem je Pcg0441 (PIpD), jehoz -35 CTAAC (azZ na prvni
C) odpovida oP-dependentnim promotordm a -10 GTT o"-/o5-dependentnim promotorim,
které jen podle sekvence nelze pfifadit k o faktoru (Dostalova et al., 2019). V pfipadé
laboratofi ukazaly, Ze je rozpoznavan jak faktorem P, tak slabéji i faktorem o™ (Dostalova
et al., 2019). Aktivita promotoru Pcg0607 in vivo s faktorem aP byla pfiblizné 11x vy$si nez
jeho aktivita se o™. Ke studiu interakce mezi o faktorem a DNA promotoru byly na zakladé
homologniho modelovani vytvoreny dvé mutantni varianty faktoru o": 1) otLys-53-Ala se

zaménou v doméné o, (K> — A%), kterd méla vést k lepsimu rozpoznani elementu -10
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promotoru Pcg0607 jinak rozpoznavaného doménou o, faktoru o®, a 2) o' 4AA s mutaci
v doméné o4 (T'8M170S171IR172 , AT68RT7017IAT?2) 'kterd méla naopak oslabit interakci mezi
doménou 0s a elementem -35 promotoru Pcg0607. Ocekavany efekt obou mutantnich
variant se projevil pfi méfeni aktivity promotoru in vivo. Interpretaci vysledku doplnilo vyuziti
simulace molekularni dynamiky mezi DNA a aminokyselinami. Zlep$enou interakci mezi o*
a motivem -10 Pcg0607 (GAT) zpusobenou mutaci K — A% |ze vysvétlit specifickou
interakci alaninu A%, ktery se jinak nachazi v doméné o, faktoru oP, s nukleotidem A
v druhé pozici motivu -10. Mutantni varianta cLys-53-Ala tedy fungovala jako hybridni o
faktor, ve kterém nezménéna doména o4 faktoru o™ interagovala s motivem -35 GGAA,
ktery odpovida sekvencim o"-/of-dependentnich promotor(i, a pozménéna doména o
imitujici doménu o> faktoru o® interagovala s motivem -10 GAT, ktery odpovida sekvencim
oP-dependentnich promotord. Druha mutantni varianta, o _4AA, naopak zplsobila ztratu
schopnosti faktoru o' interagovat s oblasti -35 promotoru Pcg0607, nebot zasluhou
aminokyselinové sekvence v doméné o, faktoru o™ (T'8M'70ST71R172 . AT68R170\/171A172)
doslo ke ztraté stabiliza¢ni interakce mezi cukr-fosfatovou kostrou DNA a pozitivné nabitym
postrannim fetézcem R'72, ktery byl nahrazen A'’? (Dostalova et al., 2019). Na tyto
vysledky, ve kterych sehrala dulezitou roli kombinace metod RNA sekvenovani, mapovani
5" koncu transkriptd, in vitro/in vivo sledovani aktivity promotorl a in silico homologni
modelovani se simulaci molekularni dynamiky, navazovaly vysledky mé diplomové prace
(Blumenstein, 2019) a tato disertacni prace.

Kromé pfirozeného hybridniho promotoru Pcg0441 a mutantni varianty o™ 4AA
o™ 4AA + K, o™ _6AA a o' _BAA + K (Obr. 8), které byly opét vytvoreny na zakladé in silico
homologniho modelovani. Zajimavy vysledek poskytlo méfeni aktivity hybridnich promotor(
Pcg0441 a PDssH1o v pFitomnosti o®, o" a jeho ¢tyf zmifiovanych mutantnich variant
(Obr. 9A a 9D). Ackoliv tyto dva promotory (Tab. 14) sdili témér stejné sekvence -35 a -10
(rozdil jen v C.35 — G.35), nejedna se o zcela sekvenéné identické promotory. Pcg0441 je
pfirozeny hybridni promotor, ktery vS8ak obsahuje sekvenci oblasti -10 podobnou
o"-dependentnim promotortim. PDssH1o je v8ak umély hybridni promotor, pfi¢emz prvni
polovina obsahujici motiv GTAAC typicky pro oblasti -35 oP-dependentnich promotort je
tvofena sekvenci oP-dependentniho promotoru PrsdA, zatimco jeho druha polovina
obsahujici motiv GTT typicky pro o"-dependentni promotory je tvofena sekvenci
o"-dependentniho promotoru PuvrD3 (Tab. 14). S vyjimkou sekven¢nich motiva -35 a -10
promotorové oblasti se tedy jedna o sekveniné zcela odliSné promotory, coz vedlo
k odlisnym vysledkim méfeni aktivity promotord (Obr. 9A a 9D). Roli zde mlze hrat
sekvence mezerniku. Promotor Pcg0441 ma mezi motivy -35 a -10 sekvenci TTTT, ktera

by mohla umoznit vyrazné ohnuti duplexu mezerniku vzhledem k slabym vazbam A-T.
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Gaballa a spol. klasifikovali homopolymerni sekvence T v blizkosti oblasti -35 u promotort
B. subtilis jako dal$i promotorovy element, ktery se podili na rozeznavani promotort ECF
faktory (Gaballa et al., 2018). Diky pfitomnosti homopolymerni sekvence ¢tyf T v oblasti
mezerniku pravdépodobné doslo k vyraznému nardstu aktivity promotoru Pcg0441
v pfitomnosti faktoru a® (Obr. 9A), zatimco u syntetického hybridniho promotoru PDssH1o
nebyl nardst aktivity se o® vlibec zaznamenan (Obr. 9D). Dal$im vyznamnym prvkem mohl
byt rozdil v samotné sekvenci oblasti -35 promotort. Ty jsou téméF identické, avSak
promotor Pcg0441 obsahuje v pozici -35 netemplatového viakna C namisto G (Obr. 14),
ktery je striktné konzervovan v ostatnich oP-dependentnich promotorech. S pfihlédnutim
k vysledkiim simulace molekularni dynamiky lze predpokladat, ze TTTT v sekvenci
mezerniku a C.zs zpUsobily schopnost interakce pfirozeného faktoru o® s oblasti -10
promotoru Pcg0441, ktera je tvofena sekvenci GTT konsenzualni pro c"-dependentni
promotory. Tyto vysledky jsou v kontextu fungovani ostatnich znamych o®-dependentnich
promotort (Dostalova et al., 2019) pozoruhodné. K vyjime€né silné interakci mezi
pfirozenym faktorem o a promotorem Pcg0441 tedy dochazi pravdépodobné z diivodu
zamény jednoho nt v kazdém z kli¢ovych motivl, které jsou jinak silné konzervovany, a
zvlastni sekvence mezerniku. DalSim pozoruhodnym jevem byla téméfr nedetekovatelna
aktivita tohoto promotoru v pfitomnosti mutantnich variant o_4AA a o"_6AA (Obr. 9A),
tedy téch, které nemaji zaménu E™° na K'° v doméné o, (Obr. 8). U syntetického
promotoru PD3ssH1o byla zaznamenana vysoka aktivita v pfitomnosti vSech ¢ty mutantnich
variant faktoru o™ (c"_4AA, o"'"_4AA + K, o"_6AA a o"_6AA + K). Velmi nizky narUst aktivity
promotoru byl naméren s faktorem o™ a zadny narlst nebyl pozorovan se c® (Obr. 9D).
Sekvence oblasti -35 a -10 promotorli Pcg0441 a PDssH1o jsou takika totozné a na efektivité
transkripce se tedy zfejmé podileji i ostatni sekvenéni prvky téchto ECF-dependentnich
promotord. Tyto vedlejSi sekvence jsou daleko méné popsané nez pfidavné prvky u
vegetativnich promotort bakterii, napf. UP element (Ross et al.,, 1993), rozSifujici TGn
motiv (Barne et al., 1997) &i motiv diskriminatoru (Haugen et al., 2006).

Striktni oP-dependentni promotor PrsdA (Obr.9C) a c'-dependentni promotor
PuvrD3 (Obr. 9B) C. glutamicum poslouzily jako kontroly, nebot’ kazdy z nich je rozeznavan
pouze jednim o faktorem, do jehoz regulonu jejich geny spadaji. To byl i divod, pro¢ byly
vyuzity k tvorbé hybridniho promotoru PDssH1o za u€elem vytvofeni expresniho systému,
ve kterém hybridni o faktor rozpoznava specificky pouze odpovidajici hybridni promotor a
zaroven hybridni promotor neni rozpoznavan jinym nez hybridnim o faktorem (Blumenstein,
2019).

Ackoliv pfirozeny hybridni promotor Pcg0441 nese typickou sekvenci pro
o"-dependentni promotory v oblasti -10 (GTT), nebyl béhem in vivo analyzy v této praci

zaznamenan takika zadny nardst aktivity v pfitomnosti o™ (Obr. 9A). Oproti tomu dfive
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analyzované oP-dependentni promotory PlppS, PfaD2 (Tab. 30), které naopak nemély
v Zadné z oblasti -35 ¢i -10 sekvenéni motiv typicky pro ot-dependentni promotory,
vykazovaly aktivitu i v pfitomnosti faktoru o (Dostalova et al., 2019). Komplikovanost
fenoménu prekryvu regulond o® a o" nam ukazuje, jak dulezité je kombinovat metody
analyzy transkriptomu (RNA sekvenovani), in vivo/in vitro analyzu promotoru, cilenou
mutagenezi a in silico metody. Pro pochopeni interakce mezi DNA a ¢ podjednotkou RNAP
se nestali spoléhat na opakujici se motivy, nebot se v pfipadé obou molekul jedna o
dynamické struktury, kde kazda aminokyselina/nukleotid pfispiva za riznych podminek
mensim ¢&i vétSim dilem Kk iniciaci transkripce, a tedy i k charakteru exprese genu

studovaného promotoru.

Tabulka 30. o®/c" promiskuitni promotory C. glutamicum.

Promotor Sekvence promotoru’ o faktor
Pcg0607 (Dostélova et al.,2019) | TTGCGCGTTAATAABEBEECAARTATCGGTGTGATTCGCEARATATTAATCA oP/o"
Pcg0441 ATTTCGGCAGAGTGEIBREGGTTAGGCACTATTTTCCEIAGTTCTTTTG oP
PlppS (Dostalova et al.,2019) AGGCATTCTGGACEEARGGCTCCGG-CATCTACAAGGEAEGATCAAAATA oP/o"

PfadH2 (Dostalova et al.,2019) GTTAGTTTGCAAAAGTARTAAAATGT-TCATCTTTGTCEGATGGTCACAATA oP/o"

1Zelens jsou vyznaceny oblasti typické pro oP-dependentni promotory a &ervené oblasti typické pro
oM-dependentni promotory. Podtrzené jsou kliové oblasti promotoru -35, -10 a TSS.

6.1.2 Piekryvy regulonti faktora oM, of, o™ u C. glutamicum

Nejméné prozkoumanym o faktorem C. glutamicum je ECF faktor oM. Dosud byla
publikovana jen jedna studie, ktera se zabyvala regulonem tohoto faktoru (Nakunst et al.,
2007). Vtéto publikaci byla také stanovena konsenzualni sekvence pro oblasti -35
(9GGAAT) a -10 (YGTTGR) oM-dependentnich promotord, ktera se velmi podoba
konsenzualnim sekvencim of-/o"-dependentnich promotort C. glutamicum. Tt ze 4
predpokladanych oM-dependentnich promotorti byly pozdéji popsany jako c"-dependentni
(Ehira et al. 2009). V nasi laboratofi se véechny 4 predpokladané oM-dependentni geny
(PtrxB, PtrxC, PtrxB1 a PsufR) ukazaly vyhradné jako o-dependentni (Dostalova et al,
2017). Zadnou na$i metodou se nam nepodafilo ani jediny opravdu o™-dependentni
promotor nalézt.

