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Abstrakt

Grampozitivni  bakterie  Corynebacterium  glutamicum ATCC 13032 je
vyznamnym prumyslovym producentem aminokyselin a dalSich metaboliti. Jeji genom
kéduje 7 podjednotek sigma () RNA polymerazy: primarni faktor o, primarnimu
faktoru podobny o® a pét alternativnich faktord sigma, oS, o°, of, o' a o™ (faktory
s extracytoplazmatickou funkci). Tato prace se zameétila na odhaleni dosud neznamych
regulonl stresovych faktord sigma nebo upiesnéni popisu regulond, jejichz geny jsou

fizeny faktory o®, oF, o'l a oM, které byly z&asti popsany pro svou aktivitu pfi odpovédich

Ha 6M) a oxidativni stres (! a 6™). Vychazeli jsme

na povrchovy (c° a o), tepelny (o, o
z toho, ze geny kazdého regulonu jsou pfepisovany z jedné ttidy promotorti.

Pro ucely detailni analyzy promotort bylo tieba 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 promotorti (PamtR, Pcg0378, Pcgl121, Pcg3309,
Pcg3344, PclgR, PdnaJ, PdnaK a PsigB), 7 o/c'-promiskuitnich promotori (Pcg0607,
Pcg2047, Pcmt2, PfadD2, Plpd, PlppS a PrsdA) a 9 o'/cM-promiskuitnich promotort
(PbenA, 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 o™-dependentnich (-35: GGGAACC;
-10: GTCNAA) promotord.

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

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

sigma.

Klicova slova: Corynebacterium glutamicum, faktor sigma, promiskuitni promotor,

transkripce



Abstract

Grampositive bacterium Corynebacterium glutamicum is an important industrial
producer of amido acids and other metabolites. Its genome encodes 7 sigma (o) subunits
of RNA polymerase: primary factor ¢*, primary-like o® and five alternative sigma
factors, 6%, 6P, of, o' and oM (sigma factors with extracytoplasmic function). This study
is focused on revealing so far unknown regulons of stress sigma factors or closer

E o and oM. These factors

description of regulons whose genes are controled by o°, ¢
were partially described for their activity during surface (¢ and o), heat (o, 6! and o™)
and oxidative (¢! and 6™) stress response. We assumed that the genes of each regulon are
transcribed from promoters of a single class.

For the purpose of detailed promoter analysis, it was necessary to develop
methods which can quickly and reliably assign sigma factor to particular promoters and,
thus, respective genes. For this purpose, a combination of in vivo (two-plasmid system)
and in vitro (in vitro transcription) techniques was developed that allow to specify this
assignment. We identified 9 ¢''/c"-promiscuous promoters (PamtR, Pcg0378, Pcgli21,
Pcg3309, Pcg3344, PclgR, Pdnal, PdnaK and PsigB), 7 ¢°/c!-promiscuous promoters
(Pcg0607, Pcg2047, Pemt2, PfadD2, Plpd, PlppS and PrsdA) a 9 o'/cM-promiscuous
promoters (PbenAd, PcatAl, Pcg0256, Pcg0668, Pcg0785, Pcg2322, Pcg2534, PsigM
C. callunae and PsigM C. deserti) with these methods. Consensus sequences of not yet
described ot-dependent (-35: GGAAC; -10: GTT) and o™-dependent (-35: GGGAACC;
-10: GTCNAA) promoters were defined.

Amino acids crucial for specific recognition of c''/cE-promiscuous promoters
(arginine R185 of factor c* and methionine M170 of factor o' for recognition of -31
nucleic position) and 6°/c"-promiscuous promoters (alanine A60 of factor ¢ and lysine
K53 of factor 6" for recognition of second nucleotide in region -10 or valine V169 with
alanine A166 of factor o” and serine S171 with threonine T168 of factor o for
recognition of second position in region -35) were found by homologous modeling and
confirmed by targeted mutagenesis.

Our results show that promiscuous promoters are not an unusual exception in
C. glutamicum but represent relatively frequent regulatory strategy enabling the organism
to effectively cope with complex environmental stresses. The C. glutamicum o factor
plays evidently the most important role as one of the potential global regulators
in regulatory network of sigma factors because it is less specific in recognition of

promoters than others sigma factors.

Keywords: Corynebacterium glutamicum, sigma factor, promiscuous promoter,

transcription
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Seznam pouzitych zkratek

A —adenin

aa — aminokyselinovy zbytek

Ap — ampicilin

APS — amoniumpersulfat

ASD - strukturni motiv N-termindlni domény faktoru anti-c

ATP — adenosintrifosfat

bEBP — protein vazajici bakterialni enhancer (bacterial enhancer-binding protein)

bp — pary bazi

BSA — hovézi sérovy albumin

C — cytosin

CBD — doména vazajici jadro RNA polymerazy (core binding domain)

CG — Corynebacterium glutamicum

CTAB - hexadecyltrimetylammonium bromid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — deoxyribonukleosidtrifosfat

dTTP — deoxythymidintrifosfat

EC — Escherichia coli

EDTA — kyselina etylendiaminotetraoctova

ELH-HTH doména — doména tvotena extra dlouhym a helixem a strukturou helix-
smycka-helix

G — guanin

IHF — DNA vazebny protein (integration host factor)

IPTG — isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid

KAc — octan draselny

Kb — tisice parti bazi

Km — kanamycin

Km30 — kanamycin o koncentraci 30 pg/ml

k. —kyselina

nt — nukleotidy

ODeoo — opticka denzita pti vinové délce 600 nm

PCR — polymerdzova fetézova reakce

PMSF — fenylmetylsulfonylfluorid

RNA —ribonukleova kyselina



RNAP — RNA polymeraza

RPc — ,,uzavieny* komplex beéhem iniciace transkripce
RPo — ,,otevieny* komplex béhem iniciace transkripce
SDS — sodiumdodecylsulfat

o — sigma, oznaceni pro faktory sigma

T — thymin

Tc — tetracyklin

Tc10 — tetracyklin o koncentraci 10 ug/ml

TEMED — N,N,N',N'-tetrametyletylendiamin

Tris — tris-hydroxymetylaminometan

TSP — transkripcni pocatek

WT — divoky typ (wild type)

ZAS — zinek vazici anti-sigma doména



Uvod

1. Uvod

Corynebacterium  glutamicum je grampozitivni nepatogenni nesporulujici
fakultativné anaerobni bakterie fazena do kmene Actinobacteria. Jiz od 60. let minulého
stoleti se C. glutamicum vyuziva pro prumyslovou produkci L-aminokyselin, pficemz
dominantnimi produkty jsou kyselina L-glutamova a L-lysin. Bakterie C. glutamicum je
také vyuzivana pro extracelularni produkci riznych heterolognich proteinti. Souc¢asnym
trendem genovych manipulaci u C. glutamicum je bioinZenyrstvi transkripénich
regulatort, vyuzivajici i metod syntetické biologie, zaméfené na cilené a striktné
regulované zvySeni produkce Zadanych latek. Vedle vyuziti v biotechnologickych
procesech slouzi C. glutamicum téZ jako modelovy organismus pro studium ostatnich
korynebakterii a také patogennich druhti kmene Actinobacteria (napt. mykobakterie).

Iniciace transkripce z promotorti u bakterii vyzaduje odd¢litelnou specifickou
podjednotku RNA polymerazy faktor sigma (o). Faktor sigma umoziluje rozeznat
promotor a navazat RNA polymerazu k promotorové oblasti DNA. V C. glutamicum bylo
objeveno sedm faktori sigma - primarni faktor o”, neesencidlni faktor o® podobny
priméarnimu faktoru sigma a pét alternativnich faktorti sigma (¢, 6°, %, o' a o™).

Funkce stresovych faktorti sigma lze odhalit identifikaci genti, které patii do
pfislusného regulonu faktoru sigma. Tyto geny se vyznacuji tim, Ze jsou piepisovany
z promotorti patficich do prislusné tfidy. Charakterizace promotorti je tedy klicova
podminka pro spravné piitazeni geni do jednotlivych regulonti faktorti sigma
(sigmulontt).

Bakteridlni promotory se mohou rozdé¢lit do dvou zékladnich skupin, a to na
skupinu promotorii vegetativnich geni rozpoznavanych faktorem 6* a skupinu stresovych
promotorti rozeznavanych alternativnimi faktory sigma (u C. glutamicum: c®, 6%, o°, oF,
o' nebo o™M). Nékteré geny pfitom patii do dvou & vice sigmulontl, jelikoZ jsou
transkribovany z nékolika promotori rozezndvanych riznymi faktory sigma. V nedavné
dobé byly u C. glutamicum navic objeveny promotory rozpoznavané dvéma ¢i vice
stresovymi faktory sigma (promiskuitni promotory). To je umoznéno piekryvanim
specifity faktor sigma pii rozeznavani promotorti. Tyto komplexni vztahy mezi faktory
sigma a promotory jsou soucasti bunécnych regulacnich siti a pfispivaji tak k optimalni
odpovédi bakteridlni buiiky na rizné environmentéalni stimuly a kombinované stresové

podminky.



Cile prace

1.1. Cile prace

Cilem této dizertacni prace bylo najit v C. glutamicum dosud nezndmé regulony
fizené stresovymi faktory sigma (c* a 6™) a u nékterych regulonti upiesnit jejich popis
(6P a o'Y). Prace byla zaméfena zejména na lokalizaci promotorti pfislusnych gent,
definovani konven¢ni sekvence téchto promotori a nalezeni ptipadnych piekryvi
specifity faktori sigma pfi rozeznavani promotori. Identifikaci a zafazenim promotoru do
tiidy (tedy pfislusnosti k danému faktoru sigma) lze spolehlivé odhalit geny, které patii
do hledaného regulonu faktoru sigma.

Pro ucely detailni analyzy promotorii bylo nejprve tfeba vyvinout metodu, kterd
spolehlivé prifadi faktor sigma k jednotlivym promotorim. Soucasti in vivo metodiky
byla konstrukce dvouplazmidového systému, ktery zahrnuje expresni vektor
s klonovanym genem pro faktor sigma a promotor-test vektor nesouci zkoumany
promotor. Kombinace této in vivo techniky s in vitro transkripnim systémem méla byt
spolehlivym pfistupem pro analyzu téchto promotord. Cilem bylo ovéfit data ziskana
pouzitim globalnich technik na rovni genomu (transkriptomiky, proteomiky) detailni

analyzou na Uirovni genu a promotoru.

Dizertaéni prace méla tyto diléi cile:

1) Konstrukce dvouplazmidového systému pro analyzu promotort
2) Nalezeni vztahu mezi regulony faktori 6 a 6® pomoci popisu promotort genti
3) Identifikace gent patticich do regulonu faktoru 6 a definice jejich promotori

4) Identifikace geniti patiicich do regulonu faktoru o™ a definice jejich promotort



Prehled literatury

2. Prehled literatury
2.1. Rod Corynebacterium

Bakterialni rod Corynebacterium se ftadi do kmene Actinobacteria, fadu
Actinomycetales, ktery také obsahuje rody Mycobacterium, Streptomyces a Nocardia
(Ventura et al., 2007). Jednd se o grampozitivni nesporulujici bakterie, které nejsou
acidorezistentni (Soucek, 1996). V DNA jejich genomu mirné prevazuji GC pary (54 %).

Pro bakterie tohoto rodu je charakteristicka jejich mykomembrana (Obr. 1). Tato
vngj$i vrstva bunécné stény, obsahujici a-rozvétvené B-hydroxylované mastné kyseliny
s dlouhymi fetézci (mykolové kyseliny) pfipomind vnéj$i membranu gramnegativnich
bakterii a funguje jako vnéjsi permeabilni bariéra (Jarlier a Nikaido, 1990; Gebhardt et al.,
2007). Mykomembranu tvoii dvojvrstva: vnitini ¢ast obsahuje mykolové kyseliny
kovalentn¢ vdzané na heteropolysacharid arabinogalaktan, zatimco vné&jsi Cast zahrnuje
mykolové kyseliny véazané na trehalosu a dal$i lipidy ¢i proteiny. Délka fetézctu
mykolovych kyselin jednotlivych rodt bakterii skupiny Mycolata je proménliva a zavisi
na ristovych podminkéach (Marrakchi ef al., 2014). Nejkratsi fetézce mykolovych kyselin
maji druhy rodu Corynebacterium (Cis az Cse¢) (Yang et al., 2012), zatimco
u mykobakterii dosahuji fetézce mykolovych kyselin délky az Coo (Barry et al., 1998).
Jelikoz mykolové kyseliny hraji dilezitou roli v patogenezi, je jejich syntéza studovana
jako mozny cil antibiotik (Pawelczyk a Kremer, 2014), a to zejména u kmene
C. glutamicum, ktery je blizce ptibuzny patogennim druhtim (Portevin et al., 2004).

Rod Corynebacterium zahrnuje jak lidské a zvifeci patogeny, tak 1 nepatogenni
druhy. Mezi patogeny se tadi Corynebacterium diphtheriae (pivodce zaskrtu),
Corynebacterium ulcerans (pivodce angin), Corynebacterium pseudodiphtheriticum
(piivodce  endokarditidy),  Corynebacterium  jeikeium  (zplUsobujici  infekce
u  imunokompromitovanych  pacienti  po  kardiochirurgickych  zdkrocich),
Corynebacterium urealyticum (ptivodce mocové infekce) a Corynebacterium
pseudotuberculosis (zviteci patogen vyvolavajici zanéty miznich uzlin a zapaly plic)

(Soucek, 1996).
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Obrazek 1. Schéma bunééné stény obsahujici mykolové kyseliny.

Vnéjsi vrstva se sklada predevsim z glukand, proteinti a nevelkého mnozstvi lipidd. Vnitini
vrstva je tvofena paralelnim uspotadanim fetézcti mykolovych kyselin (Cern€) vazanych na
arabinogalaktan (AG), ktery se kovalentné¢ vaze na peptidoglykan (PG). Vnitini vrstva se
patrné sklada z volnych lipidii zahrnujicich trehaléza dimykolaty (TDM, Cervené), trehal6za
monomykolaty (TMM, oranzov¢), rizné glykolipidy (GL, hnéd€), fosfolipidy (PL, modie) a
porin modifikovany mykolaty (PorAH, Sed¢). Zobrazeny TDM ma velmi dlouhy uhlikovy
fetézec, ktery se musi zabalit po slozeni na mist¢ motivit (zde mykolova jednotka,
cyklopropan a keto skupina), aby se zformoval do b&zné tloustky membrany 7-8 nm.
Granularni vrstva nad plazmatickou membranou je slozena z proteinti. Tyto proteiny mohou
precipitovat béhem piipravy vzorku pro transmisni elektronovou mikroskopii a vysledkem je
siln€jsi vzhled vnéjsi vrstvy plazmatické membrany. Podle Zuber et al., 2008; Marrakchi et
al., 2014; Toyoda a Inui, 2018; upraveno.

Corynebacterium glutamicum je nepatogenni nesporulujici fakultativné anaerobni
bakterie majici rovné nebo zakiivené tyCinky, Casto kyjovité rozSifené a seskupené
palisadovité nebo do pravouhlych utvari. Toto seskupeni vznikd posunutim bunék pii
bunééném déleni. Matetska buiika se po prodlouzeni a vzniku septa §tépi na 2 dcefiné
bunky, které v mist¢ déleni zlstavaji nejprve spojeny a sviraji tthel 90°-100° (Soucek,
1996). Kolonie C. glutamicum jsou charakteristické svym nazloutlym zabarvenim
zpiisobenym biosyntézou C50 karotenoidu dekaprenoxanthinu a jeho glykosidi (Krubasik
etal., 2001).

Genetické manipulace byly u C. glutamicum zahajeny v roce 1984 (Katsumata et
al., 1984; Ozaki et al., 1984; Santamaria ef al., 1984), kdy byly izolovany malé plazmidy
z riznych kment tohoto druhu. Od té doby byly vyvinuty dal§i metody pro genové
manipulace, které byly uspéSné pouzity pro analyzu funkci gent a pro konstrukci ¢i
vylepSeni produkénich kmenti. Na mnohem vyssi Groven se genetické modifikace dostaly
po stanoveni uplné sekvence genomu dvou kment C. glutamicum (Kalinowski et al.,

2003; Yukawa et al., 2007). Souc¢asnym hitem genovych manipulaci u C. glutamicum je
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inZenyrstvi transkripcnich regulatori, nebot’ umoznuje cilené zvysSeni produkce zadanych
latek (Toyoda et al., 2015; Taniguchi a Wendisch, 2015; Taniguchi et al., 2017a).

V soucasné dob¢ slouzi C. glutamicum jako modelovy organismus pro blizce
piibuzné patogenni druhy pfi studiu struktury a biogeneze bunécnych obali, napt. analyze
slozeni mykolové membrany, u kment ze skupiny Actinobacteria (Hoffmann et al., 2008;

Bansal-Mutalik a Nikaido, 2011; Marchand et al., 2011; Toyoda a Inui, 2018).

2.1.1. Vyuziti kment Corynebacterium glutamicum

Corynebacterium glutamicum se jiz od 60. let minulého stoleti vyuziva pro
pramyslovou produkci L-aminokyselin (Yamada et al., 1972; Aida et al, 1986;
Leuchtenberger, 1996; lkeda, 2003), které jsou dosud stile nejbéznéj$i ze vSech
fermentacnich produktd C. glutamicum. Kromé klasického genetického Slechténi
(ndhodné mutageneze a selekce) byly produkéni kmeny pro riizné L-aminokyseliny
vytvofeny pomoci cileného genového inzenyrstvi, pficemz dominantnimi produkty jsou
kyselina L-glutamova (3,1 miliony tun/rok)! a L-lysin (2,2 milionu tun/rok)? (Tab. 1).
Zaroven bylo prokézano, ze bunky C. glutamicum mohou syntetizovat a exportovat i

farmaceuticky dualezité D-aminokyseliny (Bommarius et al., 1998; Stibler et al., 2011).

Tabulka 1. Vybér ekonomicky diilezitych aminokyselin produkovanych C. glutamicum.

Aminokyselina Vyuziti Reference

Kinoshita et al., 1957,

L-glutamova Potravinarstvi Leuchtenberger ef al., 2005
L-lysin Potravinarstvi, krmivarstvi Becker et al., 2011

L-valin Farmacie, zemédélstvi Holatko et al., 2009

L-ornithin Farmacie, potravinafstvi glllanzgoeltsal., 2013a, 2013b; Kim ez

Farmacie, krmivarstvi, dietni

L-leucin produkty Vogt et al., 2014
y-aminomaselna Zdravotnictvi, potravinaistvi,
(GABA) krmivastvi Jorge et al., 2016

! http://www.ajinomoto.com/en/ir/pdf/Food-Oct2016.pdf
2 http://www.ajinomoto.com/en/ir/pdf/Life_Support-Oct2016.pdf

Genom C. glutamicum poskytuje rovnéZ bohaty repertoar atraktivnich
metabolickych drah pro primyslovou produkci riznych metaboliti (Ikeda a Nagawa,
2003; Kalinowski et al., 2003; Ikeda et al., 2006), ktery synteticka biologie jesté rozsitila
o nové¢ a neprirodni chemikdlie ¢i biochemikalie, biomateridly a biopaliva (Tab. 2).

Z hlediska rozsiteni pouzitelnych levnych substrati pro biotechnologické aplikace jsou
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konstruovany kmeny C. glutamicum pro efektivni utilizaci pentdézovych cukri
odvozenych od hemicelulézy i pro ptimou utilizaci hemicelulozy (napt. D-xyl6za (Radek

et al.,2017), L-arabindza (Kawaguchi et al., 2018)).

Tabulka 2. Vybér chemikalii, materiala a paliv produkovanych C. glutamicum.

Produkt Vyuziti Reference
Dimetyl-, trimetyl-, Potravinafstvi - aromata a ptichuté do | Dickschat et al.,
tetrametylpyrazin potravin 2010

Kyselina mravenci

Zdravotnictvi, prumysl

Xafenias et al.,
2016

Bio-palivo, chemicky prumysl,

Etanol Kosmetika Jojima et al., 2015
) ) Yamamoto ef al.,

Isobutanol Bio-palivo 2013

Kgday erin (1,3- Potravinafstvi, automobilovy pramysl | Kim et al., 2018

diaminopentan)

P.utre.scm (1.4- Bioplasty, farmacie, zemédélstvi Lietal. 2018

diaminobutan)

Kyselina poly-3- . . ,

hydroxyméselnd Biologicky odbouratelny polymer Song et al., 2013

Nylon (polyamid) Farmacie, prumysl Kind et al., 2014

Kyselina 5-aminovalerovd | Primysl Shin et al., 2016

Chemicky primysl, farmacie,

Kyselina jantarova N X et
Y ] potravinaistvi, zemeédélstvi

Jojima et al., 2016

Kyselina glutarové Primysl Kim et al., 2019

Vzhledem k tomu, Ze bakterie C. glutamicum exkretuje velmi maly pocet proteinil
do media a nemd funk¢ni extraceluldrni protedzy (Yim et al., 2016), je vhodna pro
extracelularni produkci riznych heterolognich proteini. Mezi tyto proteiny patii
prumyslové enzymy (napf. a-amyldza, endoxylanaza (Yim ef al., 2016)) a farmaceutické
proteiny (napt. velbloudi protilatkovy fragment VHH proti lidskému lysozymu (Yim et
al., 2016)), jednotetézcovy variabilni fragment (scFv) proti antraxovému toxinu (Yim et
al., 2014) ¢i rostlinné polyfenoly majici antimikrobidlni, protirakovinné nebo
protizanétlivé ucinky, jako naptiklad quercetin (Kallscheuer et al., 2017). Ptikladem
uspesnych konstrukti pro extracelularni produkci je novy sekre¢ni systém vyuZzivajici
signalni peptid PorB (An et al., 2013).

V posledni dob¢ je u C. glutamicum také na vzestupu inZenyrstvi transkripcnich
regulator a faktorti sigma pro zvySeni produkce zZadanych sloucenin. Nadprodukce
primarniho faktoru c* zvySuje produkci lykopenu az 8x a piirodniho karotenoidu
dekaprenoxanthinu az dvojnasobné (Taniguchi er al., 2017a). Nadprodukce dalSiho

faktoru sigma, o', zvySuje syntézu riboflavinu (Taniguchi a Wendisch, 2015; Toyoda et
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al., 2015). Dalsim smérem vyvoje produkénich kmenli muize byt vyuZziti promotoru

regulovaného faktorem o® aktivovaného béhem stacionarni faze ristu (Kim et al., 2016).

2.2. Transkripce a jeji regulace

Klicovym enzymem bakterialni transkripce je multimerni holoenzym RNA
polymerazy.

Proces transkripce se rozdéluje u bakterii do tii stadii — iniciace transkripce,
elongace fetézce RNA a terminace transkripce suvolnénim vzniklé molekuly RNA.
Béhem iniciace se vaze holoenzym RNA polymerdzy (obsahujici faktor sigma) na
promotorovou oblast DNA, poté se faktor sigma uvolni a jadro enzymu zahaji elongacni
fazi syntézy RNA.

Elongace probihd v transkripéni bubling, tj. v casti, kde doSlo k lokdlnimu
rozvinuti DNA, pficemz vznikajici fetézec je vytésiiovan od templatového vlidkna DNA.

Terminace biosyntézy RNA nastdvd v misté¢ termindtoru transkripce, kdy se
terminacni komplex rozpadne a uvolni vzniklou molekulu RNA (Snustad a Simmons,

2009).

2.2.1. RNA polymeraza

Bakterialni RNA polymeraza (RNAP) se skladd z katalytického jadra,
obsahujiciho pét podjednotek - dimer 20, B, B’, ®, a disociovatelné podjednotky faktoru
sigma (o) (Obr. 2). RNAP s navazanym faktorem sigma se oznacuje jako holoenzym, coz
je aktivni forma enzymu. Podjednotka o hraje duilezitou roli nejen v sestaveni RNA
polymerazy, ktera probihd v pofadi a—o—wBp —wpp’'c, ale i v rozpoznani
promotorové sekvence a v interakci RNA polymerdzy s transkripénimi aktivatory.
Podjednotky B a B spolecné tvoii katalytické centrum RNA polymerdzy a ucastni se
vSech fazi transkripce. Podjednotka B je v kontaktu stemplatovou DNA, s nové
syntetizovanou RNA a substratovymi ribonukleotidy, zatimco podjednotka B” je hlavné
v kontaktu se vznikajicim fet¢zcem RNA. Posledni podjednotkou jadra RNA polymerazy
je podjednotka ®, kterd nemd piimou roli v transkripci, ale funguje jako chaperon pro
sloZzeni podjednotky B (Amster-Choder, 2009).

Faktor sigma je zodpovédny za rozpoznani promotorové oblasti DNA a neni vazan
k jddru RNA polymerazy stejné pevné jako ostatnich pét podjednotek, nybrz je snadno
disociovatelny (Madigan et al., 2012).
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Holoenzym RNA polymerazy selektivné rozpoznava promotorové oblasti, zatimco
jaddro RNA polymerazy zodpovida pouze za elongaci a terminaci transkripce, nikoliv vSak

za selektivni iniciaci transkripce (Amster-Choder, 2009).

Obrazek 2. Holoenzym RNA polymerazy.

Jednotlivé podjednotky RNA polymerazy jsou znazornény barevné — podjednotka a, dimer Zluté,
podjednotka B rdzové, podjednotka B° svétle zelené, podjednotka  zelenomodife a faktor sigma o
tmavé modfe. Popsany jsou i jednotlivé domény faktoru sigma (Geiduschek a Kassavetis, 2010).

2.2.2. Promotory

Promotor genu je charakteristicky tisek DNA, ktery RNA polymerdza rozpoznava
prostiednictvim faktoru sigma a zahajuje tak transkripci. Typicky promotor E. coli
rozpoznavany holoenzymem RNAP+6"" obsahuje &tyii konzervované oblasti: oblast -35,
mezernik (spacer) mezi oblastmi -35 a -10, oblast -10 a pocatek transkripce. Baze, jez je
bodem startu transkripce, je obvykle purin (A nebo G). Ob& promotoroveé oblasti -35 a -10
jsou specifické hexanukleotidy se sttedem ve vzdalenosti pfiblizné 35 nt ¢1 10 nt pied
pocatkem transkripce, pficemz jejich konvenéni sekvence (-35: TTGACA,
-10: TATAAT) byly stanoveny statisticky. Délka mezerniku mezi oblastmi -35 a -10 je
obvykle 17+1 nt. Pokud se délka mezerniku odchyluje od této hodnoty, promotorova
aktivita se snizuje (Amster-Choder, 2009).

Nékteré promotory vSak obsahuji jesté dalSi oblasti ovlivilujici ucinnost (silu)
promotoru pii iniciaci transkripce, a to napifiklad UP element nachdzejici se na pozici
piiblizn€ 40 - 60 nt pfed pocatkem transkripce. Je to oblast bohatd na baze A+T, ktera
interaguje s podjednotkou oo RNA polymerdzy a zvysuje tak silu promotoru (Ross et al.,
2001). Dalsi oblasti ovlivitujici silu promotoru je dimer TG v pozici -13 a -12 proti sméru

transkripce od promotorové oblasti -10 (TGNTATAAT) (Burr et al., 2000).
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Promotory se mohou rozd¢lit do dvou zékladnich skupin, a to podle faktora sigma,
které rozpoznavaji prisluSnou promotorovou sekvenci. Skupina vegetativnich promotort
je rozpoznavéna esencialnim faktorem c* a zahrnuje nejvétsi pocet promotorti. Skupina
stresovych promotort je podstatné mensi, avSak je déale d€lena podle toho, jakym
faktorem sigma (u C. glutamicum: c®, 6%, 6°, o, o'l nebo o™) jsou jednotlivé promotory

rozpoznavany (Amster-Choder, 2009; Patek a Nesvera, 2011).

2.2.2.1. Promiskuitni promotory

Soubor gent regulovany uréitym faktorem sigma se oznacuje jako sigmulon. Bylo
zjisténo, ze dochdzi téz k prekryvu jednotlivych sigmulonii. Na prvni pohled se to sice
muze zdat jako nadbytec¢nd regulace, avSak tato komplexnost vylepsuje odpovéd’ na rizné
environmetalni stimuly a kombinované stresové podminky. Nekteré geny patii do dvou ¢i
vice sigmulont, jelikoz jsou transkribovany bud’ z n¢kolika promotori rozeznavanych
ruznymi faktory sigma, nebo jsou transkribovany dvéma ¢i vice riznymi holoenzymy
(jadro RNA polymerazy + faktor o), které fidi transkripci ze stejného promiskuitniho
promotoru (Luo a Helmann, 2009; Seo ef al., 2012; Cho et al., 2014).

U Bacillus subtilis byl objeven vyznamny regulacni piekryv mezi geny
¢astnicimi se odpovédi na povrchovy stres rozpoznavanymi faktory sigma o™, ¢V a ¢*
(Jordan et al., 2008). U Mycobacterium tuberculosis byl objeven promotor genu
kédujiciho alternativni faktor 6® rozpoznavany tfemi riiznymi alternativnimi faktory oF,
o'l a o' (Dainese et al., 2006). V C. glutamicum byla prokdzana piekryvajici se specifita
faktori 6" a 6! u genti kédujicich proteazu (cIpB), chaperony (dnaK a dnaJ2) a regulator
teplotniho stresu (c/gR) (Silar et al., 2016). Mnoho genti C. glutamicum G&astnicich se
odpovédi na stresové podminky je transkribovano nejen ze stresovych promotort, ale také
z prekryvnych ¢&i pobliz lezicich vegetativnich promotort rozpoznavanych ¢* a/nebo o®
(Engels et al., 2004; Ehira et al., 2009; Busche et al., 2012; Silar et al., 2016).

Mtuzeme tedy ptredpokladat, Ze promiskuitni promotory se u bakterii vyskytuji

Castéji, nez se ocekavalo.
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2.2.3. Faktory sigma

2.2.3.1. Role faktorti sigma pfi iniciaci transkripce

Iniciace transkripce z promotorti u bakterii vyzaduje oddélitelnou specifickou
podjednotku RNA polymerazy, faktor sigma (o). Funkci faktoru sigma je rozeznat
promotor a navést tak RNA polymerazu k mistu, kde ma byt zahajena transkripce genu.
Po vytvoteni prvnich osmi nebo deviti vazeb ribonukleotidii vznikajiciho fetézce RNA se
faktor sigma uvoliluje a nastava elongacni faze syntézy RNA.

Bakterie maji vzdy primarni faktor sigma, ktery je zodpovédny za transkripci
vetSiny genil, které jsou aktivni hlavné béhem exponencidlni faze ristu. Tento primarni
faktor sigma je esencidlni a geny jim regulované jsou oznacovany jako vegetativni
(housekeeping).

Bakteridlni genomy kromé toho také koduji rizny pocet neesencidlnich
alternativnich faktori sigma, které rozpoznavaji promotory genli aktivnich béhem
staciondrni faze rlstu, pii odpovédi na rtizné stresové podminky, pfi riznych vyvojovych
fazich bunky (napf. pii sporulaci) nebo maji rizné specialni funkce (napfi. tvorba bic¢iku)

(Patek a Nesvera, 2011).

2.2.3.2. Rozdéleni faktora sigma

Bakteridlni faktory sigma se rozdéluji do dvou strukturné a funkéné rozdilnych
rodin 6’° a 6°* (Obr. 3) podle jejich homologie ke dvéma faktortim sigma Escherichia coli
(Gruber a Gross, 2003). Faktory sigma rodiny ¢’° byly nalezeny ve vSech zndmych
bakteridlnich druzich, zatimco faktory sigma rodiny 6°* (vyzadujici ATP a enhancer) jsou

pomérné vzacné (Chaney et al., 2001).
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Obrazek 3. Domény faktori sigma a jejich funkce.

a) Schéma domén faktorit sigma rodiny ¢’ a jejich asociace s promotorovymi oblastmi: UP elementem,
-35 nt hexamerem, rozsifenou -10 nt oblasti (Ext. -10), -10 nt hexamerem a diskriminatorem. NCR =
nekonzervovand oblast.

b) Schéma domén faktorii sigma rodiny 6> a jejich asociace s konvenénimi sekvencemi promotorovych
oblasti -24 nt a -12 nt. Rozpoznavaci motivy konvencnich sekvenci promotorovych oblasti jsou

podtrzeny. bEBP = protein vazajici bakterialni enhancer (Osterberg et al., 2011).

2.2.3.2.1. Rodina o°

Faktory sigma rodiny ¢’° se rozd&luji do &tyt skupin podle pfitomnosti dvou az
¢ty konzervovanych oblasti (Gruber a Gross, 2003). Kazd4 konzervovana oblast je
tvofena odliSnou helikdlni doménou (o1.1, 62, 63 nebo o4) stanovenou studiemi na
izolovanych fragmentech (Obr. 4) (Campbell et al., 2002).

Skupina
4

Obrazek 4. Konzervované oblasti a domény rodiny ¢7° faktori sigma.

Doména 1.1 (o1.1) je oznacena bile, doména 2 (o) oranzove a zelené, doména 3 (o3) modie a doména 4
(o4) Cervené. Nekonzervovana oblast (NCR) je oznacena rizove. Promotorové oblasti -35 a -10 jsou na
DNA zvyraznény zluté, transkripéni pocatek je oznacen +1 a ohnutou Sipkou. NT = netemplatova DNA;
T = templatova DNA; ext-10 = rozsifena promotorova oblast -10; disc = diskriminator (Cook a Ussery,
2013; Paget, 2015; upraveno).

11
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2.2.3.2.1.1. Strukturni organizace rodiny ¢”*

Doména o1.1 se nachazi pouze ve skupiné 1 a je zodpovédna za prevenci vazby na
DNA pied utvotenim holoenzymu RNAP (Schwartz et al., 2008). Po vazbé faktoru sigma
na jadro RNA polymerazy blokuje doména o1.1 aktivni misto RNA polymerazy, takze
musi byt eliminovana béhem tvorby oteviené¢ho transkripéniho komplexu (Mekler et al.,
2002).

Nejkonzervovanéjsi je doména o2, kterd je soucasti rozsahlého propojeni s RNA
polymerazou (Murakami et al., 2002). Béhem procesu rozvijeni DNA tvoii doména o>
specifické interakce s jednovldknovou netemplatovou DNA v promotorové oblasti -10,
¢imz pritahuje DNA a stabilizuje otevieny komplex (Feklistov a Darst, 2011). Ve skupin¢
1 a 2 interaguje oblast 1.2 domény o s diskriminatorem na netemplatovém fetézci DNA
(optimalni sekvence 5°-GGG-3"), kterd se nachédzi ihned po sméru transkripce od
promotoroveé oblasti -10 (Zhang et al., 2012).

Doména o3 je kompaktni doména tvofend tfemi helixy a ucastni se rozpoznani
roz$itené oblasti -10 (Barne et al., 1997), kde stabilizuje otevieny transkripcni komplex
(Voskuil a Chambliss, 2002).

Jen o néco méné konzervovanou doménou oproti doméné o> je doména o4, kterd
se vaze s promotorovou oblasti -35 a tvofi druhé nejrozsahlejsi propojeni s RNA
polymerdzou. Tato doména také ptredstavuje kontaktni misto pro transkripéni aktivatory,
které se vazou na fetézec DNA v protisméru transkripce od promotorové oblasti -35
(Campbell et al., 2002).

Nekteré faktory sigma skupiny 1 navic obsahuji nekonzervovanou oblast (NCR)
proménlivé délky a slozeni, kterd se u E. coli G€astni vazby jddra RNA polymerazy a

uvolnéni RNA polymeradzy z promotoru (Leibman a Hochschild, 2007).

2.2.3.2.1.2. Struktura a funkce faktori sigma rodiny ¢”°

Skupina 1 rodiny ¢’

zahrnuje faktory sigma rozpoznavajici vegetativni geny,
které predstavuji vétSinu genlt v genomu. Skupina 1 obsahuje vSechny ctyfi domény
(Gruber a Gross, 2003), tj. véetné¢ domény o1.1 specifické pro tuto skupinu (Schwartz et
al., 2008).

Skupina 2 faktort sigma je svou strukturou blizce ptibuznd skupin€ 1 faktora
sigma, ale neobsahuje doménu 1.1 a neni pro buiiku esencialni (Vuthoori et al., 2001).
Faktory sigma této skupiny se obvykle ucastni adaptace na stres zahrnujici nutri¢ni

limitaci a dalsi stresy spojené se stacionarni fazi.
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Faktory sigma skupiny 3 obsahuji domény o2, 03 a o4 a ucastni se zcela
specifickych bunécnych procest (sporulace, syntéza bi¢iku) ¢i odpovédi na tepelny stres
(Gruber a Gross, 2003). Faktory sigma této skupiny vyzaduji vSechny tfi rozpoznéavaci
motivy promotorové oblasti (oblast -35, rozsifenou oblast -10 a oblast -10) stejn¢ jako
stabilni mezernik (Koo et al., 2009). Na rozdil od ostatnich skupin se skupina 3 nenachazi
u C. glutamicum.

