Abstrakt

Grampozitivni bakterie Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 je vyznamnym
prumyslovym producentem aminokyselin a dalSich metaboliti. Jeji genom koduje 7
podjednotek sigma (c) RNA polymerazy: primarni faktor ¢, primarnimu faktoru podobny c®
a pét alternativnich faktorti sigma, ¢, o, of, ol a oM (faktory s extracytoplazmatickou
funkci). Tato prace se zaméfila na odhaleni dosud neznamych regulont stresovych faktort
sigma nebo upiesnéni popisu regulon, jejichZ geny jsou fizeny faktory o°, o, o' a oM, které
byly z&asti popsany pro svou aktivitu pii odpovédich na povrchovy (¢ a ), tepelny (c*, o'
a oM) a oxidativni stres (o' a 6™). Vychazeli jsme z toho, ze geny kazdého regulonu jsou
piepisovany z jedné tiidy promotorti.

Pro tcely detailni analyzy promotorid bylo tfeba vyvinout metody, které rychle a
spolehlivé pritadi faktor sigma k jednotlivym promotorim, a tedy i genim. K tomuto ucelu
byla vyvinuta kombinace metod in vivo (dvouplazmidovy systém) a in vitro (in vitro
transkripce) umoziujici zpfesnit toto pfifazeni. Témito metodami jsme identifikovali 9
o'/cE-promiskuitnich promotortt (PamtR, Pcg0378, Pcgli21, Pcg3309, Pcg3344, PcigR,
PdnaJ, PdnaK a PsigB), 7 o°/c'-promiskuitnich promotorti (Pcg0607, Pcg2047, Pcmi2,
PfadD2, Plpd, PlppS a PrsdA) a 9 ¢'/cM-promiskuitnich promotort (Pbend, PcatAl, Pcg0256,
Pcg0668, Pcg0785, Pcg2322, Pcg2534, PsigM C. callunae a PsigM C. deserti). Byly
definovany konvenéni sekvence dosud nepopsanych of-dependentnich (-35: GGAAC;
-10: GTT) a 6M-dependentnich (-35: GGGAACC; -10: GTCNAA) promotor.

Homolognim modelovanim byly objeveny a cilenou mutagenezi potvrzeny klicové
aminokyseliny pro specifické rozpoznani c"/c"-promiskuitnich (arginin R185 faktoru c" a
methionin M170 faktoru " pro rozpoznani nukleotidové pozice -31) a c”/c"-promiskuitnich
promotort (alanin A60 faktoru o a lysin K53 faktoru o' pro rozpoznéani druhého nukleotidu
v oblasti -10 ¢&i valin V169 s alaninem A166 faktoru o a serin S171 s threoninem T168
faktoru 6! pro rozpoznani druhé pozice v oblasti -35).

Nase vysledky ukazuji, Ze promiskuitni promotory jsou u C. glutamicum pomérné
Castou regulacni strategii umoziujici se vyrovnat efektivné s komplexnimi environmentalnimi
stresy a nikoli neobvyklou vyjimkou. Faktor o u C. glutamicum hraje jako jeden
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nebot’ je pfi rozpoznavani promotorti méné specificky nez ostatni faktory sigma.
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