Nasi kolegové z Univerzity v Bielefeldu za nasi spoluprace vyvinuli pro
C. glutamicum metodu oznacenou jako ROSE (/n Vitro Run-Off Transcription/RNA-seq).
Podstatou této techniky je sekvenovani specifického transkriptomu vytvofeného pfi in vitro
reakci, jiz se UCastni jadro RNAP a jeden ze o faktorl z C. glutamicum a cely genom
C. glutamicum jako templat. Metoda byla zatim publikovana pouze pfi pfilezitosti
konstrukce regulaéni sité E. coli (Schmidt et al., 2023). Pro C. glutamicum byla testovana

metoda s pouzitim proteini o™ a oF, které jsme pro in vitro transkripci izolovali.
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Metodou ROSE se oM byly nalezeny 3 TSS a prislusné promotory, které mély byt
oM-dependentni. To se skute¢né nasimi metodami ovéfilo. Navic se ukazalo, Ze jsou i
of-dependentni, coZz naznaCovala i metoda ROSE (Dostalova, 2020). Celkové bylo
nakonec nalezeno 5 oM-dependentnich promotort s neobvykle dlouhymi konsenzualnimi
sekvencemi -35 GGGAACC a -10 GTC.1cAAA. Jadra téchto sekvenci se liSila jen jednim nt
(C-10, tuéné, podtrzeno) od konsenzualnich sekvenci o"- a of-dependentnich
promotort: -35 GGAAC a -10 GTT-10.

V této praci jsem pro podrobnéjsi analyzu zvolil promotor Pcg0668, tedy promotor
genu pro segregacni ATPazu z FtsK/SpolllE rodiny (Tab. 16). Nejprve jsme provedli méfeni
aktivity promotoru s nezménénou sekvenci -35 GGGAACC a -10 GTC (Obr. 15). Zajimavy
trend, ktery se projevil pfi méfeni aktivity promotoru in vivo, byla zména rekognic¢ni specifity
faktorl o' a o™ vprabéhu kultivace. V exponencialni fazi previadalo rozpoznavani
promotoru faktorem ot a ve stacionarni pfevliadalo rozpoznavani faktorem o™ (Obr. 15).
Zajimal nas vztah mezi faktory o“, " a of z hlediska rozpoznavani promotoru a mozné
zmény rekogniéni specifity zaménou pouhého jednoho nukleotidu. K této analyze jsme
vytvofili mutantni varianty promotoru, kde byly provedeny jednonukleotidové zamény v
GTC.10 a GGGAAC.31 (Tab. 16). K podrobnéjSimu vysvétleni interakci, které se projevily pfi
mérenich aktivit mutantnich variant in vivo, nam pomohlo homologni modelovani a simulace
molekularni dynamiky (Dr. Ivan Barvik). Jako vzor pro homologni modelovani byla cryoEM
struktura s kddem 6JBQ (Fang et al., 2019), ktera zachycuje komplex E. coli RNAP (v€etné
podjednotky oF), a krystalova struktura faktoru o™ M. tuberculosis (6JCX).

Predstavu o tom, jak se vaze oM z C. glutamicum k promotoru Pcg0668 (Obr. 32C),
si muzeme udélat na zakladé cryoEM struktury s kédem 6JBQ (Fang et al., 2019), ktera
zachycuje komplex E. coli RNAP (véetné podjednotky of) s kompletni transkripéni bublinou
(sestavajici jak z templatového tak i netemplatového viakna DNA od pozice -34 po pozici
+14) a kratkého fragmentu RNA o délce 5 nt. Podstatné je, ze ve struktufe 6JBQ jsou
sekvence DNA v oblastech -10 a -35 promotoru upIné stejné jako ty, které nalézame u
oM-dependentniho promotoru C. glutamicum Pcg0668 (tj. -35 GGAAC a -10 GTCAAA).
Porovnani sekvenci a“ C. glutamicum a of E. coli (Obr. 33) pak doklada, Ze i klicové
aminokyseliny rozpoznavajici tyto oblasti jsou stejné nebo velmi podobné (oblast -10: o
FRGDSAFYTW [E. col] vs. o™ YRAEAALGTW [C. glutamicum] a oblast -35: of
GTVRSRIFRAR [E. coli] vs. o™ GTVKSRRGRAR [C. glutamicum]). Je zde tedy ziejma
evolu¢ni konzervovanost a je pravdépodobné, Ze jakakoliv provedena mutace v oblasti -10

¢i -35 elementu transkripci stimulovanou prostrednictvim o™ vypina (Obr. 16 a 17).
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Obrazek 32. Homologni modely o podjednotek A) of C. glutamicum, B) o"
C. glutamicum, C) o™ C. glutamicum rozpoznavajicich oblasti -10 a -35 promotort
zobrazené v komplexu s transkrip€éni bublinou: templatovd DNA (bledémodra),
netemplatova DNA (bronzova), RNA (Cervenad), of (Zlutd), o™ (zelena), o™ (fialova).
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Ec E 6JBQ75\Chain ******** MSSY---YHHHHHHDYDIPTTENLYFQGAMAMSEQLTDQVLVERVQKGDQKA 49

Cg E CAD32043.1 MTYMKKKSRDDAPVVIETVQAEHAEELTGTAA----FDAG-————————————— QADMPT 42

Cg M CAD32030.1 —====——- MENLPILSRIRDTGCVPQPAGDLMT---VLPKNHDLSDTQLVKQFISGDSRA 49

Cg H CAD32033.1 W ——=—mmmmmmmm e M----AENRTGTVDG--—-————— DALAAR 17

Mt H 6JCX75\Chain —————————— GA-—-—-=———-— MADIDGVTGSAG----LQPGPSEETD--—-——-—-— EELTAR 30

Ec E 6JBQ75\Chain FNLLVVRYQHKVASLVSRYVEPSGDVPDVVQEAFIKAYRALDSFRGDSAFYTWLYRIAVN 108

Cg E CAD32043.1 WGELVAEHADSVYRLAYRLSGNQHDAEDLTQETFMRVFRSLKSYQPGT-FEGWLHRITTN 101

Cg M CAD32030.1 FSTITHRHERHMMQAARKYGRKPEDAQDILQEALFRASRNMHLYRAEAATGTWLHKLVLN 109

Cg H CAD32033.1 FEEEALPLLDQLYGGALRMTRNPADAEDLVQDTYIKAYQAFASFKPGTNLKAWLYRIMTN 77

Mt H 6JCX_5\Chain FERDAIPLLDQLYGGALRMTRNPADAEDLLQETMVKAYAGFRSFRHGTNLKAWLYRILTN 90
. . . * * . K e . . .. . KK e oo

Ec E BB 5|Chain TAKNYLVAQGRRPPSSDVDAIEAENFESGGAL--KEISNPENLMLSEELRQIVFRTIESL 166

Cg E CAD32043.1 LFLDMVRHRGKIRMEALPE—=-DYERVPGNDI=-——-— TPEQAYTEANLDPALQAALDEL 152

Cg M CAD32030.1 SEFDWATHRSQVEFPILNEPTIDLEKDPRLATD-—=-—=— PLGYLD--VAMTIRSAIDQL 160

Cg H CAD32033.1 TYINMYRKKQRQPSQTSADEITDYQLVESQSHTSTGLESAEVEALKNLPDGKIGDAMNQL 137

Mt H 6JCX_5\Chain TYINSYRKKQRQPAEYPTEQITDWQLASNAEHSSTGLRSAEVEALEALPDTEIKEALQAL 150
. . . . . . *

Ec E [BB 5IChain PEDLRMAITLRELDGLSYEEIAAIMDCPVGTVRSRIFRAREAIDNKVQPLIRR--——-—- 219

Cg E CAD32043.1 SPDFRVAVILCDVVGMSYDEIAETLGVKMGTVRSRIHRGRSQLRASLEAAAMTSEEVSLL 212

Cg M CAD32030.1 HPDQRIALILVDLGGYTVEDVAEIEGIKVGTVKSRRGRARKALRALLHADFFGPEDGSIQ 220

Cg H CAD32033.1 SPEYRMVVYYADVEDLAYKEIAEIMDVPLGTVMSRLHRGRKQLRGMLKEVAKEQ-GIGLE 196

Mt H 6JCX75\Chain PEEFRMAVYYADVEGFPYKEIAEIMDTPIGTVMSRLHRGRRQLRGLLADVARDR-GFARG 209
Kl HH HE . PRI ko ok :

Ec E @JBQ 5|/Chain --—=—=—---- 219

Cg E CAD32043.1 VPTH-—-—--—-— 216

Cg M CAD32030.1 CESN--—----— 224

Cg H CAD32033.1 HPDMKKNSEA 206

Mt H 6JCX75\Chain EQAHEGVSS— 218

Obrazek 33. Porovnani aminokyselinovych sekvenci faktor of E. coli (Ec E 6JBQ_5|Chain),
of C. glutamicum (Cg E CAD32043.1), o" C. glutamicum (Cg M CAD32030.1), o"
C. glutamicum (Cg H CAD32033.1) a o' M. tuberculosis (Mt H 6JCX_5|Chain). Zelené jsou
vyznacéeny konzervované aminokyseliny typické pro of E. coli a modie aminokyseliny typické pro o*
M. tuberculosis. Vytvoreno internetovym softwarem CLUSTAL O (1.2.4).

of-dependentni promotory C. glutamicum maiji v oblasti -35 konsenzualni sekvenci
GGAAC odpovidajici sekvenci, kterou nachazime u promotoru Pcg0668. Neni proto
prekvapuijici, Ze transkripci z promotoru Pcg0668 stimulovanou faktorem of zapinad mutace
v oblasti -10 GTC — GTT (Obr. 16C), diky které i zde vznika sekvence odpovidajici
konsenzudlni sekvenci of-dependentnich promotord z C. glutamicum. Ponékud obtiznéji
vysvétlitelné je, pro¢ of do jisté miry funguje i s mutanty A3 a T.31 promotoru Pcg0668
(Obr. 17B a 17C), u kterych neni pfitomna konsenzualni sekvence v oblasti -10 ani -35.
Pricitame to specifické sekvenci promotoru Pcg0668 v oblasti mezerniku a v oblasti tzv.
diskriminatoru (tj. mezi oblasti -10 a TSS). Jde o to, Ze v obou pfipadech je zde neobvykle
vysoky pocet A/T, které vytvareji relativné slabé pary AT. Konkrétné v pfipadé mezerniku
10 ze 17 nt a v pfipadé diskriminatoru 7 z 10 nt je bud T nebo A. Tyto nukleotidy A/T
v sekvenci Pcg0668 vytvareji souvislé shluky o délce 5-6 nt (Tab. 16). Pfedpokladame, ze
v disledku toho promotor Pcg0668 vytvari transkripéni bublinu s oddélenymi viakny DNA
velmi snadno. Jeji tvorbu je tak ziejmé do jisté miry schopen stimulovat faktor of i v situaci,

kdy ani v jedné z oblasti -10/-35 neni pfitomna konsenzualni sekvence.
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Promiskuita promotoru Pcg0668 se ziejmé jesté vyraznéji projevuje v pfipadé
podjednotky ao", ktera je schopna z né&j zahdijit transkripci i presto, Ze ani v jedné z jeho
oblasti -35 a -10 neni UpIné konsenzualni sekvence o"-dependentnich promotori GGAAT
a GTT (Obr. 15). Rozpoznavani Pcg0668 faktorem o™ se navic nepodafilo vypnout ani
Zadnou z provedenych mutaci Pcg0668 (Obr. 16 a 17), a to at uz v oblasti -10, &i -35 (Tab
16). Porovnani sekvenci (Obr. 33) a homologni modelovani ukazuji, ze divodem muze byt
robustnost interakce " a DNA v oblasti, ktera se naléza nejblize aktivnimu mistu RNAP, a
ktera interaguje se syntetizovanym viaknem RNA jiz od okamziku, kdy dosahne délky cca.
6-7 nukleotidt. oY C.glutamicum se vtomto ohledu podoba vzorové podjednotce o'
M. tuberculosis, pro kterou je k dispozici krystalova struktura 6JCX. V daném misté Ize
proto prfedpokladat pfitomnost kratkého a-helixu a stacking aromatické aminokyseliny
s bazi nukleové kyseliny, tak jako to pozorujeme ve struktufe 6JCX, kde dochazi ke
stackingu mezi postrannim Fetézcem aminokyseliny W''? ze o" a bazi nukleotidu G-
z templatového vidkna DNA. Porovnani sekvenci a homologni model ukazuji, Ze v pfipadé
o™ C. glutamicum bude analogickou ulohu hrat postranni fetézec Y'™'. Porovnani
aminokyselinovych sekvenci dale ukazuje, Ze v pfipadé of ¢&i oM C. glutamicum v tomto
misté schazi cca. 9 aminokyselin (Obr. 33), takze tyto podjednotky o zfejmé nejsou
schopné tak efektivné stabilizovat otevienou transkripéni bublinu, a to uz vibec ne
prostfednictvim stackingu mezi postrannim fetézcem aromatické aminokyseliny a bazi
templatového viakna DNA.

