Abstrakt

Bakterie rodu Rhodococcus a Corynebacterium jsou biotechnologicky vyznamné
mikroorganismy. Prace se zabyva analyzou funkci sigma (o) faktorl RNA polymerazy pfi
regulaci exprese genu u téchto bakterii. V genomu C. glutamicum se nachazi 7 genl
kodujicich faktory: o?, oB, o, aP, of, o' a oM. S vyjimkou faktoru o™ byly tyto faktory a jejich
funkce dobfe popsany. Genom R. erythropolis kéduje 21 pfedpokladanych genu pro o faktory,
ale zadny nebyl doposud hloubgji studovan. To plati i pro pfibuznou, také biotechnologicky
vyznamnou, bakterii R. opacus. Skupina genu, jejiz exprese je zprostiedkovana jednim o
faktorem, se nazyva o regulon. Prekryvy o regulonu jsou dany hlavné prekryvem rekogniéni
specifity o faktor(, kdy dva nebo vice o faktor(i rozpoznava stejny promotor. Tato prace byla
zaméfena 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). Pfekryv o® a "-regulond 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) c/o"-dependentniho promotoru
Pcg0668 jsme vytvofili mutantni varianty analyzované pomoci in vivo a in silico metod. Nalezli
jsme duvod prekryvu rekogni¢ni specifity faktort ot/o™ pro promotor Pcg0668 (Y'°' faktoru
o"-G.21 promotoru, robustnost faktoru o™ v blizkosti aktivniho centra RNA polymerazy). S
vyuzitim metod in vivo a in vifro se nam podafilo stanovit konsenzualni sekvence
oP-dependentnich promotord (GTAAC pro -35 a GAT pro -10 oblast), o5- a "-dependentnich
promotori (GGAAA/r pro -35 a GTT pro -10 oblast) R. erythropolis a R. opacus. Byla
charakterizovana funkce o® (integrita buné&c¢né stény, odpovéd na pfitomnost slouéenin telluru)
a o"/of (odpovéd na oxidativni a teplotni stres a na toxické pusobeni slouéenin telluru)
rhodokok(. Byl prokazan a popsan piekryv o"'/at-regulonti u R. erythropolis. U C. glutamicum
a casteCné i u R. erythropolis a R. opacus byla popsana vysoce integrovana regulacni sit

fizena o faktory.
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