Skupina 4 je =znama jako skupina alternativnich faktori sigma
s extracytoplazmatickou funkci (ECF). Jde o nejmensi faktory sigma, jelikoz obsahuji
pouze domény o2 a o4 (Gruber a Gross, 2003). Tato skupina je nejpocetnéjsi a také
nejrozmanitéj$i, co se tyce primarni sekvence, nebot’ obsahuje alesponi 43 hlavnich
fylogeneticky odlisnych typtli. Pocet alternativnich faktorti sigma kodovanych genomem
se muze velmi liSit, od nuly (napf. chlamydie — intracelularni obligatni bakterie) az po
vice nez 30 faktort sigma (napt. Myxococcus xanthus) (Staron et al., 2009). Tato skupina
faktori je aktivni béhem vyrovnavani se bunky se specifickymi podminkami, jako je
odpovéd’ na povrchovy, tepelny ¢i oxidativni stres (Gruber a Gross, 2003). Jejich
koncentrace v buiice je striktn€ regulovana, a to jak na rrovni transkripce ¢i translace, tak

1 posttranslacné. NejcastéjSi je posttranslacni regulace pomoci odpovidajicich faktort

anti-o, které brani vazbé¢ faktort sigma k RNA polymeraze (Campbell et al., 2008).

2.2.3.2.2. Rodina o4

Tyto faktory sigma jsou reprezentovany faktorem o>*N kmene E. coli, ktery ¥idi
rozpoznani promotorovych oblasti lokalizovanych na pozicich 24 nt a 12 nt proti sméru
transkripce (Barrios ef al., 1999). Ackoliv byla jeho role objevena pfi asimilaci dusiku,

faktor sigma ¢>*

se ucastni i dalSich fyziologickych procesl, a to napt. stavby biciku
(Arora et al., 1997) nebo produkce extracelularniho alginatu (Zielinski ef al., 1992).

Faktory sigma rodiny ¢>* maji stejnou funkci jako faktory sigma rodiny ¢’°, ale
neshoduji se v primarni sekvenci a reguluji transkripci jinym mechanismem. Jejich hlavni
odliSnou vlastnosti je neschopnost po vazbé na RNA polymerazu samovolné rozvolnit
bakteridlni enhancer (bEBP), ktery vyuzivad hydrolyzu ATP pro konformacéni zmény,
pricemz velice Casto se celého procesu Ucastni i DNA-vazebny protein IHF (integration
host factor) (Wigneshweraraj et al., 2008).

Tato rodina ¢* je charakteristickd tim, Ze se skladaji ze tfi funk&nich domén -

N-termindlni regulacni domény (piijimé podnéty a sestavuje aktivni hexamerni formu
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aktivatoru), centralni AAA+ ATPazové domény (vaze faktor sigma a hydrolyzuje ATP) a

C-termindlni domény (vaze se na DNA a sekvenci enhanceru) (Rappas et al., 2007).

2.2.3.3. Faktory sigma u Corynebacterium glutamicum

Jednotlivé typy genti kodujicich faktory sigma u 19 druht rodu Corynebacterium
(Patek a NesSvera, 2011) byly pojmenovany podle sekvencéni podobnosti ptisluSnych
faktori sigma s jiz charakterizovanymi piibuznymi faktory sigma u M. tuberculosis.

V kmeni C. glutamicum bylo objeveno sedm faktorii sigma — primarni faktor o*,

B

neesencialni, primarnimu faktoru podobny c° a pét alternativnich faktor sigma

s extracytoplazmatickou funkci: 6%, 6P, oF, o' a 6M.
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. doména o 91 184
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Obrazek 5. Schéma domén faktoru sigma C. glutamicum.

Strukturni organizace faktorii sigma skupiny 1, 2 a 4. Cisla nad a pod barevnymi boxy oznacuji
aminokyselinové zbytky na zacatku a na konci konzervované domény. Zacatek proteinu je oznacen cislici
,,1“ a posledni ¢islo vpravo oznacuje C-koncovou aminokyselinu.

Faktor ¢*

o” je esencialni primarni faktor sigma ze skupiny 1 rodiny ¢’°. Ridi transkripci
vetSiny genll exprimovanych béhem exponencidlni faze rlstu a jeho pfitomnost klesa na
zacatku pfechodné faze mezi exponencidlni a stacionarni fazi rstu (Larisch et al., 2007).
Geny rozpoznavané faktorem o se oznaCuji jako vegetativni (housekeeping).
Ptredpoklada se, ze vétSina gend aktivnich béhem exponencidlni faze rhstu je fizena

o?-dependentnimi promotory, nelze ale vylougit piitomnost dal§iho promotoru
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rozpoznavané¢ho jinym faktorem sigma ¢i moZzZnost rozpozndni promotorové oblasti
dvéma a vice faktory sigma (Péatek a NeSvera, 2011).

Pted genem sig4 byly metodou stanoveni transkripnich pocatkli objeveny Ctyfi
potencialni ¢*-dependentni promotory a jeden c'-dependentni promotor (Pfeifer-Sancar
etal.,2013; Toyoda et al., 2015)

Z velkého mnozstvi domnélych o”-dependentnich promotord byla uréena
konvenéni sekvence oblasti -35 (ttgnca) a oblasti -10 (TAnnnT) s nespecifickym
mezernikem 16-19 nt. Promotorova oblast -35 neni pfili§ konzervovana (Patek a NeSvera,
2011; Pfeifer-Sancar et al., 2013), coz muze byt zptisobeno vysokym poctem promotorii
s rozSitenou promotorovou oblasti -10 (TGnTATAAT) (Seeburg et al., 1977; Keilty a
Rosenberg, 1987; Wosten, 1998), kterd zvySuje rozpoznavaci specificitu faktoru sigma.
Ptitomnost TG motivu na pozici -13 a -12 proti sméru transkripce od oblasti -10 totiz

naznacuje mozn¢ zvyseni sily promotoru (Patek a NeSvera, 2011).

Faktor o®

o® je neesencilni faktor sigma ze skupiny 2 rodiny ¢’°. Jeho zastoupeni v buice
C. glutamicum je nejvyssi v prechodné a Casné stacionarni fazi ristu (Larisch et al.,
2007).

Faktor o se ucastni odpovédi na riznorodé stresy (napi. stres zpiisobeny
nedostatkem kysliku) (Ehira et al., 2008), biosyntézy dTTP (Cho et al., 2012), adaptace
na kyselinu mlé¢nou (Jakob et al., 2007) a stringentni odpovédi (Brockmann-Gretza a
Kalinowski, 2006). Ucastni se také regulace metabolismu glukozy, a to nejen za
nedostatku kysliku, ale 1 v exponencialni fazi riistu, a navic mize byt dalSim vegetativnim
faktorem sigma v exponencialni fazi ristu (Ehira ez al., 2008).

Soucasti 6® regulonu jsou dale geny Ucastnici se metabolismu a transportu
aminokyselin, obranného stresového mechanismu ¢i membranovych a regulacnich
procest (Larisch et al., 2007).

Pfed genem sigB byl objeven o'-dependentni promotor (Ehira et al., 2009;
Pfeifer-Sancar et al., 2013).

Metodou stanoveni transkripcnich pocatkii bylo ptesné zjiSténo pouze 13
potencidlnich  o®-dependentnich promotort. Ackoli je promotorova oblast -10
(TAaaaTtga) velmi podobnd konvenéni sekvenci piedpokladanych o*-dependentnich
promotor, byl nalezen mozny rozdil v sekvenci, ktery umoziiuje o® plisobit specificky na
uréité promotory. Analyza 114 domnélych oB-dependentnich promotort totiz prokazala

preferenci G v diskriminatoru na pozici -5 proti sméru transkripce. Konzervovany G na
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pozici -5 tedy mtize mit dilezitou funkci v pfedpokladdaném diskriminatoru, nicméné
tento vztah miize byt komplexni a pravdépodobné nezavisly na ¢® (Albersmeier et al.,
2017). Na rozdil od oblasti -10, pro promotorovou oblast -35 nebylo mozno definovat
konzervovany motiv (Patek a NeSvera, 2011), coz poukazuje na jeji mensi dilezitost.
Inaktivaci o® se jen ¢aste¢né snizil prepis identifikovanych o®-dependentnich promotorii
(Ehira et al., 2008), ale geny, jejichz exprese se zvySila béhem prechodné faze rastu
v divokém kmeni C. glutamicum, vykazaly velmi podobny transkripéni profil jako
vegetativni geny v kmeni C. glutamicum AsigB (Larisch et al., 2007). Lze ptedpokladat u
téchto gend pfitomnost dalsiho o*-dependentniho promotoru nebo piekryvajici se

specifitu 6* a 6® (Patek a Nesvera, 2011).

Faktor ¢©

Faktor ¢© se fadi do podskupiny faktordi sigma ECF36 ze skupiny 4 rodiny ¢,
které se nachazeji pouze u kmene Actinobacteria (Staron et al., 2009).

oC je kli¢ovy regulator exprese genti kodujicich proteiny ucastnici se aerobni
respirace. Pozitivné reguluje geny cytochromil bd a aa; a naopak negativné reguluje gen
cytochromu bc;.

o® regulon zahrnuje geny operonu cydABDC, ctaA, ctaB a operonu ctaE-qcrCAIB
a je indukovan béhem odpovédi na limitaci kyslikem (Toyoda a Inui, 2016a). Zaroven
bylo prokazano, 7e geny c“ regulonu jsou téZ indukovdny b&hem nitratové respirace
(Nishimura et al., 2011).

Promotor genu sigC je rozpoznavan vegetativnim faktorem ¢ a nebyla nalezena
pritomnost faktoru anti-c (Toyoda a Inui, 2016a). Nabizi se tedy moznost regulace
aktivity promotoru vzajemnou interakci promotorovych oblasti -10 a -35, jak bylo
popsano u genu sigC kmene M. tuberculosis, ktery je nejpodobnéjsi genu sigC kmene
C. glutamicum (Thakur et al., 2007).

o®-dependentni promotory maji jinymi faktory sigma nerozeznatelnou konvenéni
sekvenci oblasti -35 (GGAACT) a oblasti -10 (CGACA/T) s mezernikem o délce 16

nukleotidli (Toyoda a Inui, 2016a), takze jsou zcela unikétni.
Faktor o”

Faktor 6P se fadi do podskupiny faktori sigma ECF40 ze skupiny 4 rodiny ¢’°,

které se rovnéz nachéazeji pouze u aktinobakterii (Staron et al., 2009).
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o? je zodpovédny za stresovou odpovéd’ na limitaci kyslikem (Ikeda et al., 2009) a
zaroven hraje roli v regulaci udrzeni integrity bunééné stény (Taniguchi et al., 2017b),
pficemz v kmeni s deletovanym faktorem anti-c° byla prokézana toxicita faktoru o za
jeho nadexprese (Toyoda a Inui, 2018).

oP regulon obsahuje geny ve vztahu k syntéze korynemykolovych kyselin (fadD2,
pks), geny kodujici korynemykolyltransferazy (copl, cmtl, cmt2, cmt3),
L,D-transpeptidazu zodpovidajici za rezistenci vuc¢i lysozymu (/ppS), podjednotku
hlavniho kandlu bunécné stény (porH) a regulacni faktor povrchovych lipida (elrF)
(Taniguchi et al., 2017b).

Promotor genu faktoru o je rozpoznavan vegetativnim faktorem o a neni tak
autoregulovan. Po sméru transkripce od genu sigD se nachazi gen pro jeho faktor anti-o,
rsdA, ktery je prepisovan ze 6°-dependetniho promotoru.

U cP-dependentnich promotordi byla prokdzana konvenéni sekvence oblasti -35

(GTAAC) a oblasti -10 (CGAT) s mezernikem 16-17 nukleotidt (Toyoda a Inui, 2018).

Faktor c*

Faktor oF se fadi do podskupiny faktor®i sigma ECF14 ze skupiny 4 rodiny c’°.
Faktory sigma z této podskupiny se opét nachazeji pouze u kmene Actinobacteria a jsou
charakteristické pritomnosti genu kdédujiciho O-metyltransferdzu lokalizovaného piimo
pred genem faktoru sigma (Staron et al., 2009).

o se Gicastni odpovédi na tepelny a povrchovy stres (Park et al., 2008) a odpovédi
na stres vyvolany kyselinou ferulovou (Chen et al., 2017). V delecnim kmeni AsigE
C. glutamicum se zvysila citlivost na nedostatek hot¢iku a na pasobeni SDS, lysozymu,
EDTA a teploty. Zaroven tento kmen vykazoval extrémni citlivost na pisobeni riznych
antibiotik, a to kyseliny nalidixové, penicilinu a vankomycinu (Park ef al., 2008).
Regulon 6* viak nebyl dosud detailngji popsan.

Gen sigE a gen jeho faktoru anti-c, cseE, jsou piepisovany jako operon a jejich
transkripce je stimulovana teplotou. Interakce proteinli SigE a CseE byla prokazana
metodou in vitro (Park et al., 2008).

Konvenéni sekvence of-dependentnich promotord nebyla dosud popsana.
Nedavno vsak bylo prokazano, Ze promotory geni PlclgR, P2dnaK a P2dnaJ?2 jsou
rozpoznavany jak faktorem oF, tak i o™ (Silar et al., 2016), coz naznaluje piekryvani

promotorové specifity faktorti * a o'l
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Faktor o'

Faktor o' se fadi do podskupiny faktori sigma ECF12 ze skupiny 4 rodiny ¢’°.
Vétsina faktori sigma této podskupiny je asociovana se svym faktorem anti-c (Staron et
al., 2009), ktery obsahuje N-terminalni ZAS doménu (zinek vazici anti-sigma doménu)
reagujici na oxidativni stres tvorbou vratné disulfidové vazby za uvolnéni zinkového
ligandu. Podle fyziologickych podminek pevné vaze nebo naopak uvoliiuje faktor sigma
(Hillion a Antelmann, 2015).

Faktor o' se ucastni odpovédi na tepelny, oxidativni, chemicky a riistovou fazi
indukovany stres (Ehira et al., 2009; Busche et al., 2012; Toyoda et al., 2015; Chen et al.,
2016; Toyoda a Inui, 2016b).

o'l regulon obsahuje nejmén& 83 genfll, znichz vétsina se Ucastni thiolové
oxida¢né redukéni rovnovahy (Busche ef al., 2012). Soucasti regulonu jsou geny koédujici
Trx/TrxR systém (¢rxB, trxBl1, trxC), metabolismus mykothiolu (mshC, mca, mtr), dsbA
obdobné thioldisulfidoxidoreduktazy (cg2838, ¢g2661), methioninsulfoxidreduktazy
(msrA, msrB), geny funkéné spojené s fagy (cg0378), tRNA-(5-metylaminometyl-2-
thiouridylat)-metyltransferazu (cg/397), geny kodujici proteazomalni konjugacni drahu
podobnou ubiquitinu (pup) and enzymy opravujici poSkozenou DNA (uvrd, uvrD3)
(Ehira et al., 2009; Busche et al., 2012). Faktor o' ¥idi expresi nejen svého vlastniho
sigH-rshA operonu a genu regulatord dalSich stresovych odpovédi, jako jsou HspR
(Barreiro et al., 2009), ClgR (Engels ef al., 2004), SufR (Ehira et al., 2009), WhcA (Choi
et al., 2009) a WhcE (Kim et al., 2005), ale i transkripci genti kédujicich faktory ¢*, 6® a
oM (Halgasova et al., 2001; Nakunst et al., 2007; Ehira et al., 2008; Toyoda et al., 2015).
Zaroven byly identifikovany c'-dependentni promotory neleZici v operonech, které se
ucastni pentdzofosfatové drahy, biosyntézy riboflavinu a absorpce zinku (Toyoda et al.,
2015), takze je o' u C. glutamicum povazovan za jeden z globalnich regulatorti (Schroder
a Tauch, 2010).

PrestoZe se gen sigH a gen jeho faktoru anti-o, rshA4, nachdzeji v operonu fizeném
4 vegetativnimi promotory rozpoznavanymi faktorem o®, gen sigH neni autoregulovan
(Taniguchi a Wendisch, 2015), avSak pfed vlastnim genem rsh4 byl prokazan
o'-dependentni promotor (Busche et al., 2012).

Pro o''-dependentni promotory byla uréena konvenéni sekvence oblasti -35
(g/tGGAAL) a oblasti -10 (t/cGTTgaa) s mezernikem 16-19 nukleotidti (Ehira et al., 2009;
Busche et al., 2012).
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Faktor o™

Faktor o™ se fadi do podskupiny faktori sigma ECF27 ze skupiny 4 rodiny ¢’° a
ucastni se u C. glutamicum odpovédi na tepelny, chladovy a oxidativni stres vyvolany
prevazné diamidem.

Piestoze bylo u C. glutamicum popsano 23 genii oM

regulonu kodujicich
komponenty suf systému, geny kodujici thioredoxin reduktazu, thioredoxiny, chaperony a
proteiny ucastnici se odpovédi na tepelny stres (Nakunst et al., 2007), pozdéji byla
vétsSina z téchto genitl, a to suf operon, groES, groEL, grpE, hspR (Ehira et al., 2009) a
sufR, trxB, trxBl, trxC, cwIM, clpB a dnaJ (Ehira et al., 2009; Busche et al., 2012),
charakterizovana jako c'-dependentni. Pfed genem sigM byl nalezen predpoklddany
o'l-dependentni promotor (Nakunst et al., 2007; Ehira et al., 2008).

Pro oM-dependentni promotory byla charakterizovana konvenéni sekvence oblasti
-35 (gGGAAT) a oblasti -10 (C/TGTTGA/G) (Nakunst et al., 2007). Jelikoz vSak byly

oM-dependentni promotory identifikovany také jako o'-dependentni, lze predpokladat, Ze

existuje prekryv rozpoznavaci specifity faktorti ™ a 6.

2.2.4. Faktory anti-o

Faktory anti-c regulujici aktivitu alternativnich faktorii sigma jsou Casto integralni
membranové proteiny vnitini membrany tvofené N-terminalni cytoplazmatickou
doménou (vazba faktoru sigma) a periplazmatickou doménou, ktera reaguje na podminky
v periplazmé. Jejich geny jsou Casto piepisovany spolu s geny faktord sigma (Helmann,
2002). Na rozdil od faktort sigma jsou faktory anti-c sekven¢né a strukturné rozmanité.
Obecné plati, Ze faktory anti-o stabilizuji faktor sigma ve formé, kterd znemozituje vazbu
faktoru sigma s RNA polymerazou tak, zZe oboustrannou vazbou s doménami G2 a G4
zablokuji klicova vazebnd mista (Campbell et al., 2008).

Podrobné studie dvou faktord anti-o, RseA z kmene E. coli a ChR z kmene
Rhodobacter sphaeroides spolu se sekvenénim profilovanim a klastrovou analyzou
véts§iho mnozZstvi domnélych faktor anti-c vedly k identifikaci zékladniho strukturniho
motivu, N-terminalni domény faktoru anti-c, nazvaného ASD (anti-sigma doména).
Zaroven bylo zjisténo, ze ptiblizné 30 % téchto faktorli anti-c obsahuje doménu, ktera
vaze zinek (ZAS) (Zdanowski et al., 2006; Campbell ef al., 2007).

Reaktivace faktort sigma probiha riznymi mechanismy uvolnéni od vazby sigma-
(anti-o) béhem odpovedi na specificky podnét, ktery Casto zprostiedkovava pienasec

extraceluldrniho signalu do cytoplazmy (Osterberg et al., 2011).

19



Prehled literatury

2.2.4.1. Klasifikace faktoru anti-o

Podle zplisobu interakce s faktory sigma byly popsany dvé hlavni skupiny faktort
anti-o: 1) faktory anti-o, které se vclenuji mezi domény o2 a o4 (ASD 1) a 2) faktory
anti-o, které obaluji domény o> a 64 (ASD II) (Campbell et al., 2007).

Ptiklad prvni skupiny byl poprvé pozorovan u E. coli, kde tvofi strukturni
komplex kmene faktoru o a piislusného faktoru anti-c (RseA). V tomto komplexu RseA
zaujme ohnuty tvar tvofeny Ctyfmi a helixy a vmezeti se mezi domény o2 a 64 (Campbell
et al., 2003) (Obr. 6). Tyto faktory anti-c jsou bud’ modifikovany proteolyzou, nebo
konformac¢né pozménény, aby se mohly uvolnit od faktoru sigma (Mascher, 2013).

Na strukturni Grovni byly podrobné charakterizovany dva ptiklady faktorii anti-c
druhého typu, které se obaluji okolo domén o2 a 64 (ASD II) (Obr. 6). Prvnim je komplex
faktoru sigma CnrH a faktoru anti-c CnrY z druhu Cupriavidus metallidurans (Maillard
et al.,, 2014) a druhym je komplex tvofeny faktorem sigma EcfG, homologem faktoru
sigma PhyR a faktorem anti-c NepR u bakterie z tfidy Alphaproteobacteria (Campagne et
al., 2012). Struktura faktoru sigma CnrH v komplexu s cytoplazmatickou doménou jeho
faktoru anti-c CnrY odhalila, Ze domény 62 a o4 jsou uzce obepindny dvéma helixy
faktoru anti-c tak, ze se doména o4 dotykd domény o> vmisté jeji interakce
s promotorovou oblasti -10. Vysledkem je tedy zablokovani vazebnych mist faktoru CnrH
pro RNA polymerazu (Maillard et al., 2014). Regulace komplexu faktoru sigma PhyR a
faktoru anti-c NepR je oznafovana jako regulace prostfednictvim napodobovani faktoru
sigma. Zahrnuje mechanismus vymény partneri, ve kterém PhyR napodobuje faktor
sigma EcfG a tim vyvaZze faktor anti-c NepR z jeho inhibi¢ni interakce s faktorem sigma.
Pravdépodobné existuji 1 dalsi regulaéni strategie, ve kterych mohou byt ASD II napf.
modifikovany specifickymi proteiny, jakou jsou kindzy a proteazy (Campagne et al.,

2012), ale ty jsou zatim jen ve stadiu hypotéz.
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Obrazek 6. Interakce faktori sigma a anti-c.

Nalevo je znazornén neaktivni stav, tj. inhibice faktoru sigma specifickym faktorem anti-c.
Domény o, a 64 faktoru sigma jsou znazornény Sed¢ a zlute, zatimco faktor anti-c modfe. Domény
faktoru anti-c jsou znazornény v postaveni vuci faktoru sigma podle toho, do jaké skupiny patii
(ASD I nebo ASD II). Napravo je znazornén aktivni stav, kdy je faktor sigma navazdn na RNA
polymerazu. Jadro RNA polymerdzy je znazornéno hnéd€. Promotorové oblasti -35 a -10 jsou
oznaceny jako -35 box a -10 box, Sipka znazornuje transkripcni start. V transkripénim okné je
znazornéna vyc¢nivajici baze -10 boxu reagujici s doménou o> RNA polymerazy na netemplatové
DNA (nt). Templatova DNA je znacena pismenem t. ASD = anti-sigma domain (Campagne et al.,
2015).

2.2.4.2. Mechanismy rozvolnéni komplexu o/anti-o

Pfesny mechanismus pro uvolnéni do cytoplazmy orientované¢ho faktoru sigma
béhem odpovédi na signal je zndm jen v n€kolika malo piipadech. Pfesto mohou byt
rozdéleny do tii obecngjSich skupin - vyména partnert, pifimad detekce a regulovana
proteolyza (Campagne ef al., 2012).

Regulovana proteolyza je mechanismus pro pfenos signalu pfes membrany, ktery
byl nalezen ve vSech fiSich (Brown et al., 2000) a je i Casto pouzivanym kontrolnim
mechanismem u alternativnich faktorti sigma spousténych b&hem odpovédi na
extracytoplazmatické podnéty. Obvykle zahrnuje postupné Stépeni Casti faktoru anti-c
piesahujici pies membranu vné¢j$i protedzou, nasleduje Sté€peni protedzou na Urovni
membrany a vysledkem je uvolnéni cytoplazmatické domény. Ptikladem je komplex
o"/RseA z kmene E. coli rozvolnény proteazou DegS na strané jedné a protedzou RseP

(YaeL) na stran¢ druhé (Alba et al., 2002).
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Béhem pifimé detekce je signdl zachycen piimo faktorem anti-c a
ptetransformovan do konformac¢nich zmén, které uvolni faktor sigma. Prvnim popsanym
piikladem tohoto typu byl komplex o®/RsrA u S. coelicolor (Li et al., 2003).

Mechanismus vymeény partneril je rozSifen zvlasté u grampozitivnich bakterii a je
podrobné studovan u B. subtilis. Tento mechanismus obsahuje ¢tyfi zakladni komponenty
(modelovym piikladem je faktor o®): faktor sigma (c®), faktor anti-c (protein kiniza
RsbW), faktor anti-anti-c (RsbV) a vstupni fosfatdzovy komplex (RsbTU nebo RsbQP).
K aktivaci uvolnénim &i deaktivaci navazanim faktoru o® a jeho anti-c (RsbW) je potieba
defosforylovat (+) ¢i fosforylovat (-) RsbV komplexem RsbTU nebo RsbQP (Hecker et
al., 2007).

2.2.4.3. Faktory anti-o u Corynebacterium glutamicum

Podle homologie s faktory anti-c zkmene M. tuberculosis byly v genomu
C. glutamicum identifikovany dva geny kodujici pfedpokladané faktory anti-c lezici po
sméru transkripce od genll sigE a sigH (Patek, 2005). Nedavno byl objeven dalsi faktor
anti-c leZici po sméru transkripce za genem sigD (Toyoda a Inui, 2018). Faktor anti-c® je

oznacovan CseE, faktor anti-o"! RshA a anti-o” RsdA.

Faktor anti-c" (CseE)
Gen cseE (cgl272) kodujici faktor anti-c CseE (164 aa) se nachazi 188 nt po

sméru transkripce od genu sigk.

CseE pravdépodobné reguluje aktivitu faktoru o vratnou protein-protein
interakci, pficemz jeho Ctyfi konzervované cysteinové zbytky mohou hrat dileZitou roli
v fizeni aktivity o (Park et al., 2008). Faktor anti-c CseE patfi do skupiny anti-c ZAS

(zinek vazici anti-sigma doména) (Staron et al., 2009).

Faktor anti-c (RshA)

Gen rshA (cg0877) kodujici faktor anti-c RshA (89 aa) se nachazi v operonu
s genem sigH. RshA obsahuje konzervované cysteinové zbytky, které reguluji interakci
s faktorem o', Za nestresovych podminek je faktor c™ inhibovén redukovanou formou
RshA, aviak oxidaci téchto cysteinovych zbytkd se komplex c'/RshA rozvolni. Jelikoz
transkripce genu rshA probiha ze o'-dependentniho promotoru a soudasti o' regulaéni
sit¢ jsou drahy redukcnich slou€enin thioredoxinu a mykothiolu, dochazi k rychlému

vypnuti stresové odpovédi po ukonceni stresovych podminek. Jakmile se obnovi thiolova

22



Prehled literatury

oxida¢né redukcni rovnovéha v buiice, opétovné se redukuji cysteinové zbytky RshA a
tim se obnovi jeho funké&nost. Podle navrzeného modelu o' regulonu, RshA piimo
reguluje stresovou odpovéd’ na disulfidovy a teplotni stres (Busche ef al., 2012).

Také faktor anti-c RshA patii do skupiny anti-c nazyvanych ZAS (Staron et al.,
2009).

Faktor anti-c RsdA
Gen rsdA (cg0697) kodujici faktor anti-c RsdA (342 aa) se nachdzi v operonu

s genem sigD, pii¢emz transkripce genu rsdA probihd i ze 6P-dependentniho promotoru
leziciho uvnitt genu sigD. Predpoklada se, ze RsdA odpovid4d na poskozeni bunécné
membrany nebo bunééné stény zplisobené environmentidlnim stresem (napt. SDS,
lysozym nebo ampicilin) (Toyoda a Inui, 2018).

Faktor anti-c RsdA je jedinym zastupcem faktord anti-c kmene C. glutamicum,

u kterého byl piredpovézen transmembranovy region (Toyoda a Inui, 2018).
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3. Material a metody
3.1. Material

3.1.1. Kultivaéni pady

Pada 2xYT (1 000 ml)

Bylo odvazeno 16 gramu tryptonu (Oxoid), 10 gramii yeast extraktu (Serva) a 5
graml NaCl (Lachema) a doplnéno destilovanou vodou do jednoho litru, sterilizovano
autokldvovanim. Kultivacni ptida méla pH 6,8; tato hodnota nebyla upravovana. Pro
piipravu pevné pudy bylo na jeden litr ptidy ptfiddno 15 gramt agaru (Liofilchem).

Pro selekci na antibiotikum kanamycin (Serva) bylo po sterilizaci pfidano 300 pl
zasobniho roztoku (100 pg/ml). Findlni koncentrace tedy byla 30 pg/ml.

Pro selekci na tetracyklin (Serva) se ptidalo po sterilizaci 2 ml zadsobniho roztoku

tetracyklinu (5 mg/ml) pro vyslednou koncetraci 10 pg/ml.

3.1.2. Bakterialni kmeny

Escherichia coli DHS5a — kmen umoznujici a-komplementaci
B-galaktosidazy (Hanahan, 1985)
Escherichia coli BL21 (DE3) — expresni kmen (Studier & Moffatt, 1986)

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 — typovy kmen (C. glutamicum WT)

Corynebacterium glutamicum rpoC-H8 —kmen s 8 histidinovou kotvou na C-konci
proteinu RpoC (Holatko et al., 2012)

Corynebacterium glutamicum AsigH — kmen s chromozomalni deleci v genu sigH

(Radoslav Silar, 2007)
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3.1.3. Plazmidy

3.1.3.1. Pouzité plazmidové vektory

pEPR1

pEC-XT99A

pET-22b(+)

pKSAC45

pRLG770

Km® (kanamycin), podvojny (E. coli a C. glutamicum)
promoter-probe vektor, bezpromotorovy gfpuv jako
reportérovy gen (Knoppova et al., 2007)

TcR (tetracyklin), podvojny (E. coli a C. glutamicum)
expresni  vektor, IPTG-inducibilni ¢ promotor
(Kirchner a Tauch, 2003)

Ap® (ampicilin), expresni vektor E. coli pro izolaci
proteint, T7 promotor, His-Tag kodujici sekvence
(Novagen)

Km®, sebevrazedny vektor replikujici se v E. coli,
nereplikujici se v C. glutamicum, sacB gen (Holatko et
al., 2009)

ApR, vektor E. coli pro in vitro transkripci, rrnB

terminator (Ross et al., 1990)
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Obrazek 7. Mapa promoter-probe vektoru pEPR1.
Podvojny replikativni vektor pEPR1 (Knoppova et al., 2007) pro méfeni sily promotora
v E. coli a C. glutamicum. Vektor pEPR1 ma pét unikatnich klonovacich mist (Smal, Nsil,
Bcll, Xbal a BamHI).

* aph = gen kodujici enzym aminoglykosidfosfotransferazu, ktera determinuje

rezistenci ke kanamycinu (Km®)

= gfpuv = bezpromotorovy (reportérovy) gen kodujici zeleny fluorescencni protein

* rep = gen kodujici replikazu

= per = gen kodujici pozitivni efektor replikace

» TI1(TleuB+TrrnB) a T2(TrpA+TrpL) = transkripéni terminatory
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Obrazek 8. Mapa expresniho vektoru pEC-XT99A.
Podvojny replikativni expresni vektor pEC-XT99A (Kirchner a Tauch, 2003) pro
nadexpresi klonovaného genu v E. coli a C. glutamicum.

» tetA = gen kodujici protein TetA Gcastnici se tetracyklinové rezistence (TcR)

® Jaclg = gen kodujici Lac represor

= repA = gen kodujici replikacni protein RepA

= per = gen kodujici pozitivni efektor replikace

=  Ptrc = IPTG inducibilni promotor

= TI, T2 = transkripéni terminatory

27



Material a metody

PET-22b(+) 5
5493 bp -

Obrazek 9. Mapa expresniho vektoru pET-22b(+).

Expresni vektor E. coli pET-22b(+) (Novagen) pro klonovani genti a néslednou

nadprodukéni izolaci proteintl. (+) za nazvem vektoru znaci pfitomnost f1 originu.

bla = gen kodujici penicilin B-laktamazu (Ap®)

f1 origin = f1 origin replikace, ktery umoziuje produkci jednovlaknové
plazmidové DNA pro mutagenezi a sekvenacni aplikace

T7 termindtor = T7 transkrip¢ni terminator

His-Tag = C-terminalni His-Tag sekvence

MCS = mnohonésobné klonovaci misto

pelB = N-terminalni signalni sekvence pro potencialni periplazmatickou lokalizaci

77 = IPTG inducibilni promotor T7

lacl = gen kodujici Lac represor
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EcoRI

pKSAC45
4705 bp

Obrazek 10. Mapa sebevraZedného vektoru pKSAC45.

Replikativni vektor pKSAC45 (Holatko et al., 2009) replikujici se v E. coli a integrativni
v C. glutamicum pro zavadéni chromozomalnich mutaci v C. glutamicum.
= gph = gen kodujici enzym aminoglykozidfosfotransferazu, ktera
determinuje rezistenci ke kanamycinu (Km®)
= ori = replikacni poatek
» JacZ = gen kddujici B-galaktosidazu

=  sacB = gen kodujici levansukrazu
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EcoRI HindIIl
Pbla

‘4

PRLG770
4796 bp

Obrazek 11. Mapa transkripéniho vektoru pRLG770 pro testovani in vitro
transkripce.

Vektor E. coli pro in vitro transkripéni systém nesouci studovanou promotorovou oblast,
ze které zacind transkripce a konc¢i rrnB terminatorem za vzniku ~150 nt produktu (Ross
et al., 1990).

*  hla = gen kodujici B-laktaméazu (Ap®)

= ori = replikacni pocatek

* Pbla = promotor genu bla

* 7rnB = termindtor

= ORF = otevieny Cteci rdmec

»  galK = gen kddujici galaktokinazu
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3.1.3.2. Zkonstruované plazmidy
Tabulka 3. Seznam plazmida zkonstruovanych v této praci.