V8echny dosavadni studie vztah( o faktorl a promotord a dale o regulond
provedené v nasi laboratofi ukazuiji (Obr. 34), Ze regulon faktoru " C. glutamicum tvofi do
jisté miry prekryvy se vSemi ECF regulony C. glutamicum, tedy se o® regulonem
(nepublikované vysledky laboratore), oP regulonem (Dostalova et al., 2019), o (Busche et
al., 2023; Dostalova et al., 2017; Silar et al., 2016) a oM. Diky tomu, Ze faktor o™ je schopen
stimulovat transkripci i z promotor(, jejichz konsenzualni sekvence neodpovida typické
sekvenci o"-dependentnich promotort, mizeme potvrdit, Ze na jeho rekogni¢ni specifitu
maji vliv i jiné oblasti promotord nez -35 a -10. Vysledky analyzy jednoho z mala
potvrzenych oM-dependentnich promotor(i nas tak jesté vice utvrzuji o funkci o™ jakoZto
dulezitého globalniho regulatoru stresové odpovédi (Schréder a Tauch, 2010).

Duavody, pro¢ v pfedchozi praci zabyvajici se oM z C. glutamicum (Nakunst et al.,
2007) byly 4 geny oznaceny jako o™-dependentni, zatimco v praci japonskych koleg( (Ehira
et al., 2009) i v nasi byly shledany c"-dependentnimi, jsme nezjistili. Je mozné, Ze rozdilné
metody davaji ponékud odliSné vysledky. Z nami pozorovanych prekryvl rekogni¢nich
specifit o faktorll je zfejmé, Zze vysoka podobnost molekul o faktorl zplsobuje, Ze jejich
afinity (a tedy specifity) se diky jemnym rozdilim ve vazbach kli€ovych aminokyselin a

nukleotidl za rlizného fyziologického stavu burnky (nebo riznych podminek experiment()
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mohou proménit. V tom by mohla spocCivat i strategie regulace exprese o faktory, kterou

evoluce nastavila.

SigH regulon

45

(Busche et al., 2012)

4

g0668

(Dostalova, 2019)

1

(Dostéalova, 2020) 5

(Busche et al., 2023)
(Dostalova et al., 2017)
(Silar et al., 2016)

SigE regulon

Obrazek 34. Schématické znazornéni prekryvu of-, of- a oM-regulont C. glutamicum.
V kazdém kruhu je uveden pocet genu spadajicich do pfisluSného regulonu a prace, ve kterych byly
tyto pfislusnosti prokazany.

6.2 Stresové o regulony bakterii rodu

Rhodococcus

Ackoliv bakterie rodu Rhodococcus diky svému bioremediacnimu potencidlu a
vysoké odolnosti k fadé strest patfi k biotechnologicky perspektivnim mikroorganismim,
jejich specifické mechanismy regulace genové exprese jsou velmi malo prozkoumané. U
fady druhd jsou osekvenované genomy a na zakladé jejich sekvenci anotovany geny
kodujici velké mnozstvi predpokladanych transkrip&nich regulator(. V této praci jsem
vénoval pozornost pfedevsim zvlastnimu typu regulatoru, a to ECF o faktordim RNAP.

R. erythropolis je pudni bakterie jejiz velky genom (6,3 Mbp) nese 21 genu
kédujicich o faktory. ECF faktory, které jsou spole¢né pro C. glutamicum a R. erythropolis
jsou o, of a o". Geny pro tyto faktory nese i dal$i zastupce tohoto rodu, R. opacus.
U zadného z nich v8ak nebyla dosud zjisténa Gloha ani jednoho ze o faktort &i konsenzualni
sekvence -35 a -10 pfislusnych, jimi fizenych promotoru.

K hledani funkce jednotlivych o faktord a prislusnosti jednotlivych gend do o

regulont C. glutamicum pouzivame v nasi laboratofi in vivo a in vitro metody. In vivo
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metodu pfedstavuje dvouplazmidovy systém zahrnujici expresni vektor produkujici
sledovany o faktor a promotor-test vektor s vloZzenym zkoumanym promotorem pied
reportérovym genem gfpUV, coz nam umoznuje aktivitu méfit (Dostalova et al., 2017). Tato
metoda vychazi z dvouplazmidovych systémua uréenych pro klasifikaci promotord a o
faktor v E. coli (Rezuchova a Kormanec, 2001). Pro potvrzeni interakce promotoru se o
faktorem vyuzivame transkripéni reakce in vitro, kde systém obsahuje izolovanou RNAP, o
faktor a fragment nesouci sledovany promotor (Holatko et al., 2012). Tyto spolehlivé metody
in vivo a in vitro jsme se rozhodli aplikovat pfi tvorbé heterologniho systému pro studium
promotort a o faktorl R. erythropolis. Heterologni systém in vivo pro R. erythropolis se
skladal z expresniho vektoru obsahujiciho sig gen z R. erythropolis a promotor-test vektoru
nesouciho sledovany promotor taktéz z R. erythropolis, pfiemz se oba plazmidy replikuji
v bunce C. glutamicum. Sigma faktor R. erythropolis tak v burice interaguje s hostitelskou
RNAP. Hlavnim ddvodem vyuziti heterologniho, a nikoliv homologniho dvouplazmidového
systému R. erythropolis, byla obtizna transformace R. erythropolis a nasledna nestabilita
dvou plazmidud v bunce R. erythropolis, a také obtizna kultivace R. erythropolis v tekutém
médiu (pomaly rust a tvorba bunécnych agregati). PredeSla méfeni v homolognim
dvouplazmidovém systému R. erythropolis neposkytovala uspokojivé vysledky, a to ani u
kmenU s deleci v genech pro faktory o8, of a o™ (Kfenkova, 2023). Pfi vyuZiti heterologniho
systému pro detekci aktivity promotoru in vitro jsme pfedpokladali, Ze izolovana RNAP
C. glutamicum bude schopna spustit transkripci z promotoru R. erythropolis v komplexu se
o faktorem R. erythropolis. Podobné byly jiz dfive uspé&sné kombinace RNAP z B. subtilis
a o faktor a promotor z C. glutamicum (Holatko et al., 2012). Vyuziti takovych systém( se
prokazalo také u RNAP z E. coli a promotori z mykobakterii (Homerova et al., 2004a) a ze
Stahylococcus aureus (Homerova et al., 2004b). Béhem in vitro analyzy promotorli a o
faktorl R. erythropolis se na$ predpoklad potvrdil a reakce skute¢né probihala efektivné
v pfitomnosti RNAP C. glutamicum (Obr. 21).

6.2.1 Faktor o a jeho regulon u R. erythropolis a R. opacus

Je tfeba zduraznit, Ze oznaCovani o faktord rliznych bakterii jako o® mlze byt
zavadéjici, nebot’ se jedna €asto o ¢ podjednotky RNA polymerazy velmi odliSné struktury
i funkce. Pfikladem je faktor a® modelové grampozitivni bakterie B. subtilis, u které tento
faktor patfi do skupiny 3, a podili se na expresi gent dulezitych pro syntézu biCiku
(Marquez-Magafna a Chamberlin, 1994). Do skupiny 3 patfi i faktor o® grampozitivni
patogenni bakterie Clostridium difficile, do jehoZ regulonu spadaji jak geny duleZité pro
bunélny pohyb, tak i geny kodujici toxiny (EI Meouche et al., 2013). U gramnegativni

bakterie Mixococcus xanthus, ktera je znama pro svou schopnost diferenciace, patfi o do
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skupiny 2 a uplatriuje se béhem stacionarni faze ¢i odpovédi na osmoticky nebo oxidativni
stres (Ueki a Inouye, 1998). P¥i studiu o® R. erythropolis a R. opacus jsme proto vychazeli
z poznatkUl o pfibuznych bakteriich M. tuberculosis a C. glutamicum, jejichz faktory o® patfi
do skupiny 4 (ECF) a maiji vyraznou strukturni podobnost se o® rhodokoku (Patek et al.,
2021).

Faktor o® pfedstavuje uginny nastroj regulace stresové odpovédi v C. glutamicum,
protoZe reaguje na poskozeni bunééné stény spousténim exprese gend, jejichz produkty
se podili na syntéze a modifikacich mykolovych kyselin (Toyoda a Inui, 2018). Vysledky
sledovani aktivity potencialnich o®-dependentnich promotort in vivo (Obr. 19, 20, 24B a 29)
i in vitro (Obr. 21 a 25B) potvrdily, ze konsenzualni sekvence pro oblasti -35 (GTAAC) a-10
(GAT) oP-dependentniho promotoru C. glutamicum (Dostalova et al., 2019) plati i pro
R. erythropolis a R. opacus. Pokud srovname aminokyselinovou sekvenci domén o4 faktort
o C. glutamicum, R. erythropolis a R. opacus a vezmeme v Uvahu vysledky homologniho
modelovani interakce mezi o® a oblasti -35 oP-dependentniho promotoru C. glutamicum
(Obr. 11, 13 a 14), tak si vSimneme sekvenc¢ni shody v aminokyselinach klicovych pro
interakci s nukleotidy promotoru (Obr. 35). Je vysoce pravdépodobné, Ze sekvenéné
specifické interakce mezi aminokyselinami domény 04 a nukleotidy oblasti -35
oP-dependentniho promotoru C. glutamicum (R'° s G.31 na templatovém viakné DNA, V'
s T-s4 na netemplatovém viakné DNA a R'"® s G_3s na netemplatovém vlakné) se vytvareji i
u R. erythropolis a R. opacus (Obr. 35).

O4
o® R. opacus GSTAGAVRNVAQHR

oP R. erythropolis GSTAGAVRNAQ
oP C. glutamicum GSTPGAVRNAQ

-35
[GmAAC
CATTG

Obrazek 35. Porovnani sekvence aminokyselin domény o, faktoru o® R. erythropolis,
R. opacus a C. glutamicum zodpovédné za interakci s nukleotidy oP-dependentniho
promotoru. Zluté jsou zvyraznény aminokyseliny pfitomné u vS8ech 3 mikroorganismd. Stejnou
barvou jsou ramovany aminokyseliny a nukleotidy, které spolu specificky interaguiji.

oP-dependentni promotor

Funkci faktoru o® v C. glutamicum je zaji§téni exprese genu, jejichZz produkty se
U€astni udrzeni integrity bunécné stény (Toyoda a Inui, 2018). Neni pfekvapenim, Zze kdyz
byl stanoven transkriptom dele¢niho kmene AsigD C. glutamicum, byly mezi geny se
snizenou expresi i dva geny pro korynemykolyltransferazu (cmt1, cmt2), jejichz pfislusnost

do oP-regulonu byla potvrzena stanovenim aktivity promotoru in vivo i in vitro (Dostalova et
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al., 2019). Stejné metody jsme vyuZili pro potvrzeni pfislusnosti homologu téchto dvou genu
(frmB1, fmrB2) k regulonu o® z R. erythropolis (Obr. 19, 20 a 21). Dal§im zajimavym
poznatkem je, Ze po provedeni analyzy transkriptomu kmene R. erythropolis CCM2595
kultivovaného v pfitomnosti fenolu, byly mezi nadexprimovanymi geny i frmB1 a frmB2
(funk&né analogické genim cmt1 a cmt2), coz naznacuje zapojeni téchto genu do stresové
odpovédi vyvolané fenolem. Faktor oP tedy pravdépodobné prispiva k biodegradaénimu
potencialu a prezivani R. erythropolis v nepfiznivych podminkach (Laboratoi modulace
genové exprese; nepublikované vysledky). Pfispéni faktoru o® k pfezivani dal$iho zastupce
rodu Rhodococcus v pFitomnosti toxickych latek naznaCily vysledky sekvenovani
transkriptomu kmene R. opacus PD630 kultivovaného v pfitomnosti telluri€itanu
draselného. V tomto pfipadé se stanovenim TSS podafilo lokalizovat 3 oP-dependentni
promotory (Tab. 26) a analyzou in vivo potvrdit pfislusnost odpovidajicich genu k o®-
regulonu (Obr. 29). Zjistili jsme, ze exprese genu sigD je v R. opacus i R. erythropolis
autoregulovana (je pod kontrolou a®-dependentniho promotoru) (Obr. 24B, 25B a 29A). Na
rozdil od toho v C. glutamicum je exprese sigD iniciovana pouze z vegetativniho promotoru,
ale pod kontrolou aP-dependentniho promotoru je gen pro anti-a®, rsdA (Toyoda a Inui,
2018). Je zajimavé pozorovat strategii regulace u blizkych bakterii, u nichZ je stejna funkce
homolognich genl zajiSténa a fizena jinym zpusobem. Sekvenovani RNA R. erythropolis
za podminek exponencialniho ristu ukazalo, Ze kromé& oP-dependentniho promotoru ma
gen sigD i vegetativni o*/o®-dependentni promotor, ze kterého je pravdépodobné
spousténa exprese béhem exponencialniho ristu bunky. Stejné tomu tak bylo i v pfipadé
genu faktorti of, o™ a o’ R. erythropolis (Obr. 23). Takovy jev Ize vysvétlit tim, Ze stresové
o faktory R. erythropolis jsou syntetizovany i za nestresovych podminek a jejich aktivita je
posttranslacné regulovana, a to napf. pomoci anti-o faktor(. V bunce je tedy pohotovostni
hladina o faktoru, ktery mize byt ihned po stresovém signalu aktivovan a nemusi se teprve
spoustét jeho transkripce a translace. To pfispiva k rychlé reakci buriky na stresovy impuls.
PfestoZze pfFitomnost homolognich genu kodujicich anti-o faktory u R. erythropolis
CCM2595 a R. opacus PD630 je evidentni, nebyla tato regulace na rozdil od C. glutamicum
(Toyoda a Inui, 2018) a M. tuberculosis (Schneider et al., 2014) popsana.

Zajimavé je, ze u dalSi pfibuzné bakterie M. tuberculosis byla stanovena zcela
odlisna konsenzualni sekvence pro rozpoznavané oP-dependentni promotory (AGAAAG
pro oblast -35 a CGTTAA pro oblast -10) (Calamita et al., 2005). Na rozdil od faktorti o®
R. erythropolis, R. opacus a C. glutamicum se o® v M. tuberculosis podili pfedevSim na
expresi ribozomalnich genti béhem stacionarni faze rustu bakterie a podle experimentu
s deleCnimi kmeny AsigD ma také vliv na virulenci. Je pravdépodobné, Ze tyto rozdily jsou
dany pfizplsobenim tohoto patogenniho zastupce na Zivot v hostiteli (Calamita et al.,
2005).
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6.2.2 Faktor of a jeho regulon u R. erythropolis a R. opacus

DalsSim ECF faktorem, ktery je pfitomen u C. glutamicum, R. erythropolis i
R. opacus, je of. Fyziologicka role tohoto faktoru u C. glutamicum spoéiva v zajisténi
stresové odpovédi na povrchovy stres, teplotni stres ¢i hladovéni na dusik (Park et al.,
2008). Jelikoz jeho regulon ma u bakterie C. glutamicum piekryv s regulonem c" (Obr. 4),
tak se nepochybné ucastni odpovédi na vétSi mnozstvi stresu, napf. oxidativni stres
(Busche et al., 2023; Dostélova et al., 2017; Silar et al., 2016). Exprese genu sigE
C. glutamicum je fFizena z vegetativnino promotoru a aktivita faktoru je negativné
regulovana na posttranslacni urovni pomoci jeho anti-o faktoru CseA, jehoZ exprese je
fizena z o"/oF-dependentniho promotoru (Busche et al., 2023; Park et al., 2008). Stejné
jako u C. glutamicum jsme nalezli vegetativni promotor genu sigE i u R. erythropolis
(Obr. 23). Na rozdil od C. glutamicum jsme u R. erythropolis také nalezli o"/ot-dependentni
promotor genu sigE (Obr. 18) a pomoci in vivo méfeni aktivity promotoru v C. glutamicum
jsme prokazali, Ze exprese genu kodujiciho of je autoregulovana (Obr. 24C). Zaroven se
ukazalo, Ze tento promotor je rozpoznavan i faktorem o (Obr.24C a 25C).
U R. erythropolis vSak nebyla prokazana negativni regulace pomoci anti-c faktoru.

U C. glutamicum a M. tuberculosis se ukazalo, Ze za expresi genu pro faktor of
(skupina 2) je zodpovédny faktor oF (Dostalova et al., 2017; Manganelli et al., 2001). To se
v této praci zjistilo i v pfipadé R. erythropolis CCM2595 (Obr. 24A a 25A) a R. opacus
PD630 (Obr. 31) pomoci méfeni aktivity in vivo v C. glutamicum, kdy mél promotor genu
sigB nejvy$8i aktivitu v pfitomnosti of. V pfipadé kmene R. opacus se analyzou
transkriptomu ukazalo, Zze gen sigBr.. (K2Z90_RS16460) je exprimovan v pfitomnosti
telluri¢itanu draselného v médiu. To znamena, Ze jak faktor oF, tak faktor o®, se podileji pfi
odpovédi na stres vyvolany slou€eninami telluru. Mizeme tedy Fict, Ze pozitivni regulace
exprese genu sigB faktorem oF je konzervovany mechanismus stresové odpovédi bakterii
skupiny Mycolata.

Kromé genu sigEr.. a sigBr.., jejichz promotory byly analyzovany za ucelem tvorby
regulaéni sité o faktorl R. erythropolis, jsme dal$i geny spadajici do of regulonu nalezli
jako vedlejSi produkt, diky RNA-sekvenovani kmene R. erythropolis CCM2595
nadprodukujiciho faktor ™. Na zakladé znalosti konsenzualnich sekvenci typickych pro ot-
i of-dependentni promotory C. glutamicum (Busche et al., 2012) a M. tuberculosis
(Sachdeva et al., 2010) jsme vybrali promotory, které mély v oblasti -35 sekvenci GGAA a
v oblasti -10 sekvenci GTT (Tab. 22). Sedm z 10 bylo ¢"/of-dependentnich a pouze 3
promotory se prokazaly jako vyhradné o"-dependentni. V této praci bylo analyzovano 5
promotord  (P1RS03175gre, P1RS06830re, P1RS07285re., P1RS11800re.. a

P1RS15250r..). Jako c"/aE-dependentni se prokazaly promotory gent pro oxidoreduktazu
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rodiny DsbA (P1RS03175re), F420-dependentni oxidoreduktazu tfidy PPOX
(P1RS11800r..) a thioredoxin (P1RS15250r..) (Obr. 26). Zbyvajicich pét promotord bylo
analyzovano v disertacni praci Ing. LukaSe Plasila, ve které se jako jediny Cisté
o"-dependentni prokazal promotor genu pro NADP-dependentni oxidoreduktazu
(P1RS15955rz.).

S pfihlédnutim k proteinovym produktim gend, jejichz promotory se béhem in vivo
analyzy prokazaly jako of-dependentni, muzeme dedukovat, Zze of R. erythropolis se
uplatiuje v odpovédi na oxidativni, teplotni a povrchovy stres podobné jako u
C. glutamicum (Busche et al., 2023; Park et al., 2008; Silar et al., 2016). Exprese genl
spadajicich do of-regulonu v pfitomnosti nadprodukovaného faktoru " R. erythropolis
naznacuje, ze o' ovliviluje pozitivné i expresi genu sigk. Tato hypotéza je v souladu
s vysledky analyzy aktivity promotoru P1sigEr.. in vivo (24C) a in vitro (25C), kdy kromé
faktoru of, rozpoznal tento promotor i o'. Zajimavé je, Ze situace u R. erythropolis, kde
faktor o™ pozitivné reguluje produkci a aktivitu oF, je zcela jina nez u C. glutamicum. Faktor
o™ u C. glutamicum spousti expresi genu pro anti-o faktor of, a tim zpusobuje inhibici
aktivity faktoru of (Busche et al., 2023).

NasSi hypotézou je, Zze pokud na buriku R. erythropolis plsobi stresové podminky
(oxidativni stres, teplotni stres, povrchovy stres), dojde k aktivaci faktoru o (uvolnéni
faktoru ot pfitomného i za exponencialni faze z inhibiéni vazby anti-o faktorem RshA) a ten
poté umozni de novo expresi genu sigH a zaroven expresi genu sigE (Obr. 36). Dochazi
také k autoindukci exprese genu sigE, diky ¢emuz vzrasta mnozstvi faktoru of v burice
R. erythropolis. Zaroveh se produkuje i anti-o faktor CseA, ktery se vSak za stresovych
podminek nejspiSe na of nenavaze. Jeho vy$$i hladina v8ak zaji$tuje rychlou inhibici oF,
jakmile stres odezni. Oba faktory, o™ i of, poté umoznuji expresi genli svych regulond.
Prekryv téchto regulonu vychazi z prekryvu rekognicni specifity téchto dvou faktora, ktery
vtéto praci byl prokdzan u promotorl gent pro faktor o® (P7sigBre), DsbA
(P1RS03175re), F420-dependentni oxidoreduktazu tfidy PPOX (P1RS71800re) a
thioredoxin (P1RS15250r..) (Obr. 36).
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Obrazek 36. Model vzajemné regulace faktorti 6" a of R. erythropolis. PieruSovanou ¢arou je
znazornéna predpokladana posttranslaéni regulace faktorti 6" a oF. V prekryvu regulont se nachazi
geny, u jejichz promotord byl v této praci prokazan prekryv rekogniéni specifity faktord o" a of
R. erythropolis.