Konstrukt

Charakteristika

pEC-XT99A/gfp

Gen gfpuv, nadprodukce Gfpuv

pEC-XT99A/sigA

Gen sigA, nadprodukce SigA

pEC-XT99A/sigB

Gen sigB, nadprodukce SigB

pEC-XT99A/sigC

Gen sigC, nadprodukce SigC

pEC-XT99A/sigD

Gen sigD, nadprodukce SigD

pEC-XT99A/sigE

Gen sigE, nadprodukce SigE

pEC-XT99A/sigH

Gen sigH, nadprodukce SigH

pEC-XT99A/sigh

Gen sigM, nadprodukce SigM

pEC-XT99A/sigh APy

Gen sigM bez inducibilniho promotoru Py

pEC-XT99A/sigHmut

Gen sigH s mutaci Met—Arg

pEC-XT99A/sigEmut

Gen sigFE s mutaci Arg—Met

pEC-XT99A/SIGHmMutK -A

Gen sigH s mutaci Lys—Ala

pEC-XT99A/

SIGHmutTMSR-ARVA | Gen sigH s mutaci ThrMetSerArg—AlaArgValAla
pEPR1/Pfba Promotor genu fba (70 nt)

pRLG770/Pfba Promotor genu fba (65 nt)

pEPR1/Pcmtl Promotor genu cmt! (65 nt)
pRLG770/Pcmtl Promotor genu cmt! (62 nt)
pEPR1/Pcg2556 Promotor genu ¢g2556 (217 nt)
pRLG770/Pcg2556 Promotor genu ¢g2556 (75 nt)
pEPR1/PrshA Promotor genu rsh4 (278 nt)
pRLG770/PrshA Promotor genu rsh4 (60 nt)

pEPR1/PsigB Promotor genu sigB (378 nt)
pEPR1/P2sigA Vegetativni promotor P2 genu sig4 (265 nt)
pRLG770/P2sigA Vegetativni promotor P2 genu sigA4 (123 nt)
pEPR1/PtrxB1 Promotor genu #xB1 (336 nt)

pEPR1/Plpd Promotor genu Ipd (84 nt)

pRLG770/Plpd Promotor genu /pd (85 nt)

pEPR1/Pcg0607 Promotor genu cg0607 (75 nt)
pRLG770/Pcg0607 Promotor genu cg0607 (75 nt)
pEPR1/PrsdA Promotor genu rsdA4 (341 nt)
pRLG770/PrsdA Promotor genu rsdA4 (70 nt)

pEPR1/Pcmt3 Promotor genu cmt3 (85 nt)
pRLG770/Pcmt3 Promotor genu cmt3 (85 nt)
pEPR1/Pcg2047 Promotor genu cg2047 (75 nt)
pRLG770/Pcg2047 Promotor genu cg2047 (75 nt)
pEPR1/PlppS Promotor genu IppS (90 nt)
pRLG770/PlppS Promotor genu /ppS (80 nt)

pEPR1/PfadD?2 Promotor genu fadD2 (73 nt)
pRLG770/PfadD2 Promotor genu fadD2 (80 nt)

pEPR1/Pcmt2 Promotor genu cmt2 (90 nt)
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pRLG770/Pcmt2 Promotor genu cmt2 (78 nt)
pEPR1/Pcgl056 Promotor genu cg/056 (80 nt)
pRLG770/Pcgl056 Promotor genu cg/056 (70 nt)
pEPR1/Pcg0420 Promotor genu cg0420 (75 nt)
pRLG770/Pcg0420 Promotor genu cg0420 (70 nt)
pEPR1/PcatAl Promotor genu cat41 (350 nt)
pRLG770/PcatAl Promotor genu catA1 (360 nt)
pEPR1/PbenAd Promotor genu benA4 (403 nt)
pRLG770/PbenA Promotor genu benA (410 nt)
pEPR1/Pcg0256 Promotor genu cg0256 (75 nt)
pRLG770/Pcg0256 Promotor genu cg0256 (80 nt)
pEPR1/Pcg0785 Promotor genu cg0785 (80 nt)
pRLG770/Pcg0785 Promotor genu cg0785 (80 nt)
pEPR1/Pcg0668 Promotor genu cg0668 (65 nt)
pRLG770/Pcg0668 Promotor genu cg0668 (70 nt)
pEPR1/Pcg2322 Promotor genu ¢g2322 (75 nt)
pRLG770/Pcg2322 Promotor genu cg2322 (80 nt)
pEPR1/Pcg2534 Promotor genu cg2534 (75 nt)
pRLG770/Pcg2534 Promotor genu cg2534 (80 nt)
pEPR1/PsigM C. callunae |Promotor genu sigM C. callunae (75 nt)
PRLG770/Psight C. Promotor genu sigM C. callunae (70 nt)
callunae

pEPR1/PsigM C. deserti | Promotor genu sigh C. deserti (75 nt)
pRLG770/Psng ¢ Promotor genu sigM C. deserti(75 nt)
deserti

pEPR1/PtrxB Promotor genu trxB (333 nt)
pEPR1/PsufR Promotor genu sufR (417 nt)
pRLG770/PsufR Promotor genu sufR (60 nt)
pEPR1/PclpP1 Promotor genu c/pP1I (345 nt)
pRLG770/PclpP1 Promotor genu clpP1 (60 nt)
pEPR1/PuvrD3 Promotor genu uvrD3 (65 nt)
pRLG770/PuvrD3 Promotor genu uvrD3 (60 nt)
pEPR1/Pmca Promotor genu mca (60 nt)
pRLG770/Pmca Promotor genu mca (60 nt)
pEPR1/PmshC Promotor genu mshC (65 nt)
pRLG770/PmshC Promotor genu mshC (65 nt)
pEPR1/Pcg0378 Promotor genu c¢g0378 (204 nt)
pRLG770/Pcg0378 Promotor genu cg0378 (65 nt)
pEPR1/Pcgl 121 Promotor genu cg/721 (299 nt)
pRLG770/Pcgli21 Promotor genu cg//21 (70 nt)
pEPR1/Pcg3344 Promotor genu cg3344 (228 nt)
pRLG770/Pcg3344 Promotor genu cg3344 (65 nt)
pEPR1/Pcg3309 Promotor genu ¢g3309 (275 nt)
pEPR1/Pcg3309mut Promotor genu cg3309 s mutaci v -35 oblasti (80 nt)
pEPR1/PtrxBImut Promotor genu t7xB1 s mutaci v -35 oblasti (80 nt)
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3.1.4. Primery pro PCR
Tabulka 4. Seznam pouZitych oligonukleotidii (Sigma-Aldrich).

Primer Sekvence oligonukleotidu (5°-3")

CM3 CGGCGGATTTGTCCTACT

30F CCACCTGACGTCTAAGAAACC

1620R GCGCTACGGCGTTTCACTTC

P770F2 ATTGTCTCATGAGCGGATAC

P770R2 CTCCGATCATAAGCTGTCAAAC

ECXT99AF CCCGTTCTGGATAATGTTTT

ECXT99AR GCTACGGCGTTTCACTTCTG

GFPEXF1 TTCTGCAGAATTCGGATCCAAGTTCA

GFPEXR1 TTTCTAGATCGGCCAGCCACATCAGC

SIGAPECF GCGAATTCATCCTCAGCATCACTC

SIGAPECR TGTCTAGACGAACCAAAGCAACAG

SIGBPECF AGGAATTCGTTGAACCTCTTGAAC

SIGBPECR GCTCTAGAACTCGCCGGTAAAATA

SIGDPECXTF CTGAATTCTAAACTTTTAGGGTTTTGATG

SIGDPECXTR GTCTCTAGATTACTTGTTCTCCTGCTGCTC

SIGCPECR TTGATCTAGATCATCTGCTAACCTTGG

SIGCPECF GGTGAATTCGGTCTGAACTGGTAT

EXSIGMTCF1 AAGAGCTCTGCAGGCCCATACTAAGCCGCATAA

EXSIGMTCRI1 AATCTAGATCAAAGTAGTAAACGTAAAAGTGC
AAGAATTCGTCGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGAAAAAGAAGTCCCGA

EXSIGETCFI GATGACGCACCCG

EXSIGETCRI1 AATCTAGAAAGTTCCCTGTCCGCACCAC

EXSIGHTCF1 ANAGAATTCTGCAGATAGTCAACACGCATTTTCGAAAGGGGC

EXSIGHTCRI1 AATCTAGACGAGTCGCTGCGGTTGAGA
GAGGAAATATCACACGACAAAAGTTGAGTGATGCA ATAATT TATA

PFBAPEPRF GAGTGATGCAGGC GGC
GGCAACTG
GATTCAGTTGCCTATAGCCAATTATGCCTGCATCACTCAACTTTTGTCGTG

PFBAPEPRR TGATATTTCCTCTGCA
AATTCAGGAAATATCACACGACAAAAGTTGAGTGATGCAGGCATAATTGGC

PFBAPT770F TATAGGCAACTA
AGCTTAGTTGCCTATAGCCAATTATGCCTGCATCACTCAACTTTTGTCGTG

PFBAP770R TGATATTTCCTG
GTTCGAAAAGGTAAAGCGCCTGTTAACGTAATAGCTTGAAATATAGATGTA

PCMTI1PEPRF AATTAAAG
GATCCTTTAATTTACATCTATATTTCAAGCTATTACGTTAACAGGCGCTTT

PCMT1PEPRR ACCTTTTCGAACTGCA
AGCTTTAATTTACATCTATATTTCAAGCTATTACGTTAACA TTTA

PCMTIP770R CAGGCGCTTTAC

CTTTTCG
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AATTCGAAAAGGTAAAGCGCCTGTTAACGTAATAGCTTGAAATATAGATGT

PCMTI1P770F AAATTAA

PCG2556R AAGGGATCCTTCTTGTTTGCTG

PCG2556F ACACTGCAGAAATCTGGTTCAGGTATTC

CG2556P770F AATTCACCAATTCTTTAAAGCTCTCACCCTCTTTAGGGAACTGAATGCGGT
CTGTACTCGACTACTGGATCATGAA

CG2556P770R AGCTTTCATGATCCAGTAGTCGAGTACAGACCGCATTCAGTTCCCTAAAGA
GGGTGAGAGCTTTAAAGAATTGGTG

PRSHAHP AACTGCAGATGCAATGAATCAACTC

PRSHADB GAGGATCCCAGGGCAGCCACAATC

PRSHAP770F zgé’ggggggiégTCCATCGTGGAAGAAAACAGCTCCGAGGAAT GTTAAAGG

PRSHAP770R ?ggi’é’gggggggACTTCCTTTAACATTCCTCGGAGCTGTTTTCTTCCACGA

PSIGBHP3 GGCTGCAGCGGTGATTGAAAAGA

PSIGBDB3 GTGGATCCGATGCCGTTGAGGTAA

PSIGAF2 GGCTGCAGACCAACACCTCACCCCA

PSIGAR GGTGGGATCCCCTGGAAAGTCTCAT

PSIGAP770R TCCAAGCTTAGCGTTCCATTATAGTTGA

PSIGAP770F ATGAATTCTCGAAAGGTGATTTTTGCC

TRPTCGF1 CAGTTGTGTGATGTGGCAATGTTTCACG

GFP1 CTAATTCAACAAGAATTGGGAC

TRXBI1F GTCTGCAGATCAATATCCACACCCT

TRXB1R GCCGGATCCTGTGCTCTCAAATGT

PCG0441UPF GCGACTTGCAAATAGTTCATTTCGGCAGAGTGCTAACGGTTAGGCACTATT
TTCCGTTAGTTCTTTTGTAGTCG

PCG0441UPR GATCCGACTACAAAAGAACTAACGGAAAATAGTGCCTAACCGTTAGCACTC
TGCCGAAATGAACTATTTGCAAGTCGCTGCA

e

e

PCGO607F GAATTCAAATCCGTGTTGCGCGTTAATAAGGAACAATATCGGTGTGATTCG
CGATATATTAATCAGCTTG

PCGO607R GATCCAAGCTGATTAATATATCGCGAATCACACCGATATTGTTCCTTATTA
ACGCGCAACACGGATTTGAATTCTGCA

PCGO607P770F ﬁgggéigggﬁ?gggigg;‘gch GTTAATAAGGAACAATATCGGTGTGA

PCGO607P7T0R iggggéiigigégiﬁ;‘égi;‘ggc GAATCACACCGATATTGTTCCTTATTA

P1ADPEPRF TATGCTGCAGCTCGTATTGGAGG

PIADPEPRR CCAAGGATCCCTCTCAAGATAAGAATGT
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AATTCTTTGCGCTGGTCAGCGATGGAAGTAACAGAGTTAGGGAACTTCTCG

PIAD770F ATCTACTGAGTGAAA

P1AD770R AGCTTTTCACTCAGTAGATCGAGAAGTTCCCTAACTCTGTTACTTCCATCG
CTGACCAGCGCAAAG
GATGCACCGGGGGAAACTATGGGGATTTTGGGGGAGGTTGTTACAAAACCA

PCMT3PEPRF TACGTCTGTGAAGATATGACGAGTGCG

PCMT3PEPRR GATCCGCACTCGTCATATCTTCACAGACGTATGGTTTTGTAACAACCTCCC
CCAAAATCCCCATAGTTTCCCCCGGTGCATCTGCA

PCMT3770F AATTCATGCACCGGGGGAAACTATGGGGATTTTGGGGGAGGTTGTTACAAA
ACCATACGTCTGTGAAGATATGACGAGTGCA

PCMT3770R AGCTTGCACTCGTCATATCTTCACAGACGTATGGTTTTGTAACAACCTCCC
CCAAAATCCCCATAGTTTCCCCCGGTGCATG

PCG2047F GICGCATCAAGCATTTTTTAGTGACGTAACATCAAAGAAGTATTCACTGAT
GTAAGTAGTGGACTGAGCG

PCG2047R GATCCGCTCAGTCCACTACTTACATCAGTGAATACTTCTTTGATGTTACGT
CACTAAAAAATGCTTGATGCGACTGCA
AATTCTCGCATCAAGCATTTTTTAGTGACGTAACATCAAAGAAGTATTCAC

PCG2047P770F TGATGTAAGTAGTGGACTGAGCA
AGCTTGCTCAGTCCACTACTTACATCAGTGAATACTTCTTTGATGTTACGT

PCG2047P770R CACTAAAAAATGCTTGATGCGAG

PLPPSPEPRF GCTCACAAAACCATTGAAAAGGCATTCTGGACGTAACGCTCCGGCATCTAC
AAGGGATGATCAAAATAGCTACATGAGGAAATGTTG

PLPPSPEPRR GATCCAACATTTCCTCATGTAGCTATTTTGATCATCCCTTGTAGATGCCGG
AGCGTTACGTCCAGAATGCCTTTTCAATGGTTTTGTGAGCTGCA

PLPPS770F AATTCGCTCACAAAACCATTGAAAAGGCATTCTGGACGTAACGCTCCGGCA
TCTACAAGGGATGATCAAAATAGCTACA

PLPPS770R AGCTTGTAGCTATTTTGATCATCCCTTGTAGATGCCGGAGCGTTACGTCCA
GAATGCCTTTTCAATGGTTTTGTGAGCG
GGAACGGTCACTCGCTCAAGTAGTGTTAGTTTGCAAAAGTAATAAAATGTT

PFADD2PEPRF CATCTTTGTCGATGGTCACAATAGG
GATCCCTATTGTGACCATCGACAAAGATGAACATTTTATTACTTTTGCAAA

PFADD2PEPRR CTAACACTACTTGAGCGAGTGACCGTTCCTGCA

PFADD2770F AATTCGAACGGTCACTCGCTCAAGTAGTGTTAGTTTGCAAAAGTAATAAAA
TGTTCATCTTTGTCGATGGTCACAATAGA

PFADD2770R AGCTTCTATTGTGACCATCGACAAAGATGAACATTTTATTACTTTTGCAAA
CTAACACTACTTGAGCGAGTGACCGTTCG

PCMT2PEPRF GGCTGTGATAACTACCCAAGAGTGTCACAACTTGGTAACGTGTGGGCGGAA
AAACAAGATAGGCATCGAGAGGTATCAGCGGTCCAG

PCMT2PEPRR GATCCTGGACCGCTGATACCTCTCGATGCCTATCTTGTTTTTCCGCCCACA
CGTTACCAAGTTGTGACACTCTTGGGTAGTTATCACAGCCTGCA

PCMT2770F AATTCGGCTGTGATAACTACCCAAGAGTGTCACAACTTGGTAACGTGTGGG
CGGAAAAACAAGATAGGCATCGAGAGA

PCMT2770R. AGCTTCTCTCGATGCCTATCTTGTTTTTCCGCCCACACGTTACCAAGTTGT
GACACTCTTGGGTAGTTATCACAGCCG
GAGCAGTAATTTGTTTTGACGACGCAGTAACGCAATCGGGGATTGTGGTCG

PCGI056PEPRF ATTCTTTAAGCAAGGGTAATGTCGAAACG
GATCCGTTTCGACATTACCCTTGCTTAAAGAATCGACCACAATCCCCGATT

PCG1056PEPRR

GCGTTACTGCGTCGTCAAAACAAATTACTGCTCTGCA
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AATTCAGCAGTAATTTGTTTTGACGACGCAGTAACGCAATCGGGGATTGTG

PCG1056770F GTCGATTCTTTAAGCAAGA
AGCTTCTTGCTTAAAGAATCGACCACAATCCCCGATTGCGTTACTGCGTCG

PCG1056770R TCAAAACAAATTACTGCTG
GAAATATTTTGCATCTGAGCAGTTAGAAACGGTATGTCGGTAGTAACCGAT

PCGO420PEPRF ACGATTTATTGAAGCTG
GATCCAGCTTCAATAAATCGTATCGGTTACTACCGACATACCGTTTCTAAC

PCGO420PEPRR TGCTCAGATGCAAAATATTTCTGCA
AATTCAAATATTTTGCATCTGAGCAGTTAGAAACGGTATGTCGGTAGTAAC

PCG0420770F CGATACGATTTATTGAAGCTA
AGCTTAGCTTCAATAAATCGTATCGGTTACTACCGACATACCGTTTCTAAC

PCGO420770R TGCTCAGATGCAAAATATTTG

PCATAINEWF CAAGAGACTGCAGAGAAGTTGGTATT

PCATAINEWR TCGGATCCCTGCCTAGCGGAAAAAT

PCATA1770F GAACCTCCAATTGAGTGAAAAG

PCATA1770R GTCAAGCTTCTGCCTAGCGGAAAAATC

PBENANEWF AGACTGCAGGGGTGAAGTAGGG

PBENANEWR GTGAGGATCCAAGAGAGTGAAAAG

PBENA770F GTCACAATTGTAGAGACTTTGGGGG

PBENA770R CATGTGAAGCTTCAAGAGAGTG
GGGGAAACTCGCCTTGTTTTGCACCAACAGGGAACCTGGAGCGCAGTTTCG

PCGO256PEPRF GGGTCTAAGTAGGTATGGGG
GATCCCCCATACCTACTTAGACCCCGAAACTGCGCTCCAGGTTCCCTGTTG

PCGO256PEPRR GTGCAAAACAAGGCGAGTTTCCCCTGCA
AATTCGGGAAACTCGCCTTGTTTTGCACCAACAGGGAACCTGGAGCGCAGT

PCG0256P770F TTCGGGGTCTAAGTAGGTATGGGA
AGCTTCCCATACCTACTTAGACCCCGAAACTGCGCTCCAGGTTCCCTGTTG

PCG0256P770R GTGCAAAACAAGGCGAGTTTCCCG
GAGACCGCGCGGGCGAATTTGGGCTTGGAGGGAACCAAACGGCCACTTTTC

PCGO785PEPRF CAGTCCAACAAAGTATGAGG
GATCCCTCATACTTTGTTGGACTGGAAAAGTGGCCGTTTGGTTCCCTCCAA

PCGO785PEPRR GCCCAAATTCGCCCGCGCGGTCTCTGCA
AATTCAGACCGCGCGGGCGAATTTGGGCTTGGAGGGAACCAAACGGCCACT

PCGO785P770F TTTCCAGTCCAACAAAGTATGAGA
AGCTTCTCATACTTTGTTGGACTGGAAAAGTGGCCGTTTGGTTCCCTCCAA

PCGO785PT770R GCCCAAATTCGCCCGCGCGGTICTG
GTGAGAATTCCCCTAATTTCACATTCAAGGGAACCTTTTGGCCGTTTTTCC

PCGO668PEPRFN AGTCAAACACTTATTGACAGG
GATCCCTGTCAATAAGTGTTTGACTGGAAAAACGGCCAAAAGGTTCCCTTG

PCGO668PEPRRN AATGTGAAATTAGGGGAATTCTCACTGCA
AATTCTGAGAATTCCCCTAATTTCACATTCAAGGGAACCTTTTGGCCGTTT

PCGO668P770FN TTCCAGTCAAACACTTATTGACAGA
AGCTTCTGTCAATAAGTGTTTGACTGGAAAAACGGCCAAAAGGTTCCCTTG

PCGO668P770RN AATGTGAAATTAGGGGAATTCTCAG
GCCCGTTTTAAAAGAATTTTCTAAAACTCGGGAACCTTTAGCCAACTTTTC

PCG2322PEPRF

AAGTCCAACCCTTTTAAGAG
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GATCCTCTTAAAAGGGTTGGACTTGAAAAGTTGGCTAAAGGTTCCCGAGTT

PCG2322PEPRR TTAGAAAATTCTTTTAAAACGGGCTGCA
AATTCCCCGTTTTAAAAGAATTTTCTAAAACTCGGGAACCTTTAGCCAACT

PCG2322P770F TTTCAAGTCCAACCCTTTTAAGAA
AGCTTTCTTAAAAGGGTTGGACTTGAAAAGTTGGCTAAAGGTTCCCGAGTT

PCG2322P770R TTAGAAAATTCTTTTAAAACGGGG
GTAAGTTCAAAAAATAATTTGAATTTTAGGGAACCTACCCCGAACTTTTGC

PCG2534PEPRE AGTCTAACGCTTATGAGTGG
GATCCCACTCATAAGCGTTAGACTGCAAAAGTTCGGGGTAGGTTCCCTAAA

PCG2534PEFRR ATTCAAATTATTTTTTGAACTTACTGCA
AATTCTAAGTTCAAAAAATAATTTGAATTTTAGGGAACCTACCCCGAACTT

PCG2534P770F TTGCAGTCTAACGCTTATGAGTGA
AGCTTCACTCATAAGCGTTAGACTGCAAAAGTTCGGGGTAGGTTCCCTAAA

PCG2534P770R ATTCAAATTATTTTTTGAACTTAG

PSIGMCCF GTTTCCGGCTTAGTTAGAACCAGCTGCCTTGTTTGAAAAAACGAGGCAGCT
GGTTTTTGTTATTTCAGGTGGTG

PSIGMCCR GATCCACCACCTGAAATAACAAAAACCAGCTGCCTCGTTTTTTCAAACAAG
GCAGCTGGTTCTAACTAAGCCGGAAACTGCA
AATTCCCTTGTTTGAAAAAACGAGGCAGCTGGTTTTTGTTATTTCAGGTGG

PSIGMCC770F TTTTTCAACCCCGACTA
AGCTTAGTCGGGGTTGAAAAACCACCTGAAATAACAAAAACCAGCTGCCTC

PSIGMCC770R GTTTTTTCAAACAAGGG

PSIGMCDF GCTAGATAGCTATTTGGACACACACATTCAGAAGAGGAACTGACAGTTATG
CTCTGTGGTTAGACCCCTGTTTG

PSIGMCDR GATCCAAACAGGGGTCTAACCACAGAGCATAACTGTCAGTTCCTCTTCTGA
ATGTGTGTGTCCAAATAGCTATCTAGCTGCA
AATTCTATTTGGACACACACATTCAGAAGAGGAACTGACAGTTATGCTCTG

PSIGMCD770F TGGTTAGACCCCTGTTTA
AGCTTAAACAGGGGTCTAACCACAGAGCATAACTGTCAGTTCCTCTTCTGA

PSIGMCD770R ATGTGTGTGTCCAAATAG

SIGMPTRCF ACCATGGAATTCGAGCTC

SIGMPTRCR GCTGTCAAACCAGATCAATTC

TRXBF CCGAACTGCAGGGAATCAAAGTAGGTA

TRXBR CGGGATCCATATACTGCTGCGGTA

SUFRF TTCTGCAGTCGCATCATTCTACGC

SUFRR GTGCAGGATCCAACAGGATGAGAAGA
AATTCGAAGGGATTGGACACGGGAATGGAATTAGGGAACACTTGTGTTGTC

SUFRP770F
TAAAGGTGAARA
AGCTTTTTCACCTTTAGACAACACAAGTGTTCCCTAATTCCATTCCCGTGT

SUFRP770R CCAATCCCTTCG

CGI1121PEPRIF |ATCCCTGCAGGCACCCAAAC

CGI1121PEPRIR |TCAATGGATCCTTCGTCGTCAATCAAGTTA

CG1121P770F AATTCAGTAAAGGTGTGAAAATAGTTCCTCACGTGGGGAACTATACTGATC
CTTGATGCGTTAACTTGATTGACGA
AGCTTCGTCAATCAAGTTAACGCATCAAGGATCAGTATAGTTCCCCACGTG

CGI1121P770R

AGGAACTATTTTCACACCTTTACTG
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PCLPPI1F GGAATACTGCAGTGAAGAAGAAG

PCLPPI1R TTTGGATCCTCATCGTCTACCTGG

CLPP1P770F AATTCAGCGAACAGAGGCGGTTTCATGGAAATACGCGGGTAGTCCGGTGAC
ATTGAACCAAATGAA
AGCTTTCATTTGGTTCAATGTCACCGGACTACCCGCGTATTTCCATGAAAC

CLPPIP770R CGCCTCTGTTCGCTG
GCTTTAACCGCTATCTGGAATGATTGATAGCTCCCAAGTGTTGTATCTATT

PUVRD3PEPRF
CCAGTTG
GATCCAACTGGAATAGATACAACACTTGGGAGCTATCAATCATTCCAGATA

PUVRD3PEPRR GCGGTTAAAGCTGCA
AATTCCTTTAACCGCTATCTGGAATGATTGATAGCTCCCAAGTGTTGTATC

PUVRD3P770F TATTCCAGTTA
AGCTTAACTGGAATAGATACAACACTTGGGAGCTATCAATCATTCCAGATA

PUVRD3P770R GCGGTTAAAGG
GGGACGTTGGGTGTTTGGAATGTTCGAAGCGCCTGATGCGTTGGATGGAGA

PMCAPEPRF
GTTGGAG
GATCCTCCAACTCTCCATCCAACGCATCAGGCGCTTCGAACATTCCAAACA

PMCAPEPRR CCCAACGTCCCTGCA
AATTCGGACGTTGGGTGTTTGGAATGTTCGAAGCGCCTGATGCGTTGGATG

PMCAPT70F GAGAGTTGGAA
AGCTTTCCAACTCTCCATCCAACGCATCAGGCGCTTCGAACATTCCAAACA

PMCAP770R CCCAACGTCCG
GGATTTTTTGGTTTGTGGAATAGGTGCACTGGCGGCTTGGTTGAAGTTTCA

PMSHCPEPRF
GGTGACG
GATCCGTCACCTGAAACTTCAACCAAGCCGCCAGTGCACCTATTCCACAAA

PMSHCPEPRR CCAAAAAATCCTGCA
AATTCGATTTTTTGGTTTGTGGAATAGGTGCACTGGCGGCTTGGTTGAAGT

PMSHCE770F TTCAGGTGACA
AGCTTGTCACCTGAAACTTCAACCAAGCCGCCAGTGCACCTATTCCACAAA

PMSHCP770R CCAAAAAATCG

cg0378 F AACTGCAGAGCTGGGGTTTTCT

cg0378 R ACGGATCCCTTACTCCTACAAC

PO378770F AATTCGATTCCATTTACGATGGAACATTTTTGAAGAATACCTCGTTGAATC
TAGTGCARA

PO378770R AGCTTTTGCACTAGATTCAACGAGGTATTCTTCAAAAATGTTCCATCGTAA
ATGGAATCG

cg3344 F ATCTGCAGIGTTTCTTACTTTA

cg3344 R GAGGATCCGTGCGTCTTCGTCA

P3344770F AATTCCACTTACTTGATGCGGGAACAAATTTGAAGGTTTTTCAGTTGCTAT
AGGTATGACA

P3344770R AGCTTGTCATACCTATAGCAACTGAAAAACCTTCAAATTTGTTCCCGCATC
AAGTAAGTGG

P3309F GTCTGCAGTTTTGTGGGTTTTCTC

P3309R AGGGATCCTACAAAGGTGGTTGAA
GITTTGCTTTTCGACGTCTCCCTCCTCCCGTGGGAATAACTCTCTAACTAA

PCG3309MUTHF

GTGCGTTAAGGAAGGTAGAAG
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PCG3309MUTHR

GATCCTTCTACCTTCCTTAACGCACTTAGTTAGAGAGTTATTCCCACGGGA
GGAGGGAGACGTCGAAAAGCAAAACTGCA

PTRXBIMUTEF

GTGCCGGTCAATGAAGAAAATCCTTGGCCGGGAACTTTCACAGTCCGCTGA
AAGTTGGTCTATATATAGACG

PTRXBIMUTER

GATCCGTCTATATATAGACCAACTTTCAGCGGACTGTGAAAGTTCCCGGCC
AAGGATTTTCTTCATTGACCGGCACTGCA

SIGEmutR-MF

GGGTACCGTGATGTCCCGTATTCACCG

SIGEmutR-MR

ATTTTCACTCCGAGGGTC

SIGHmutM-RF CGGAACTGTGCGCTCCCGACTCCATC
SIGHmutM-RRa |AGTGGAACGTCCATGATCTCGG
SIGHmutK-AF CACCTATATCGCGGCGTACCAGG
SIGHmutK-AR TCTTGCACGAGATCTTCC
SIGHmutTMSR-
CGTCGCACTCCATCGTGGAAGAAAACAG
ARVAF
SIGHmutTMSR-
CGCACAGCTCCGAGTGGAACGTCCAT
ARVAR
AATTCGCTTTTCGACGTCTCCCTCCTCCCGTGGGAACTTTCCTCTAACTAA
CG3309P770F GTGCGTTAAGGAAGGTAGAAA
AGCTTTTCTACCTTCCTTAACGCACTTAGTTAGAGGAAAGTTCCCACGGGA
CG3309P770R

GGAGGGAGACGTCGAAAAGCG

restrikcni mista, mutace

3.1.5. Komer¢ni soupravy

NucleoSpin® gel and PCR clean-up (Macherey-Nagel)

NucleoSpin® plasmid (Macherey-Nagel)

NucleoBond® xtra midi (Macherey-Nagel)
Q5" Site-Directed Mutagenesis kit (New England Biolabs)

3.1.6. Pouzity software

MS Office 2010 CZ (http://office.microsoft.com)

pDRAW32 — analyza a zpracovani nukleotidovych sekvenci (http://www.acaclone.com)

Bio-vision® Software — analyza a zobrazeni agar6zovych a polyakrylamidovych gelti

EditSeq (DNASTAR, Inc.) — editace nukleotidovych sekvenci

SeqBuilder (DNASTAR, Inc.) — analyza a zpracovani nukleotidovych sekvenci

PrimerSelect (DNASTAR, Inc.) — navrhovani primera

Quantity One — analyza a zobrazeni autoradiografie na citlivé folii (screen)
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3.1.7. Pristroje

Tabulka 5. Pouzité pristroje.

Nazev Vyrobce

Automaticky autokldv MAC-235EX Sanyo, USA

Spek‘;rofotometr WPA CO 8000 Biowave Cell Biochrom Ltd, UK

Density Meter

Termoblok Thermostat BT100 KIfEINFELD Labortechnik,
Némecko

Quantum® CX5

Vilber, Francie

Zdroj napéti pro elektroforézu ST 305

Life Technologies, USA

Elektroporator Bio-Rad Gene Pulser

Bio-Rad, USA

FastPrep®-24

M. P. Biomedicals, LLC., USA

Laboratorni vahy L610D

Sartorius, SRN

Odsttedivka MIKRO 200R

Hettich, Némecko

Odstredivka PMC-880 Capsulefuge

Gilson, Inc., USA

Odstredivka RT6000B Sorval, USA
Odstredivka Sigma 112 Sigma, SRN
pH metr PHM210 Radiometer Analytical S. A., Francie

Savant DNA 120 SpeedVac System

Thermo scientific, USA

Spektrofotometr Biomate 5

Thermospectronics, UK

TC-3000 Thermal Cycler

Barloworld Scientific, USA

Sonikator UW2200

Bandelin Electronic, Némecko

Casova¢ sonikétoru Sonoplus HD2200

Bandelin Electronic, Némecko

Vortex 7Zx3

P-LAB ass., CR

Odstiedivka Avanti® J-26 XPI

Beckman Coulter, USA

Analytické vahy AND GR-202

A & D Instruments LTD, Japonsko

Molecular Imager FX

Bio-Rad, USA

Vakuova susicka gelti 583

Bio-Rad, USA

Spektrofluorimetr Safire?

Tecan, Rakousko

Magneticka michacka Mini MR Standard

IKA, Némecko

Odstiedivka J6-MI

Beckman Coulter, USA

Nanofotometr® 1702

IMPLEN, Némecko
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3.2. Metody

3.2.1. Kultivace kmenu E. coli a C. glutamicum

Material

Pada 2xYT

kanamycin Km (Serva)
tetracyklin Tc (Serva)

ampicilin Ap (Serva)

Postup

Bunky E. coli byly kultivovany pti 37 °C na pevné pudé ¢i v tekutém mediu 2xYT.
Kultury C. glutamicum byly kultivovany piti 30 °C na pevné pudé ¢i v tekutém mediu
2xYT. Pro selekci kmenii nesoucich plazmidy s determinanty rezistenci byl do
kultivaéniho media ptfidavdn kanamycin s vyslednou koncentraci 30 pg/ml a/nebo
tetracyklin (10 pg/ml) ¢i ampicilin (100 pg/ml). Kultivace v tekutém mediu probihala na

rotacni tfepacce pii 180-200 ot./min.

3.2.2. I1zolace nukleovych kyselin

3.2.2.1. l1zolace plazmidové DNA z kmene E. coli

Material

Pufr GET (50mM gluk6za (Lachema), 10mM Na;EDTA (Sigma), 25mM Tris-HCI
(Sigma); pH 8,0)

Cerstvé pripraveny 0,2M NaOH-1% SDS (Sigma)

Octan draselny (KAc) (3M KAc (Sigma); pH 4,8 upraveno k. octovou (Lach-Ner))

Isopropanol (Lachema)

LiCI (5M LiCl (Sigma) v 50mM Tris-HCI; pH 7,5)

96% EtOH (Fagron)

RNaza A (20 mg/ml) (Serva)

Fenol (Serva) : chloroform (Penta) 1:1

Chloroform (Penta) : isoamylalkohol (Penta) 24:1

70% EtOH

Pufr TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA (Sigma); pH 8,0)
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Postup

Pfes noc narostla kultura E. coli v 50 ml tekutého media 2xYT s pfislusnym
antibiotikem byla zchlazena na 5 minut v ledu a po pievedeni do centrifugac¢ni zkumavky
(Falcon) centrifugovana 10 min pii 4 500 x g v chlazené centrifuze. Po odstranéni
supernatantu se sediment resuspendoval v 5 ml ledového pufru GET a ponechal 5 min
v ledu. Pak bylo pfidano 10 ml roztoku NaOH-SDS a vzorek se promichal rychlym
ptevracenim. Po chlazeni 10 min v ledu se ptidalo 7,5 ml 3M octanu draselného a velmi
pomalym pfevracenim se promichalo. Po 10min chlazeni v ledu se vzorek centrifugoval
20 minut pii 5 000 x g v chlazené odtfedivce a supernatant se pies sterilni gazu pielil do
nové centrifugacni zkumavky (Falcon). Plazmidova DNA v supernatantu se srazela 12 ml
isopropanolu 10 min pfi laboratorni teploté. Po centrifugaci 10 min pfi 5000 x g
v chlazené centrifuze se vysuSeny sediment obsahujici i RNA rozpustil ve 2 ml sterilni
vody, pfidaly se 2 ml LiCl a po promichani se vzorek chladil 15 min v ledu. Po
centrifugaci 10 min pii 4 500 x g se supernatant piepipetoval do nové centrifugacni
zkumavky (Falcon). Supernatant obsahoval plazmidovou DNA a sediment RNA.
Plazmidova DNA se precipitovala 10 ml 96% EtOH po dobu 30 min pii -20 °C. Po
centrifugaci 10 min pii 4 500 x g v chlazené centrifuze se vysuSeny sediment rozpustil
ve 400 pl pufru TE a ptfenesl do mikrozkumavky Eppendorf (dale jen mikrozkumavka).
Ptidaly se 3 ul RNazy A (20 mg/ml) a inkubovalo se 30 min pii 37 °C. DNA byla
preciSténa extrakei fenolem, chloroformem, srdZena etanolem a rozpusténa v 50 pl sterilni

vody.

3.2.2.2. Miniizolace plazmidové DNA z kmene E. coli

Material

Pufr GET (50mM gluko6za, 10mM NaEDTA, 25mM Tris-HCI; pH 8,0)
Cerstvé piipraveny 0,2M NaOH-1% SDS

KAc (3M acetat K; pH 4,8 upraveno k. octovou)

RNaza A (40 pg/ml)

96% EtOH

70% EtOH
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Postup

Bunky E. coli byly kultivovany na pevné pudé 2xYT s ptislusnym antibiotikem pfi
37 °C pres noc. Poté byla odebrana klicka bunék a resuspendovana ve 100 ul pufru GET
piipraveném v mikrozkumavce. Mikrozkumavka byla ponechdna na 5 min v ledu a poté
bylo ptfidano 200 pl Cerstvé piipravené¢ho roztoku NaOH-SDS. Mikrozkumavka byla
kratce (1 s) homogenizovana a ponechana 5 min v ledu. Po chlazeni v ledu bylo pfidano
150 pl ledového 3M octanu draselného, obsah byl pomalym pfevracenim promichan a byl
chlazen 15 min v ledu. Po chlazeni byla mikrozkumavka centrifugovana pti 14 000 x g po
dobu 9 min pti 4 °C. Supernatant obsahujici plazmidovou DNA byl piepipetovan do nové
mikrozkumavky, ktera byla ihned vlozZena do ledu a bylo ptidano 850 ul 96% EtOH.
Obsah byl promichan a plazmidovd DNA ponechana srazet pii -20 °C po dobu 30 min. Po
precipitaci byl sediment oplachnut 200 ul 70% EtOH pii pokojové teploté a vysuSen.
VysuSeny sediment byl rozpustén ve 20 pl roztoku RNazy A (40 pg/ml) a inkubovan 30
minut pii 37 °C. DNA byla pfecisténa extrakci fenolem, chloroformem, srazena etanolem

a rozpusténa v 50 pl sterilni vody.