6.2.3 Faktor o' a jeho regulon u R. erythropolis a R. opacus

Tento ECF faktor ma funkci v odpovédi na oxidativni, teplotni a povrchovy stres u
C. glutamicum (Ehira et al., 2009; Kim et al., 2005). Zodpovida za expresi velkého mnozstvi
genlu a také genl sigB a sigM, coz znéj déla globalni regulator stresové odpoveédi
C. glutamicum (Dostalova et al., 2017; Holatko et al., 2012; Nakunst et al., 2007; Toyoda a
Inui, 2016b). Exprese genu sigH C. glutamicum je Fizena z vegetativnhiho promotoru a
aktivita faktoru je negativné regulovana na posttranslaéni urovni pomoci jeho anti-o faktoru
RshA, jehoz exprese je fizena ze o'-dependentniho promotoru (Busche et al., 2012).
U R. erythropolis CCM2595 jsme nalezli vegetativni promotor, ktery spousti expresi sigHre.
(Obr. 23). Na rozdil od C. glutamicum se nam u R. erythropolis podafilo také nalézt

o"-dependentni promotor P2sigH (Tab. 18) a pomoci in vivo (Obr. 24D) a in vitro (Obr. 25D)
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analyzy aktivity promotoru v C. glutamicum jsme ukazali, Ze exprese genu kédujiciho o™ je
autoregulovana.

U C. glutamicum a M. tuberculosis se prokazalo, Ze expresi genu pro faktor o®
(skupina 2) spole¢né reguluji faktory o a o", které umozniuiji iniciaci transkripce genu sigB
z téhoz promotoru (Dostalova et al., 2017; Holatko et al., 2012; Manganelli et al., 2002,
2001). Analyza promotoru transkripci in vitro ukazala, Ze promotor genu sigB R. erythropolis
je také of/aH-dependentni (Obr. 25A). Tento vysledek byl ale v rozporu s méfenim aktivity
promotoru in vivo, v némz se zminény promotor projevil pouze jako of-dependentni
(Obr. 24A). Je vSak tfeba si uvédomit zasadni rozdil mezi metodami in vitro a in vivo.
Transkripce in vitro probiha mimo buriku a tak nejsou v reakéni smési, kromé zakladnich
komponent transkripéniho aparatu, které do zkumavky vlozime (jadro RNAP, o©
podjednotka, templatova DNA, NTPs, nezbytné kofaktory), pfitomny zadné dalSi molekuly,
které v bunce transkripci spolufidi a ovliviuji. Podle poslednich poznatk(l muze byt vétsi
pocet téchto faktoru, které definuji fyziologicky stav buniky. Zaroven je nutno brat v potaz,
ze v burice C. glutamicum muze vysledek analyzy aktivity promotoru ovlivnit blokovani o
faktoru anti-o faktorem. Pfedpokladame, Ze testovany promotor je rozpoznavan obéma o
faktory, ale s rliznou ucinnosti za riznych podminek. V pfipadé R. opacus PD630 doslo in
vivo sice k silnému narustu aktivity promotoru genu sigBr..(K2Z90_RS16460) s faktorem
of (Obr. 31), ale byl zde pozorovan i mirny narast aktivity promotoru v pfitomnosti o".
Muazeme tak fict, Ze prekryv rekogni¢ni specifity faktorti o' a of pro promotor genu sigB je
konzervovany mechanismus globalni stresové odpovédi u skupiny Mycolata.

Za Ucéelem popsani oH-regulonu jsme provedli sekvenovani transkriptomu kmene
R. erythropolis CCM2595 nadprodukujiciho faktor o' z téhoz kmene (gen sigH ve vektoru
pEC-XT99A). Na zakladé znalosti konsenzualni sekvence o"-dependentnich promotoru
C. glutamicum a analyzy vysledkl sekvenovani specifického pro 5° konce transkriptd jsme
identifikovali potencialni c"-dependentni promotory (Tab. 22). Z 53 nadexprimovanych
genu bylo vybrano 10, u jejichz promotort se podafilo identifikovat sekvenéni motivy typické
pro oblast -35 (GGAA) a oblast -10 (GTT) o"-dependentnich promotort C. glutamicum. Jiny
konzervovany motiv nebyl v téchto oblastech 53 genu nalezen. 5 promotorl téchto genl
bylo analyzovano metodou in vivo v této praci (Obr. 26), dalsi pak byly analyzovany
v disertacni praci kolegy Ing. Lukase Plasila. U vSech promotorl analyzovanych v této praci
byla prokazana c"-dependence. Jednalo se o promotory gent kddujicich oxidoreduktazu
rodiny DsbA (O5Y_RS03175), N-acetyltransferazu rodiny GNAT (O5Y_RS06830),
flavin-dependentni oxidoreduktazu tfidy LLM (O5Y_RS07285), F420-dependentni
oxidoreduktazu tfidy PPOX (O5Y_RS71800) a thioredoxin (O5Y_RS15250) (Obr. 26).
V pfipadé prace kolegy Ing.Lukase Plasila se jednalo o promotory genl pro
flavin-dependentni oxidoreduktazu tfidy LLM (O8Y_RS08240), NADP-dependentni
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oxidoreduktazu (O58Y_RS15955), NADH oxidazu (O5Y_RS17335), oxidoreduktazu
(O8Y_RS21305) a aldo/keto reduktazu (O5Y_RS21310). Jsou to produkty genu, u nichz je
znamo, Zze maji ulohu v odpovédi na oxidativni a teplotni stres u C. glutamicum (Ehira et
al., 2009; Kim et al., 2005; Busche et al., 2012). Muzeme tak predpokladat, Ze faktor o™ ma
velmi podobnou ulohu ve stresovych odpovédich u R. erythropolis a C. glutamicum.
Stejnym zplsobem jako analyza transkriptomu kmene R. erythropolis CCM2595
nadprodukujiciho faktor o™ byla provedena analyza transkriptomu kmene R. opacus PD630
kultivovaného v pfitomnosti telluriitanu draselného. Modelovy stresovy podnét o faktorem
byl tak nahrazen skute¢nym stresovym podnétem, v daném pfipadé toxickou slouceninou.
Stejné jako v pfipadé R. erythropolis, také zde jsme patrali po promotorech gent (Tab. 26),
které byly nadexprimovany a jejichz promotory vykazovaly sekvencni charakteristiku
podobnou c"-dependentnim promotordim C. glutamicum (Busche et al., 2023). Sest ze
sedmi takovych promotort vykazovalo oH-dependenci (Obr. 30 a Obr. 31). Jednalo se o
promotory genu pro aldo/ketoreduktazu (promotor P2RS07365r,.), superoxiddismutazu
(promotor P2RS01905r.), transkrip&ni regulator z rodiny AraC (promotor PORS39075 r,.),
faktor o® (promotor P1RS716460r,), adenin C2-metyldzu pro 23S RNA (promotor
P2RS15515r,) a dithiol-disulfidizomerazu (P1RS25935r,.). Kromé toho, Ze faktor o" a
produkty téchto genu hraji prokazatelné ulohu v odpovédi na stres vyvolany slou¢eninou
telluru, tak se pravdépodobné dle povahy enzymu podileji i na odpovédi na oxidativni stres.
Muzeme predpokladat, Ze stres vyvolany toxickymi slouc¢eninami indukuje u R. opacus
odpovéd na oxidativni stres, stejné jako u dalSich rhodokokl (Patek et al., 2021). V
této odpovédi pak hraje duleZitou roli faktor o™ jakoZto globalni regulator stresové odpovédi
(Schroder a Tauch, 2010). Podle sekvenci nalezenych ot-/oE-dependentnich promotoru
(Tab. 26) je zfejmé, Ze zde plati podobné pravidlo rozliseni rekogniéni specifity striktné
o"-dependentnich promotori a o"/of-dependentnich promotort jako u C. glutamicum.
Jediny promotor (P1RS716460kr..), u kterého doslo k rozpoznani faktorem of (Obr. 31), mél
sekvenci GGAAC-N16.1o-GTT. Pravé nukleotid C v pozici -31 v sekvenci promotoru je
zasadni pro rozliSeni mezi o"'- a o"'/oE-dependentnimi promotory C. glutamicum (Busche et
al., 2023). U R. erythropolis méfeni aktivity promotort in vivo podobné vysledky neukazalo,
a proto jsme se rekogni¢ni specifitu o"/oE-dependentnich promotord rozhodli zkoumat

mutagenezi v oblastech -35 a -10.

6.2.4 Prekryv rekognic¢ni specifity faktorti of a o" R. erythropolis
Prekryv rekogni¢ni specifity promotort najdeme u C. glutamicum pfedevsim u genu
spadajicich do of- a o™-regulonti (Busche et al., 2023; Silar et al., 2016). Na molekularni

Urovni jsou tyto prekryvy zplsobeny sekvenéni podobnosti domén o4 a o2 faktorti o™ a of
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a podobnymi konsenzualnimi sekvencemi oblasti -35 a -10 o"- a of-dependentnich
promotor C. glutamicum (Busche et al., 2023). Nakonec se i s pomoci mutacni zamény
aminokyselin v ¢" a homologniho modelovani v kombinaci se simulaci molekularni
dynamiky podafilo odlisit konsenzualni sekvence pro striktné o"-dependentni promotory
(JGGAAt-N16.19-GTT) a pro o''/oF-dependentni promotory (GGAAC-N16.19-GTT)
C. glutamicum (Busche et al., 2023). Ze znalosti téchto sekvenci jsme vychazeli pfi analyze
prekryvu rekogni¢ni specifity u R. erythropolis.

O tom, ze prekryvy rekognicnich specifit faktord o™ a of jsou ¢astym jevem i u
R. erythropolis, jsme se presvédcili v kapitolach 5.2.2 a 5.2.3. Z analyzovanych promotoru
se jako jediny striktni a relativné silny o"-dependentni promotor ukazal promotor genu pro
flavin-dependentni oxidoreduktazu tfidy LLM (promotor P1RS07285r..) se sekvencemi -35
GGAAA a -10 GTT (Obr. 26C). Striktni of-dependentni promotor se v podstaté najit
nepodairilo. Této predstavé se vSak alespon pfiblizil promotor genu faktoru skupiny 2 sigB
(P1sigBre) (Obr. 24A) se sekvencemi -35 GGAAC a -10 GTT. Zaména nukleotidu -31
GGAAC — GGAAA promotoru P1sigBre. méla zplsobit, Ze se z tohoto
0Fre-dependentniho promotoru stane o"g.-dependentni promotor. U zamény nukleotidu
-31 GGAAA — GGAAC promotoru P1RS07285r. se naopak predpokladalo, ze ze
striktniho o"re-dependentniho promotoru se stane promotor s alesporn ¢&aste¢nou
oFre-dependenci. K podrobnéjsimu vysvétleni interakci, které se projevily pfi méfenich
aktivit mutantnich variant promotort, nam pomohlo homologni modelovani a simulace
molekularni dynamiky (Dr. Ivan Barvik). Jako vzor byla pouzita cryoEM struktura s kodem
6JBQ (Fang et al., 2019), ktera zachycuje komplex E. coli RNAP (véetné podjednotky of).
Na zakladé strukturni podobnosti se podafilo vytvofit model, ktery znazorfiuje interakci

faktorti o' a of R. erythropolis s promotorem (Obr. 37).

Obrazek 37. Homologni modely domén o podjednotek A) of R. erythropolis, B) o"
R. erythropolis rozpoznavajicich oblasti -10 a -35 promotor(i zobrazené v komplexu
s transkrip€ni bublinou: templatova DNA (bledémodra), netemplatova DNA (bronzova), RNA
(Cervend), of (zluta), ot (zelena).
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P1sigBre ma v oblastech -35 a -10 sekvence GGAAC a CGTT, které odpovidaji
konsenzualnim sekvencim nalezenym u of C. glutamicum (Tab. 18). V souladu s tim ho
ucinné rozpoznava of R. erythropolis (Obr.27A). Jistou zbytkovou aktivitu o R. erythropolis
jsme ale pozorovali i u vSech tfi -31 mutantl P1sigBr.. (Obr. 27B, C, D). Zfejmé na tom ma
podil T_3 netemplatového vliakna promotoru, diky némuz muze postranni fetézec klicového
argininu R2?" faktoru of vzdy vytvaret alespori stabilizujici vodikovou vazbu
s A3 templatového viakna promotoru.

Faktor o™ dle ocekavani zpusobil narust aktivity u mutantni varianty PsigBre T-31
(27D), u které vysledna sekvence GGAAT (Tab. 25) odpovidala konsenzualni sekvenci
o"-dependentnich promotor(i u C. glutamicum, ale i u mutantni varianty PsigBreA.31
(Obr. 27C), kde postranni fetézec kliGového methioninu M2 interagoval s T.31
templatového viakna DNA. Zfejmé pak vznikaji stabilizujici hydrofobni interakce mezi
terminalni metylovou skupinou z postranniho fetézce M?'® a metylovou skupinou z baze
Tan.

Vazebnou preferenci pro Asr a Taq projevil faktor o™ i v plvodnim promotoru
P1RS07285r¢. (Obr. 28A) a jeho mutantni varianté P1RS07285r. T-31 (Obr. 28D). Faktor
of zase naopak prokazal vazebnou preferenci v mutantnich variantach P1RS07285x . G-31
a P1RS07285r¢C.31 (Obr. 28B,C). Zajimaveé je, Ze v téchto mutantnich variantach byla
aktivita v pfitomnosti of vysoka i bez indukce exprese genu sigE. | pies to, Ze se
predpoklada, ze inducibilni promotor Ptrc vektoru pEC-XT99A nema bez indukce témér
zadnou aktivitu (Kirchner a Tauch, 2003), muze dochazet ke slabé expresi bez pfidani
IPTG. Mohla tak nastat situace, Ze interakce prostfednictvim vodikovych mustk( mezi G-z
(at uz na templatovém nebo netemplatovém vlakné) a R?' byla tak silna, Ze slaba exprese
stacila k tomu, aby doSlo k velkému narlstu aktivity promotoru i bez indukce.

Kdybychom vzali v uvahu vysledky mutageneze a jejich interpretaci s pomoci
homologniho modelovani, vyslo by nam, Ze konsenzualni sekvence pro o"-dependentni
promotor R. erythropolis je tvofena -35 GGAA*r a -10 GTT a Ze konsenzualni sekvence
pro ot-dependentni promotor je tvofena GGAA®/s (oblast -35) a GTT (oblast -10). Nutno
v8ak poznamenat, Ze tyto sekvence stale nevylu€uji moznost, Ze promotor bude rozpoznan
obéma faktory v komplexu s RNAP. Lze dedukovat, Ze pro of-dependentni promotory
C. glutamicum (Busche et al., 2023) a R. erythropolis je spole¢né, ze C v pozici -31
determinuje rozpoznani faktorem of. Tuto sekvenéni charakteristiku ale splfioval i promotor
P2sigHre. (Tab. 18), a pfesto analyza in vivo (24D) a in vitro (25D) neprokazala jeho
of-dependenci. Kromé& sekvence oblasti -35 a -10 bychom tedy neméli opomijet okolni
sekvence, které mohou mit vliv na interakci promotoru a o faktort R. erythropolis. Zejména
je to oblast mezerniku, ktera obsahuje vice GC parli, coz mize mit vliv na iniciaci

transkripce. Cestou pro definitivni charakterizaci rekogniéni specifity faktorll of/c"
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R. erythropolis a jejich prekryvl je hledani dalSich promotord a provadéni bodovych mutaci

v rliznych oblastech promotor(, pfipadné mutageneze v o faktorech.

6.3 Porovnani transkrip¢énich regulacénich siti
Fizenych o faktory C. glutamicum a

R. erythropolis

Regulace genové exprese je komplexni proces, ktery umoziiuje bakteriim reagovat
na zmény vnitiniho a vnéjSiho prostredi buriky. Exprese genu muze byt ovliviiovana na
transkripni, translacni ¢&i posttranslacni drovni. S pfibyvajicimi znalostmi v oboru
mikrobiologie je vice nez zfejmeé, Ze tyto Urovné jsou propojené a samotné studium
veskerych typu regulaci vyzaduje propojeni jak experimentalnich biologickych metod in vitro
a in vivo, tak bioinformatickych metod a matematického modelovani in silico. Poznatky
zahrnujici regulaci genové exprese tvofi dllezity podklad pro studium virulence, ristu,
mnozeni, mezibunééné komunikace, evoluénich vztahl a stresovych odpovédi
mikroorganismu. PFikladem aplikace téchto poznatku je tvorba a cileni u€inku novych |éCiv
Ci vyuZiti v biotechnologiich.

Tvorba regulaénich siti fizenych o faktory C. glutamicum a R. erythropolis je
komplikovany proces, béhem kterého jsme museli experimentalné ziskana data in vitro/in
vivo zpracovavat a porovnavat bioinformatickymi postupy. | pfes to, Zze tyto bakterie jsou
povazovany za pfibuzné, je nutné zminit, Ze pocet jejich o faktor se vyrazné lisi. Zatimco
kmen C. glutamicum ma pouze 7 o faktorl a zadny z nich nepatfi do skupiny 3, tak
R. erythropolis ma nejméné 21 genl kddujicich o faktory a jsou mezi nimi zastoupeny
vSechny 4 skupiny (databaze MiST 4.0). Tato skuteCnost spolu s rozdilnou velikosti
bakterialnich genom C. glutamicum ATCC 13032 (pfiblizné 3,3 Mbp) (Kalinowski et al.,
2003) a R. erythropolis CCM2595 (pfiblizné 6,3 Mbp) (Strnad et al., 2014) naznaduiji, ze
regulaéni mechanismy genové exprese u R. erythropolis budou daleko slozZit&jsi nez u
C. glutamicum a uplné rozlusténi vztaht mezi vSemi o faktory v ramci transkrip&ni regulacni
sité je zalezitosti dlouhodobych studii. Nami sestavena regulacni sit zahrnuje vztahy mezi
zakladnimi o faktory, které se nam podafilo experimentalné potvrdit nebo pfedpovédét na

zakladé bioinformatické analyzy (Obr. 38).
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Obrazek 38. Modely regulaénich siti C. glutamicum ATCC 13032 a R. erythropolis CCM2595
zalozené na bioinformatickych analyzach sekvenci genomu a experimentalné ziskanych
datech. Pomoci Sipek jsou zvyraznény pozitivni regulace (o faktor ucastnici se transkripce jiného
sig genu) a dvojita ¢ara bez Sipek znaci negativni posttranslacni regulaci aktivity o faktord pomoci
anti-o faktora.

Faktory skupiny 1 (vegetativni faktory) jsou pfitomny u vSech bakterii a podili se na
expresi housekeeping genu, které bunka potfebuje pro zakladni metabolismus a
exponencialni rist. Bez téchto faktorl nemuze bakterialni burika pfezit a tak neni mozné
ani vytvorit deleéni kmeny postradajici pfislusny gen sig (Paget a Helmann, 2003). Tuto
skupinu v kmenech C. glutamicum ATCC 13032 i R. erythropolis CCM2595 tvofi jediny
zastupce, a to o®. Méfeni aktivity o”*-dependentnich promotori ve dvouplazmidovych
kmenech C. glutamicum je velice komplikované kvuli tomu, Ze vysoka hladina faktoru o*
bé&hem celé doby kultivace zpusobuje vysokou aktivitu promotoru a jeho nadprodukce nema
vétSinou na hodnoty aktivity vliv. Proto jsou zde téméf veskeré experimentalni vysledky
ziskané detekci aktivity pomoci transkripce in vitro, pfi které je mozné porovnat reakci, kdy
je pFitomen faktor o*, s reakci, pfi které je naopak nepfitomen (Holatko et al., 2012). Pro
faktor o* C. glutamicum bylo prokazano, Ze pozitivné reguluje expresi véech sig gent (a to
véetné vlastniho) s vyjimkou genl sigB a sigM (Obr. 38) (Pfeifer-Sancar et al., 2013;
Taniguchi a Wendisch, 2015; Toyoda a Inui, 2016a). Kromé& toho, Ze je gen sigA
C. glutamicum autoregulovan, je jeho exprese spusténa i ze o"-dependentniho promotoru
(Obr. 38) (Toyoda et al., 2015). Prihlédneme-li k tomu, Ze mnohé c"- a oF-dependentni
promotory C. glutamicum vykazuji pfekryv rekogni¢ni specifity o faktord (Busche et al.,
2023), nelze vyloudit, Ze tento promotor je i of-dependentni. Faktor o* R. erythropolis
CCM2595 sdili fadu charakteristik s pfibuznym o* v C. glutamicum. Pfedpokladali jsme, Ze
R. erythropolis ma stejnou konsenzudlni sekvenci pro oblasti -35 (ttgnca) a -10 (TAnnnT)
o”-dependentnich promotort jako C. glutamicum (Pfeifer-Sancar et al., 2013). Pro v§echny
studované sig geny R. erythropolis jsme nalezli v sekvenci genomu vegetativni promotor

Obr. 23). Wyjimkou byl stejné jako v ptipadé C. glutamicum faktor oB. Na rozdil od
( Yi yl stejné j pFip g
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C. glutamicum se vSak nepodafilo nalézt zadny ECF-dependentni promotor, ktery by byl
schopny iniciovat expresi genu sigA R. erythropolis. Pro o* C. glutamicum i R. erythropolis
plati, Ze pozitivné reguluji expresi genli pro ECF faktory. Jedna se tak pravdépodobné o
mechanismus, ktery umozZnuje obéma zastupcum rychle reagovat na nahlou zménu
podminek. Diky tomu, Ze exprese sig gent ECF faktord probiha i za nestresovych
podminek, je burika v pfipadé stresu ihned pfipravena spustit expresi genl potfebnych pro
patficnou odpovéd.

Skupina 2 rodiny 6’° zahrnuje faktory, které hraji roli béhem odpovédi na stresy
spojené zejména s prechodem do stacionarni faze rustu. Oba mikroorganismy disponuiji
jedinym zastupcem této skupiny, a to o®. U C. glutamicum tento faktor rozpoznava stejnou
sekvenci jako vegetativni faktor o* (Obr. 38). Tim padem transkripce in vitro poskytuje pfi
analyze téhoz promotoru transkript jak pfi reakci se o*, tak se o® (Silar et al., 2016). Ani
v jedné ze dvou srovnavanych bakterii neni sigB autoregulovan, ale je transkribovan diky
o"/oE-dependentnimu promotoru. Tato interakce byla experimentalné prokazana nejen u
C. glutamicum (Dostalova et al., 2017; Holatko et al., 2012) a Rhodococcus erythropolis
(Obr. 24A, Obr. 25A), ale i u R. opacus (Obr. 31). Jedna se tedy o velmi konzervovanou
regulaéni interakci, kterou se burika pfizplsobuje stresu a spousti prostiednictvim o"/of
expresi sigB, aby mohl faktor a® prevzit roli faktoru o* b&hem stacionarni faze.