3.2.2.3. Miniizolace plazmidové DNA z C. glutamicum

Material

GET (50mM glukéza, 10mM NaEDTA, 25mM Tris-HCI; pH 8,0)
GET+L (GET + lysozym (Serva) 5 mg/ml)

KAc (3M acetat K; pH 4,8 upraveno k. octovou)

20% SDS

2M NaOH

Isopropanol

96% EtOH

70% EtOH

RNaza A (40 mg/ml)

Postup

Z ptes noc narostlé kultury C. glutamicum na misce 2xYT s pfisluSnym
antibiotikem byla odebrana klicka bun¢k do mikrozkumavky a resuspendovana v 300 pl
SET+L. Po 2 h inkubace pti 37 °C bylo piidano 400 pl Cerstvé ptipravené¢ho 1% roztoku
NaOH-SDS, ziskana smés promichana pfevracenim a inkubovana 5 minut pii pokojové

teploté. Poté bylo ptidano 300 pl 3M octanu draselného a vyslednd smés opét promichéna
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pomalym ptevracenim. Po patnactiminutovém chlazeni vledu byla mikrozkumavka
centrifugovdna 5 min pifi 4 °C a 14 000 x g. Po centrifugaci se supernatant obsahujici
plazmidovou DNA piepipetoval do novych mikrozkumavek a precipitoval 900 pl 96%
EtOH po dobu 10 min pii -20 °C. Po precipitaci byl sediment opldchnut 200 ul 70%
EtOH a po vysuseni rozpustén ve 20 pul RNazy A (40 mg/ml) a 10 min inkubovan. DNA
byla preciSténa extrakci fenolem, chloroformem, srdzena etanolem a rozpusténa v 50 pl

sterilni vody.

3.2.2.4. Extrakce DNA fenolem

Material
Fenol (Roth):chloroform (VWR Chemicals) 1:1
Chloroform:isoamylalkohol (Lach-ner) 24:1

Postup
Kroztoku DNA byl pfidan stejny objem smési fenol:chloroform, obsah byl

dikladn€ promichan tfepanim a centrifugovan 2 min pii 13 000 x g. Poté byla do nové
mikrozkumavky odebrdna pouze horni faze, pfiddn stejny objem smeési
chloroform/isoamylalkohol a obsah byl diikladné protfepan a centrifugovan 2 min na
13000 x g. Horni faze byla odebrana do nové mikrozkumavky a ziskand DNA byla

zakoncentrovana srazenim etanolem.

3.2.2.5. Srazeni DNA etanolem
Material

3IM KAc

96% EtOH

70% EtOH

Postup

Pted srdzenim byla k roztoku DNA ptidana 1/10 objemu 3M octanu draselného a
DNA byla srazena 96% etanolem pii -20 °C po dobu alesponi 20 min. Po centrifugaci byl
supernatant odstranén a pelet vysrazené¢ DNA promyt pfidanim 100 ul 70% etanolu. Po
dalsi centrifugaci byl pelet vysusen na SpeedVac Concentratoru a resuspendovan ve

sterilni vodé.
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3.2.2.6. l1zolace chromozomalni DNA z C. glutamicum

Material

GET (50mM gluko6za, 10mM Na;EDTA, 25mM Tris-HCI; pH 8,0)
GET+L (GET+lysozym 5 mg/ml)

20% SDS

Proteinaza K (20 mg/ml) (Sigma)

5M NaCl

CTAB/NaCl (10% CTAB (Sigma) v 0,7M NaCl)

Postup

Z ptes noc kultivovanych bun¢k C. glutamicum v 10 ml tekutého media 2xYT
v 100ml barice pii 30 °C byly odebrany 2 ml kultury a nasledné centrifugovany pii 14 000
x g po dobu 1 min v 1,5ml mikrozkumavce. Buniky byly resuspendovany v 500 pl pufru
GET+L, ihned bylo pfidano 50 pl 20% SDS a 3 pl proteinazy K a suspenze byla opatrné
promichéana ota¢enim. Po inkubaci 1 h pti 37 °C bylo pfidano 100 pl 5SM NaCl a opétovné
opatrné promichéno otd¢enim. Poté bylo ptfidano 80 pl roztoku CTAB/NaCl, promichano
otaCenim a inkubovano 10 min pfi 65 °C. Nasledné¢ byla DNA extrahovana fenolem,
srazena etanolem a dialyzoviana na MF™ membranovém filtru 0,025 uM VSWP

(Milipore).

3.2.3. Transformace

3.2.3.1. Transformace E. coli (Hanahan, 1985)

Material

Roztok RF1 100 ml (99,2mM RbCI (Sigma), 78,8mM MnCl; x 4H>O (Lachema),
10,2mM CaCl> x 2H20 (International enzymes limited),
29,54mM octan draselny, 15% (v/v) glycerol (Lachema); pH 5,8
upraveno kyselinou octovou, sterilizovano filtraci)

Roztok RF2 100 ml (10 mM MOPS (Serva), 9,92mM RbCl, 74,8mM CaCl, x 2H>0,
15% (v/v) glycerol; pH 6,8 upraveno NaOH, sterilizovano
filtraci)

MG (IM MgCl; (Lachema), 1M MgSO4 (Lachema))
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Postup

Priprava kompetentnich bunék

Z ptes noc kultivovanych bunék E. coli v 5 ml tekutého media 2xYT v 50ml barice
pii 30 °C bylo zaockovano 50 ml media 2xYT v 500ml baiice na ODgoo = 0,2. Kultivace
probihala za stalého tfepani na ODesoo = 0,6 pii 30 °C. Po kultivaci se kultura ihned
zchladila vledu a poté centrifugovala na chlazené centrifuze 10 min pii 4 500 x g.
Supernatant byl peclivé odstranén a sediment byl resuspendovan v 17 ml ledového RF1.
Po 15 min chlazeni v ledu byly buiiky opét centrifugovany po dobu 10 min pii 4 500 x g
v chlazené centrifuze. Supernatant byl odlit, sediment resuspendovan ve 4 ml ledového
RF2 a ponechan 15 min v ledu. Takto ptipravené kompetentni buiiky byly rozplnény do
predchlazenych mikrozkumavek po 200 ul. Kompetentni bunky byly bud’ hned pouzity

pro transformaci nebo zamrazeny v -70 °C.

Transformace

Ke 200 pl kompetentnich bun¢k bylo piidano 10 pl ligaéni smési nebo 1 ul
plazmidové DNA (0,1 az 1 ug) a vSe ponechano na ledu 30 min. Poté se bunky stresovaly
teplotnim Sokem po dobu 90 s pii 42 °C a ihned zchladily v ledu. Po ptfidani 800 pl
tekutého media 2xYT byly bunky pfeneseny do sklenéné zkumavky a regenerovany za
stalého tfepani 45 min pii 37 °C. 200 pl transformacni smési bylo nasledné vyseto na

pevnou pidu 2xYT s ptisluSnym antibiotikem a kultivovano pti 37 °C.

3.2.3.2. Transformace bunék C. glutamicum elektroporaci (van der Rest et
al., 1999)

Material
Pufr GT (10% glycerol (v/v), 8mM Tris-HCI; pH 7,4)
Roztok G (10% glycerol (v/v))

Postup

Priprava kompetentnich bunék

Z ptes noc kultivovanych bun¢k C. glutamicum v 10 ml tekutého media 2xYT
ve 100ml bance pii 30 °C bylo zao€kovano 100 ml tekutého media 2xYT v 500ml baiice
na ODgoo = 0,2 a kultivovano za stalého trepani pti 30 °C do ODeoo = 0,4-0,6. Poté byly

kultury zchlazeny v ledu, bunécné suspenze centrifugovana v chlazené centrifuze 10 min
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pii 4 500 x g a supernatant dikladné odstranén. Sediment byl resuspendovan v 50 ml
pufru GT a nasledné opét centrifugovan v chlazené centrifuze 10 min pti 4 500 x g. Toto
promyti pufrem GT se opakovalo dvakrat. Po posledni centrifugaci se sediment
resuspendoval v 1 ml roztoku G a rozdélil po 200 pl do mikrozkumavek. Kompetentni

bunky byly bud’ ptfimo pouzity pro transformaci nebo zamrazeny v -70 °C.

Transformace elektroporaci

Elektropora¢ni kyvety byly vymyty etanolem, vysuSeny a sterilizovany UV
zéatenim po dobu 1 min. Elektroporacni ptistroj Gene Pulser byl nastaven na napéti 2,5
kV, kapacitu 25 pF a odpor 200 Q.

K 200 pl kompetentnich bunék v ledu bylo pfidano 1-10 pug plazmidové DNA. Po
jemném promichani a minutové inkubaci byla bunécna suspenze piepipetovana do piedem
vychlazenych sterilnich elektroporacnich kyvet (Sitka 0,2 cm) a vystavena elektrickému
pulzu trvajicimu 4,5-5,5 milisekund. Poté byl ihned pfidan 1 ml media 2xYT a suspenze
byla pfevedena do mikrozkumavky. Buiikky byly nésledné stresovany 6 min pii 46 °C a
poté sterilné pfevedeny do sklenénych zkumavek. Kultivace trvala 2 h pti 30 °C za stalého
tiepani. Po inkubaci byl obsah pfenesen do mikrozkumavky a centrifugovan 1 min pfi
11 000 x g. Pelet byl opétovné resuspendovan ve 200 ul 2xYT media a tato suspenze byla

vyseta na pevnou pudu 2xYT s pfislusnym antibiotikem. Kultivace probihala pti 30 °C.

3.2.4. Dlouhodobé uchovavani bunék v glycerolu pfi -70 °C

Material

50% sterilni glycerol (v/v)

Postup
Bunky E. coli ¢i C. glutamicum byly kultivovany ptes noc na rota¢ni tfepacce pri
37 °C ¢i 30 °C. Po kultivaci bylo 300 pul bunééné kultury opatrné smichano s 700 ul 50%

glycerolu a uchovavano pfti -70 °C.

3.2.5. Elektroforeticka analyza DNA v agarézovém gelu

Material

Pufr TAE (40mM Tris-acetat, ImM EDTA; pH 8,0 upraveno na k. octovou)
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Agarosa (SeaKem® LE)
Nanaseci pufr (30% glycerol (v/v), 0,25% (w/v) bromfenolova modr (Serva))
GelRed (Biotium Inc.)

Postup

Elektroforeticka separace plazmidové a chromozomalni DNA ¢i fragmenti DNA
byla provadéna na agar6zovém gelu o koncentraci 0,7-2% (podle velikosti analyzované
DNA) v pufru TAE. Ke vzorkiim bylo pfed nanesenim na gel ptidano 1-5 pl sterilni vody,
3 wul nandsSeciho pufru a 1 pl 10x fedéného barviva nukleovych kyselin GelRed.
Elektroforéza probihala pii konstantnim napéti 50-90 V po rtiznou dobu podle velikosti
DNA. Po obarveni byla DNA vizualizovana UV zadfenim a zobrazena pomoci digitalni

kamery Quantum® a pocitatovym programem Bio-Vision® software.

3.2.6. Elektroforeticka analyza SDS-PAGE

Material

elektroforetickd souprava ATTA AE-6500 (ATTO Corporation, Japonsko)

Spodni pufr (3M Tris, 0,8% (w/v) SDS; pH 8.8)

Vrchni pufr (0,5M Tris, 0,4% (w/v) SDS; pH 6,8)

40% akrylamid (akrylamid (Serva): bisakrylamid (Serva) 37,5:1)

10% APS (Serva)

TEMED (Sigma)

Pufr Laemelli (25mM Tris, 192mM glycin (Lach-ner), 0,1% (w/v) SDS; pH 8.,3)

NanaSeci pufr Nupage (Invitrogen)

Proteinovy standard (New England Biolabs)

IM IPTG (Serva)

Barvici roztok (0,25% (w/v) Coomassie Blue R-250 (Sigam), 45% (v/v) metanol (VWR
Chemicals), 10% (v/v) k. octova)

Odbarvovaci roztok (40% (v/v) metanol, 10% (v/v) k. octova)

Postup
Prvné byl mezi elektroforeticka skla nalit namichany ,,spodni* gel (3,75 ml dH,O

+ 1,875 ml spodniho pufru + 1,875 ml akrylamidu + 30 ul APS + 15 ul TEMED) a po
jeho ztuhnuti ,,vrchni* gel (1,92 ml dH20 + 756 ul vrchniho pufru + 336 pl akrylamidu +
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12 ul APS + 6 ul TEMED). Do sestavené elektroforetické soupravy byl umistén ztuhly
polyakrylamidovy gel a zalit pufrem Laemelli. Z gelu byl vyjmut hieben, jamky promyty
pufrem Laemelli pomoci injekéni stiikacky a do vzniklych jamek byly naneseny
analyzované vzorky, které byly smichany s nanasecim pufrem (5 mg proteinového vzorku
+ 3 wl nanaseciho pufru + dH>O pro doplnéni do objemu 12 pl). Elektroforeticka
aparatura byla uzaviena vikem a pfipojena ke zdroji stejnosmérného proudu.
Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 70 V po dobu 1 h, které bylo nasledné
zvyseno na 120 V. Elektroforéza byla ukoncena ve chvili, kdy zona bromfenolové modii
doputovala ke spodnimu okraji gelu. Po ukonceni elektroforézy byl gel barven barvicim
roztokem za stalého a pomalého promichavani pti laboratorni teploté po dobu 0,5-1 h.
Nasledné byl gel odbarvovan odbarvovacim roztokem.

Pro stanoveni velikosti separovanych proteinii ve vzorku byl pouZit proteinovy

standard Color prestained protein standard (New England BioLabs).

3.2.7. 1zolace plazmidové DNA a jejich fragmentli z agar6zového gelu

Materiél

NucleoSpin® gel and PCR clean-up (Macherey-Nagel)

Postup

DNA byla izolovana pomoci komeréni soupravy NucleoSpin® gel and PCR clean-
up. Po elektroforetické separaci byl pas gelu obsahujici poZadovany fragment DNA
vyfiznut skalpelem a pfenesen do 2ml mikrozkumavky. Dale se jiz postupovalo podle
navodu komercéni soupravy, pficemz purifikovand DNA byla z kolonky GenElute
eluovana 20-50 ul dH>O a piipadné zakoncentrovdna na SpeedVac Concentratoru na

objem 10 pl.

3.2.8. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Material

DNA polymeréaza Green GoTaqg (Promega)

DNA polymeraza Q5® High-Fidelity (New England BioLabs)

DNA polymeraza One7ag (New England BioLabs)

DNA polymeraza PfuUltra 11 Fusion HS (Agilent Technologies, Inc.)
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DNA polymeraza Pfx Platinum (Invitrogen)
10 mM dNTP (New England BioLabs)
10 uM primery

Tabulka 6. SloZeni reak¢éni smési pro PCR.

Komponenta Objem v 50 pl
Reakéni puft! 5-10 ul

dNTP! 0,5-1,5 wl
Polymeraza' 0,25-1 ul
Templat" <l ul

Primer 1 1-1,5 pl

Primer 2 1-1,5 ul

MgSO4™ 1 ul

Enhancer’ 10 ul

Voda" Doplnéno do 50 pl

'Pouzité mnozstvi bylo voleno podle pouzité polymerazy, udano vyrobcem.
Jako templat byla pouzita plazmidova DNA nebo chromozomélni DNA.
MMgSO4 bylo pouzito pouze pii pouziti Pfx polymerazy.

VEnhancer byl pouzit pouze pii pouziti Q5® High-Fidelity polymerazy.
VAutoklavovana destilovana voda.

Tabulka 7. Program PCR reakce.

Cyklus | Krok Teplota Cas Pocet cykli

1 Denaturace 94 °C 30-120 s 1
Denaturace 94 °C 15-30 s

2 Hybridizace Tmx5°C 30s 25-30)
Syntéza 68 nebo 72 °C 15-40 s

3 Zaveérecnd syntéza 68 nebo 72 °C 3-5 min 1

Podminky PCR reakce byly voleny podle navodu dodaného vyrobcem pouZzitych polymeraz
(DNA polymeraza OneTaq, Platinum Pfx, PfuUltra 11 Fusion HS, Green GoTaq nebo Q5® High-
Fidelity).

3.2.9. Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami
Material

Restrikéni endonukledzy pouzité v této praci (Pstl, BamHI, EcoRI, Xbal, HindIll; New
England Biolabs)
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Postup

Plazmidova DNA byla Stépena restrikénimi endo-deoxyribonukledzami pti 37 °C

2-4 h. Po stépeni byla DNA pfesrazena etanolem a resuspendovana v destilované vode.

3.2.10. Ligace fragmentt plazmidové DNA

Material
T4 DNA ligaza (New England Biolabs)
PEG 4000 (Thermo Scientific)

Postup

Liga¢ni smés (voda, vektor + izolovany fragment v odpovidajicim poméru, 1 pl
liga¢niho pufru, 1 pl PEG 4000) byla preinkubovana 5 min pii 45 °C. Po zchlazeni na
4 °C byl pfidan 1 pl ligacniho enzymu T4 DNA ligazy, poté byla teplota zvySena na
22 °C a vlastni ligace probihala 2 h pti 22 °C. Nésledn¢ byla liga¢ni smés pouZita pro
transformaci kompetetnich bunék E. coli.

Pro ligaci bylo pro celkovy objem vzorku 10 ul obvykle pouzito 100-200 ng DNA

vektoru, pficemz mnozstvi pfidaného fragmentu bylo vypocteno podle vzorce:

mp = (mv . LI/ Lv) . MR

me mnoZzstvi inzertu [ng]

my.___ mnozstvi vektoru [ng]

Lo velikost inzertu [kb]

Lv velikost vektoru [kb]

MR zvoleny moléarni pomér inzert/vektor (vétSinou 3:1)

3.2.11. Stanoveni aktivity promotora fluorometricky

Aktivita promotorli byla stanovovana prostfednictvim intenzity fluorescence
zeleného fluorescenéniho proteinu Gfp, jehoZ gen gfpuv byl pouzit jako reportérovy gen.

Bezbunéény extrakt byl méfen na spektrofluorimetru Safira®. Excita¢ni vinova

vvvvv

Stérbiny 20 nm.
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Priprava bezbunécného extraktu

Material

Pufr PBS (136,9mM NacCl, 2,68mM KCI (Lachema), 10,05mM Na,HPO4x 12 H,O
(Lachema), 1,76mM KH>PO4 (Lach-Ner); pH 8,0 upraveno H3PO4(Lach-
Ner))

PMSF (0,1M PMSF v 96% EtOH) (Serva)

2-merkaptoetanol (Sigma)

IM IPTG (Serva)

Postup
Do 125 ml tekuté pidy 2xYT Km30TclO byla zaockovana cerstva kultura na

ODeoo = 0,5. Kultivace probihala za stalého tfepani pii 30 °C. Pfi dosazeni ODgoo= 1 byl
odebran ,,nulty* vzorek, zbyla kultura rozdélena na poloviny a jedna z nich zaindukovéna
ImM IPTG. Dalsi odbéry jiz probihaly podle potieb, a to vétSinou po 3, 6 a 24 h od
zacatku indukce.

Odebran byl vzdy takovy objem kultury, aby obsahoval pfiblizné 1,8 mg bunék.
Odebrany vzorek byl zchlazen v ledu a centrifugovan pti 4 °C (objem > 2 ml pii 5000 x g
5 min, objem < 2 ml pfi 13 000 x g 1 min). Sediment byl promyt 1 ml smési: pufr PBS +
0,ImM PMSF + 3mM 2-merkaptoetanol (dale smés PBS) a po opctovné centrifugaci
resuspendovan v 500 ul smési PBS. Vzorky byly ponechany v chladu a temnu minimalné
3h

Poté byla suspenze piepipetovana do specidlnich 2ml mikrozkumavek pro drceni
bunék. Do mikrozkumavek bylo ptfiddno 200 pl kuli¢ek Balotina velikosti 10. Drceni
probihalo na pfistroji Fast Prep 24 pfi rychlosti 6,0 m/s po dobu 60 s. Tento cyklus byl po
pétiminutovém chlazeni na ledu opakovan jeSt¢ 2x. Nasledovala chlazend centrifugace
20 min pi1 14 000 x g, po niz byl supernatant opatrné piepipetovan do novych 1,5ml
mikrozkumavek. Ziskany cCiry supernatant byl dale pouZit pro stanoveni proteinové

koncentrace a pro fluorometrické stanoveni aktivity promotoru.

Stanoveni koncentrace proteinii

Material

Reakéni roztok (0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma), 4,8% (v/v)
EtOH, 8,5% (v/v) k. fosforecna (Lach-Ner))

BSA (bovine serum albumin 10 mg/ml) (Sigma)
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Postup

Celkova koncentrace proteinli v bezbunééném extraktu byla stanovena metodou
podle Bradfordové (Bradford, 1976). K 5-20 pl (do celkového objemu 20 pl doplnéno
sterilni vodou) bezbunécného extraktu bylo ptidano 980 ul reakéniho roztoku. Obsah byl
promichdn a inkubovan minimaln¢ 10 min a maximalné¢ 60 min. Poté byla zméiena
absorbance vzorku na spektrofotometru pii vinové délce 595 nm. Vysledna celkova
koncentrace proteinti ve vzorku byla stanovena odectenim z grafu kalibra¢ni kiivky.

Kalibracni tada byla pfipravena stejnym zpusobem, avSak misto vzorku byla

pouzita fada vodnych roztokit BSA o koncentracich 0-1 mg/ml.

Stanoveni specifické aktivity promotoru

Specificka aktivita promotoru byla stanovena podle vypoctu:

fluorescence / konc. proteini [mg/ml] = AU [fluorescence/mg proteinu]

Intenzita fluorescence byla vyjadiena v arbitrarnich jednotkach AU/mg proteinu.

Pro urceni pozadi fluorescence byl pouzit vektor pEC-XT99A ¢i pEPRI.

3.2.12. In vitro transkripéni systém

3.2.12.1. Izolace jadra RNA polymerazy a faktorl sigma

Material

Pufr P (300mM NacCl, 50mM Na,HPOj4 (Lachema), 5% (v/v) glycerol, 3mM
2-merkaptoetanol, 0,ImM PMSF; pH 8,0)

Pufr P + gradient imidazolu (5-400 mM)

Kobaltnaté kulicky TALON® metal affinity resin (Clontech)

2M imizadol (pH 8,0) (Serva)

Reak¢ni roztok (0,01% (w/v) Coomasie Brilliant Blue G-250 (Sigma), 4,8% (v/v) EtOH,

8,5% (v/v) k. fosfore¢na (Lach-Ner))

IM IPTG (Serva)

PMES (0,1M PMSF v 96% EtOH) (Serva)

2-merkaptoetanol (Sigma)

Dialyzaéni zkumavky D-Tube™ maxi 6-8 kDa (Merck)

Skladovaci pufr (50mM Tris, 100mM NacCl, 50% (v/v) glycerol, 3mM
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2-merkaptoetanol; pH 8,0)
ddH>O (prosta RNaz a DNaz)
Elektroforetickd vana P10DS (Owl Separation System Inc., USA)
Poly-Prep chromatografické kolonky (Bio-rad)
Folie BAS-IP SR 2025 Imaging Plate (Fujifilm)

Kmen C. glutamicum rpoC-His8 (Holatko et al., 2012) byl kultivovan
v komplexnim médiu 2xYT do dosazeni pozdni exponencidlni ristové faze. Nasledn¢ byl
centrifugovan 20 min pii 4 000 x g a 4 °C, promyt a resuspendovan v pufru P. Bunécna
sténa byla naruSena pulzni sonikaci (sonikator Bandelin, amplituda 20 %, cyklus 0,30 s,
10 opakovani) za stalého chlazeni. Mezi jednotlivymi intervaly byl vzorek chlazen 1 min
v ledu, aby nedoSlo k denaturaci proteinii zvysujici se teplotou. Bunécny lyzat byl
centrifugovdn v chlazené odstfedivce 20 min pfi 27 000 x g a Ciry supernatant byl
prenesen do novych zkumavek. Nasledné¢ byl ptfidan roztok s kobaltnatymi kulickami
TALON® (vazba proteinti s histidinovou kotvou). Smés byla 2 h inkubovana v chladu za
pomalého rotaéniho kyvani, poté centrifugovana v chlazené odstfedivce 5 min pii
5000 x g a sediment obsahujici kobaltnaté kulicky s navazanym proteinem pienesen do
chromatografickych kolonek Poly-Prep. Smés v kolonkach byla promyta pufrem P
obsahujicim 5mM imidazol. Eluce proteinu z chromatografické matrice TALON® byla
provedena pufrem P s pfidavkem imidazolu o koncentracich 10-400 mM. Nejvyssi
vytézek jadra RNA polymerdzy byl stanoven ve frakcich obsahujicich 10mM a 20mM
imidazol. Pro stanoveni koncentrace proteini byla pouzita metoda podle Bradfordové a
pro vizualizaci byly jednotlivé frakce analyzovany elektroforeticky v 10%
polyakrylamidovém gelu. Frakce s nejvyssim vytézkem byly spojeny, dialyzovany pies
noc pomoci dialyzaéni zkumavky D-Tube™ maxi (postup stanoven vyrobcem) proti
skladovacimu pufru a vysledné izolované jadro RNApolymerazy uchovavano pii -20 °C.

Proteiny jednotlivych faktort sigma byly izolovany Holatkem et al., 2012.

3.2.12.2. Klonovani promotorovych oblasti pomoci komplementarnich

oligonukleotidt

Material

Restrikéni endonukleazy (EcoRI, HindIll) (New England Biolabs)
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Pufr 10x Pfx Platinum (Invitrogen)
50mM MgSOq (Invitrogen)
T4 DNA ligaza (New England Biolabs)

Komplementéarni oligonukleotidy

Postup

Plazmidova DNA byla postupné $tépena restrikénimi endonukledzami v celkovém
objemu 50 pl v pufru CutSmart pii 37 °C po dobu 2 h. Kontrola stépeni byla provedena
elektroforézou v 1% agar6zovém gelu.

Hybridizace (2x 2,5 pl oligonukleotidi (koncentrace 100 uM) + 5 ul pufru 10x
Pfx Platinum + 1,25 pl 50mM MgSOs, doplnéno dH>O do 50 pl) probihala v PCR
cycleru. Poc¢atecni teplota byla 95 °C, kterd se kazdou minutu snizila o 1 °C az na
konec¢nou teplotu 45 °C. Ziskané komplementarni oligonukleotidy byly pouzity do ligacni
smeési.

Ligace 5 pl zhybridizovanych oligonukleotidi se 100 ng vektoru pRLG770
probihala v termocykleru pfi teploté 22 °C 2 h. Vznikla ligacni smés byla pouzita pro
transformaci bunék E. coli DH5a. Transformované buiiky byly vysety na pevnou pudu
2xYT s ampicilinem o koncentraci 100 pl/ml. Kontrola transformanti byla provedena
metodou PCR s pouZitim kombinaci kontrolnich oligonukleotidii 30F+1620R a
P770F2+P770R2.

3.2.12.3. Priprava templatové DNA

Material

Amicon Ultra-0,5 ml 30 kDa (Merck)

Postup
Templatovy PCR fragment pro in vitro transkripci byl pfipraven pomoci PCR za

pouziti DNA polymerazy Q5® High-Fidelity a oligonukleotidi 30F a CM3 z konstruktu
pRLG770 s naklonovanou promotorovou oblasti. Nasledn¢ byl PCR fragment ptecistén
fenolovanim a zakoncentrovan pomoci kolonky Amicon dle ndvodu dodané¢ho vyrobcem
na findlni objem 20 pl.

Purifikovany PCR fragment byl velikostné ovéten v 1,5% agar6zovém gelu a jeho

koncentrace stanovena pomoci nanofotometru IMPLEN.
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3.2.12.4. Transkrip€ni reakce in vitro

Tato metoda byla pouzita pro testovani specifické iniciace transkripce pomoci
holoenzymu RNA polymerazy s urCitym faktorem sigma na studované promotorové

oblasti naklonované ve vektoru pRLG770.

Material
Pufr DB (50mM Tris, 2mM EDTA, 0,imM DTT, ImM 2-merkaptoetanol,
233mM NaCl, 5% (v/v) glycerol, 130 pg/ml lysozym; pH 8,0)

Transkripéni pufr 20x konc. (400mM Tris, 100mM MgCl, 10mM DTT; pH 7,9)

BSA (10 mg/ml)

IM KCl

Nukleotidy ATP, CTP, GTP (20mM) a UTP (1mM)

Radioaktivné znaceny nukleotid o**P-UTP

Stop pufr (2x pufr TBE, 7M mocovina, 10mM EDTA, 1% SDS, 2x TBE puft, 0,05%
bromfenolova modf, 0,05% xylencyanol)

Pufr TBE (90mM Tris, 90mM kyselina boritd, 2mM EDTA; pH 8,3)

ddH>O (striktn¢ bez RNaz a DNaz)

Folie absorbujici radioaktivni zafeni (BAS-IP SR 2025 Imaging Plate, Fujifilm)

Chromatograficky papir (3MM Chr, General Electric)

Postup

Ptiprava transkripéni smési probihala za stalého chlazeni v plexisklovém boxu
umisténém v oddélené mistnosti z divodu pouzivani radioaktivné znacenych sloucenin.

Enzymova smés holoenzymu RNA polymerdazy byla za stalého chlazeni
pfipravena smichanim jadra RNA polymerazy s pfisluSnym proteinem faktoru sigma
(v riiznych pomérech — RNAP:c* 1:15, RNAP:cBCPEHEM 1:30) 3 s pufrem DB do
celkového objemu 1,5 pl. Rekonstituce holoenzymu RNA polymerdzy s piislusSnym
faktorem sigma probihala 10 min pii 37 °C.

Za stalého chlazeni byla ptipravena reakéni smés skladajici se z teplatové DNA,
ddH>0, transkripéniho pufru, KCI, BSA, nukleotidi (ATP, GTP, CTP, UTP) a
radioaktivné znaceného o**P-UTP v celkovém objemu 8,5 ul (Tab. 8).

K 1,5 pl enzymové smési bylo pfidano 8,5 ul reakéni smési a inkubovano po
dobu 15 min pfii teploté¢ 30 °C. Poté byla reakce zastavena pitidanim 10 pl stop pufru.

Vzorky byly analyzovany na vertikalni elektroforéze nanesenim na PAA gel (5,5% (v/v)
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akrylamid, 7M mocovina, TBE, 0,0857% (v/v) APS a 0,069% (v/v) TEMED). Gel byl

nasledné premistén na chromatograficky papir, vysuSen 45 min pfi 80 °C na vakuové
susicce gelti a vlozen do expozicni kazety obsahujici folii absorbujici radioaktivni zareni.
Po 15 az 24hodinové expozici byl autoradiogram naskenovan pomoci ptistroje Molecular

Imager FX a analyzovan pomoci softwaru Quantity One.

Tabulka 8. SloZeni reakéni smési.

Slozka Objem [pl] | CrraNsSKRIPENI SMES
20x TB 0,5 1x
BSA 0,1 100 pg/ml
Templatova DNA 1,0 150 ng DNA
ATP 0,1 200 uM
GTP 0,1 200 uM
CTP 0,1 200 uM
UTP 0,1 10 uyM
32p-UTP 0,1

KCl 0,9 90 mM
ddH,0 5,5
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4. Vysledky

Hlavnim cilem této dizertacni prace bylo urcit skupiny genl (regulony)
C. glutamicum tizené jednotlivymi faktory sigma oP, of, o!' a o™, a také specifikovat
fyziologické podminky, které tyto faktory sigma reguluji. K tomu bylo tfeba vyvinout
metodiku, kterd zcela jednozna¢né prifadi faktor sigma k jednotlivym promotorim
prislusnych genli. Soucéasti vyvoje této metodiky byla konstrukce in vivo
dvouplazmidového systému, ktery by dopliioval metodicky zcela odliSny in vitro
transkrip¢ni systém pii spolehlivé analyze téchto promotort.

Vramci fteSeni projektu byly pouzity dil¢i in vivo techniky (stanoveni
promotorovych aktivit pomoci zeleného fluorescenéniho proteinu Gfp, nadexprese genii

faktorii sigma) a in vitro transkripéni systém vyvinuty v Laboratoii molekularni genetiky

bakterii MBU AV CR, v. v. i. (Holatko et al., 2012).

4.1. Konstrukce dvouplazmidového systéemu

Diive vytvofeny a popsany dvouplazmidovy systém pro E. coli (Rezuchova a
Kormanec, 2001), kterym lze urcit zavislost aktivity promotoru na konkrétnim faktoru
sigma, poslouzil jako model pro vyvoj analogické metody pro C. glutamicum. Je zalozen
na pritomnosti dvou typu vektor, a to expresniho a promoter-probe, v téze bunce.
V expresnim vektoru je klonovan gen kodujici zvoleny faktor sigma a v promoter-probe
vektoru je pted reportérovy gen vlozen studovany promotor. Po indukci nadprodukce
faktoru sigma zexpresniho vektoru vznikd holoenzym RNA polymerazy nesouci
pfisluSny faktor sigma a zahajujici intenzivni transkripci ze studovaného promotoru za

produkce snadno detekovatelného fluorescenéniho produktu (Gfp).

4.1.1. Vybér expresniho a promoter-probe vektoru

Produkce kazdého proteinu je individudlni a zavisld na pouzitém expresnim
vektoru. Pro nadprodukci proteinu je u expresniho vektoru rozhodujici sila a
regulovatelnost indukovatelného promotoru, pocet kopii plazmidu, pouZzity induktor a
ucinnost transportu induktoru do buiiky.

V Laboratofi molekularni genetiky bakterii MBU se jiz dlouho Gispé$né pracuje
s promoter-probe vektorem pEPR1, a proto byl 1 vybran pro konstrukci

dvouplazmidového systému. Tento vektor nese reportérovy gen gfpuv kodujici zeleny
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fluorescencni protein Gfp, takze naméfena intenzita fluorescence je Umérna urovni
transkripce studovaného promotoru.

Co se ty¢e volby expresniho vektoru pro nadprodukci konkrétniho faktoru o,
béhem vypracovavani této dizertatni prace bylo v nasi laboratofi testovano nékolik
expresnich vektori, a to pCLTONI1 (Dvotakova, 2017), pEC-XT99A (tato prace),
pEKEx3 (Dvotakova, 2017) a pVWEX2, pficemz posledni z nich byl ihned vyfazen kvili
opakovanému neuspé$nému klonovani v ném (Dostélova, nepublikovano). U ostatnich
vektorl jiz byla zjiStovana jejich mira maximalni exprese reportérového genu gfpuv za
induk¢nich podminek, nebot’ vysledna intenzita fluorescence méla urcit silu expresniho
vektoru, bazalni exprese bez pfidani induktoru (leaky expression) a homogenita populace
bun¢k z hlediska exprese klonovaného genu. Na zdklad¢ téchto kritérii se jevil jako
nejvhodnéjsi vektor pEC-XT99A, jelikoz u né dochazelo k indukci v 90 % populace

bun¢k (Dvotakova, 2017) a v podstaté nevykazoval leaky expresi.

4.1.1.1. Klonovani genu gfpuv v expresnim vektoru pEC-XT99A

Strukturni gen gfpuv byl amplifikovan pomoci PCR, kde jako templatovda DNA
byl zvolen promoter-probe vektor pEPRI1, ktery tento gen obsahuje. Byly navrZeny
oligonukleotidy GFPEXF1 a GFPEXRI1 pro amplifikaci fragmentu o velikosti 848 nt,
ktery byl nasledné klonovan v expresnim vektoru pEC-XT99A (rekombinantni konstrukt
byl pfipraven v E. coli) a ov&€fenym konstruktem byl transformovan kmen C. glutamicum

WT.

4.1.1.2. Optimalizace podminek exprese v bunkach C. glutamicum

Pted pouzitim vybraného expresniho vektoru pEC-XT99A v dvouplazmidovém
systétmu bylo tfeba nejprve zjistit vhodnou koncentraci induktoru pro expresi gent
kodujicich faktory sigma. Indukce byla optimalizovéana s pouzitim kmene C. glutamicum

WT nesouciho modelovy konstrukt pEC-XT99A/gfp (Obr. 12).
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Obrazek 12. Mira exprese genu gfp z vektoru pEC-XT99A za riznych Kkoncentraci
induktoru IPTG. Sloupce udavaji hodnotu namétené intenzity fluorescence v jednotkach AU/mg
proteinu. Odbéry probihaly v casech 0 (pfed piidanim induktoru), 3 a 6 h od pfidani induktoru.
Koncentrace IPTG jsou uvedeny na spodnim okraji obrazku. AU=arbitrarni jednotka.

Z obrazku 12 je patrné, Ze bazalni hodnota fluorescence systému bez klonovaného
genu gfpuv (kmen C. glutamicum pEC-XT99A) je velmi nizkd. Hodnoty namétené
intenzity fluorescence s pouzitim bunék C. glutamicum nesoucich rekombinantni plazmid
pEC-XT99A/gfp ukazuji, ze tento vektor opravdu nevykazuje leaky expresi, a je tedy
vhodny k indukované nadprodukci pfislusnych faktorti sigma v dvouplazmidovém
systému. Jako optimalni byla zvolena koncentrace IPTG 1 mM, protoze jeji dalsi zvySeni
JiZ nezesilovalo expresi.

Ze zacatku byla veSkerd intenzita fluorescence méfena v celych bunkach, ale
méteni vykazovala malou citlivost a $patnou reprodukovatelnost. Proto jsme se rozhodli

méfit intenzitu fluorescence v bezbunééném extraktu.

4.1.1.3. Optimalizace podminek homogenizace bunék C. glutamicum

U kmene C. glutamicum WT nesouciho konstrukt pEC-XT99A/gfp byla
optimalizovéna koncentrace bun¢k, objem kuli¢ek balotiny ¢. 10 a pocet opakovani cykla
homogenizace (dezintegrace bun¢k s pouzitim balotinovych kulicek) (Obr. 13) méfenim

vytézku celkovych proteind.
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Obrazek 13. Optimalizace koncentrace bunék, objemu kuli¢ek Balotina a pocet opakovani
cykli homogenizace. Sloupce urcuji koncentraci izolovanych celkovych proteinit v mg/ml.
Testovany pocet bunék 3x10® je znazornén Zlutou barvou, 6x10% oranzové, 12x10% modie a
24x10® zeleng. Dalsi Gdaje: 200 pl, 300 pl a 400 ul (objem kuliek balotina ¢. 10), 2x, 3x, 5x a 7x
(pocet opakovani cykli homogenizace).

Z naméfenych hodnot celkovych proteinti se jako nejlepSi pocet bunék jevi
koncentrace bun&k 24x108. Z pouzitého mnozstvi kuli¢ek balotiny &. 10 byl zvolen objem
200 pl, vzhledem k tomu, ze jeho zvySenim nedochézelo k vyznamnému vzristu vytézku
proteintl. Pocet tfi cykli homogenizace byl vybran jako ¢asové nejméné narocny, ale

pfitom dostatecné efektivni.

4.1.1.4. Klonovani gent faktorti sigma v expresnim vektoru

pEC-XT99A

Do podvojného vektoru pEC-XT99A byly pomoci PCR a technik rekombinantni
DNA (viz Material a metody, 3.2.8.-3.2.10.) vkladany PCR amplikony nesouci strukturni
geny faktorii sigma o velikostech 1646 bp (sigd), 1136 bp (sigB), 634 bp (sigC), 622 bp
(sigD), 737 bp (sigE), 681 bp (sigH) ¢i 777 bp (sigM) za pouziti kombinaci
oligonukleotidi (SIGAPECF a SIGAPECR; SIGBPECF a SIGBPECR; SIGCPECR a
SIGCPECF; SIGDPECXTF a SIGDPECXTR; EXSIGETCF1 a EXSIGETCRI;
EXSIGHTCF1 a EXSIGHTCRI1; EXSIGMTCF1 a EXSIGMTCRI1). Konstrukty byly
selektovany v E. coli a po ovéteni nukleotidové sekvence transformaci vneseny do

C. glutamicum WT a do dele¢niho kmene C. glutamicum AsigH.
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4.1.1.5. Klonovani promotortl v promoter-probe vektoru pEPR1

PCR amplikony studovanych promotort byly klonovany ve stabilnim promoter-
probe vektoru pEPRI1, ktery se na$i laboratofi jiz dlouho uspé$né pouziva. Ovéfené
selektované konstrukty v E. coli byly transformaci vneseny do C. glutamicum WT ¢i do

delecniho kmene C. glutamicum AsigH, které jiz nesly expresni vektor

pEC-XT99A/sig, X*.

4.1.2. Testovani promotoru rozpoznavanych riznymi faktory sigma

Pro ovéfeni spolehlivosti dvouplazmidového systému pro prifazeni faktorti sigma
konkrétnim promotortiim riznych ttid byly vybrany jiz popsané promotory rozpozndvané

jednotlivymi faktory sigma C. glutamicum (Tab. 9).

Tabulka 9. Seznam modelovych promotori jednotlivych trid.

Faktor sigma | Promotor Citace
o’ P2sigA HalgaSova et al., 2001
B Pfba Ehira et al., 2008
o Pcg2556 |Toyoda a Inui, 2016a
oP Pcemtl Taniguchi, Gstni sd€leni; Toyoda a Inui, 2018
of PsigB Park et al., 2008
ol PrshA Busche et al., 2012
oM PtrxB1 Nakunst et al., 2007

4.1.2.1. Testovani oA-dependentniho promotoru P2sigA
4.1.2.1.1. Méfeni aktivity promotoru P2sigA v dvouplazmidovém systému

Fragment P2sig4 (265 nt) nesouci SigA-dependentni promotor genu kodujiciho
hlavni faktor sigma ¢* (HalgaSova et al., 2001) byl ptipraven pomoci PCR s pouzitim
oligonukleotidi PSIGAF2 a PSIGAR. Po naklonovani v promoter-probe vektoru pEPR1
a vneseni transformaci do kmene C. glutamicum WT nesouciho na expresnim vektoru gen
faktoru sigma (sigd, sigB, sigE, sigH nebo sigM) byla zméfena jeho aktivita. Faktory
sigma c© a 6P nebyly pouzity z diivodu jejich vysoké specifity a zcela odligné konvenéni
sekvence.

Aktivita promotoru P2sig4 byla méfena za standardnich podminek (30 °C)
s pocatkem kultivace ODgoo = 0,5. Kultivace pokracovala do ODgoo = 1, kdy probéhl
odbér bunék oznaceny jako O (pfed indukci), po némz byla kultura rozdélena. Prvni

polovina slouzila jako kontrola bez indukce a do druhé byl pfidan 1 mM roztok IPTG.
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Dalsi odbéry probihaly 3, 6 a 24 hodin po piidani IPTG. Vzorky byly zpracovany, jak je
uvedeno v kapitole ,,Stanoveni aktivity promotori fluorometricky*. Jako kontrola méteni

poslouzil prazdny vektor pEC-XT99A.
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Obrazek 14. Aktivita promotoru P2sigd v kmenech sindukovanou nadexpresi geni
kodujicich faktory sigma. Sloupce wudavaji hodnotu naméfené intenzity fluorescence
v jednotkach AU/mg proteinu, ktera je imérna aktivité promotoru. Vpravo jsou uvedeny geny
kodujici faktory sigma nesené jednotlivymi konstrukty ve vektoru pEC-XT99A. AU=arbitrarni
jednotka. Vysledky jsou priméry tii nezavislych méfeni, smérodatnd odchylka je zndzornéna
chybovou useckou.

Vysledné meéteni aktivity promotoru P2sigd (Obr. 14) ukazuje prokazatelné
zvysenou aktivitu P2sig4 za nadprodukce faktoru ¢*, coZ je v souladu s predpokladem.
Nameétené hodnoty za nadprodukce ostatnich faktord sigma nebyly signifikantné zvysené
oproti kulturdm bez induktoru. Vysoka hodnota kultury s praznym vektorem pEC-XT99A
(kontrola) 1 vSech ostatnich kultur s konstrukty pEC-XT99A/sig,, X*“ je pravdépodobné
zplisobena aktivitou faktoru ¢, ktery je produktem chromozomového genu sigd. Dalsi

komentar je soucasti Diskuze.

4.1.2.1.2. In vitro transkrip¢ni analyza promotoru P2sigA

Fragment nesouci promotor P2sig4 o velikosti 123 nt byl amplifikovan za pouziti
oligonukleotidi PSIGAP770F a PSIGAP770R a klonovan ve vektoru pRLG770 pro
analyzu transkripce in vitro. Tento konstrukt poslouZil jako templatova DNA pro pfipravu

PCR fragmentu do transkrip¢ni reakce in vitro.
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Do reakéni smési obsahujici jadro RNA polymerazy byl alternativné ptidan faktor

A C

o?, 68, 6%, 6P, 6%, o' nebo oM a jako kontrola byla pouZita reakéni smés bez pridaného

faktoru sigma.

- om <« ~150nt

Obrazek 15. In vitro transkrip¢ni analyza promotoru P2sigA.
Jednotlivé faktory sigma navazané na RNA polymerazu jsou uvedeny
v horni ¢asti obrazku. Sipka oznacuje ~150 nt specificky transkript.

Na obrazku s vysledkem in vitro transkripcni reakce (Obr. 15) jsou vidét dva silné
signaly ~150 nt produkti in vitro transkripce s faktory 6* a o®. U ostatnich faktord sigma
nebyl zaznamenan zadny produkt.

Vysledky technik in vivo a in vitro potvrdily, Ze promotor P2sigd je
o’*-dependentni, coZ je v souladu s predpokladem. Metoda in vitro transkripce ukazala, Ze
tento promotor miize byt za specifickych podminek pravdépodobné aktivni i s faktorem

oB (napf. ve stacionarni fizi ¢i béhem stresu).

4.1.2.2. Testovani oB-dependentniho promotoru Pfba

4.1.2.2.1. Méreni aktivity promotoru Pfba v dvouplazmidovém systému

Jako zastupce o°-dependentnich promotorti byl vybran promotor genu fba
kodujiciho fruktézo-1,6-bifosfataldolazu (Ehira et al., 2008).

Klony C. glutamicum WT nesouci dvouplazmidovy systém s naklonovanym
fragmentem promotoru Pfba (70 nt) byly pouZity pro méfeni promotorové aktivity za
standardnich fyziologickych podminek a indukované nadprodukce testovanych faktori
sigma. Klonovani, pfiprava dvouplazmidovych kmenii a méfeni aktivity promotoru bylo

provedeno analogicky jako u pfedchoziho promotoru P2sigA.
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Obrazek 16. Aktivita promotoru Pfba v kmenech s indukovanou nadexpresi genii kédujicich
faktory sigma. Sloupce udavaji hodnotu namétené intenzity fluorescence v jednotkdach AU/mg
proteinu, ktera je imérna aktivité testovaného promotoru. Vpravo jsou uvedeny geny kodujici
faktory sigma nesené jednotlivymi konstrukty ve vektoru pEC-XT99A. AU=arbitrarni jednotka.
Vysledky jsou praméry tii nezavislych meéteni, smérodatnd odchylka je zndzornéna chybovou
useckou.

Z vysledku méfeni (Obr. 16) je patrnéd aktivita promotoru Pfba za nadprodukce
faktoru o®, coz se shoduje s publikovanymi vysledky (Ehira et al., 2008). Aktivita
promotoru se slabé zvysuje také za nadprodukce faktoru of, zatimco za nadprodukce
ostatnich faktorti sigma nikoli. Vysok4 aktivita promotoru za pfitomnosti faktoru ¢® i bez
indukce je patrné zplisobena aktivitou faktoru c®, ktery je produktem chromozomového
genu sigB. Snizena aktivita Pfba pii nadprodukci faktoru ¢ (3 h a 24 h) je déana

pravdépodobné kompetici faktori 6! a 6% 0 RNA polymerazu.

4.1.2.2.2. In vitro transkrip¢ni analyza promotoru Pfba
Analogicky jako u promotoru P2sigd byl templat s promotorem Pfba (65 nt)

pouzit pro in vitro transkripéni systém.

N o* o o of off oM

L™ <+ ~150nt

Obrazek 17. In vitro transkripéni analyza promotoru Pfba.
Jednotlive faktory sigma navazané na RNA polymerazu jsou uvedeny v
horni ¢asti obrazku. Sipka oznacuje ~150 nt specificky transkript.
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Na obrazku testu promotoru Pfba in vitro transkripei (Obr. 17) jsou vidét dva silné
signaly ~150 nt produktli in vitro s faktory ¢ a 6®. U ostatnich faktorti sigma nebyl
zaznamenan zadny produkt.

Vysledky metod in vivo a in vitro potvrdily, Ze promotor Pfba je 6>-dependentni.

Technika in vitro transkripce naznadila, Ze tento o®-dependentni promotor miize byt za

ur¢itych podminek aktivni i s faktorem c*.

4.1.2.3. Testovani o¢-dependentniho promotoru Pcg2556

4.1.2.3.1. Méfeni aktivity promotoru Pcg2556 v dvouplazmidovém systému

Jako zastupce c“-dependentnich promotori byl vybrdn promotor genu cg2556
koédujiciho blize necharakterizovany membranovy protein regulovany Zelezem (Toyoda a
Inui, 2016a).

Klony C. glutamicum WT nesouci dvouplazmidovy systém s naklonovanym
fragmentem promotoru Pcg2556 (217 nt) byly pouzity pro méfeni promotorové aktivity
za standardnich fyziologickych podminek. Klonovani a méfeni aktivity promotoru
dvouplazmidovym systémem bylo provedeno analogicky jako u promotoru P2sigA

(viz Vysledky, 4.1.2.1.1.).

400 -
ON

EN+IPTG
O SigA
W SigA + IPTG
mSigB
W SigB + IPTG
mSigC
mSigC + IPTG
OSigD
mSigD + IPTG
o SigE
W SigE + IPTG
100 + B SigH
mSigH + IPTG
@ SigM

ﬁﬁ. ﬁm i ESigM + IPTG

0 3 6 24

t(h)

350 1

300 +

250 +

200 4

150

Fluorescence (AU/mg proteinu)

50 4

Obrazek 18. Aktivita promotoru Pcg2556 v kmenech sindukovanou nadexpresi genu
kodujicich faktory sigma. Sloupce udavaji hodnotu nameéfené intenzity fluorescence
v jednotkach AU/mg proteinu, kterd je uméra aktivité testovaného promotoru. Vpravo jsou
uvedeny geny kodujici faktory sigma nesené jednotlivymi konstrukty ve vektoru pEC-XT99A.
AU=arbitrarni jednotka. Vysledky jsou prumeéry tii nezavislych méteni, smérodatna odchylka je
znézornéna chybovou tseckou.
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Vysledny graf (Obr. 18) ukazuje silnou aktivitu promotoru Pcg2556 za

€, coz je v souladu se stanovenim Pcg2556 jako c¢-dependentniho

nadprodukce faktoru ¢
promotoru jinou metodou (Toyoda a Inui, 2016a). Aktivita promotoru s ostatnimi faktory

sigma je nepatrna.

4.1.2.3.2. In vitro transkrip¢ni analyza promotoru Pcg2556
Aktivita promotoru Pcg2556 nesené¢ho fragmentem o velikosti 75 nt byla
testovana in vitro transkripci analogicky jako u promotoru P2sigd (viz Vysledky,

4.1.2.1.2).

- <+— 150 nt

Obrazek 19. In vitro transkripéni analyza promotoru Pcg2556.
Jednotlivé faktory sigma navazané na RNA polymerazu jsou uvedeny
v horni ¢asti obrazku. Sipka oznacuje ~150 nt specificky transkript.
Z vysledku in vitro transkripce (Obr. 19) je vidét pouze signal specifického

produktu vzniklého s faktorem ¢©. Vysledky metod in vivo a in vitro se tedy vyborné

shoduji a potvrzuji predpoklad, Ze promotor genu genu cg2556 je 6“-dependentni.

4.1.2.4. Testovani oP-dependentniho promotoru Pcmt1

4.1.2.4.1. Méreni aktivity promotoru Pcmtl v dvouplazmidovém systému

Za zastupce oP-dependentnich promotorti byl vybran promotor genu cmtl
kodujiciho trehal6zakoronomykolyltransferazu (Taniguchi et al., 2017b; Toyoda a Inui,
2018).

Klony C. glutamicum WT nesouci dvouplazmidovy systém s klonovanym
promotorem Pcmtl (65 nt) byly pouzity pro méfeni promotorové aktivity za standardnich
fyziologickych podminek. Klonovani a meéfeni aktivity promotoru bylo provedeno
analogicky jakou u promotoru P2sig4 (viz Vysledky, 4.1.2.1.1.). Faktory ¢* a o® nebyly
pouzity, jelikoz se podle sekvencnich motivii promotoru ptedpokladala jeho aktivita

pouze se stresovymi faktory sigma (¢, o°, oF, o' a ™).

67



Vysledky

3000 -
anN
3 2500 | IN-+IPTG
-E OSigC
g 2000 | B SigC + IPTG
o @ SigD
§ B SigD + IPTG
= 1500 - B sigk
E B SigE + IPTG
$ 1000 - mSigH
I__% B SigH + IPTG
500 4 @ sigM
B SigM + IPTG
0 _

0 3 6 24
t (h)

Obrazek 20. Aktivita promotoru Pcmt¢l v kmenech sindukovanou nadexpresi genu
kodujicich faktory sigma. Sloupce udavaji hodnotu namétfené intenzity fluorescence
v jednotkach AU/mg proteinu, ktera je reportérem aktivity testovaného promotoru. Vpravo jsou
uvedeny geny kodujici faktory sigma nesené jednotlivymi konstrukty ve vektoru pEC-XT99A.
AU=arbitrarni jednotka. Vysledky jsou primeéry tii nezavislych méteni, smérodatnd odchylka je
znazornéna chybovou tseckou.

Z vysledného grafu (Obr. 20) je patrna silna aktivita promotoru Pcm¢! v kmeni
s nadprodukci faktoru 6P, coz se shoduje s publikovanymi vysledky (Taniguchi et al.,

2017b; Toyoda a Inui, 2018). Aktivita s ostatnimi faktory sigma je nepatrna.

4.1.2.4.2. In vitro transkrip¢ni analyza promotoru Pcmtl
Analyza promotoru Pcmtl (62 nt) byla provedena analogicky v systému in vitro

transkripce jako v predchozich ptipadech.

- <+ ~150nt

Obrazek 21. In vitro transkripéni analyza promotoru Pcmtl.
Jednotlivé faktory sigma navazané na RNA polymerazu jsou uvedeny
v horni ¢asti obrazku. Sipka oznacuje ~150 nt specificky transkript.

Na vysledném obrazku in vitro transkripce (Obr. 21) je vidét specificky transkript
pouze v reakci s faktorem oP. Vysledky in vivo a in vitro se tedy opét dokonale shoduji a

jasné prokazuji, ze promotor genu cmt! je striktné c°-dependentni.
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4.1.2.5. Testovani oE-dependentniho promotoru PsigB

4.1.2.5.1. Méreni aktivity promotoru PsigB v dvouplazmidovém systému

Jako o®-dependentni promotor byl vybran promotor genu sigB kodujiciho faktor
o® pattici do skupiny 2 (c*-like) (Park et al., 2008).

Klony C. glutamicum AsigH nesouci dvouplazmidovy systém s klonovanym
promotorem PsigB (378 nt) byly pouzity pro méfeni promotorové aktivity za stejnych
podminek jako v pfedchozich ptipadech. Delecni kmen byl vybran z diivodu silné afinity
faktoru o' k RNA polymeraze, coz by mohlo blokovat vazbu faktoru c®. Podle nasich
poznatki spolu tyto faktory sigma silné kompetuji i na Grovni vazby k promotoru (Patek

a Nesvera, 2013; Silar ef al., 2016).
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Obrazek 22. Aktivita promotoru PsigB v kmenech sindukovanou nadexpresi gent
kédujicich faktory sigma. Sloupce udavaji hodnotu naméfené intenzity fluorescence
v jednotkach AU/mg proteinu, ktera je umérna aktivité testovaného promotoru. Vpravo jsou
uvedeny geny kodujici faktory sigma nesené konstrukty ve vektoru pEC-XT99A. AU=arbitrarni
jednotka. Vysledky jsou priméry tii nezavislych méfeni, smérodatna odchylka je znazornéna
chybovou useckou.

Vysledek (Obr. 22) wukéazal prokazatelnou aktivitu promotoru PsigB za
nadprodukce faktorii © a 6. Promotor genu sigB je tedy rozeznavan nejen faktorem o,

jak bylo publikovano (Ehira et al., 2008), ale i o*.
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4.1.2.5.2. In vitro transkripéni analyza promotoru PsigB
Analyza promotoru PsigB (75 nt) byla provedena analogicky v systému in vitro

transkripce, jako v pfedchozich ptipadech.

- <+— ~150nt

Obrazek 23. In vitro transkrip¢ni analyza promotoru PsigB.
Jednotlivé faktory sigma navazané na RNA polymerazu jsou uvedeny
v horni ¢asti obrazku. Sipka oznacuje ~150 nt specificky transkript.

Vysledek in vitro transkripce (Obr. 23) ukézal dva signély specifickych transkriptii
s faktory o© a o'l, aviak signal specifického transkriptu se o je viditelng siln&jsi neZ
specificky transkript se o'l

Vysledky in vivo a in vitro potvrdily o'-dependentnost promotoru PsigB.
Prokazala se vsak také aktivita s faktorem oF, ktera byla in vivo na stejné trovni jako

s faktorem o', ale az 5x siln&ji in vitro, takze tento promotor je 6-/c'-promiskuitni, byt

priméarné ct-dependentni.

4.1.2.6. Testovani o"-dependentniho promotoru PrshA

4.1.2.6.1. Méreni aktivity promotoru PrshA v dvouplazmidovém systému

Zastupcem o''-dependentnich promotori byl vybran promotor genu rshA
kodujiciho faktor anti-c! (Busche et al., 2012).

Klony kmene C. glutamicum AsigH nesouci dvouplazmidovy systém
s klonovanym promotorem PrshA (278 nt) byly pouzity pro méfeni promotorové aktivity
za stejnych podminek jako v pfedchozich ptipadech. Delecni kmen byl vybran z diivodu
silné afinity faktoru ¢! k RNA polymeraze, coz by mohlo blokovat vazbu faktoru c®.
Podle naSich poznatkli spolu tyto faktory sigma silné¢ kompetuji i na Grovni vazby

k promotoru (Patek a Nesvera, 2013; Silar et al., 2016).
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Obrazek 24. Aktivita promotoru Prsh4A v kmenech sindukovanou nadexpresi gent
kodujicich faktory sigma. Sloupce udavaji hodnotu naméfené intenzity fluorescence
v jednotkach AU/mg proteinu, kterd je umérna aktivité testovaného promotoru. Vpravo jsou
uvedeny geny kodujici faktory sigma nesené konstrukty ve vektoru pEC-XT99A. AU=arbitrarni
jednotka. Vysledky jsou pruméry tii nezavislych méfeni, smérodatna odchylka je znazornéna
chybovou useckou.

Aktivita promotoru PrshA byla vyrazné zvySena za nadprodukce faktoru o'l
(Obr. 24), zatimco aktivita s ostatnimi faktory sigma neni patrna. To se shoduje s dosud

publikovanymi vysledky (Toyoda et al., 2015).

4.1.2.6.2. In vitro transkrip¢ni analyza promotoru PrshA
Analyza promotoru PrshA (60 nt) byla provedena analogicky v systému in vitro

transkripce jako v pfedchozich ptipadech.

- <« 150 nt

Obrazek 25. In vitro transkripéni analyza promotoru PrshA.
Jednotlivé faktory sigma navazané na RNA polymerazu jsou uvedeny
v horni &asti obrazku. Sipka oznacuje ~150 nt specificky transkript.

Na obrazku 25 je vidét silny signal specifického transkriptu v reakéni smeési
s faktorem o, coZ je ve shodé s vysledkem in vivo. Metodami in vivo a in vitro bylo tedy

potvrzeno striktni rozpoznéni promotoru genu rshA faktorem o'
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4.1.2.7. Testovani predpokladaného oM-dependentniho promotoru PtrxB1

4.1.2.7.1. Méreni aktivity promotoru PzrxB1 v dvouplazmidovém systému

Promotor genu #xB1 kodujiciho disulfidoxidoreduktazu byl ve studii Nakunst et
al. (2007) stanoven jako cM-dependentni, a byl zde proto testovan jako zastupce této tiidy
promotora.

Klony kmene C. glutamicum AsigH nesouci dvouplazmidovy systém
s klonovanym promotorem P#xB1 (336 nt) byly pouzity pro méieni promotorové aktivity
za stejnych podminek jako v pfedchozich ptipadech. Dele¢ni kmen AsigH byl vybran

z divodu silné afinity faktoru ¢! k RNA polymeraze, coz by mohlo blokovat vazbu

E B C

faktoru o a oM. Faktory ¢, o®, 6© a o nebyly v experimentu pouzity, protoze jejich

konvenéni sekvence se 1isi.
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Obrazek 26. Aktivita promotoru PsrxBI v kmenech sindukovanou nadexpresi genu
kodujicich faktory sigma. Sloupce udavaji hodnotu nameéfené intenzity fluorescence
v jednotkach AU/mg proteinu, kterd je uméma aktivité testovaného promotoru. Vpravo jsou
uvedeny geny kodujici faktory sigma nesené konstrukty ve vektoru pEC-XT99A. AU=arbitrarni
jednotka. Vysledky jsou pruméry tii nezavislych méteni, smérodatnd odchylka je znazornéna
chybovou useckou.

Z vysledného grafu (Obr. 26) mizeme vidét zvySenou aktivitu promotoru PtrxB1
za nadexprese faktoru o', zatimco aktivita s faktory o ani o™ je srovnatelna s kontrolou
nebo nizsi. Tento vysledek je v nesouladu se studii Nakunst et al. (2007), ale potvrzuje

vysledek publikovany v praci Busche et al. (2012).
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4.1.2.7.2. In vitro transkrip¢ni analyza promotoru PsrxB1
Analyza promotoru PtrxB1 (60 nt) byla provedena analogicky v systému in vitro

transkripce jako v pfedchozich ptipadech.

. <+ ~150nt

Obrazek 27. In vitro transkrip¢ni analyza promotoru PzrxBI.
Jednotlivé faktory sigmg navazané na RNA polymerézu jsou uvedeny
v horni ¢asti obrazku. Sipka oznacuje ~150 nt specificky transkript.

Na obrazku in vitro transkripce (Obr. 27) je vidét jediny silny signal specifického
transkriptu reakéni smési s faktorem c''. Tento vysledek je zcela ve shodg s vysledkem
in vivo.

Vysledky jak in vivo, tak in vitro se shoduji v tom, Ze PtrxB1 je o'-dependentni,
jak popsali Busche ef al. (2012), avsak je to v rozporu s publikaci Nakunst et al. (2007).
Jelikoz dalsi oM-dependentni promotory zatim nebyly popsany (publikovany pouze
4 promotory v praci Nakunst et al. (2007), ktera vSak byla zpochybnéna), nebylo mozné
funk¢énost naSich in vivo a in vitro detekénich systémil ovéfit sjinym zndmym
oM-dependentnim promotorem.

Z vysledkl vyplyva, ze nami vyvinuty in vivo dvouplazmidovy systém je vhodnou
experimentalni metodou pro pfifazeni faktoru sigma k promotoru. Kombinaci vysledka

o 24

k promotoru, nebot’ jsou tak kompenzovany nevyhody samostatnych analyz.

4.2. o''/oF-promiskuitni promotory

Skupina gentl, jejichz exprese je ovladana urcitym faktorem sigma je oznacovana
jako o-regulon (téz sigmulon). Jejich promotory rozeznavané piisluSnym holoenzymem
transkripci pfi alternativni ti€asti dvou nebo vice faktorii sigma. V takovém piipadé patii
ptislusny gen do dvou a vice regulonti a dochazi tedy k ptekryvu regulonti. Jeho promotor
oznacuji v této praci jako promiskuitni.

Prvni zminka o existenci prekryvu regulona faktort sigma byla popsana u faktort

o*/cV B. subtilis (Qiu a Helmann, 2001), pozd&ji u faktort o%/c'/c* M. tuberculosis

73



Vysledky

(Dainese et al., 2006), 6'%c*? a 6’%6°% E. coli (Wade et al., 2006; Olvera et al., 2009) a
o*/o™M B. subtilis (Luo a Helmann, 2009). Piedpoklad, Ze se jednd o obecné&jsi jev
u bakterii a ze prekryv regulonii se nachdzi i u C. glutamicum, potvrzuje i nalezeni
prekryvu rozpoznavani promotort genti dnaK (Patek et al., 2013), clgR a dnaJ?2 (Silar et
al., 2016) faktory o a o'. Detailng&jsi analyze genti a promotori Fizenych faktory o a oF
jsme se vénovali ve spolupraci s laboratofi na Univerzité v Bielefeldu (J. Kalinowski a
T. Busche). Nejprve bylo s pouzitim techniky DNA-Cipi (microarray) nalezeno 83
o'-dependentnich genti (Busche et al., 2012). T. Busche pak sekvenoval RNA kmeny
C. glutamicum ArshA a C. glutamicum AcseA (Busche, 2013). Na zakladé téchto
experiment(l bylo identifikovdno 60 c'-dependentnich genii (z toho 37 jiz znamych),
3 o"-dependentni geny a 14 genli potencialné transkribovanych za tcasti 6* nebo ol
(Busche, 2013). Tak byly definovany stimulony faktord o® a o'l tedy skupiny gend,
jejichz exprese je pfimo nebo nepiimo fizena témito faktory sigma. Rozhodli jsme se
skutecné o-regulony spolehlivé definovat analyzou piislusnych promotorti s pouzitim
metod in vivo a in vitro vyvinutych v nasi laboratofi.

Ze stimulonii, které popsal Busche (2013), byly vybrany promotory geni

E_ a o"/ot-dependentni) a dale dva promotory

zastupujici viechny tfi skupiny (c'l-, o
(dnakK a clgR; Patek et al., 2013, Silar et al., 2016) jiz dfive nalezené jako potencialné

promiskuitni (Tab. 10). VSechny tyto promotory byly analyzovany in vivo a in vitro.

Tabulka 10. Seznam vybranych promotori na zidkladé sekvenovani RNA.

Gen Promotorova sekvence® c?
clpPl | AGGCGGTTTCATGGAAATACGCGGGTAGTCCGGTGACATTGAACCARA o
mca CGTTGGGTGTTTGGAATGTTCG--AAGCGCCTGATGCGTTGGATGGAGAG | o
uvrD3 | TAACCGCTATCTGGAATGATTG--ATAGCTCCCAAGTGTTGTATCTATTC | o
mshC | TTTTTGGTTTGTGGAATAGGTG--CACTGGCGGCTTGGTTGAAGTTTCAG | o
sufR | GGATTGGACACGGGAATGGAAT-TAGGGAACACTTGTGTTGTCTAAAGGTG | o
trxB | AAAGCAACTGATGGAAGTTTTT--CAAAGTGTCTGACGTTGAAAACGGTG | o
amtR | GCCGCCTGCGGTGGAAACTTAT-GAGGGTCTTCCTTCGTTGGACATGGTG | o ¢
cgl12] | TTCCTCACGTGGGGAACTATAC--TGATCCTTGATGCGTTAACTTGATT c"
cg3309 | CCTCCTCCCGTGGGAACTTTCC--TCTAACTAAGTGCGTTAAGGAAGGTA | 6"
cg0378 | TCCATTTACGATGGAACATTTT--TGAAGAATACCTCGTTGAATCTAGTG | 6'/c"
clgR | CCAGGAAAACCGGGAACAAATT--TTAGGGAAAGGGAGTTGAACCTAAC o'/ ¢
sigB | TAAAAGCGCTTGGGAACTTTTT--GTGGAAGCAGTCCGTTGAACCTCTTG | 6'/c"
dnaJ? | ATGGACTACTCGGGAACAATTT-CTAAGGTGTCCGCCGITGCTAAGTATG | ol/of ©
dnaK | TTGAGTCTAGTTGGAACAACTT--TGTGGCATTTACCGTTGCTATATA c/c" ¢
cg3344 | TTACTTGATGCGGGAACAAATT--TGAAGGTTTTTCAGTTGCTATAGGTA | 6'/c"

2 Promotorové oblasti -35 a -10 a znamé transkripcni starty jsou oznaceny tuéné¢ a podtrzeny.
Mezery byly pridany pro zarovnani klicovych promotorovych oblasti.

b Faktory sigma piedb&Zné piifazené podle vysledkil sekvenovani RNA (Busche, 2013).

¢ Faktory sigma piifazené jiz v praci Ehira ef al., 2009; Patek et al., 2013 a Silar et al., 2016.
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4.2.1. Analyza aktivit promotoru

Z vybranych genii bylo metodami in vivo (dvouplazmidovy systém) a in vitro (in
vitro transkripéni analyza) jednoznaéné prokizano 6 gend jako striktné c''-dependentnich.
Jako piiklad zde uvadim vysledky ziskané t€émito metodami s genem (promotorem) sufR
(transkripcni represor suf operonu). Vysledky analyzy dalSich 5 gend, a to #xB
(thioredoxinreduktaza), c/pPI (podjednotka ATP-dependentni proteazy), uvrD3 (RNA-
helikdza nebo DNA I-helikaza), mca (ptedpokladana mykotiolova S-konjugaéni amidéza)
a mshC (pfedpokladana cystein-tRNA-syntetaza), byly také jednoznaéné¢ a velmi
podobné.

Sekvenovani RNA naznacovalo, Ze 3 geny jsou vyhradné ct-dependentni: cg/121
(permedza), cg3309 (ptedpokladany sekreCni protein) a amtR (transkripéni represor
metabolismu dusiku). Ve vSech 3 ptipadech analyzy in vitro i in vivo prokézaly, ze
promotory téchto gend jsou funkéni s obéma faktory sigma. Proto byly tyto geny
zatazeny do skupiny c'/ct-dependentnich genti, kam patfily i vSechny ostatni testované
geny. Piislusné promotory tedy oznacujeme jako o'/cE-promiskuitni. V kapitolach

4.2.1.1.a4.2.1.2. je popsan postup analyzy a vybrané typické vysledky.

4.2.1.1. Konstrukce vektoru s promotory

Konstrukty promotort geni sufR, cg0378, cgl121, cg3309 a cg3344 v promotor-
test vektoru pEPR1 a ve vektoru pRLG770 pro in vitro transkripci byly pfipraveny
pomoci PCR s pouzitim kombinaci oligonukleotidi SUFRF a SUFRR; SUFRP770F a
SUFRP770R; cg0378F a cg0378R; P0378770F a P0378770R; CGI1121PEPRIF a
CG1121PEPRIR; CG1121P770F a CGI1121P770R; P3309F a PCG3309R;
CG3309P770F a CG3309P770R; cg3344F a cg3344R; P3344770F a P3344770R.
Analogické konstrukty promotort genli c/gR a dnaK byly pfipraveny v diivejSich
projektech (Holatko et al., 2012; Silar et al., 2016). Konstrukty ve vektoru pEPR1 byly
vneseny transformaci do kmene C. glutamicum nesouciho v expresnim vektoru
pEC-XT99A gen sigE, sigH nebo sigM. V takto vytvofenych dvouplazmidovych
kmenech byla zméfena aktivita promotorti. Faktory ¢*, o2, ¢ a o nebyly pouzity
z divodu jejich vysoké specifity a odlisné konvenéni sekvence. S faktorem oM se
neprokézala Zadné aktivita. Konstrukty pRLG770 poslouzily jako templatovd DNA pro

ptipravu PCR fragmentu do transkripéni reakce in vitro.

75



Vysledky

4.2.1.2. In vivo a in vitro analyza promotort

Aktivita vybranych promotorii byla méfena za standardnich podminek (30 °C)
s poc¢atkem kultivace ODsoo = 0,5. Kultivace pokracovala do ODsoo = 1, kdy probehl
odbér bunék oznaceny jako 0 (pfed indukci), po némz byla kultura rozd€lena. Prvni
polovina slouzila jako kontrola bez indukce a do druhé byl ptidan roztok IPTG (fin. konc.
1 mM). Dalsi odbéry probihaly 3, 6 a 24 hodin po ptidani IPTG. Vzorky byly zpracovany,
jak je uvedeno v kapitole ,,Stanoveni aktivity promotorti fluorometricky*. Jako kontrola
méfeni poslouzil prazdny vektor pEC-XT99A. Do in vitro transkripéni reakéni smési
obsahujici jadro RNA polymerazy byl alternativné piidan faktor ¢, 6© nebo o' a jako
kontrola byla pouzita reakéni smés bez ptidaného faktoru sigma.

Jako prvni zde zmiflyji aktivitu promotoru genu sufR (Obr. 28A), ktery zde
zastupuje vSechny prokazané c'-dependentni promotory. Jeho aktivita se zvysila pouze
za nadprodukce c', a to az 2,5x jak proti aktivité bez nadprodukce o', tak i proti aktivité
za nadprodukce ostatnich faktorti sigma. Vysledek in vitro transkripéni analyzy
(Obr. 28B) ukazuje silny signal také pouze v reakéni smési se 6'. Vysledky metod in vivo
a in vitro jsou tedy zcela ve shod¢, ¢imz prokazuji funkénost promotoru PsufR pouze s
faktorem c''. Podobného vysledku (tj. zavislosti funkce promotorii vyhradné na o) bylo
dosazeno analyzami (in vivo 1 in vitro) promotort genti mca, uvrD3, mshC, clpPI a trxB
(bez dokumentace).
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Obrazek 28. A) Aktivita c"-dependentniho promotoru PsufR v kmenech s indukovanou
nadexpresi geni kédujicich faktory sigma. Sloupce udavaji hodnotu naméfené intenzity
fluorescence v jednotkach AU/mg proteinu, kterd je imérna aktivité testovaného promotoru. Ve
spodni Casti obrazku jsou uvedeny nadprodukované faktory sigma. AU=arbitrarni jednotka.
Vysledky jsou priméry tfi nezavislych méfeni, smérodatna odchylka je znazornéna chybovou
useckou. B) In vitro transkripéni analyza. Jednotlivé faktory sigma navazané na RNA
polymerazu jsou uvedeny v horni ¢asti obrazku. Sipka oznacuje specificky transkript (~150 nt).
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Aktivita potencidlniho vyhradné o®-dependentniho promotoru genu cg3309 (podle
vysledkli sekvenovani RNA) se v dvouplazmidovém systému zvysila se of téméf
dvojnasobné se zvysujici se tendenci (Obr. 29A). S faktorem o' se aktivita promotoru
také zvysila téméf 2x, ale oproti aktivité se o* byla ve 3. a 6. h poloviéni a ve 24. h az
tfetinova. Na obrazku in vitro transkripéni analyzy (Obr. 29B) je vidét silny signal se ot a
piiblizng 4,5x slabsi signal se c'. Metody in vivo a in vitro tedy prokazaly, Ze tento

promotor neni vyhradné c®-dependentni, ale patii mezi 6'"/c*-promiskuitni promotory.
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Obrazek 29. A) Aktivita predpokladanych c-dependentnich promotori (Busche, 2013) v kmenech
s indukovanou nadexpresi geni koédujicich faktory sigma. Ve spodni Casti obrazku jsou uvedeny
nadprodukované faktory sigma. AU=arbitrarni jednotka. B) In vitro transkrip¢ni analyza téchto geni.
Jednotlivé faktory sigma navazané na RNA polymerazu jsou uvedeny v horni &asti obrazku. Sipka oznaduje
specificky transkript (~150 nt).