Skupina 4 (ECF faktory) zahrnuje nejvice o faktort u C. glutamicum. U vSech genu
sig ECF faktortl C. glutamicum s vyjimkou sigM (Obr. 38) byl nalezen vegetativni promotor
(Pfeifer-Sancar et al., 2013; Taniguchi a Wendisch, 2015; Toyoda a Inui, 2016a). Aktivita
faktorti o, of a 6" C. glutamicum je posttransla¢né regulovana anti-o faktory (Busche et
al., 2012; Park et al., 2008; Toyoda a Inui, 2018). Za nestresovych podminek se spousti
exprese ECF sig genu zasluhou faktoru o”. Je mozné, Ze z téhoz promotoru se spousti i
transkripce s nastavajici stacionarni fazi ristu nebo za obecnych stresovych podminek diky
o8. ECF faktor pak umoziiuje transkripci genu pro anti-o faktor. Jedna se o mechanismus
negativni zpétné vazby, kdy anti-o posttransla¢né inhibuje aktivitu ECF faktoru (Paget et
al., 2015). Pokud vSak dojde ke stresovému impulsu, dochazi k uvolnéni ECF faktoru
z inhibi¢ni vazby s anti-o faktorem (Flynn et al., 2004; Li et al., 2003; Hecker et al., 2007).
Exprese genu faktoru oV C. glutamicum neni spousténa prostiednictvim vegetativniho
promotoru a ani zde neni negativni zpétna vazba zprostfedkovana anti-o faktorem. Exprese
sigM genu je pozitivné regulovana faktorem o (Nakunst et al., 2007), coz odrazi prekryv
rekognicni specifity faktord oM a o™ a jejich koordinovanou regulaci (Obr. 34). Stejné jako
vétSina genl pro sig ECF faktory C. glutamicum jsou i geny pro ECF faktory R. erythropolis
pozitivné regulovany faktory o*/a® (Obr. 23). Pomoci metod in vivo/in vitro se nam podafilo
prokazat, Zze geny ECF faktort sigD (Obr. 24B a 25B) sigE (Obr. 24C) a sigH (24D a 25D)

R. erythropolis jsou autoregulovany, coz nebylo prokazano u zadného genu ECF faktoru
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C. glutamicum. Autoregulaci jsme prokazali i u sigD pfibuzné bakterie R. opacus (Obr.
29A). Ktakové autoregulaci dochazi b&éhem aktivace stresové odpovédi na pfitomnost
telluriitanu draselného (viz kapitola 5.2.5). DalSim rozdilem, ktery jsme nalezli pomoci in
vivo/in vitro metod, je, Ze exprese genu SigE R. erythropolis je umoznéna promotorem, u
kterého je prekryv rekogniéni specifity dan faktory ot a of (Obr. 24C). Jak se ukazalo i
v dal$ich experimentech této prace, hraje prekryv regulonti o a of zfejmé vyznamné;si roli
ve stresovych odpovédich R. erythropolis nez C. glutamicum. U C. glutamicum byla
prokazana negativni zpétnovazebna regulace genu sigD (Toyoda a Inui, 2018), sigE (Park
et al., 2008) a sigH (Busche et al., 2012) pomoci anti-o faktoru. V genomu R. erythropolis
byly nalezeny geny pro faktory anti-a®, anti-o, anti-oX a anti-c"™ (nepublikované vysledky
laboratore), avdak zpusob regulace nebyl prozkouman. ECF faktory €, o a o se vyskytuji
u R. erythropolis, ale ne u C. glutamicum.

U R. erythropolis bylo identifikovano jesté dalSich 13 o faktord, mezi které patfi i o©

ze skupiny 3. Ty vSak nebyly zatim studovany.

6.4 Hierarchie, modularita a integrace stresovych
regulonti C. glutamicum a R. erythropolis

o faktory RNAP zajistuji rozpoznani promotoru RNAP, jeji interakci s DNA a vznik
transkrip&ni bubliny pfi iniciaci transkripce. Existence riznych druht o faktoru pfispiva ke
schopnosti buriky efektivné ménit expresi genl v zavislosti na podminkach, ve kterych se
v danou chvili bakterie vyskytuje. Pfi odpovédich na stresové impulzy se uplatriuji zejména
faktory skupiny 4 (ECF faktory) (Staron et al., 2009). Bakterie vyuZivané v biotechnologiich
pfi nadprodukci cennych organickych latek (napf. C. glutamicum) nebo pfi degradaci
toxickych latek v prostfedi (napf. R. erythropolis) se v biotechnologickych procesech
setkavaji s fadou stresl. Proto byla v této praci pozornost soustfedéna na uplatnéni o
faktor( a pfisluSnych regulonl (sigmulona).

Sigmulony tvofi samostatné skupiny gend, jejichz koordinatorem je jejich fidici o
faktor RNAP. Optimalni funkce bakterialnich bunék v riznych podminkach je zajistovana
regulacnimi sitémi, které obsahuji hierarchické, modularni a integrativni prvky.
U sigmulonu, jako zvlastni skupiny regulon, je otazkou, jak moc jsou funkce téchto skupin
genu uspofadany hierarchicky, modularné nebo integrativné.

Bacillus subtillis byl jednim z prvnich bakterialnich modelU, u nichz byly funkce o
faktor( studovany. Sledovani funkci o faktorl se zaméfilo na prabéh sporulace, protoze se
jedna o pozoruhodny a velmi sloZity proces, do néhoz se zapojuje nékolik o faktora.
Koordinace funkci o faktort a pfisluSnych proteinu byla popsana jako kaskada (Errington,

2003). Sporulace zac¢ina produkci proteinu SpollR, ktera je fizena faktorem of. Dale
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nasleduje spusténi funkce faktoru of. V navazujicich procesech se aktivuje faktor o®, jehoz
aktivitou vznika mechanismus zajistujici proteolytickou aktivaci o (Serrano et al., 2015).
Kromé hierarchické aktivace jednotlivych o faktord se uplatriuje i funkéni propojeni faktor(
a jejich produktt (De Hoon et al., 2010).

Z publikace zabyvajici se problematikou o regulond gramnegativniho
oportunistického patogenu Pseudomonas aeruginosa vyplyva, Zze o regulony jsou velmi
specifické a utvafi moduly (Schulz et al., 2015). Modul tvofi skupina genli a o faktor
zprostfedkovavajici jejich expresi. Exprese dané skupiny genu je tak pozitivné regulovana
pouze jednim konkrétnim o faktorem a nedochazi k prekryvu regulonll. Hypotézou je, ze
P. aeruginosa se tak diky modularni expresi muze rychle adaptovat na rlizna Zivotni
prostiedi (lidsky hostitel, voda ¢i pada) (Binder et al., 2016).

| pfesto, ze tento zpusob strikini regulace mize do jisté miry platit u P. aeruginosa,
tak u fady bakterialnich druhd, napfiklad u E. coli (Cho et al., 2014), B. subtilis (Luo a
Helmann, 2009), C. crescentus (Alvarez-Martinez et al., 2007), L. monocytogenes
(Chaturongakul et al., 2011) &i M. tuberculosis (Dainese et al., 2006; Manganelli et al., 2002,
2001) se regulony o faktorl mohou prekryvat. Experimentalni data ziskana v nasi laboratofi
ukazuji, ze prekryvy o regulont jsou ¢astym jevem i u korynebakterii a rhodokoku.

Prekryvy regulond mohou nastat nasledkem dvou situaci: A) transkripce nékterych
genu je fizena ze dvou a vice promotord, z nichz kazdy je rozpoznavan jinym o faktorem,
B) promotory nékterych genl jsou alternativné rozpoznavany dvéma ¢i vice rlznymi o
faktory (Cho et al., 2014).

Geny, jejichz exprese je iniciovana ze dvou nebo vice promotory s rGznou
dependenci, se v genomech C. glutamicum a R. erythropolis vyskytuji ¢asto. Obvykle jde o
geny, které maiji jeden promotor ECF-dependentni a dal$i vegetativni ”*/aB-dependentni.
Prikladem jsou geny C. glutamicum, které dle této definice spadaiji jak do aP-regulonu, tak
i do o*/oB-regulonu. Jsou to napfiklad geny kddujici korynomykolyltransferazu (cmt2;
Obr. 39A), L,D-transpeptidazu (IppS) ¢i dihydrolipoamid dehydrogenazu (/pd) (Dostalova et
al., 2019). Pfredpoklada se, Ze 0*/oB-dependentni promotor umozriuje bazalni expresi genu
béhem exponencialni (pfipadné pocatku stacionarni) faze ristu, zatimco stresovy promotor
se uplatni pfedevsim v odpovédi na stres. Podle naSich poznatkd dokonce tato kombinace
u stresovych genu C. glutamicum prevaZzuje.

Nékteré geny, které se ucastni stresovych opovédi, maji dva samostatné promotory,
z nichZ kazdy je rozpoznavan jinym ECF o faktorem. Pfikladem muaze byt gen pro Acyl-CoA
syntetazu, ktery je transkribovan prostfednictvim dvou promotord, z nichz jeden je
oP-dependentni a druhy o™-dependentni (Dostalova et al., 2019). Pfi hledani promotorud sig
genu R. erythropolis CCM2595 se nam podaifilo identifikovat sekvence, ve kterych dva

rizné promotory zajistuji transkripci jednoho genu (Obr. 23). Takové sekvence se nachazi
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pfed geny sigDre. (0”/08- a oP-dependentni promotor; Obr. 39B), sigEr. (0*/0B- a
o"/oF-dependentni promotor), sigHg. (0*/0%- a c"/of-dependentni promotor) a sigJre.
(0*/aB- a o"/oF-dependentni promotor). MiiZeme predpokladat, Ze prekryv vegetativnich a
stresovych regulont opét zajiStuje, aby alespon slaba transkripce stresovych genu
probihala i za nestresovych podminek. Bakterialni burnka si tak mize zajistit vétsi Sanci
preZiti za rychlé zmény podminek (pfitomnost stresoru, poskozeni bunééné stény, zména

teploty, osmoticky Sok).

] &

P2 cmit2

B (o
j:>_1{>> sigDre

Obrazek 39. Regulace exprese genu C. glutamicum a R. erythropolis pomoci dvou promotort
s riiznou dependenci A) gen cmt2 C. glutamicum B) gen sigD R. erythropolis. Cernou $ipkou
je zvyraznén zadatek translace. Cerna &ara znazorfiuje oblast pred translatovanou oblasti.
Promotory oznadené P1 a P2 jsou znazornény bilou a Sedou Sipkou. Nad Sipkami jsou dle
odpovidajiciho promotoru umistény faktory o* (zelené), o (Zluté) a oP (rizové).

Nesmime vSak zapomenout, Zze o faktory nejsou zdaleka jediné proteinové
transkrip&ni regulatory u C. glutamicum a R. erythropolis a sekvence promotord mohou
vazat i dalSi regulatory, které funguji jako aktivatory/represory transkripce béhem stresoveé
odpovédi (Schroder a Tauch, 2010). To je dokonce velmi Casté a regulace stresovych
regulond DNA-vazebnymi regulatory je bézna. Prfikladem je proteinovy regulator z rodiny
MarR, ktery aktivuje expresi genl podilejicich se na remodelaci bunétné stény
v C. glutamicum (Hunnefeld et al., 2019). U nékterych genu stresovych odpovédi byla
prokazana iniciace transkripce z vegetativnich (o”/oB-dependentnich) promotorti a
regulace jejich exprese DNA-vazebnymi regulatory. To se tyka napf. genu pro chaperony
groES a groEL2 z C. glutamicum, jejichz expresi ovladaji proteinové regulatory
prostfednictvim vazebnych motivi CIRCE a HAIR (Barreiro et al., 2013). Podobné geny
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kodujici enzymy pro degradaci fenolu z R. erythropolis jsou transkribovany z vegetativnich
promotorl a gen pro klicovy enzym (fenolhydroxylazu) je aktivovan AraC regulatorem
(Sz6kal et al., 2014).

S pfihlédnutim k nemalému poctu genl kédujicich DNA-vazebné regulatory nebo
dvouslozkové systémy v genomech C. glutamicum ATCC 13032 (cca 144 genl) a
R. erythropolis CCM2595 (cca 600 genu) Ize pfedpokladat, ze dalSi studie tykajici se téchto
regulatord nam dale osvétli jejich funkci v regulaci stresové odpoveédi.

Tato prace byla zaméfena predevSsim na prekryvy stresovych o regulonu
korynebakterii a rhodokoku, které jsou zpusobeny tim, Ze u nékterych promotort dochazi
k pfekryvu rekogniéni specifity, tj. jsou rozpoznavany dvéma nebo vice raznymi ECF faktory
(Obr. 40). Podle vysledku analyzy o faktor( a promotort C. glutamicum a R. erythropolis
muazeme fict, ze tato charakteristika plati zejména pro fadu promotort gen(l spadajicich do
o"- a of-regulon(i. Pfekryvy rekogni¢ni specifity a"/ot C. glutamicum plati pro promotory
genu pro chaperony (dnaK, dnaJ2), transkrip&ni regulator exprese proteaz (clgR), faktor o®
(Obr. 40A) &i anti-o faktor oF (cseE) (Busche et al., 2023; Dostalova et al., 2017; Silar et al.,
2016). Celkoveé je mnozstvi oE-dependentnich promotoru ve srovnani se o"-dependentnimi
promotory C. glutamicum malé a pokud se takovy promotor podafilo nalézt, zatim vzdy bylo
zjisténo, Ze je jak of-, tak i o"-dependentni. Predikci komplikuje i velmi podobna ¢i totoZna
konsenzualni sekvence pro oblasti -35 a -10 promotoru. V publikaci nasi laboratofe vzeslé
ze spoluprace s pracovistém na Univerzité v Bielefeldu se diky podrobné analyze aktivity
promotorl in vivo/in vitro a pouziti homologniho modelovani se simulaci molekularni
dynamiky podairilo odliit konsenzudlni sekvence pro o"-dependentni a o"'/ot-dependentni
promotory (Busche et al., 2023). Z odliSenych konsenzualnich sekvenci pro kliCové oblasti
o"'/ot-dependentni promotord (GGAAC-N16.19-GTT) a o'-dependentnich promotor
(9GGAAt-N16.190-GTT) jsme vychazeli pfi analyze prekryvu rekogni¢ni specifity u
R. erythropolis.
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Obrazek 40. Regulace exprese genu C. glutamicum a R. erythropolis pomoci jednoho
promotoru, pro ktery vykazuji dva ECF faktory prekryv rekogni¢ni specifity A) gen sigB
C. glutamicum B) gen O5Y_RS11800 R. erythropolis. Cernou Sipkou je zvyraznén zadatek
translace. Cerna &ara znazorfiuje oblast pfed translatovanou oblasti. Promotory jsou znazornény
bilou Sipkou a nad Sipkou jsou umistény faktory of (modie) a ot (Cervené) vykazujici prekryv
rekognicni specifity.

Z vysledkl (kapitoly 5.2.2 a 5.2.3) je jasné, Ze prekryvy rekogni¢ni specifity pro
o"/oE-dependentni promotory R. erythropolis jsou daleko ¢astéj$im jevem, nez je tomu u
C. glutamicum. Ukazuje se totiz, Ze v pfipadé R. erythropolis je daleko téz§i najit Cisté
o"-dependentni promotor (v této praci pouze promotory P2sigH, P1RS06830r. a
P1RS07285r.) nez o'/aE-dependentni promotory. P¥i in vivo analyze se nejvice striktnimu
of-dependentnimu promotoru pfiblizoval promotor P1sigBg.e (Obr. 24A), u néhoz se ale pfi
analyze transkripci in vitro ukazalo, Ze i tento promotor maze byt za urcitych podminek
o'/ot-dependentni (Obr. 25A). Promotor téhoZz genu (PsigBcg) C. glutamicum byl
o'/oE-dependentni jak podle in vivo, tak in vitro analyz (Dostélova et al., 2017). Je tfeba si
uvédomit, Ze oba systémy pro stanoveni aktivity promotort R. erythropolis in vivo a in vitro
jsou heterologni (jadro RNAP je z C. glutamicum) a drobné rozdily mohou zpUsobit
ponékud odliSné interakce, nez by nastaly v homolognim systému R. erythropolis. Pokud
porovname sekvence veSkerych promotoru R. erythropolis CCM2595, u kterych jsme v této
praci prokazali prekryv rekogni¢nich specifit faktord c"/of, vyjdou nam konsenzualni
sekvence pro oblast -35 GGAAc a pro oblast -10 GTT, tedy velmi podobné tém u
C. glutamicum (Busche et al., 2023). Pokud bychom pfihlédli k promotordm, které byly
rozpoznany faktory o", ale interakce se of nebyla vylou¢ena, tak konsenzualni sekvence
pro oblast -35 je GGAAt nebo GGAAC/a a pro oblast -10 je GTT. Tyto sekvence jsou tedy
velmi podobné tém u C. glutamicum a poukazuji na vysokou konzervovanost ECF faktor(

o™ a of, a tedy i jimi rozpoznavanych promotor(.
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Uloha faktor(i o a o' C. glutamicum spog&iva v expresi gentl uplatfiujicich se b&hem
odpovédi na oxidativni, teplotni nebo povrchovy stres (Park et al., 2008; Ehira et al., 2009;
Kim et al., 2005). Podle pirehledu gent, které byly indukovany nadprodukci faktoru o™
v bakterialnim kmenu R. erythropolis CCM2595 a u kterych jsme byli schopni identifikovat
o"- nebo o"/oE-dependentni promotory (Tab. 22), mizeme predpokladat stejnou uGlohu
faktor of a o u R. erythropolis jako u C. glutamicum. Geny C. glutamicum a
R. erythropoilis, jejichz promotory vykazovaly piekryv rekogniéni specifity faktord of a o™,
jsou Gasto chaperony, regulatory exprese genl pro protedzy (Silar et al, 2016) &i
oxidoreduktazy (tato prace). Jedna se tedy o geny, které se mohou uplatfiovat béhem
povrchového, oxidativniho i teplotniho stresu.

Pokud naSe experimentalné ziskana data dame do souvislosti s biotechnologickym
a antistresovym potencialem rhodokokd, zjistime, Zze nami sledované prekryvy regulond
mohou byt ucinnym mechanismem adaptace burky na stresovou odpovéd. U bakterii rodu
Rhodococcus byl béhem stresovych situaci pozorovan jev, kterému se fika zkfizena
ochrana (crossprotection) (Patek et al., 2021). Jedna se o situaci, kdy fada strest vzajemné
ovliviiuje rizné stresové odpovédi a burika reaguje prostfednictvim mechanismu, které ji
po vyvolani urcitého stresu chrani i pfed dusledky dalSich stres. Pfikladem je
mechanismus adaptace bunék R. opacus na vysychani, ktera mu umozni reagovat i na
osmoticky stres a hladovéni (Alvarez et al., 2004). Navic se ukazuje, Ze znamé stresory u
rhodokokU, at uz je to teplotni Sok (Ekpanyaskun, 2006), toxické kovy (Cappelletti et al.,
2016), chladovy Sok (Raymond-Bouchard et al., 2018) ¢i organické latky (De Carvalho,
2010), vyvolavaji v kone¢ném dusledku oxidativni stres a s nim spojenou pfisluSnou
odpovéd (Patek et al., 2021). V této disertaéni praci bylo také zjisténo, Ze mezi geny, které
byly nadexprimovany béhem kultivace kmene R. opacus PD630 v pfitomnosti telluri¢itanu
draselného, byly nalezeny geny, jejichz produkty (aldo/ketoreduktaza, superoxiddismutaza
¢i dithiol-disulfidizomerazu) se uc€astni odpovédi na oxidativni stres. Méfenim aktivity
promotor( téchto genl in vivo (Obr. 30) se i potvrdilo, Ze spadaji do o"-regulonu, pro ktery
je typicka odpovéd na oxidativni a teplotni stres. VSechny tyto informace ukazuiji, Ze pokud
dochazi u bakterii ke kombinovanym stresum (napf. v kontaminovanych prostfedich, vlivem
stresu osmotického, teplotniho a stresu pfi zméné pH ¢i vlivem toxickych organickych a
anorganickych latek), potom v dusledku dochazi i k pfekryvu funkci stresovych regulon(, a
to zejména u regulont o faktoru, které se ucCastni odpovédi na oxidativni, teplotni i
povrchovy stres a chemostres. ProtoZe se bakterie rodd Corynebacterium a Rhodococcus
béhem biotechnologickych procesl C¢asto dostavaji do stresovych podminek, je
pravdépodobné, Ze bude i nadale rust zajem o praktické vyuziti ochrany pred stresy a budou

pfibyvat poznatky tykajici se prekryvu jejich stresovych regulona.
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7 Souhrn

Tématem prace je regulace transkripce u bakterii rodt Corynebacterium a Rhodococcus
prostfednictvim sigma (o) faktord RNA polymerazy pfi odpovédich na riizné stresové
podminky.

V centru zajmu byly skupiny genu (regulony) fizené o faktory stresovych odpovédi (ECF)
a jejich koordinovana exprese. Odhalili jsme komplikovanou regulaci, pfi niz se dva &i
vice o faktor(l u€astni transkripce stejnych skupin gent. Prekryv (overlap) o regulont je
zpusoben pfitomnosti dvou nebo vice promotort, které iniciuji transkripci téhoz genu,
nebo promotorem, ktery je rozeznavan dvéma a vice o faktory. Tato promiskuita
promotoru zavisi na rekogni¢ni specifité o faktora.

Vyuzivali jsme metody globalni analyzy (sekvenovani transkriptomu), testovani
transkripce a funkce jednotlivych genu a jejich promotorli (metody in vivo s vyuzitim
plazmidovych konstruktd a in vitro transkripce), cilené mutageneze a pocitacové analyzy
(in silico; homologni modelovani a simulace molekularni dynamiky).

Vysledky u Corynebacterium glutamicum:

1) Popsali jsme piekryv regulonti faktorti a® a 6" u C. glutamicum a zjistili jeho pficiny.
Identifikovali jsme kliové interakce aminokyselina-nukleotid faktord o® a ™ s oblasti -35
promotord.

2) Definovali jsme prekryv of- of- a oM-regulonti C. glutamicum. Mutagenezi jsme
potvrdili konsensualni sekvenci oM-dependentnich promotort. Postupy in silico jsme
identifikovali rozdily v interakcich o, of a o s promotory na Grovni aminokyselina-
nukleotid.

Vysledky u Rhodococcus erythropolis a Rhodococcus opacus:

1) Nalezli jsme aP-, of- a o"-dependentni promotory a geny R. erythropolis. UrGili jsme
konsenzualni sekvence oP-, o"-, o'/of-dependentnich promotorl R. opacus a
R. erythropolis.

2) Na zakladé analyzovanych promotor(i a genll jsme nalezli funkce faktort oP pfi
stresovych odpovédich (integrita bunécné stény) a o"/oF pfi odpovédi na oxidativni a
teplotni stres u R. erythropolis a R. opacus.

3) Prokazali jsme ulohu faktort oP, of a o™ béhem odpovédi na stres vyvolany
telluriCitanem draselnym.

4) S vyuzitim mutageneze jsme nalezli ziejmy piekryv regulont 6"/oF u R. erythropolis.

5) Ziskali jsme ucelenou pFedstavu o zékladni regulaéni siti o faktord R. erythropolis a

porovnali ji s regulaéni siti C. glutamicum.
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