Aktivita daltho potencialniho vyhradné c®-dependentniho promotoru Pcgl121
(Obr. 29A) byla také jednoznacné zvysena i za nadprodukce o', Aktivita za nadprodukce
o® byla zvysena jen velmi slabé. Dochazi zde ale k jevu, kdy jsou hodnoty aktivit za
nadprodukce c® a o' na stejné &i niz&i Grovni aktivit kontroly bez faktoru sigma. Tento
stav muze byt zpsoben kompetici faktori sigma ¢i dal§imi divody popsanymi v Diskuzi.

Na obrazku ¢&. 29B je ziejmy silny signal in vitro reakce se 6© a 3,5x slabsi signal reaké&ni
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smési se o' (vyhodnoceno programem QuantityOne). Metodou in vitro byla prokazana
o'/t promiskuita promotoru Pcgl121, i kdyz tento vysledek metoda in vivo nepotvrdila.

Aktivita posledniho potencialniho vyhradné c"-dependentniho promotoru genu
amtR se zvysuje za nadprodukce oF s mirné se zvysujici tendenci, ale zaroven také za
nadprodukce o' s klesajici tendenci (Obr. 29A). In vitro transkripéni analyza prokézala
regulaci tohoto promotoru faktorem o a 3x slabgji ' (Obr. 29B). Tyto vysledky fadi i
tento promotor mezi ¢''/c"-promiskuitni.

U vSech dalsich testovanych promotorGi bylo prokazano, ze jsou
o'/ct-promiskuitni. Aktivita potencialniho c"/cE-promiskuitniho promotoru Pcg0378
(Obr. 30A) se vyrazné zvysila za nadprodukce o' a pfiblizné tfikrat méné za nadprodukce
of. Vysledek in vitro transkripéni analyzy (Obr. 30B) ukazuje silny signal v reakéni smési
se o'l a piiblizng 2,5x slabsi signdl v reakéni smési se oF. Vysledky metod in vivo a in
vitro jsou zcela ve shodg, ¢imZ prokazuji u promotoru Pcg0378 zjevnou o'l/c"
promiskuitu.

Aktivita nasledujiciho ¢''/cE-promiskuitniho promotoru genu c/gR (Obr. 30A) se
podstatng zvysila za nadprodukce o''. Nadprodukce 6° rovnéz vedla ke zvyseni aktivity
promotoru PclgR, ale jeji indukovana trovent doséhla jen cca Ctvrtinové hodnoty oproti
hodnot& promotorti indukovanych c'l. Vysledek v§ak jasn& prokazuje ¢''/c® promiskuitu
tohoto promotoru. Na obrazku ¢&. 30B jsou vidét silné signaly reakénich smési jak se ot
tak i 6", pficemz oba signaly jsou piiblizné stejné intenzivni. Ob& pouzité metody dosly
u promotoru PclgR ke shodnému vysledku, a to k promiskuitni regulaci faktory 6" a c'.

Aktivita dalsiho o'/c®-promiskuitniho promotoru PdnaK je silné zvysena po
nadprodukei faktoru o' a slabé i faktoru of, pfiemz transkripce faktory o a o'l v ¢ase
mirné stoupaji. Tento promotor je tedy hlavné regulovan faktorem ™ a piiblizné 3x méné
faktorem . Metodou in vitro transkripéni analyzy (Obr. 30B) byla prokdzana regulace
promotoru PdnaK faktory ol i oF, pticemz faktorem o'l je 2x silngjsi nez se o*. Vysledky
obou metod jsou opét zcela ve shodé a potvrzujyi, Ze tento promotor je
o"/c"-promiskuitni.

Aktivita posledniho zde dokumentovaného o/cE-promiskuitniho promotoru
Pcg3344 byla zvysena za nadprodukce faktorti o i o (Obr. 30A), i kdyz se o' je
piiblizné 3x siln&jsi nez se oF. Naméfené hodnoty tak jasné prokazuji ¢'//o® promiskuitu
u tohoto promotoru. /n vitro transkripéni analyza promotoru Pcg3344 (Obr. 30B) ukazuje
silny signal in vitro transkripce s faktorem o' a slaby signal v reakéni smési s faktorem

of, ptidemz rozdil mezi regulaci faktorem o' a faktorem o® je vice neZ dvojnasobny.
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Metody in vivo a in vitro tedy 1 v tomto ptipad¢ shodné prokazaly, Ze promotor Pcg3344

je silngji ovladan o' a méné oF.
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Obrazek 30. A) Aktivita ¢"/c®-promiskuitnich promotori v kmenech s indukovanou
nadexpresi geni kédujicich faktory sigma. Sloupce udavaji hodnotu namétené intenzity
fluorescence v jednotkach AU/mg proteinu, ktera je imérna aktivité testovaného promotoru. Ve
spodni ¢asti obrazku jsou uvedeny nadprodukované faktory sigma. AU=arbitrarni jednotka.
B) In vitro transkrip¢ni analyza téchto genu. Jednotlivé faktory sigma navazané na RNA
polymerazu jsou uvedeny v horni &asti obrazku. Sipka oznacuje specificky transkript (~150 nt).
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Statisticka analyza promotorovych sekvenci zkoumanych genti (Tab. 10) ukazuje,
7e se sekvence of- a c'/cE-dependentnich promotori (GGAAC-Ni6.19-GTT) 1isi od
konvenéni sekvence c-dependentnich promotori (g/tGGAAt-Nje.19-t/cGTTgaa) v pozici
-31, kde maji o"-dependentni promotory cytosin. Lze tedy predpokladat, Ze nukleotidem

v této pozici se 1isi konvenéni sekvence o'~ a 6F-dependentnich promotort.

4.2.2. Homologni modelovani

Ke zjisténi, pro¢ miize dochazet k prekryvu promotorové specifity faktori o a o'

a které nukleotidy promotoru a aminokyseliny faktoru ¢ jsou pro vazbu rozhodujici, bylo
pouzito po¢itadové modelovani (Ivan Barvik, Fyzikalni Gistav MFF UK) vazby faktoru
a o'l na rozsifenou promotorovou oblast -35 o'~ a 6''/cE-dependentnich promotori. Toto
homologni modelovani bylo provedeno na zakladé zndmé struktury faktoru o z E. coli
(Lane a Darst, 2006).

Bylo zjisténo, ze klicovou aminokyselinou, ktera rozpoznava nukleotid na pozici

-31, je arginin R185 faktoru o* a methionin M170 faktoru o',
OF + SigE-dep. promotor B oH + SigH-dep. promotor

5" GGAACT 3’ 5" GGAATA 3’

3" ccTica 5 .\ ’ 1 3'ccTThaT 57
G-31 AN
ﬁ‘ '*\Met R

C ) OF + SigH-dep. promotor D ) oH + SigE-dep. promotor

5" GGAATA 3’ 5" GGAACT 3’

3 ccT 5 3’ ccrTenl 5
R MBR

Obriazek 31. Rozpoznani nukleotidit v promotorovych pozicich -31 a -30 faktory ¢® a o'l
Svétle modfe jsou naznaceny interakce mezi nukleotidem promotoru v oblasti -35 a

aminokyselinovym postrannim fetézcem faktoru sigma. Protein faktoru sigma je znazornén Sede¢,
interagujici aminokyselinové zbytky a nukleotidy na pozici -31 a -30 promotoru (nekodujici
vlakno) barevné (I. Barvik, Fyzikalni ustav MFF UK).

Postranni fetézec argininu R185 faktoru o° se dostdvd do kontaktu
s dinukleotidem GA v nekodujicim vlakné v pozici -31 a -30 o"-dependentniho

promotoru a tvoii tak tii stabilizujici vodikové vazby (Obr. 31A). Pii vazbé faktoru o* na
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o'-dependentni promotor se arginin R185 dostava do kontaktu s dinukleotidem AT (-31 a
-30 nekddujiciho vldkna), kde vznikd destabilizujici interakce s metylovou skupinou
thyminu (Obr. 31C), protoZze hydrofobni metylové skupiny thyminu v bezprostiedni
blizkosti hydrofilniho postranniho fetézce argininu brani jeho kontaktu s molekulami
vody, coZ je energeticky nevyhodné. Slabé interakce R185 v oF s AT o'-dependentniho
promotoru muize tak vzniknout pouze diky vodikovému mustku mezi dusikem argininu a
dusikem v -31A (Obr. 31C).

Postranni fetézec methioninu M170 v o' s bazemi nukleovych kyselin netvofi
vodikové vazby. V piipadé interakce faktoru c!' se o'-dependentnim promotorem dochézi
ke stabilizujici interakci pii kontaktu hydrofobnich metylovych skupin postranniho
fetézce M170 a thyminu na pozici -30 (Obr. 31B). Pii vazbé faktoru o' na o®-dependentni
promotor v pozicich -31 a -30 se methionin dostdva do kontaktu s dinukleotidem GA.
Tyto molekuly ale nemohou tvofit stabilizujici vodikové vazby, naopak terminalni
metylova skupina methioninu brani molekulam vody v pfistupu k bazim GA, coz
v kone¢ném diisledku komplex destabilizuje (Obr. 31D).

Béhem poslednich mésicii byly zvetfejnény struktury otevien¢ho komplexu
RNAP-+promotor (RP,), které ukazuji na vyznamnou ulohu nukleotidi promotoru
v pozicich -29 az -27. Jako model poslouzil komplex RP, E. coli (Fang et al., 2019)
obsahujici 6* a DNA duplex (-35 GGAACTTTT -27), ktery zcela odpovida komplexu c*
s konvenéni sekvenci 6°-dependentniho promotoru C. glutamicum. DNA duplex tohoto
o modelu téméf odpovidad o''/c"-dependentnimu promotoru genu cg3309. Dalsim
modelem se stal komplex RP, M. tuberculosis (Li et al., 2019) obsahujici " a DNA
duplex (-35 GGAAcA -30), ktery odpovidd komplexu o' s konvencni sekvenci
o'-dependentniho promotoru C. glutamicum. DNA duplex tohoto 6" modelu je podobny

o'-dependentnimu promotoru genu trxB].

4.2.3. Ovéreni in silico modellt metodou in vivo

Na zakladé vysledki homologniho modelovani byly navrzeny mutace v ¢* a o™
kli¢ovy methionin M170 ve faktoru ¢'! byl zaménén za arginin a naopak, R185 ve faktoru

o byl zaménén za methionin (Obr. 32).
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ot! MVVYYADVEDLAYKETAEIMDVPLGTVMSRLHRGRKQ
ot mut MVVYYADVEDLAYKETIAEIMDVPLGTVRSRLHRGRKQ
ot VAVILCDVVGMSVDEIAETLGVKMGTVRSRIHRGRSQ
of mut VAVILCDVVGMSVDEIAETLGVKMGTVMSRIHRGRSQ

Obriazek 32. Uspoiadani aminokyselinovych sekvenci faktori o', "™, ¢ a ¢®™, které
interaguji s pozicemi -31 a -30 promotori. Aminokyselina interagujici s témito pozicemi je
tuéné. Zameény aminokyselin jsou zvyraznény zlute.

Podle dosavadnich vysledki (Busche, 2013) byla konvecni sekvence
o'-dependentnich promotord urdena jako -35 GGAA'G a -10 GTT, zatimco
u ¢''/6E-dependentnich promotorii se nejéastdji vyskytovala sekvence -35 GGAAC a -10
GTT. Tento rozdil jediného nukleotidu Ize s vyuzitim statistického vyhodnoceni v oblasti
-35 rozsifit na konvenéni sekvence GGAA/gaaaa pro 6! a GGAACtttt pro 6. Proto byly
pro mutagenezi vybrany promotory PtrxBI (o) a Pcg3309 (c%), které se v oblasti -35
témto sekvencim nejvice blizi (Obr. 33).

Predbézné vysledky mutageneze u promotoru Plsigd naznaCovaly, ze kliCovy
rozdil v konvencni sekvenci je na pozici -31, kde je vzdy u promotorti rozpoznavanych
faktorem o pifitomna baze cytosin (bez dokumentace). Faktor c!' umoznioval transkripci
alespoit do urcité miry z promotoru, kde byl na pozici -31 kterykoliv nukleotid, tedy
GGAAN, 1 kdyZ nejvyssi aktivitu vykazovaly promotory s nukleotidem na pozici -31 T
nebo G. ProtoZe mutageneze s pouZitim mutace jen v pozici -31 nebyla zcela presvédciva,
provedli jsme na zakladé statistického odvozeni konvenéni sekvence pro ¢® (GGAACtttt)
mutagenezi 4-5 nukleotidd. Mutace v c'-dependentnim promotoru genu #xBl a
ot-dependentnim promotoru genu cg3309 byly navrzeny tak, Ze byla navzajem vyménéna
promotorova oblast -31 az -27 (Obr. 33) v ocekavani, Ze se zméni jejich rozpoznéani
faktorem sigma ze "' na of (P#rxBImut) a opaéné (Pcg3309mut). Na této praci se
¢aste¢né podilela studentka Anna Rita Coelho (Portugalsko), kterd byla v nasi laboratofi

na studijnim pobytu.

-35 e‘-"-7 g-
PtrxB1 GGAATAACT

PtrxBImut GGAACTTTC
Pcg3309 GGAACTTTC
Pcg3309mut GGAATAACT

Obrazek 33. Promotorové oblasti vybranych geni.
Promotorova oblast -31 az -27 je zvyraznéna tu¢né. Mutované nukleotidy jsou zvyraznény zluté.
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4.2.3.1. Konstrukce vektori s mutovanymi faktory sigma

Konstrukty  pEC-XT99A/sigHmut (M170—R) a pEC-XT99A/sigEmut
(R185—M) nesouci mutace ve faktorech sigma byly piipraveny s pouzitim soupravy Q5®
Site-Directed Mutagenesis umoziujici cilenou mutagenezi (New England Biolabs) podle
navodu dodaného vyrobcem za pouziti kombinaci oligonukleotidi (SIGHmutM-RF a
SIGHmutM-RRa; SIGEmutR-MF a SIGEmutR-MR). Plazmidové konstrukty byly
selektovany v E. coli a po ovéteni jejich nukleotidové sekvence byly transformaci

vneseny do C. glutamicum WT.

4.2.3.2. Konstrukce vektori s mutovanymi promotory

Konstrukty promotori gent #xBI (336 nt), cg3309 (275 nt) a mutovanych
promotora gent #xB1 (80 nt) a ¢g3309 (80 nt) byly pfipraveny pomoci PCR s pouzitim
kombinaci oligonukleotidi TRXBIF a TRXBIR; P3309F a PCG3309R;
PTRXBIMUTEF a PTRXBIMUTER ¢i PCG3309MUTHF a PCG3309MUTHR. Po
naklonovani fragmentli s promotory v promoter-probe vektoru pEPR1 a vnesenim do
kmene C. glutamicum nesouciho na expresnim vektoru gen faktoru sigma sigd, sigFE,

sigEmut, sigH nebo sigHmut byla zmétena jejich aktivita.

4.2.3.3. In vivo analyza dvouplazmidovych systémi

Aktivita vybranych promotori byla méfena za standardnich podminek kultivace
bunek C. glutamicum (30 °C) s pocatecnim ODgoo = 0,5. Kultivace pokracovala do
ODsoo = 1, kdy probehl odbér bun€k oznaceny jako 0 (pfed indukci), po némz byla kultura
rozdélena. Prvni polovina slouzila jako kontrola bez indukce a do druhé byl ptidan
induktor IPTG (fin. konc. 1 mM). Dalsi odbéry probihaly 3, 6 a 24 hodin po pfidani
IPTG. Vzorky byly standardné zpracovany. Jako kontrola méteni poslouzil prazdny
vektor pEC-XT99A.

Zastupce o'l-dependentnich promotori PtrxBI (Obr. 34A) vykazoval vysokou
aktivitu se ¢ a nulovou aktivitu se cF, zatimco s faktorem "™ doslo pouze k nizsi
aktivité, 1 kdyz ve 24. h dosti podstatné (4x slabsi aktivita nez s faktorem c"). Mutace
aminokyseliny, ktera interaguje s oblasti -31 tedy neni zcela rozhodujici a faktor o™

stale do ur¢ité miry rozpoznava o''-dependentni promotor. Aktivita s faktorem "™, ktery

mél byt v kli¢ové aminokyseling identicky se c'., nebyla zaznamenana, coZ znamena, Ze
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mutace pouze této aminokyseliny interagujici s oblasti -31 neni schopna rozpoznavat
promotor PtrxB1.

Aktivita mutovaného promotoru PtzxBI (Obr. 34B), u néhoz se po mutaci
v promotorové oblasti -31 az -27 predpokladalo, ze bude spiSe rozpoznan faktorem ot
oproti ptivodni !, byla se standardni 6" stdle v ur¢ité mife zachovana. Mutace oblasti -31
az -27 promotoru P#xBI tedy upIné nepotladila jeho rozpoznéani faktorem c'. Aktivita
promotoru PzrxBImut se '™ se zvysila 2,5x az 5x v zavisloti na odbéru vzorku
(3. - 24. h) oproti aktivité se standardni ", coz je v souladu s predpokladem. Mutace
v tomto promotoru, ktera zménila jeho rozpoznani ze o' na o, byla skute¢né rozpoznana
of, jelikoz snim poskytla vysokou aktivitu. Naopak u P#xBImut s o™ nebyla
zaznamenana zadna aktivita. Vysledky mutace promotorové oblasti a faktoru sigma, které

mély vést ke zméné specifického rozpoznani ze o't

A

na o, tedy odpovidaji predpokladu.
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Obrazek 34. Aktivita promotoru PtrxB1 a PrrxBImut v kmenech s indukovanou nadexpresi
genli kédujicich standardni a mutované faktory o a o' Sloupce udavaji hodnotu naméiené
intenzity fluorescence v jednotkach AU/mg proteinu, ktera je Umeérna aktivité¢ testovaného
promotoru. Dole jsou uvedeny nadprodukované faktory sigma. AU=arbitrarni jednotka.
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Promotor genu cg3309, ktery zastupuje prevazné ct-dependentni promotory, byl
aktivni jak se oF, tak i podstatné slabé&ji se 6! (Obr. 35A). Jeho aktivita se '™ se v{i¢i
standardnimu o' nezménila, zatimco se o™ aktivita prakticky vymizela. Mutace
aminokyseliny interagujici s oblasti -31 (M170—R) neméla tedy v pfipadé promotoru
Pcg3309 na aktivitu se 6! téméf zadny vliv, zatimco mutace R185—M funkénost oF zcela
odstranila.

Aktivita mutovaného promotoru Pcg3309 se o' se vyrazné zvysila oproti aktivité
piirozeného promotoru (Obr. 35B), coz koreluje s aktivitou piirozeného Pcg3309 se o
(Obr. 35A). Naopak aktivita se o zcela vymizela. Zaménou nukleotidd v pozicich -31 az
27 se tak prevazné oF-dependentni promotor Pcg3309 zménil na vyhradné
o'l-dependentni. Zcela podle piedpokladii aktivita Pcg3309mut + ¢E™ (Obr. 35B) byla
témet stejné vysoka jako aktivita pfirozeného promotoru a faktoru sigma, tedy Pcg3309 +

o (Obr. 35A, napf. v 6. hoding).
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Obrazek 35. Aktivita promotoru Pcg3309 a Pcg3309mut v kmenech s indukovanou
nadexpresi geni kédujicich faktory sigma. Sloupce udadvaji hodnotu naméfené intenzity
fluorescence v jednotkach AU/mg proteinu, ktera je umérna aktivité testovaného promotoru. Dole
jsou uvedeny nadprodukované faktory sigma. AU=arbitrarni jednotka.
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Na zavér studia o''/cE-promiskuitnich promotord lze konstatovat, ze geny uréené
sekvenovanim transkriptomu (Busche, 2013) jako o"- a o'/c"-dependentni byly
metodami in vivo a in vitro potvrzeny, zatimco geny uréené¢ jako vyhradné
ot-dependentni (amtR, cgll2] a cg3309) byly podle citlivéjsich analyz s vyuzitim
dvouplazmidového systému c''/c"-dependentni. Mutaéni analyza provedena na zakladé
homologniho modelovéni v podstaté potvrdila navrzenou hypotézu o interakcich faktort

o' a 6F s nukleotidy -31 a -30 oF- a c"-dependentnich promotort.

4.3. 0®/0"-promiskuitni promotory

Zatimco u o'~ a oF-dependentnich promotorti byla jiz na za¢atku analyzy ziejma
jejich vyrazna podobnost, u 6°-dependentnich promotorti jsme védé&li, Ze jejich konvenéni
sekvence (Taniguchi ef al., 2017b a Toyoda a Inui, 2018) se 1isi od vSech ostatnich,
a jelikoz geny jimi fizené maji velmi specifické funkce, tak jsme ani zpocatku
neoCekavali piekryv rozpoznani sjinym faktorem sigma. NaSe detailni analyza
oP-dependentnich promotori opé&t vychizela z vysledkidi sekvenovani transkriptomii
ziskanych na Univerzit¢ v Bielefeldu. Srovnanim exprese genti 3 typl kment
C. glutamicum, a to divokého, nadexprimujiciho sigD a delecniho AsigD bylo pomoci
sekvenovani RNA identifikovano 29 potencialnich SigD-dependentnich gentli (Taniguchi
et al., 2017b). Z tohoto souboru jsme vybrali 11 gent, jejichz promotory vykazovaly
vyrazné konzervované klicové oblasti (-35: GTAACY/a; -10: GAT; Tab. 11). Vybrané
geny se UCastni syntézy korynemykolovych kyselin (fadD2, cmtl, cmt2, cmt3),
usporadani peptidoglykanu (IppS), inhibice aktivity faktoru o (rsdA), energetického
metabolismu (/pd) ¢1 maji hypotetickou funkci (cg0420, cg0607, cgl056, cg2047).
Regulon faktoru o se tedy udastni prevazné odpovédi na povrchovy stres, vyvolany napf.
pusobenim lysozymu (Toyoda a Inui, 2018) Promotorové oblasti téchto genli byly
testovany metodami in vivo (dvouplazmidovy systém) a in vitro (in vitro transkripéni
systém). Promotory genil cg0420, cmt3 a cgl056 byly témito metodami prokazany jako
skute¢né vyhradné oP-dependentni (bez dokumentace). U ostatnich analyzy ukazovaly na

slabou aktivitu také se o'
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Tabulka 11. Sekvence promotori vybranych 6’-dependentnich genii.

Gen Promotorova sekvence?
cmtl GTAAAGCGCCTGTTAACGTAATAG-CTTGAAATATAGATGTAAATTARA
cg0420 TCTGAGCAGTTAGAAACGGTATGT-CGGTAGTAACCGATACGATTTATTG
Zpd TTCGGCAGAGTGCTAACGGTTAGG-CAC TATTTTCC@AGTTCTTTTE
cg0607 GCGCGTTAATAAGGAACAATATCG-GTGTGATTCGCGATATATTAATCA
rsdA TCAGCGATGGAAGTAACAGAGTTA-GGGAACTTCTCGATCTACTGAGTG
cmt3 TGGGGGAGGTTGTTACAAAAC CATACGTCTGTGAA@AT GAC GAGTE
Cg] 056 TTGACGACGCAGTAACGCAATCGGGGATTGTGGTCGATTCTTTAAGCA
cg2047 TTTTTTAGTGACGTAACATCAAAG-AAGTATTCACTGATGTAAGTAGTG
IppS GGCATTCTGGACGTAACGCTCCGG-CATCTACAAGGGATGATCAAAATA
fadDZ TAGTTTGCAAAAGTAATAAAATGT- TCATCTTTGTC@GGT CACAI_&TA
cmt2 TGTCACAACTTGGTAACGTGTGGG-CGGAAAAACAAGATAGGCATCGAG

2 Sekvence promotorovych oblasti -35 a -10 jsou spolu s transkripénim startem oznaceny tucné a
podtrzeny. Mezery byly pfidany pro zarovnani klicovych elementt -35 a -10.

4.3.1. Konstrukce vektoru s promotory

Fragmenty s promotory genti Ipd, cg0607, rsdA, cg2047, IppS, fadD2 a cmt2 byly
pfipraveny pomoci PCR s pouzitim kombinaci oligonukleotidi PCGO0441UPF a
PCG0441UPR; PCGO0441UP770F A PCG0441UP770R; PCGO607F a PCGO607R;
PCGO0607P770F a PCGO0607P770R; PIADPEPRF a PIADPEPRR; PIAD770F a
P1AD770R; Pcg2047F a PCG2047R; PCG2047P770F a PCG2047P770R; PLPPSPEPRF
a PLPPSPEPRR; PLPPS770F a PLPPS770R; PFADD2PEPRF a PFADD2PEPRR;
PFADD2770F a PFADD2770F; PCMT2PEPRF a PCMT2PEPRR; PCMT2770F a
PCMT2770R. Konstrukty ve vektoru pEPR1 byly vneseny transformaci do kmene
C. glutamicum nesouciho v expresnim vektoru pEC-XT99A gen sigD, sigE, sigH nebo
sigM. V takto vytvofenych dvouplazmidovych kmenech byla zmétena aktivita promotord.
Faktory ¢®, 6® a 6© nebyly pouzity z diivodu jejich vysoké specifity a zcela odlisné
konvenéni sekvence. S faktory o™ a of se neprokdzala z4adna aktivita. Konstrukty
pRLG770 poslouzily jako templatovda DNA pro piipravu PCR fragmentu do transkrip¢ni

reakce in vitro.

4.3.2. In vivo a in vitro analyza promotoru

Postup klonovani a méfeni byl analogicky postupu v kapitole 4.2.1.2. Aby byla

zfejma aktivita promotort po indukci exprese sigH, ktera je vyrazné nizsi nez se oP, jsou
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v pravé ¢asti Obr. 36 a Obr. 37 pouze hodnoty se o'

pEC-XT99A).

a kontrola (prazdny vektor

Aktivita promotoru Prsd4 (Obr. 36A) stanovena pomoci in vivo metody
dvouplazmidového systému v ase stoupa za nadprodukce o, ale také slabé za
nadprodukce ¢!, takZe promotor PrsdA je prokazatelné o®/c-promiskuitni.

Pomoci techniky in vivo se aktivita promotoru genu cg2047 (Obr. 36B) zvySuje
zdanlivé pouze za nadprodukce o, ale po eliminaci téchto vysokych hodnot je zfejmé, Ze
se zvysuje se i ve 3. a 6. hodiné za nadprodukce o', byt mnohem slabgji nez se o°. Lze
tedy povazovat promotor genu cg2047 za 6°/c'-promiskuitni.

Aktivita promotoru genu IppS stoupa za nadprodukce o a vyrazné slabéji také se
o'l (Obr. 36C). Aktivita tohoto promotoru za nadprodukce o'l v ¢ase kles4, zatimco se °

" mnohem slabsi nez se 6P, lze povazovat promotor genu

stoupd. Piestoze je aktivita se o
IppS rovnéz za cP/ct-promiskuitni.

Aktivita promotoru genu fadD2 in vivo se zvysila za nadprodukce ¢° a velmi slabg&
i se o' (Obr. 36D), byt ve 24. hodiné je jiz téméf nulova. I tento promotor tedy miizeme
zatadit mezi 6/ -promiskuitni.

U promotoru genu cmt2 (Obr. 37A) je vidét silna aktivita za nadprodukce c® a
slabé i se o', kdy rozdil mezi aktivitami za nadprodukce o' a 6P se v priib&hu ¢asu
zvétiuje (od 2x ve 3. h po 9x ve 24. h). Z vysledkd in vivo lze povazovat Pcmt2 za oP/c"l-
promiskuitni.

Aktivita promotoru genu Ipd (Obr. 37B) se silné zvySuje za nadprodukce c® a
slabé&ji za nadprodukce o', V porovnani s hodnotou aktivity naméfenou se o je vsak
aktivita se c'' ndsobné niZsi a ve 24. hoding po indukci jiz v podstaté neméfitelna. I tak je
promotor Plpd je 6°/c"-promiskuitni.

Poslednim vybranym promotorem byl promotor genu cg0607, jehoz aktivita se
prokazatelné zvySuje za nadprodukce faktoru o a slabé&ji za nadprodukce faktoru o'l
(Obr. 37C). Aktivita promotoru za nadprodukce 6° a 6" je ve 3. hoding po indukci témé&f
na stejné Grovni, ale v 6. hodiné jiz 6 pievazuje pfiblizné 8x a v 24. hodiné az 10x. Tento

promotor je tedy prokazatelné ¢°/c"-promiskuitni.
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Fluorescence (AU/mg proteinu)  Fluorescence (AU/mg proteinu) Fluorescence (AU/mg proteinu)

Fluorescence (AU/mg proteinu)

Obriazek 36. Aktivita ¢”/6"-promiskuitnich promotori v kmenech
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nadexpresi genii kodujicich faktory sigma o, o' (vlevo) a o' (vpravo). Sloupce udavaji
hodnotu namétené intenzity fluorescence v jednotkach AU/mg proteinu, ktera je umerna aktivite
testovaného promotoru. Ve spodni ¢asti obrazku jsou uvedeny nadprodukované faktory sigma.
AU=arbitrarni jednotka. In vitro transkripcni analyza (v boxu). Jednotlivé faktory sigma
navazané na RNA polymerazu jsou uvedeny v horni ¢asti obrazku. Sipka oznacuje specificky
transkript (~150 nt).
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Obrazek 37. Aktivita ¢°/c"-promiskuitnich promotori v kmenech sindukovanou
nadexpresi geni kédujicich faktory o°, 6" (vlevo) a 6" (vpravo). Sloupce udavaji hodnotu
naméfené intenzity fluorescence v jednotkach AU/mg proteinu, ktera je Umernd aktivité
testovaného promotoru. Ve spodni ¢asti obrazku jsou uvedeny nadprodukované faktory sigma.
AU=arbitrarni jednotka. In vitro transkripéni analyza (v boxu). Jednotlivé faktory sigma
navazané na RNA polymerazu jsou uvedeny v horni ¢asti obrazku. Sipka oznaCuje specificky
transkript (~150 nt).

U promotort gent cg2047, fadD2, cmt2 a Ipd byl in vitro transkripéni analyzou
zaznamenan silny signal pouze se ¢, zatimco u promotor genii [ppS a rsdA je na hranici
viditelnosti i signal se ' (Obr. 36 a 37). Silny signal se " byl zaznamenan s promotorem
genu cg0607, ktery byl dokonce 2x silngjsi nez se 6P (Obr. 37C).

Rozdilné vysledky mezi in vivo a in vitro experimenty jsou pravdépodobné

zpusobeny tim, ze metoda in vitro transkripce je méné¢ citliva nez in vivo dvouplazmidovy

systém, ktery je schopny tyto slabé interakce zachytit.
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4.3.3. Homologni modelovani

Pro identifikovani kli¢ové aminokyseliny, ktera je zodpovédnd za rozpoznani
odlisnych nukleotidi (G nebo T) na druhé pozici konvencnich sekvenci oblasti -35
o'l-dependentnich (GGAA a GTT) a o-dependentnich (GTAAC a GAT) promotorii, a
pro porozumnéni, pro¢ je faktor o' za ur¢itych podminek schopen zahajit transkripci ze
oP-dependentnich promotori, bylo pouZito po¢itaové modelovani (I. Barvik, Fyzikalni
ustav MFF UK).

Jako prvni byly modelovany ty domény, které rozpoznavaji ¢''- a 6°-dependentni
promotorové oblasti -10 a -35 (Obr. 38 a 39). Jako templat poslouzila struktura krystalu
proteinu 6 E. coli navazaného na promotorovou oblast DNA (Lane a Darst, 2006;
Campagne et al., 2014), jelikoz promotorova oblast rozpoznavana timto faktorem sigma
je blizka konvenéni sekvenci rozpoznavané faktorem o' v C. glutamicum. Pro ovéfeni
stability a vérohodnosti téchto modelt byla uvazovéna pfitomnost molekul vody na
povrchu proteinu a byla provedena 50-ns molekularné-dynamicka (MD) simulace.

Pro promotorovou oblast -10 nebyla dosud krystalova struktura komplexu RNAP
s navazanym alternativnim faktorem sigma a ani kompletni transkripéni bublina DNA
k dispozici. Klicovym nukleotidem oblasti -10 je druha pozice konven¢ni sekvence, ktera
je vblizkém kontaktu s povrchem podjednotky o vnasem homolognim modelu
zalozeném na krystalové struktute 4LUP faktoru o® E. coli (Obr. 38). Jako kli¢ova pro
rozpoznani druhé pozice oblasti -10 se zd4 byt piitomnost alaninu A60 faktoru ® a lysinu
K53 faktoru 6. Alanin A60 s kratkym postrannim fetézcem tvofi prostor pro vétsi adenin
na druhé pozici oblasti -10 c”-dependentnich promotort (Obr. 38A). Naopak lysin K53
s delSim postrannim fetézcem zaplituje volny prostor vytvofeny mensim thyminem, ktery

se nachazi na druhé pozici oblasti -10 c'-dependentnich promotort (Obr. 38B).

A - — B C >
o ( 3 { (-v") / (-.>:_"
D ¥ < AN P N s

g X Y L” 4 T - I AT
= B (0 LG
o Gt K
L T »
s 2 % {
DA H N =y St
/ 4
o®/-10 GAT ot/ 10 GTT ot/ -10 GAT

Obrazek 38. Rozpoznani nukleotidu na druhé pozici konven¢ni sekvence oblasti -10 (uhlik
Auté; Kyslik ¢ervené; dusik modfe; vodik bile) aminokyselinami A60 faktoru ¢” a K53
faktoru ¢! (svétle modi‘e, uhlik). A) Vazba faktoru c® na c°-dependentni promotor. B) Vazba
faktoru o' na c"-dependentni promotor. C) Vazba faktoru ¢ na 6-dependentni promotor. A =
adenin, T = thymin.
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Ukazalo se, ze pro rozpoznani c-dependentni oblasti -35 faktorem o jsou
rozhodujici hydrofobni interakce metylové skupiny thyminu na druhé pozici konvenéni
sekvence -35 oP-dependentnich promotorii s postrannimi fetézci valinu V169 a alaninu
-35 faktorem o' je vodikovy mistek s postrannim fetézcem serinu S171, ktery se vaZe na
druhou pozici konvenéni sekvence c'l-dependentnich promotort, pfi¢emz vodikové vazba
mezi hydroxylovou skupinou threoninu T168 a fosfatovou skupinou cukrofosfatové

pateie DNA je dalsi stabiliza¢ni interakci (Obr. 39B).
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Obrazek 39. Rozpoznani nukleotidu na druhé pozici konvenéni sekvence oblasti -35 (Zluté,
uhlik) aminokyselinami A166 a V169 faktoru ¢” a aminokyselinami T168 a S171 faktoru c*
(svétle modie, uhlik). A) Vazba faktoru 6 na 6°-dependentni promotor. B) Vazba faktoru ¢ na
ofl-dependentni promotor. C) Vazba faktoru ¢ na oP-dependentni promotor. T = thymin. G =
guanin.

Tyto modely (Obr. 38 a 39) nasledn¢ poslouzily k vysvétleni hypotézy, proc je
faktor o™ schopen rozpoznat 6°-dependentni promotory.

Delsi postranni fetézec lysinu K53 faktoru 6" musi interagovat s vét$im adeninem
na druhé pozici konvenéni sekvence oblasti -10 c”-dependentnich promotoréi namisto
krat§iho postranniho fetézce alaninu A60 faktoru o, pokud vezmeme v tvahu moznost
rozpoznani c-dependentni promotorové oblasti -10 faktorem c'. Tato interakce je
mozna, protoZe postranni fetézec lysinu K53 je vysoce flexibilni, a proto pravdépodobné
nebrani vétsi molekule adeninu (Obr. 38C). Na zéklad¢ téchto poznatkli byly navrZzeny
mutanty faktoru ' (Obr. 40), a to tak, Ze se mutoval lysin K53 (c'!) na alanin A53 (),
ktery je pravdépodobné zodpovédny za rozpoznani druhé pozice promotorové oblasti -10.

Déale bylo zjidténo, ze threonin T168 a serin S171 faktoru o' interaguje
s thyminem na druhé pozici konvenéni sekvence oblasti -35 6P-dependentnich promotorti
(Obr. 39C). To je umoznéno tim, Ze postranni fetézec threoninu T168 je schopen rotace,
takze jeho metylova skupina mize byt vdzdna hydrofobni interakci s metylovou skupinou
thyminu. Dal$i interakci, a to vodikovy miustek, pak vytvaii hydroxylova skupina
postranniho fetézce serinu S171 s atomem kysliku thyminu. Proto dal$i navrZzenou mutaci

byla zaména 168-ThrValMetSerArg-172 na 168-AlaValArgValAla-172, ktera je
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pravdépodobné zodpoveédnd za rozpoznani druhé pozice promotorové oblasti -35. Tyto
mutace se dale studovaly in vivo. Dal§i mozné mutace (mutace faktoru o a dalsi o'
modifikace) jsou soucasti navazujicitho projektu a diplomové prace J. Blumensteina

(2019).

ol PLLDOLYGGALRMTRNPADAEDLVQODTYIKAYQAFAS
oiLys-53-Ala PLLDQLYGGALRMTRNPADAEDLVQDTYTIAAYQAFAS
ol MVVYYADVEDLAYKEIAEIMDVPLGTVMSRLHRGRKQ

oi168-AlaValArgValAla-172 \r7yy A DVEDLAYKE IAE IMDVPLGAVRVALHRGRKQ

Obrazek 40. Uspoiadani aminokyselinovych sekvenci faktora o', g Lys-53-Ala 5 5HI168-

AlaValArgValAla-172 - Qpasti vybrané pro mutaci jsou zvyraznény tuéné. Mutace aminokyselin jsou
zvyraznény zIute.

4.3.4. Ovéreni in silico modeltl metodou in vivo

4.3.4.1. Konstrukce plazmidi nesoucich mutovany faktoru ot

Konstrukty ~ mutovaného  faktoru o'  pEC-XT99A/sigHLys-53-Ala  a
pEC-XT99A/sigH168-AlaValArgValAla-172 (Obr. 40) byly piipraveny soupravou Q5®
Site-Directed Mutagenesis umoziujici cilenou mutagenezi (New England Biolabs). Byly
pouzity kombinace oligonukleotidii SIGHmutK-AF a SIGHmutK-AR; SIGHmutTMSR-
ARVAF a SIGHmutTMSR-ARVAR. Ovétené konstrukty byly vneseny do C. glutamicum
nesouci promoter-probe vektor pEPR1 se c”-dependentnimi promotory genii cg0607,

cmt2, rsdA nebo IppS.

HLys-53-Ala H168-AlaValArgValAla-172

Ptedpokladali jsme, Ze nadprodukce o aoc zajisti vyssi
aktivitu téchto vybranych promotort nez ptirozeny faktor '’. Tato domnénka byla ov§em

z¢asti potvrzena pouze v piipad€ promotoru genu cg0607.

4.3.4.2. In vivo analyza dvouplazmidovych systém

4.3.4.2.1. Méreni aktivity promotoru Pcg0607

Aktivita promotoru Pcg0607 byla métfena za standardnich podminek kultivace
bun¢k C. glutamicum (30 °C) spocatkem kultivace pii ODgoo = 0,5. Kultivace
pokracovala do ODeoo = 1, kdy probéhl odbér bunék oznaceny jako O (pted indukei), po
némz byla kultura rozdélena. Prvni polovina slouzila jako kontrola bez indukce a do

druhé byl pfidan induktor (IPTG). Dalsi odbéry probihaly 3, 6 a 24 hodin po pfidani
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IPTG. Vzorky byly pak standardné zpracovany. Jako kontrola méfeni poslouzil prazdny
vektor pEC-XT99A.
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Obrazek 41. Aktivita promotoru Pcg0607 v kmenech sindukovanou nadexpresi gent
koédujicich faktory sigma. Sloupce udavaji hodnotu naméfené intenzity fluorescence
v jednotkach AU/mg proteinu, ktera je imérna aktivité promotoru. Ve spodni ¢asti jsou uvedeny
nadprodukované faktory sigma. AU=arbitrarni jednotka.

Promotorové aktivita genu cg0607 (Obr. 41) se za nadprodukce mutovaného

HLys-53-Ala

faktoru ¢ v 6. a 24. h zvysila pfiblizné 1,5-1,7krat oproti nativni ¢, avSak ve 3. h

se aktivita promotoru po nadprodukci o' &i oflys33-Ala

prakticky neliSila. Naopak za
nadprodukce mutovaného faktoru o'l!68-AlaValArgValAla-172 Lyl aktivita tohoto promotoru
témé&f nulova, tj. odpovidala bazalni hodnoté fluorescence systému bez klonovaného genu
koédujictho faktor sigma, a tedy mutace promotorové oblasti -35 faktoru o' byla

nefunkéni.

U nékterych oP-dependentnich promotori byla prokazana slaba aktivita také se
ol piestoze se konvenéni sekvence c''- a 6P-dependentnich promotorti velmi lisi. Pomoci
homologniho modelovani byla navrzena hypotéza, pro¢ se miize i pies odlisnosti vazat 6!

na oP-dependentni promotor a opacné.
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4.4. o''/oM-promiskuitni promotory

Geny a promotory fizené faktorem o™ v C. glutamicum byly dosud popsany
vjediné publikaci (Nakunst et al., 2007). Konvencni sekvence téchto Ctyf
piedpokladanych oM-dependentnich promotord byla téméf totoznad se sekvenci
o'-dependentnich promotori (-35 GGAAT, -10 GTTG). Tyto vysledky nebyly nikdy
jinou studii potvrzeny a popsané promotory byly v dalSich publikacich (Ehira ef al., 2009;
Busche et al., 2012) uréeny jako c'-dependentni. Nase data ziskana na zakladé detailnich
analyz in vivo a in vitro také naznaCovala, Ze vSechny promotory pivodné popsané jako
oM-dependentni (Nakunst ef al., 2007) jsou rozeznavany pouze faktorem c'. Pro nalezeni
skute¢né oM-dependentnich promotori jsme proto zvolili k tomuto uéelu dosud
nepouzitou metodu, a to analyzu proteomu. Dvourozmérné elektroforéza zobrazila
proteomy divokého kmene C. glutamicum a kmene C. glutamicum, ktery nadexprimoval
gen sigM. Jejich porovnanim byly objeveny proteiny ovlivnéné nadexpresi genu sighf,
a to CatAl (katechol-1,2-dioxygendza), CatB (chloromukonatcykloizomeraza), BenA
(benzoat-1,2-dioxygenaza) a GapA (glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza) (Obr. 42, Tab.
12). Tyto proteiny byly identifikovdny pomoci hmotnostni spektrometrie, MALDI (Ing.
Petr Halada, Ph.D.; MBU). Rozhodli jsme se zkoumat promotory piislusnych gend,

abychom zjistili, zda jsou fizeny faktorem c™.
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QO proteiny vizualizované pouze v proteomu jednoho z testovanych kmenti
O proteiny s 2x vy3ii syntézou I ™_1 posun polohy proteinu (pravdépodobné isoforma)
proteiny s rozdilnou nadprodukci v druhém proteomu O proteiny se 4x vysi syntézou

Obrazek 42. Dvourozmérna elektroforéza proteini C. glutamicum WT (A) a C. glutamicum
s nadexpresi genu sigM (B). Ve spodni Casti obrazku zndzornény gradient pH a legenda.
Barveno koloidni coomassie blue. 1. rozmér IPG strip pH 4-7 linedrni, 21 hodin fokusace,
Multiphor II a 2. rozmér 12 % SDS-PAGE gel (RNDr. Denisa Petra¢kova, Ph.D., MBU).

Jako dalsi potencidlné oM-dependentni promotory byly vybrany promotory genti
sigM z blizce ptibuznych kmenli Corynebacterium callunae a Corynebacterium deserti
(Tab. 12), u kterych byl predpoklad autoregulace genu sigM, jak je u bakterii Castg,
prestoze u C. glutamicum tato autoregulace nebyla prokdzéana.

Kolegové z univerzity v Bielefeldu (Dr. Tobias Busche a Prof. Jorn Kalinowski)
nedlouho poté identifikovali dalsi potencialné c™-dependentni promotory genti cg0256
(konzervovany hypoteticky protein), cg0668 (DNA segregatni ATPaza rodiny
FtsK/SpolllE) a ¢g0785 (hypoteticky protein) (Tab. 12) metodou ROSE (RNA
sekvenovani in vitro transkriptl; protokol metody nebyl dosud publikovan) (Obr. 43).

Jejich vysledky naznadovaly, Ze tyto geny jsou piepisovany za ucasti faktoru o™, ale také
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piekvapivé faktoru of. Oblasti -35 (GGGAACC) a -10 (GTCNAA) se u téchto

3 promotort zcela shodovaly.
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Obrazek 43. Vysledek analyzy sekvenovani in vitro transkripti (Tobias Busche, Bielefeld).
V horni casti obrazku je znazornéna pozice genu na sekvenci genomu (modie a oranzove).
Transkripty jsou zobrazeny na hornim nebo spodnim vlakngé DNA podle orientace genu. Sedy
sloupec je spole¢ny pro oblast pozice genu a transkriptd a oznacuje bazi na sekvenci shodnou
s pocatkem transkriptu. Zelené sloupce zobrazuji transkripty vzniklé zin vitro trankripce
s ptislusnym faktorem (cF, 6M) nebo bez faktoru sigma (N).

Tato nové definovand konvencni sekvence byla pouZzita k prohleddni genomu
C. glutamicum, kde byly nalezeny dal§i dva potencialné c™-dependentni geny (Tab. 12)
cg2322 (konzervovany hypoteticky protein) a cg2534 (domnély sekre¢ni protein), u nichz
byl potvrzen transkript metodou sekvenovani RNA, kterou jsme pouzili pro jiny projekt u
kmene C. glutamicum.

Promotory potencidlnich cM-dependentnich genli nalezené témito rlznymi
ptistupy (Tab. 12) byly testovany metodami in vivo (dvouplazmidovy systém) a in vitro
(in vitro transkripce) pro urceni faktoru sigma fidiciho jejich transkripci.

Béhem  méfeni  aktivit  potencialné  o™-dependentnich  promotorii
dvouplazmidovym systémem byl zjistén neocekavany jev: hodnoty specifické
fluorescence byly piiblizn¢ stejné vysoké bez indukce i s indukei (pfidavek IPTG). Proto

jsou pro piehlednost v grafech zobrazeny jen hodnoty extraktti ziskanych z indukovanych
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buné¢k v porovnani s kontrolou, kterou byly extrakty bunék s prazdnym vektorem
(pEC-XT99A). Zaroven byl pro tento systém vybran dele¢ni kmen C. glutamicum AsigH,
a to z divodu silné afinity faktoru o' k RNA polymeraze, coz by mohlo blokovat vazbu

dalsich sledovanych faktort o* a o™.

Tabulka 12. Promotorové sekvence vybranych potencialné ¢™-dependentnich geni.

Gen Sekvence promotoru®

Pcg0256 GTTTTGCACCAACAGGGAACCTGG-AGCGCAGTTTCGGGGTCTAAGTAGGTA
Pcg0668 AATTTCACATTCAAGGGAACCTTT-TGGCCGTTTTTCCAGTCAAACACTTAT
Pcg0785 AATTTGGGCTTGGAGGGAACCAAA-CGGCCACTTTTCCAGTCCAACAAAGTA
Pcg2322 ATTTTCTAAAACTCGGGAACCTTT-AGCCAACTTTTCAAGTCCAACCCTTTT
Pcg2534 TAATTTGAATTTTAGGGAACCTAC-CCCGAACTTTTGCAGTCTAACGCTTAT
Pcatdl GAAGTGGGATTATGTGGAAAAATT--TATACTTCTAAAGGTTCCCTTATTGT
PhenA CCCGAGCARACCCTAGGAATTCCC--CTAATGTGATTCACTTCATTGATCGG
Efif%unae CCAGCTGCCTTGTTTGARAAAACGAGGCAGCTGGTTTTTGTTATTTCAGGTG
Iglggem CACACATTCAGAAGAGGAACTGAC-AGTTATGCTCTGTGETTAGACCCCTGT

* Promotorové oblasti -35 a -10 jsou oznaceny tucné a podtrzeny. Mezery byly pfidany pro
zarovnani promotorovych oblasti.

4.4.1. Konstrukce vektoru s promotory

Konstrukty promotort genti c¢g0256, cg0668, cg0785, cg2322, cg2534, catAl,
bend, sigM C. callunae a sigM C. deserti byly ptipraveny pomoci PCR s pouzitim
kombinaci oligonukleotidi PCG0256PEPRF a PCGO0256PEPRR; PCGO0256P770F a
PCG0256P770R; PCGO668PEPRFN a PCGO0668PEPRRN; PCGO0668P770FN a
PCG0668P770RN; PCGO785PEPRF a PCGO785PEPRR; PCGO785P770F a
PCGO785P770R; PCG2322PEPRF a PCG2322PEPRR; PCG2322P770F a
PCG2322P770R;  PCG2534PEPRF a  PCG2534PEPRR; PCG2534P770F a
PCG2534P770R; PCATAINEWF a PCATAINEWR; PCATA1770F a PCATA1770R;
PBENANEWF a PBENANEWR; PBENA770F a PBENA770R; PSIGMCCF a
PSIGMCCR; PSIGMCC770F a PSIGMCC770R; PSIGMCDF a PSIGMCDR;
PSIGMCD770F a PSIGMCD770R. Po naklonovani v promoter-probe vektoru pEPR1 a
vneseni transformaci do kmene C. glutamicum AsigH nesouciho na expresnim vektoru
gen faktoru sigma sigH, sigE nebo sigh byla zméfena jejich aktivita. Faktory ¢?, o® a 6©

nebyly pouzity z divodu jejich vysoké specifity a zcela odlisSné konvencni sekvence.
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Konstrukty pRLG770 poslouzily jako templatova DNA pro ptipravu PCR fragmentu do

transkrip¢ni reakce in vitro.

4.4.2. In vivo a in vitro analyza promotoru

Aktivita potencialné o™-dependentnich promotorii byla méfena za standardnich
podminek (30 °C) s pocatkem kultivace ODsoo = 0,5. Kultivace pokracovala do ODeoo= 1,
kdy probéhl odbér bunék oznaceny jako 0 (pied indukci), po némz byla kultura rozdélena.
Prvni polovina slouzila jako kontrola bez indukce a do druhé byl pfidan roztok IPTG
(fin. konc. 1 mM). Dalsi odbéry probihaly 3, 6 a 24 hodin po pfidani IPTG. Vzorky byly
zpracovany, jak je uvedeno v kapitole ,,Stanoveni aktivity promotori fluorometricky*.
Jako kontrola méfeni poslouzil prazdny vektor pEC-XT99A. Pro méfeni in vitro
transkripce byl do reakéni smési obsahujici jadro RNA polymerdzy alternativné pifidan

£ o' nebo oM a jako kontrola byla pouzZita reakéni smés bez ptidaného faktoru

faktor 6, &
sigma.

Jako prvni byla métena aktivita promotoru PcatAl v dvouplazmidovém systému
(Obr. 44), kde je patrna necekané vysoka aktivita u kmene s prazdnym vektorem, kterou
se nepodarilo objasnit. U ostatnich méfeni totiz aktivita v buiikdch s prazdnym vektorem
nepiekrocila 50 AU/mg proteinu. Z vynesenych hodnot tak nelze jasné fici, zda dochazi
ke zvySené aktivité promotoru Pcat4l za nadprodukce o, 6 & oM. Pokud by se vsak
porovnavaly hodnoty aktivit viici bézn¢ naméfené hodnoté prazdného vektoru, prokazala
by se zvysena aktivita promotoru za nadprodukce faktoru o™, ' a slabé i 6. Po in vitro
transkripci nebyl zaznamenan signal specifického transkriptu ani v jedné reakéni smési.
Jelikoz vSak geny catAl a benA sdileji spole€nou mezigenovou oblast, je zfejme nutna
pritomnost néjakého aktivatoru transkripce, ktery v rekéni smési nebyl pfitomen. Metody
in vivo a in vitro nedokézaly jednoznacné¢ ptifadit reagulujici faktor sigma k promotoru
Pcat41, ale metoda dvouplazmidového systému ukéazala moZnou regulaci tohoto
promotoru faktory c™ a oM.

Dalsim vybranym potencialnim c™-dependentnim promotorem byl promotor genu
benA, u néhoz se in vivo prokazala zvysena aktivita (Obr. 44) za nadprodukce o™ a o'l
Aktivita se o' vpriibéhu kultivace klesa. Transkripce in vitro neposkytla signal
specifického transkriptu ani v jedné reakéni smési. To muze byt opét zpisobeno
nepfitomnosti aktivatoru transkripce. Metoda in vivo prokézala regulaci promotoru PbenAd

faktorem oM a slabéji i 6%, coz naznacuje, Ze se jednd o promiskuitni 6''/c™ promotor.
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V dvouplazmidovém systému byla zaznamenana zvySena aktivita promotoru
PsigM z kmene C. callunae za nadprodukce o™ a o' (Obr. 44). Aktivita promotoru se o'l
je priméré 3x nizsi nez se o™. Pii testech transkripce in vitro nebyl zaznamenan signal
specifického transkriptu ani v jedné reakcni smési. Gen sigM z kmene C. callunae je tedy
pravdépodobné regulovan oM a o, i kdyz tento vysledek nebyl potvrzen in vitro
transkripci.

Promotor PsigM z kmene C. deserti (Obr. 44) vykazuje podobné vlastnosti jako
PsigM z C. callunae. Jeho aktivita se zvysila za nadprodukce o™ a slab&ji za nadprodukce
o', S faktorem o' v ¢ase spiSe klesa a se oM stoupa. In vitro transkripce opét neposkytla
zadny signal specifického transkriptu ani v jedné reakéni smési. Promotor PsighM z kmene

H

C. deserti je podle metody in vivo pravdépodobné regulovan o™ a o', i kdyZ metoda

in vitro tuto skute¢nost nepotvrdila.
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Obrazek 44. Aktivita predpokladanych o-dependentnich promotori v kmenech
s indukovanou nadexpresi genu kodujicich faktory sigma. Sloupce udavaji hodnotu namefené
intenzity fluorescence v jednotkach AU/mg proteinu, ktera je umérna aktivité promotoru. Ve
spodni ¢asti jsou uvedeny nadprodukované faktory sigma.AU=arbitrarni jednotka.
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Dals§imi testovanymi promotory byly Pcg0256, Pcg0668 a Pcg0785 (Tab. 12).

Tato trojice promotorti byla navrzena na zdklad¢ vysledkli sekvenovéani in vitro
transkript na partnerském pracovisti (Univerzita Bielefeld). Z grafu méfeni aktivity
promotoru Pcg0256 (Obr. 45A) vyplyva, ze ke zvySeni aktivity dochazelo za

Ha oM. Jedna se tedy pravdépodobné

nadprodukce vsech pouzitych faktord, tedy o, o
o 6°/c""/6M promiskuitni promotor. Aktivita promotoru s faktorem oF je nejvyssi
ve 3. hodin¢, v 6. hodin¢ klesd az o polovinu a v24. hodiné jiz aktivita neni

zaznamenana. Aktivita promotoru se o'l také klesa v ¢ase, avSak ve 3. a 6. hodiné je

M M

aktivita vyS$i nez se o, zatimco v 24. hodin¢ klesa na polovinu aktivity se o".
Z vysledku lze odvodit, Ze faktor ! se Gi¢astni regulace promotoru Pcg0256 spise béhem
exponencidlni faze ristu, zatimco o™ spousti transkripci z promotoru Pcg0256 v podstaté
nezavisle na ristové fazi.

Metodou in vitro transkripce (Obr. 45F) byl zaznamenan signal specifického
transkriptu v reakéni smési pouze s faktorem sigma o, zatimco s faktory c'' a 6™ nebyl
jednoznacény signdl prokazan. Kombinaci metod in vivo a in vitro 1ze potvrdit regulaci
promotoru Pcg0256 faktorem oF, ale nikoli 6%/6'/6M promiskuitu promotoru. Regulaci
fizenou faktory o' a o™ se tedy podafilo prokéazat pouze metodou in vivo. Metoda ROSE
némeckych kolegii vSak jiz potvrdila aktivaci tohoto promotoru faktory o a o™, a lze
tedy predpokladat, Zze pfinejmensim faktory ot a 6™ mohou spoustét transkripci z tohoto
promotoru. Rozeznéani jednoho promotoru vSemi tfemi faktory sigma - oF, o' a o™ by
vSak vzhledem k jejich dosud definovanym konven¢nim sekvencim nebylo prekvapenim:
o'l (-35 GGAA'/g, -10 GTT), o® (-35 GGAAC, -10 GTT), o™ (-35 GGGAAC, -10
GT ).

Na obrazku 45B je ziejma aktivita promotoru Pcg0668 se o' a o™ pii méfeni
in vivo. Na rozdil od pfedchozich c™M-dependentnich promotori, aktivita s faktorem o'
dosahuje téméF stejnych hodnot jako se o™ a neklesa v ¢ase. Aktivita promotoru nebyla se
o zaznamenana. Na obrazku 45G je vsak patrny jasny signal specifického transkriptu
in vitro s faktorem oF, zatimco s faktorem o™ je vidét jen velmi slaby pas. Nad tim je
patrny Siroky difuzni signal, jehoZ plivod neni zfejmy. Tento specificky transkripéni
,»dvojsignal®“ se sice vysveétlit nepodafrilo, ale Slo nejen o opakovany, ale snad obecné&jsi
jev, nebot difuzni signal v draze s faktorem oM se vyskytl i u in vitro transkripce
s nasledujicimi promotory. /n vivo metodou byla tedy prokdzéna aktivita promotoru
Pcg0668 s faktory ' a 6™, zatimco metodou in vitro byla zjisténa aktivita s faktorem c* a

M

slabé¢ téz s faktorem o*. Metodou ROSE, ktera také zahrnuje in vitro transkripci
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(Univerzita Bielefeld), byla viak rovnéZ prokazana regulace faktory oF a oM. Jedn4 se tak
pravdépodobné o promiskuitni promotor 6"'/c™ nebo 6*/cM ¢i dokonce 6F/c/cM.

Velmi podobnd je situace s promotory Pcg0785, Pcg2322 a Pcg2534. Transkript
spoustény promotorem Pcg0785 po reakci in vitro s RNAP a faktory o™ a of byl
detekovan metodou ROSE (tak jako u Pcg0256 a Pcg0668), zatimco Pcg2322 a Pcg2534
byly identifikovany v sekvenci genomu C. glutamicum podle pfitomnosti motivi -35
GGGAACC a -10 GTCNAA, které byly shodné nalezeny u piedchozich promotort
detekovanych metodou ROSE. VSechny tii promotory Pcg0785, Pcg2322 a Pcg2534 byly
in vivo do rizné miry aktivni s faktory o™ a 6" (Obr. 45C, D, E), zatimco pii transkripci
in vitro silny signal specifického transkriptu poskytovala pouze reakce RNAP+ct a velmi
slaby RNAP+c™ (s doprovodnym difuznim signalem v oblasti vys§ich velikosti RNA).
O vysvétleni tohoto rozporu lze spekulovat.

Vysledky s predpoklddanymi o™-dependentnimi promotory lze shrnout: Viechny
objevené potencidlni c™-dependentni geny byly metodou in vivo charakterizovany jako
oM- a o'-dependentni a pouze jeden gen (cg0256) také c°-dependentni. Metodou in vitro
transkripce byly tyto geny charakterizovany jako ct-dependentni a u v§ech promotori byl
zaznamenan také slaby az nepatrny signal se oM. U promotoru cg0256 je ziejmy i slaby
signal v pfitomnosti !! (Obr. 45F). V tomto piipadé jsou tedy metody in vivo a in vitro
vsouladu a promotor lze povazovat za o-/c'/cM-dependentni. U genli catdl, benA,

PsigM C. callunae a PsigM C. deserti nebyl in vitro zaznamendn zadny signal.
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Obrazek 45. A-E) Aktivita ¢"/cM-promiskuitnich promotori v kmenech sindukovanou
nadexpresi geni kédujicich faktory sigma. Sloupce udavaji hodnotu namétfené intenzity

fluorescence.

Ve

spodni

Casti obrazku jsou uvedeny nadprodukované faktory sigma.

AU=arbitrarni jednotka. F-J) In vitro transkripéni analyza téchto genii. Jednotlivé faktory
sigma navazané na RNA polymerazu jsou uvedeny v horni Casti obrazku. Sipka oznacuje
specificky transkript (~150 nt).
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4.4.3. Vliv mutantniho konstruktu pEC-XT99A/sigM na oM-dependentni

promotory

Zadny z potencidlné oM-dependentnich promotorti nebyl zcela jednoznaénd
prokazan metodou in vitro transkripce (Obr. 45F-J). Vysledky méfeni in vivo byly
neobvyklé, protoze aktivity promotorti u neindukovanych bunék byly téméi stejné vysoké
jako buné¢k indukovanych. To jsme u ostatnich faktori sigma pozorovali jen vyjim&cne.
Bylo tedy tfeba dokazat, zda je tento jev zplisoben expresi genu sigM z konstruktu
pEC-XT99A/sigM nebo jen ptitomnosti vyssiho poc¢tu kopii genu sigh a ptipadné slabou
bazalni expresi bez indukce IPTG.

Byl proto navrzen a pfipraven mutantni konstrukt pEC-XT99A/sigM
s deletovanym inducibilnim promotorem Ptrc, ktery byl spolu s jednotlivymi
potencidlnimi o™-dependentnimi promotory v pEPR1 pienesen transformaci do bunék
C. glutamicum. Aktivita promotori byla méfena za standardnich podminek (30 °C)
s poc¢atkem kultivace ODgoo = 0,5. Odbéry z kultur probéhly 6 a 24 h po pfidani IPTG,
vzorky byly zpracovany, jak je uvedeno v kapitole ,,Stanoveni aktivity promotort
fluorometricky”, a bylo provedeno méteni fluorescence (Obr. 46).

Jako kontrola byl pouzit kmen C. glutamicum nesouci funkéni pEC-XT99A/sigM
s inducibilnim promotorem Ptzrc a piisluiny potencidlni cM-dependentni promotor. Pro
stanoveni bazalni hodnoty byl pouzit kmen C. glutamicum se samotnym vektorem
pEC-XT99A. Jako negativni kontrola, u niZ je znamo, Ze neni regulovana faktorem o™,
byl pouzit promotor genu pgo.

Porovnani naméfenych aktivit potencialnich c™-dependentnich promotorii za
exprese genu sigM (spousténé z promotoru Pzrc ve vektoru pEC-XT99A) a bez exprese
genu sigM (pfi deleci Ptrc) (Obr. 46) ukazuje, ze aktivity promotort (Pcg0256, Pcg0668,
Pcg0785, Pcg2322, Pcg2534, PcatAl, PbenA, PsigM C. callunae a PsigM C. deserti)
v neindukovanych buiikach nejsou zplisobeny pouhou ptitomnosti genu sighf ve vektoru
pEC-XT99A, ale pravdépodobné dusledkem bazélni exprese (leaky exprese) genu sig
v dvouplazmidovém systému z P#rc. Je to také diikaz, Ze naméfené aktivity promotorQ za

nadexprese faktoru o™ jsou diisledkem jejich funkénosti s faktorem oM.
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Obrazek 46. Aktivita potencidlnich ¢™-dependentnich promotori ovlivnéna p¥itomnosti
vektoru pEC-XT99A/sigM. Sloupce udéavaji hodnotu naméfené intenzity fluorescence. Zelené je
znazornén kmen C. glutamicum nesouci nezménény plazmid pEC-XT99A/sigM a ¢ervené kmen
C. glutamicum nesouci plazmid pEC-XT99A/sigM s deletovanym inducibilnim promotorem Ptrc.
AU=arbitrarni jednotka. N=kontrola, prazdny vektor pEC-XT99A.
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5. Diskuze

Transkripéni regulacni sit’ fizend faktory sigma byla u nékterych bakterii
popisovana jako modularni. U Pseudomonas aeruginosa bylo zjisténo, ze regulony 25
faktort sigma (sigmulony) tvoii separované skupiny genii (moduly), které maji jen velmi
malo piekryvt (Schulz ef al., 2015). Predpoklada se, Ze tyto nezavislé regulony umoziuji
bunkdam této extrémné adaptabilni bakterie snadno se piizpusobit odlisSnym zivotnim
strategiim (riist jako patogen nebo ve vodé ¢i v ptid¢é metabolizovat ptirodni nebo i
syntetické organické latky). Funkce regulonti alternativnich faktorii sigma jsou
u P. aeruginosa propojeny pusobenim globalnich transkripénich regulatord, coz podle
této hypotézy zajistuje jak ucinné prepinani a modulovani aktivity jednotlivych regulont,
tak 1 rychlou evoluci regulac¢nich funkci (Binder ef al., 2016). Postupné odhalovani funkci
sigmulonit u C. glutamicum naznauje, Ze se tyto skupiny genl zcasti piekryvaji a
regulacni sit’ fizena faktory sigma ma tedy odliSny charakter, nez je tomu u P. aeruginosa
(Patek a Nesvera, 2013). Nekteré geny patii do dvou ¢i vice sigmulont, jelikoz jsou
transkribovany bud’ z n¢kolika promotorii rozezndvanych riiznymi faktory sigma, nebo
jsou transkribovany dvéma ¢i vice riznymi holoenzymy (jadro RNA polymerdzy + faktor
sigma), které tidi transkripci ze stejného promiskuitniho promotoru. Podobné typy
regulace byly popsany i u dalSich bakterii, napt. u B. subtilis a u Klebsiella pneumoniae
(Luo a Helmann, 2009; Seo et al., 2012; Cho et al., 2014).

Tento piekryv regulonit muze byt zpiisoben nizsi specifitou dvou a vice faktorii
sigma, které mohou fidit transkripci genil ze stejného promotoru. V nedavné dobé byly pii
transkripéni analyze C. glutamicum objeveny promotory genil rozpoznavané dvéma
stresovymi faktory sigma (Silar er al., 2016), coz prokdzalo mozné piekryvani
promotorové specifity faktorti sigma prostfednictvim promiskuitnich promotort. Cilem
této dizertacni prace bylo odhalit dosud neznamé regulony stresovych faktora sigma nebo
pomoci lokalizace promotorti pfislusnych genti, definovani konvencni sekvence téchto
promotori a nalezeni pfipadnych piekryvii specifity faktord sigma pii rozeznavani
promotord. Prace se zaméiila na promotory C. glutamicum rozpoznavané stresovymi
faktory 6P, 6%, o'l a oM. Vybrané faktory sigma byly z&asti popsany pro svou aktivitu pii
odpovédich na povrchovy (6P a %), tepelny (c, o' a 6™) a oxidativni (¢! a o™) stres. Pro
ucely detailni analyzy promotorti bylo nejprve tieba vyvinout metody, které rychle a

spolehlive ptitadi faktor sigma k jednotlivym promotortim.
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Analyzy aktivity promotorti za podminek stresu nebo pfi pouziti kmeni s deleci ¢i
nadprodukei faktoru sigma mohou poskytnout vysledky ovlivnéné druhotnymi efekty,
které jsou zplisobené kaskadou faktor sigma, siti faktord sigma a kompetici o RNA
polymerazu. In vitro metody, pfi nichz nemaji vliv tyto komplexni jevy, zase postradaji
vSechny bunécné regulatory (aktivatory a represory), které in vivo aktivitu promotora
siln€ ovliviiuji. Kombinaci vysledkt in vivo a in vitro lze minimalizovat nedostatky téchto
metod, a je proto vhodné se zaméfit na oba typy analyz. Pro pouziti vhodné metody
v buiikkach C. glutamicum jsme zkonstruovali dvouplazmidovy systém podobny tomu,
ktery byl popsan pro E. coli (Rezuchova a Kormanec, 2001). Nami zkonstruovany
dvouplazmidovy systém je homologni (RNAP a faktory ¢ jsou proteiny hostitelské
bunky, tj. C. glutamicum) na rozdil od jiz popsaného systému, ktery je heterologni
(faktor sigma pochazi ze studovaného organismu, zatimco RNAP poskytuje hostitelska
butika E. coli) (Sevéikova et al., 2005). Homologni systém zaruduje piirozenou
kombinaci RNAP, faktort ¢ a regula¢niho aparatu hostitelské buiky C. glutamicum. Jeho
moznou vadou je moznost interference faktoru sigma produkovaného odpovidajicim
genem na chromozomu a identického faktoru sigma nadprodukovaného genem na
plazmidu. Tomu lze zabrédnit pouZzitim hostitelského kmene, v némz je ptislusny faktor
sigma deletovan. Vyhodou dvouplazmidového systému je experimentalni aktivace geni
regulovanych pfisluSnym faktorem sigma bez znalosti stresovych podminek, které
piislusny faktor sigma aktivuji. Nadprodukce faktoru sigma vlastn€ vyvolava v buiice
obdobny fyziologicky stav, jaky je zplisoben stresem, na ktery piislusny faktor sigma cili
odpovéd’ buiky. Zastupcem in vitro metod se pak stala in vitro transkripcni analyza
(Holatko et al., 2012) vyvinuta v nasi laboratofi. Pro ovéteni vhodnosti téchto metod byly
nejprve testovany zndmé piisluSné promotory pro kazdy specificky faktor sigma.
Postupné byla obéma metodami prokizina u promotoru genu fba 6°-dependence, genu
cg2556 o¢-dependence, genu cmtl cP-dependence a genu rshA c''-dependence.
U promotoru genu sigd se sice prokazala jeho c”*-dependence, ale vysoké hodnoty aktivit
byly naméfeny rovnéz u kultury s prazdnym vektorem pEC-XT99A i vSech ostatnich
kultur s konstrukty pEC-XT99A/sig“X* (Obr. 14). To je patrné¢ zpusobeno expresi
chromozomalné lokalizovaného genu sig4, jelikoz c* je hlavni vegetativni faktor sigma a
jeho produkce je v pribéhu exponencidlni faze ristu vysoka. SniZzena aktivita testovaného
PsigA po nadprodukci faktoru 6™ je ddna pravdépodobné kompetici faktort 6 (vektorova
exprese) a 6" (chromozomalni exprese) o RNA polymerazu. Promotor genu sigB byl

prokazan jako c"/ct-promiskuitni, jelikoZ je regulovan nejen faktorem o', ale i faktorem
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ot. Podobny jev byl pozorovan u Mycobacterium tuberculosis (Fontan et al., 2009).
U modelové grampozitivni bakterie Bacillus subtilis je gen sigB regulovan vegetativnim
faktorem o* (Ramaniuk et al., 2017). Tato pozorovani jsou v souladu se zjisténou
vysokou podobnosti faktoru o® v C. glutamicum a o® v M. tuberculosis (78,5 % identity)
a velmi nizkou trovni shody s faktorem o® B. subtilis (25 %). Neodekavané vysledky
byly zjistény v piipadé testovani predpoklddaného zastupce cM-dependentnich promotort
(PtrxB1; Nakunst et al., 2007), nebot kombinaci metod in vivo a in vitro byl PtrxBl
charakterizovan jako o'-dependentni a nikoli oM-dependentni. To se vsak shoduje i
s dalSimi publikovanymi vysledky (Busche et al., 2012) popirajicimi pivodni zjisténi
Nakunst et al. (2007).

Jelikoz vysledky nasich analyz byly ve vétsiné ptipadti v souladu s predchozimi
poznatky, lze predpokladat, zZe nédmi vyvinuty in vivo dvouplazmidovy systém
v kombinaci s in vitro transkripci spolehlivé pfifadi ke kazdému promotoru odpovidajici

faktor sigma.

Faktory sigma u C. glutamicum byly pojmenovany podle strukturné a funkcéné
nejblizsich faktorti sigma aktinobakterie M. tuberculosis, s nimiz vykazuji vysoky stupen
podobnosti (Tab. 13). Stejné pojmenované faktory sigma z modelovych bakterii
B. subtilis a E. coli maji naproti tomu velmi nizkou podobnost s faktory sigma
z aktinobakterii, v mnoha ptipadech patii do jiné skupiny (Tab. 13) a také maji odlisné
funkce, napt. se Gicastni sporulace (¢ a 6° z B. subtilis; Britton et al., 2002; Eichenberger
et al., 2003) nebo regulaénich mechanismt (6™ z B. subtilis a 6© z E. coli; Dartigalongue

et al.,2001; Helmann, 2016).

Tabulka 13. Faktory anti-c faktori ¢, ¢*, 6" a 6™ vybranych bakterii, jejich podobnost
faktorim anti-o z C. glutamicum a zatazeni do skupin.

Faktor M. tuberculosis B. subtilis E. coli

sigma | Podobnost | Skupina? | Anti-o | Podobnost | Skupina? | Anti-o | Podobnost | Skupina? | Anti-o
oP 56 % 4 +b 24 % 3 - - - -
of 71% 4 +¢ 23 % 3 - 28 % 4 +f
o 69 % 4 +d 26 % 3 - 29 % 3 -
oM 33 % 4 +P 25 % 4 +€ - - -

2 Gruber a Gross, 2003; PJoshi ef al., 2019; € Dona ef al., 2008; ¢ Manganelli ef al., 2004; ¢ Ogura
a Asai, 2016; T Klein et al., 2016
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¢!/6"-promiskuitni promotory

Skupina gent, jejichz exprese je ovladdna urcitym faktorem sigma, je oznacovana
jako o-regulon (t€z sigmulon) a jejich promotory rozeznavané ptislusnym holoenzymem
promotor spousti transkripci pfi alternativni UcCasti dvou nebo vice faktort sigma.
V takovém ptipad¢ patii ptislusny gen do dvou a vice regulonti a dochazi tedy k piekryvu
regulonli. Promotor rozeznavany dvéma a vice faktory sigma zde oznacuji jako
promiskuitni.

Poprvé byla existence prekryvu regulonti faktord sigma popsana u faktord o*/c"
v B. subtilis (Qiu a Helmann, 2001) a pozd&ji u faktorti o%/c'/c* v M. tuberculosis
(Dainese et al., 2006), 6"%/6** a 6"%6* v E. coli (Wade et al., 2006; Olvera et al., 2009) a

v

oX/oM v B. subtilis (Luo a Helmann, 2009). Piedpoklad, Ze se jedna o obecnéjsi jev
nalezeni prekryvu rozpoznavani promotorii genti dnak (Patek et al., 2013), clgR a dnaJ?2
(Silar et al., 2016) faktory o a o'. Na zékladé techniky DNA-¢ipt (microarray)
(Busche et al., 2012) a sekvenovani RNA kmenl C. glutamicum ArshA a C. glutamicum
AcseA (Busche, 2013) byly definovany stimulony faktorti o' a o ¢itajici piiblizné 100
o'l-dependentnich genfi, 3 ¢isté o-dependentni geny a 14 ¢''/cE-promiskuitnich gent.
Delece faktoru anti-c v kmenech C. glutamicum ArshA a C. glutamicum AcseA zptsobi
uvolnéni faktoru sigma z vazby s anti-c a poté mohou byt 6"~ & c"-dependentni geny
exprimovany bez piisobeni stresu.

Regulon o' v C. glutamicum (100 genti; Busche et al., 2012; Busche, 2013) je
priblizné 3x vétsi nez v M. tuberculosis (31 genl; Dutta et al, 2010). Je tedy
pravdépodobné, ze o' u C. glutamicum méa dilezitou roli v hierarchii faktori sigma jako
jeden z potencialnich globalnich regulatori (Schroder a Tauch, 2010). Faktor 6™ nejenze
fidi transkripci nejméné t¥i z nich - 6 (Toyoda et al., 2015), o® (Ehira et al., 2009) a oM
(Nakunst et al., 2007), ale také vykazuje regulacni piekryvy s transkripénimi regulatory
clgR (Engels et al., 2004), sufR (Ehira et al., 2009) a hspR (Ehira et al., 2009) ¢i s dalSimi

D a oM; tato prace). Podobnost sekvence aminokyselin o

faktory sigma (c%, o
v C. glutamicum je nejvyssi s faktorem o' v M. tuberculosis (69 %). Faktory o' obou
téchto bakterii jsou posttranslaéné regulovany vlastnim faktorem anti-c (Manganelli et
al., 2004; Busche et al., 2012) a fadi se do skupiny 4 rodiny 6’° (Gruber a Gross, 2003).
Z téchto diivodii je pravdépodobné funkce o' v M. tuberculosis (odpovédi na tepelny

stres, stres vyvolany kyselym prostfedim, oxidativni stres; Dutta et al., 2010; Sachdeva et
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al., 2010) a ptsobeni jeho regulonu (Manganelli et al., 2004) velmi podobné jako u o'l
v C. glutamicum.

Faktor o Gcastnici se v C. glutamicum odpovédi na tepelny a povrchovy stres
(Park et al., 2008) a odpovédi na stres vyvolany kyselinou ferulovou (Chen et al., 2017)
se nefadi ke globalnim regulatordm (oproti ') a jeho regulon nebyl dosud detailngji
popsan. Na rozdil od C. glutamicum je regulon o® u M. tuberculosis dobie prostudovan
(23 gent ucastnicich se translace, kontroly transkripce, biosyntézy mykolovych kyselin ¢i
odpovédi na oxidativni a tepelny stres; Manganelli et al., 2004; Dutta et al., 2010;
Sachdeva et al., 2010). Faktor o z C. glutamicum je funkci a aminokyselinovou sekvenci
(71 % identita) nejvice podobny faktoru ot z M. tuberculosis (Manganelli et al., 2004;
Dutta et al., 2010; Sachdeva et al., 2010). U obou bakterii se * fadi do skupiny 4 rodiny
6’ a také jsou oba posttransla¢né regulovany vlastnimi faktory anti-c (Dona et al., 2008;
Park et al., 2008). Je zajimavé, 7e ¢° gramnegativni bakterie E. coli, ktery ma nizkou
podobnost se ot z C. glutamicum (aminokyselinova identita 28 %), patii také do skupiny
4 a jeho aktivita je rovnéz regulovana faktorem anti-c (Klein et al., 2016).

Ze stimulond o, of a o'/

of, které popsal Busche (2013), byly vybrany a
analyzovany in vivo (dvouplazmidovy systém) a in vitro (in vitro transkripcni analyza)

promotory gentl zastupujici vechny tfi skupiny (c''-, 65- a 6''/cE-dependentni) (Tab. 14).

Tabulka 14. Seznam promotori vybranych na ziakladé sekvenovani RNA.

Gen Faktor sigma Tato prace Funkce

clpPl | c"? o!! Podjednotka ATP-dependentni protedzy

mca cl? ol Predpokladana mykotiolova S-konjugacni amidaza

uvrD3 | c"? ol RNA-helikdza nebo DNA I-helikdza

mshC | c"? ol Predpokladana cystein-tRNA-syntetiza

sufR ol ? o!! Transkripni represor suf operonu

trxB ol ? o!! Thioredoxinreduktiza

amtR | oF ®¢ c'/c" Regulator metabolismu dusiku

cgli2] | o *X oM ¢ c'/c* Permedza

cg3309 | 6* * o'/o" Predpokladany sekre¢ni protein

cg0378 | o"/c" ® c'/ct Predpokladany protein asociovany s figem

clgR o'l/ct P X gl c'/ct Transkripéni regulator

sigB GH/GE @b oGk I:eesenci.élni faktor sigma podobny primarnimu
aktoru sigma

dnaJ2 | ¢'/c® »P c'/ct Chaperon

dnaK | ¢'/c"*P X o' &4 c'/ct Protein tc¢astnici se odpovédi na tepelny stres

cg3344 | o'l/ct* X o'l &4 c'/ct Nitroreduktaza

® Faktory sigma predbézné ptifazené promotorim podle vysledkl sekvenovani RNA (Busche,
2013).

b Faktory sigma pfitazené v praci Patek et al., 2013 a Silar et al., 2016.

¢ Faktory sigma ptifazené v praci Ehira et al., 20009.

d Faktory sigma piifazené v praci Toyoda et al., 2015.
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Vybrané c!'-dependentni promotory gentt sufR, clpP1, uvrD3, mca, trxB a mshC
se metodami in vivo (dvouplazmidovy systém) a in vitro (in vitro transkripéni analyza)
prokazaly jako striktné c'-dependentni. U c''/6"-dependentnich promotorti genti cg0378,
cg3344, clgR, dnaJ, dnaK a sigB se potvrdila o'/o® promiskuita a byla zjisténa
pievladajici regulace faktorem o' a slabgji faktorem o, a to in vivo i in vitro. Promotory
genl amtR, cgll12] a cg3309 urcené sekvenovanim transkriptomu (Busche, 2013) jako
striktné¢ ot-dependentni byly ale na§imi metodami prokiziny jako c'/cE-promiskuitni.
Promotor genu cg/121 byl navic zvlastni tim, ze se u n¢j projevil odlisny trend regulace
v zavislosti na pouzité metod¢€. Zatimco in vivo byl jako ostatni silnéji aktivovan faktorem
o'l a slabgji oF, za podminek in vitro pievladala regulace faktorem oF.

Statisticka analyza promotorovych sekvenci zkoumanych gend (Obr. 47) ukazuje,
7e se sekvence o~ a o''/c"-dependentnich promotorti (GGAAC-Ni6.19-GTT) lisi od
konvenéni sekvence c!'-dependentnich promotorti (g/tGGAAt-Ni6.19-t/cGTTgaa) v pozici
-31, kde maji oE-dependentni promotory cytosin. Lze tedy piedpokladat, Ze nukleotidem
v této pozici se 1isi konvenéni sekvence o''- a 6-dependentnich promotori.

oH ot/

LT AAI 1 C.o

GE

pravdépodobnost

k3 ﬂ5‘ ¢ 3
Obrazek 47. Frekvence vyskytu jednotlivych nukleotidi v promotorové oblasti -35
c'-dependentnich a ¢"/c"-promiskuitnich promotori. Sipka ozna¢uje pozici -31. Sekvence je
zobrazena ve sméru 5'—3". WebLogo3 (Crooks et al., 2004).

Konvenéni sekvence o'~ a 6''-dependentnich promotort u M. tuberculosis je velmi
podobna té u C. glutamicum, ovSem u obou se nachazi na pozici -31 cytosin (Tab. 15).
U méné sekvenéné podobnych faktorti o* a o' u B. subtilis a E. coli se konvenéni
sekvence velmi li§i (Tab. 15) a shoda s C. glutamicum je jen v pozici -31 faktoru o!!

z B. subtilis, kde se nachazi A/T, ¢&i u faktoru o* z E. coli, kde je rovnéz C.

Tabulka 15. Konvenéni sekvence 6''- a 6®-dependentnich promotori riznych bakterii.

ot ot
C. glutamicum g/tGGAAL-Ni6.19-t/cGTTgaa ! GGAAC-N6.19-GTT
M. tuberculosis G/cGGAAC—N17.22—G/cGTTG/C 2 GGAACC/Ta—le.l(,—cGTT 3
B. subtilis AlGNAGGAAt2/t*/1-N11.12-/GNNGAATA/t4/r 4 | TCATATT-CATANANT 3
E. coli GGAACTTGAAA-N;s-CCCCATNT ¢ ggAACtt-N;6-TCnaA 7

! Busche et al., 2012; > Manganelli et al., 2004; * Song et al., 2008; * Britton et al., 2002;
5 Eichenberger et al., 2003;  Nonaka et al., 2006; 7 Rezuchova et al., 2003

111



Diskuze

Abychom zjistili, pro¢ miize dochazet k prekryvu promotorové specifity faktort
of, o a které nukleotidy promotoru a aminokyseliny faktoru sigma jsou pro interakci
rozhodujici, pouzili jsme homologni modelovani (Ivan Barvik, Fyzikalni tistav MFF UK)
vazby faktori of a ol na rozsifenou promotorovou oblast -35 o'-dependentnich
(GGAA"/gaaaa) a o'/c"-dependentnich (GGAACtttt) promotori. Toto homologni
modelovani bylo provedeno na zakladé znamé struktury faktoru o z E. coli (Lane a
Darst, 2006). Bylo zjisténo, ze kliCovou aminokyselinou, ktera interaguje s nukleotidem
na pozici -31, je arginin R185 faktoru o® a methionin M170 faktoru o'. Pro ovéfeni této
hypotézy byly navrzeny mutace klicovych aminokyselin ve faktorech ot (R185) a o
(M170), a to tak, ze methionin ve faktoru "' byl zamé&nén za arginin a arginin ve faktoru
of byl zaménén za methionin. Byla také provedena mutageneze v promotorové oblasti -31
az -27, protoze mutageneze s pouZzitim mutace jen v pozici -31 u promotoru Plsig4
nebyla zcela presvéd¢iva. Mutace byla provedena na zakladé statistického odvozeni
roz§itené konvenéni sekvence oblasti -35 pro of (GGAACtttt) a pro o' (GGAA"/Gaaaa).
Mutace v c''-dependentnim promotoru genu #7xBI a c"-dependentnim promotoru genu
cg3309 byly navrzeny tak, Ze byla navzdjem vyménéna jejich promotorova oblast -31 az
-27 v odekavani, ze se zméni jejich rozpoznani faktorem sigma ze ' na ot (PtrxBImut) a
opacné€ (Pcg3309mut).

Mutacni analyza provedena na zékladé homologniho modelovani v podstaté
potvrdila navrzenou hypotézu o interakcich faktori 6" a 6" s nukleotidy -31 a -30 - a
c'-dependentnich promotort, av§ak mutované faktory sigma nedosahovaly s pfirozenymi
ani s mutovanymi promotory stejné¢ vysokych aktivit jako pfirozené promotory
s piirozenymi faktory sigma, z ¢ehoZ lze usoudit, Ze se zde uplatiiuji jesté dalsi vlivy.
Maly rozsah struktur RNAP v komplexu se stresovymi podjednotkami sigma, které jsou
nyni k dispozici, zatim neumoziiuje ucinit definitivni zavéry. Nicméné je ziejmé, Ze
rozpoznavani sekvence DNA elementu -35 miize byt pomérné¢ dynamicky proces (Ivan
Barvik, Fyzikalni ustav MFF UK). Paralelné probihd i navazovani DNA v oblasti -10
elementu, kde dochdzi k markantnim strukturnim zméndm, jelikoz se zde otevird
transkripéni bublina. To nepochybné vyZzaduje urcitou flexibilitu i v oblasti -35 elementu
a pravdépodobné se zde vyznamné uplatiiuje interakce mezi podjednotkou sigma, flap-tip

helixem podjednotky B a nukleotidy v pozicich -29 az -27.
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6”/cH-promiskuitni promotory

Zatimco u o'- a o®-dependentnich promotorii byla jiz na za¢atku analyzy ziejma
jejich vyrazna vzajemna podobnost, u cP-dependentnich promotorsi jsme neocekavali
jakykoli ptekryv rozpoznavani s jinym faktorem sigma, nebot’ jejich konvencni sekvence
(GTAAC-Ni6-17-CGAT; Taniguchi et al., 2017b; Toyoda a Inui, 2018) se lisi od
promotori rozeznavanych ostatnimi sigma faktory a geny jimi fizené maji velmi
specifické funkce.

Na zakladé analyzy oP-dependentnich promotortt M. tuberculosis dvéma rtiznymi
skupinami byly navrzeny dvé razné konvencéni sekvence. Jedna z nich je spiSe podobna
o'l-dependentnim promotorim C. glutamicum (AGAAAG-Ni6.20-CGTTA; Calamita et
al., 2005), zatimco druha (GTAACGct-N-N; Raman et al., 2004) je v oblasti -35 totozna
se oP-dependentnimi promotory C. glutamicum. U o -dependentnich promotort
B. subtilis (TAAAG-N-GCCGATAT (Serizawa et al., 2004) je se cP-dependentnimi
promotory C. glutamicum podobnost pouze v oblasti -10 (CGAT).

Transkripce genu pro faktor 6° v C. glutamicum je ¥izena vegetativnim faktorem
o a jeho aktivita je posttranslaéné regulovana faktorem anti-c (Toyoda a Inui, 2018).
Uplatiiuje se béhem odpovédi na limitaci kyslikem (Ikeda et al., 2009) a pii udrzeni
integrity bunééné stény (Taniguchi et al., 2017b). Faktor 6 z M. tuberculosis se rovnéz
fadi do skupiny 4 rodiny 6’° a je také posttransla¢né regulovan vlastnim faktorem anti-c
(Joshi et al., 2019). Sekvenéni podobnost (se 6 z C. glutamicum) je viak u faktoru c®
z M. tuberculosis (56 %) niz8i nez u ostatnich ECF faktori . Tomuto niz§imu stupni
podobnosti faktoru o® z M. tuberculosis odpovida i jeho odligna funkce: uplatiiuje se ve
stacionarni fazi ristu, pii nedostatku zivin a stringentni odpovédi (Sachdeva et al., 2010).
Regulon faktoru 6 zahrnuje u M. tuberculosis 60 gent, zatimco u C. glutamicum pouze
29 genl. U C. glutamicum obsahuje geny kodujici korynemykolyltransferdzy udélujici
rezistenci vuci lysozymu a geny Ucastnici se syntézy korynemykolovych kyselin. Vétsi
regulon M. tuberculosis zahrnuje geny syntézy proteini béhem pozdni stacionarni faze,
virulence a elongacni transla¢ni faktory (Calamita et al., 2005).

NaSe detailni analyza c”-dependentnich promotorii opét vychéazela z vysledki
sekvenovani transkriptomu ziskanych na Univerzité v Bielefeldu srovndnim exprese genil
3 kmentu C. glutamicum (divokého, nadexprimujiciho sigD a dele¢niho AsigD), u nichz
bylo pomoci sekvenovani RNA identifikovano 29 potencialnich cP-dependentnich gent
(Taniguchi et al., 2017b). Pro analyzu jsme vybrali 10 gent (cg0420, cg0607, cgl1056,
cg2047, cmt2, cmt3, fadD2, IppS, Ipd a rsdA), jejichz promotory vykazovaly vyrazné
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konzervované kli¢ové oblasti (-35: GTAACY/a; -10: GAT). Pouze promotory genti
cg0420, cgl1056 a cmt3 byly vSak metodami in vivo (dvouplazmidovy systém) a in vitro
(in vitro transkripéni systém) prokizany jako vyhradn& oP-dependentni. U zbyvajicich
promotori (Pcg0607, Pcg2047, Pcmt2, PfadD2, Plpd, PlppS a PrsdA) in vivo analyzy

ukazovaly také na slabou aktivitu se o'l

, coZ ve své praci nezjistili Toyoda a Inui (2018).
Z naSich vysledki 1ze usoudit, Ze se jedna o 6”/c"-promiskuitni promotory, prestoze jsou
konvenéni sekvence oblasti -35 a -10 6°-dependentnich (GTAAC a CGAT) (Toyoda a
Inui, 2018) a c"-dependentnich (g/tGGAAt a t/cGTTgaa) (Ehira et al., 2009) promotort
odlisné. Ackoli regulace promotorové oblasti genu fadD2 faktorem o' by mohla byt
zplisobena dalsim o''-dependentnim promotorem, ktery se nachizi v té€sné blizkosti
oP-dependentniho promotoru, u ostatnich 6°/c™ genii to jiz neplati, nebot’ maji jen jeden
promotor. In vitro transkripéni analyzou byla prokdzana regulace faktorem o'l pouze
u promotoru genu cg0607, ptitemz s faktorem o' byla aktivita promotoru dokonce
silngjsi nez s faktorem oP. To je pravdépodobné zplisobeno shodou sekvence Pcg0607
v oblasti -35 (GGAA) s konvenéni sekvenci ''-dependentnich promotord. Tato oblast -35
je navic zfejmé urcujici pro in vitro transkripci, nebot’ ackoli promotor genu /pd obsahuje
shodnou sekvenci oblasti -10 (GTT) s konvenéni sekvenci c''-dependentnich promotort,
jeho aktivita s faktorem o'l byla zvySena jen in vivo b&hem exponencialni faze rlstu,
zatimco in vitro transkripcni analyzou nebyla vibec prokdzana. Podle sekvenci oblasti
-35 a -10 lze promotory gend cg0607 a Ipd povazovat za ptirozené c"/c'-hybridni
promotory.

Pro vysvétleni Caste¢né se piekryvajici specifity o” a o' pfi transkripci
z promotoru se nabizi hypotéza, e na rozdil od o je o' mirné exprimovan béhem
exponencialni faze ristu (Vysledky 4.3.2, Obr. 36 a 37), ¢imZ je mnohem difive dostupny
v butice nez zcela specificky 6°. U nékterych promotort (Pcg0607, Pcg2047, Pcmt2, Plpd
a PlppS) klesala aktivita promotoru pod vlivem nadexprese sigH s prechodem do
stacionarni faze ristu. Regulace faktorem o' béhem exponencidlni faze rlstu miize
nejspiSe prispivat k optimalizaci transkripce za riznych stresovych podminek, a to zvlaste
pfi odpovédi na povrchovy stres.

Pro identifikaci kli¢ové aminokyseliny v sekvenci faktoru >, ktera je zodpovédna
za rozpoznani odliSnych nukleotidi na druhé pozici konvenéni sekvence oblasti -35
(G nebo T) ¢i na druhé pozici konvenéni sekvence oblasti -10 (T nebo A)
o'-dependentnich (GGAA a GTT) a o-dependentnich (GTAAC a GAT) promotort, a

H

pro porozuméni, pro¢ je o za urCitych podminek schopen zahdjit transkripci ze
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oP-dependentnich promotorti, jsme opé&t pouzili homologni modelovani (I. Barvik,
Fyzikalni Gstav MFF UK). Na zakladé struktury krystalu proteinu 6® z E. coli navdzaného
na usek DNA promotoru (Lane a Darst, 2006; Campagne et al., 2014), ktery je podobny
konvenéni sekvenci rozpoznavané faktorem o' z C. glutamicum, byly modelovany
domény rozpoznavajici oblasti -10 a -35 ¢'l- a 6P-dependentnich promotori. Jako kli¢ové
pro rozpoznani druhé pozice oblasti -10 byly objeveny aminokyseliny alanin A60 (c°) a
lysin K53 (c'') a pro rozpoznani druhé pozice promotorové oblasti -35 valin V169

s alaninem A166 (cP)a serin S171 s threoninem T168 (c').

Na zéakladé in silico analyzy byly zkonstruovany mutované faktory ot Lys-33-Ala g
ol 168-AlaValArgValAla-172 - nehot jsme predpokladali, e nadprodukce off Lys-53-Al 5
ofl 168-AlaValArgValAla-172 7 aiict] vy§§i aktivitu téchto vybranych promotort nez pfirozeny o'l

Tato domnénka byla ov§em potvrzena pouze v ptipad¢ promotoru genu c¢g0607. Zaména
lysinu K53, ktery se vaze na oblast -10 o'-dependentniho promotoru, za alanin
(ot Lys53-Alay 7yysila aktivitu Pcg0607, coz je v souladu s predpokladem kli¢ové role
alaninu v této pozici pii rozpoznavani oblasti -10 cP-dependentnich promotorti. Nizka
aktivita promotoru Pcg0607 za nadprodukce faktoru o' se ziménou TVMSR za AVRVA
(ot 168-AlaValArgValAla-172) “tedy aminokyselin, které jsou patrné zodpovédné za rozpoznani
druhé pozice oblasti -35, byla podle in silico analyzy pravdépodobné zptlisobena tim, ze
zde chybél arginin (R172), ktery vytvaii s cukrofosfatovou pateii DNA stabiliza¢ni solné
mistky. Diivodem, pro¢ je schopen c" vézat se na 6°-dependentni promotor, je patrné to,
7e del3i postranni fetézec lysinu K53 faktoru ¢ miiZe interagovat s vétsim adeninem na
druhé pozici konvenéni sekvence oblasti -10 cP-dependentnich promotorti namisto
krat$iho postranniho fetézce alaninu A60 faktoru cP. Tato interakce je moZna, protoZe
postranni fetézec lysinu K53 je vysoce flexibilni a tato jeho flexibilita umoziuje i pies

jeho velikost interakci s vétsi molekulou adeninu (I. Barvik, Fyzikalni ustav MFF UK).

¢!!/6M-promiskuitni promotory

Faktor o™ je nejméné konzervovanym faktorem sigma v bakteriich i u rtiznych
rodt Corynebacterium a jeho identita na urovni aminokyselin s jinymi faktory o™ je
velmi nizka (M. tuberculosis 33 %, B. subtilis 25 %), ptestoze patii do stejné skupiny 4
rodiny 6’°. U M. tuberculosis a B. subtilis byla ale na rozdil od C. glutamicum prokazéana
inhibice aktivity faktorem anti-c (Ogura a Asai, 2016; Joshi et al., 2019). Geny a
promotory fizené faktorem o™ v C. glutamicum byly dosud popsidny pouze v jediné

publikaci  (Nakunst et al., 2007). Konvencni sekvence predpokladanych
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oM-dependentnich promotorii byla podle Nakust ef al. (2007) téméF totozna se sekvenci
o'-dependentnich promotori (-35 GGAAT, -10 GTTG), takZe nebylo prekvapenim, kdyz
tyto promotory byly v dalSich publikacich (Ehira et al., 2009; Busche et al., 2012) urceny
jako o'-dependentni. To odpovidalo i nasim vysledk@im ziskanym na zikladé detailnich
analyz in vivo a in vitro. Nejasnosti tykajici se funkce i samotné existence faktoru o™ byly
navic posilovany faktem, ze transkript genu sigM nebyl nikdy sekvenovanim RNA
detegovan (Busche, 2013). Pomoci hmotnostni spektrometrie (MALDI) se ndm podafilo
alespon prokazat, ze po indukované expresi genu sigM klonovaném ve vektoru pEC-
XT99A byl protein o™ v bufice piitomen, coz oviem jesté nezarucuje, ze je funkéni
(Dostalova et al., 2017).

Pro nalezeni skute¢né o™-dependentnich promotorsi byly zvoleny riizné metody
(Vysledky 4.4.), kterymi byly objeveny geny benAd (benzoat-1,2-dioxygenaza), catAl
(katechol-1,2-dioxygenaza), catB (chloromukonatcykloizomeréza), cg0256
(konzervovany hypoteticky protein), cg0668 (DNA segregaéni ATPéaza rodiny
FtsK/SpollIE), ¢g0785 (hypoteticky protein), cg2322 (konzervovany hypoteticky
protein), c¢g2534 (domné¢ly sekreéni protein) a gapA  (glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenaza), u nichz bylo mozné pifedpokladat, Ze by mohly byt
oM-dependentni.

Metodami in vivo a in vitro jsme nedokazali k promotorim Pbend a PcatAl
jednoznacné pfiradit faktor sigma, ale metoda dvouplazmidového systému alespon
naznacila moznou regulaci t&chto promotorti faktory o, o* & M. U obou promotord totiz
nebyl po in vitro transkripci zaznamenan signal specifického transkriptu, coz mize byt
zpusobeno tim, ze exprese genl benAd a catAl, které sdileji spole€nou mezigenovou oblast
(Obr. 48), je zfejmé regulovana aktivatorem transkripce, ktery v§ak v reakéni smési nebyl

pfitomen.

116



Diskuze

CTGGTGTGGRACATGTGAACCTCCARGAGAGTGAAARGAAGTTGGTATTGCCACCGCGATGTCGTTTTCGT

GACCACACCTGTACACTTGGAGGTTCTCTCACTTTTCTTCAACCATAACGGETGGCGCTACAGCRARRAAGCA

aion

TTTTGCTﬂTGAAGCGGTGTGTGACAﬂTTGCGAGCAATTCCGCAGTGTCGATGGCGTATGACCAACAGTGC

! | I Il L | | ! 1 | | 1 ! |
LI L L B L B

ARARACGARAACTTCGCCRACACACTGTARACGCTCGTTAAGGCGTCACAGCTACCGCATACTGGTTGTCACG

GIxR BenR
CCGATORAATGALAGTGAATCACHT TAGGGGRAATTCCTAGSGTTTGCTCGEGEGTAGGTETTCGCATGATGT

I | I I I | | I I | | Il 1 |
T T T T r T T T I I ! I J I

GGCTAETTACTTCACTTAGTGq@ATCCCCTTAAGGATCCCEAACGAGCCCCCETCCACAAGCGTACTECA
d -10 35

-35 -10
ARATTGACAGGCTGTTTGTGTACT TGAAGTGEGAT TATGT BEMEARATTTATACT TCTARAGEREC CCTT

TTTAACTGTCCGACAAACACATGAACTTCACCCTAATACACCTTTTTAAATATGAAGATTTCCAAGGGAA

-

ATTGTTTTTAAGGTTTTTGGGATGTTGACGGATT qGATGAT TCAGGCCACHGTGTTGT TAT CGAGTTCAG

TAACAAARATTCCARALACCCTACAACTGCCTARGCTACTARGTCCGGTGTCACAACAATAGCTCARGTC
GIxR

CCGATCACARAGATTTITTCCGCTAGGCAGTGATCCGACTCGCACCCCCTACTTCACCCCCARAGTCTCTA
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Obrazek 48. Sekvence mezigenové oblasti divergentnich genii catA41-benA.
Zacatek genu benAd je znazornén Sirokou modrou Sipkou a gen catAl Sirokou zelenou Sipkou.

Vazebna sekvence regulatoru RipA genu catd ! je znazornéna &ervenym obdélnikem. Sedivym a
rizovym obdélnikem jsou znadzornény vazebné sekvence regulatord GIxR a BenR, které jsou
pravdépodobné spole¢né pro oba geny. Oblasti -35 a -10 promotoru genu bend jsou vyznaceny
modfe. Modrou $ipkou je oznacen transkripéni poc¢atek (+1). Promotorové oblasti -35 a -10 genu
catAl jsou vyznaceny svétle (vegetativni promotor) a tmavé (stresovy promotor) zelené. Svétla a
tmavé zelend Sipka oznacuji prislusny transkripéni pocatek.

Metodou in vivo byla prokazana regulace gent c¢g0256, cg0668, cg0785, cg2322 a
cg2534 faktory ol i oM a u gend cg0256, cg0785 a cg2322 také faktorem oF.
Ve stacionarni fazi rlstu vSak u genu cg0256 o™ aktivitu zcela prebira. Naopak u genii
cg0668 a cg2534 je aktivita " a 6™ na stejné trovni a u genti cg0785, cg2322 je dokonce
o' aktivngjsi nez oM. Regulace téchto genli byla vSak in vitro metodou prokizéana jen
faktory o a o™, i kdyz u oM s patrnym Sirokym difuznim signdlem. Jednim z moznych
vysvétleni tohoto neostrého signalu by mohla byt slaba rozpustnost o™ za podminek
reakce in vitro transkripce. Jelikoz metodami in vitro byla potvrzena regulace téchto genti
faktory 6" i o™ a in vivo faktory o' i o™, jedna se ziejmé o 6°/cM-, c"/cM- &i dokonce
ot/c"/oM-promiskuitni promotory.

Dal§imi vybranymi potencialné oM-dependentnimi promotory byly promotory
gentl sigM z blizce ptibuznych druhit Corynebacterium callunae (aminokyselinova shoda

73 %) a Corynebacterium deserti (71 %). Ptestoze u C. glutamicum nebyla prokézéna
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autoregulace genu sigM, predpokladali jsme, ze tento gen je v kmenech C. callunae a
C. deserti pravdépodobné autoregulovan, jelikoz byl prokazan c™-dependentni promotor
genu sigM u blizce ptibuzné bakterie M. tuberculosis (Chauhan et al., 2016). Vysledky
in vivo prokazaly, ze promotory gent sigM zkmene C. callunae a C. deserti jsou

H neZ faktorem oM. Ve

regulovany béhem exponencidlni faze rustu spise faktorem o
stacionarni fazi riistu jsou vSak silné aktivovany faktorem o™ a slab¢ faktorem o', I kdyz
metodou in vitro transkripce nebyl detekovan zadny signal, o™ se pravdépodobné icastni
vlastni regulace, a to hlavn¢ béhem stacionarni faze rastu.

Na zékladé¢ naSich vysledkii byla definovana nova konvencni sekvence
oM-dependentnich promotorti (-35: GGGAACC; -10: GTCNAA), kter4 je velmi podobna
konvenéni sekvenci oM-dependentnich promotortt M. tuberculosis (GGGAACC-Ni7-
gtccgA; Raman et al., 2006). Jelikoz je funkce faktoru o™ a jeho regulonu
u C. glutamicum zatim neznidm4, miize se vychazet z funkce o™ u M. tuberculosis, kde je
oM regulon velmi maly (10 gendl) a jeho geny jsou aktivni béhem stacionarni fize a
odpovédi na tepelny stres (Agarwal et al., 2007).

Zadny zpotencidlné o™-dependentnich promotorti nebyl zcela jednoznacné
prokazan s pouzitim in vitro transkripce. Také méteni in vivo vychédzela neobvykle,
protoze aktivity promotord v buitkach bez indukce exprese genu sigh byly témét stejné
vysoké jako u bunck indukovanych, coz jsme u promotorti rozpoznavanych jinymi
faktory sigma pozorovali jen vyjime¢né. K prokadzani, ze je tento jev zplsoben bazalni
expresi genu sigM z konstruktu pEC-XT99A/sigM, byl ptfipraven mutantni konstrukt
pEC-XT99A/sigM, v némz byl deletovan pouze inducibilni promotor Ptrc. Bez exprese
genu sigM byla aktivita vSech testovanych promotorti na Grovni aktivity v buiice, ktera
obsahovala prazdny vektor pEC-XT99A a vektor s testovanym promotorem. Porovnanim
naméfenych aktivit potencidlnich c™-dependentnich promotori za exprese genu sigh
(spousténé z promotoru Ptrc¢ ve vektoru pEC-XT99A) a bez exprese plazmidovée
lokalizovaného genu sigM (pii deleci Ptrc) bylo tedy prokazano, ze aktivity promotorii
(PbenA, PcatAl, Pcg0256, Pcg0668, Pcg0785, Pcg2322, Pcg2534, PsigM C. callunae a
PsigM C. deserti) v neindukovanych buiikach jsou disledkem bazalni exprese (leaky
exprese) genu sigh v dvouplazmidovém systému z Ptre. Transkript o™ doposud nebyl
v divokém kmeni C. glutamicum detegovan (Busche, 2013) zifejmé proto, ze k transkripci
genu sigM dochazi pouze =za velmi specifickych podminek. S pouzitim
dvouplazmidového systému jsme vSak jednozna¢né prokazali aktivitu faktoru oM

v bunkach C. glutamicum.
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Ziskané vysledky wukazuji, ze funkce promiskuitnich promotord je
u C. glutamicum pomérné Castou regulacni strategii umoziujici buitkam vyrovnat se
s komplexnimi environmentdlnimi stresy a nikoli neobvyklou vyjimkou. Faktor o'
v C. glutamicum hraje jako jeden z potencialnich globalnich regulatorti (Schréder a Tauch,
jeho specifita je niz§i nez u ostatnich faktorti sigma, jak ukazuji i nase vysledky.
Homologni modelovani (I. Barvik, nepublikované vysledky) naznacuje, ze tuto
univerzalnost faktoru ¢! mtize zptisobovat prolin P165 tohoto proteinu. Ostatni faktory
sigma studované v této praci maji v dané pozici aminokyseliny lysin (K) nebo threonin

(T) (Obr. 49).

oP GSTPGAVRVA
of GVKMGTVRSR
oMt DVEILGTVMSR
oM GIKVGTVKSR

Obrazek 49. Aminokyselinova sekvence klicové oblasti studovanych faktori sigma.
Aminokyselinové zbytky v sekvenci oblasti faktorti sigma, které interaguji s motivem -35
promotorti a odpovidaji P165 u ¢', jsou zvyraznény zluté.

Stejné jako o' v C. glutamicum maji na odpovidajici pozici prolinovy zbytek i 6*
v E. coli a 6" v M. tuberculosis. Jejich krystalové struktury ukazuji, Ze postranni fetézec
prolinu interaguje s deoxyribosou nukleotidu ve druhé pozici -35 elementu (Lane a Darst,
2006; Li et al., 2019). Tato hydrofobni stabilizace je pfitom stejna, at’ uz bude na druhé
pozici -35 elementu jakykoliv deoxyribonukleotid.

Kombinace metod na urovni genomu (DNA-Cipy, sekvenovani transkriptomu,
proteomika) a metod analyzy jednotlivych genli a promotordi alternativnimi pfistupy
in vivo, in vitro a in silico prokazala, ze timto postupem lze dosahnout jak poznatkii
rozsifujicich pozndni komplexni regulacni sité bakterialni bunky fizené faktory sigma, tak
1 detailniho objasnéni regulace jednotlivych gend a promotord prostfednictvim faktori

sigma.
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6. Souhrn

e Byla vyvinuta a optimalizovana kombinace metod in vivo (dvouplazmidovy
systém) a in vitro (in vitro transkripce) pro spolehlivé pfifazeni faktorti sigma
k ptislusnym promotortiim riznych tid.

e Statistickou analyzou byla definovana dosud neznima konven¢ni sekvence c*- a
o'/ot-dependentnich promotori (GGAAC-Ni6.19-GTT).

e Bylo nalezeno 9 c"/o®-promiskuitnich promotorit (PamtR, Pcg0378, Pcgli21,
Pcg3309, Pcg3344, PclgR, Pdnal, PdnaK a PsigB).

e In silico modelovanim byly ureny a cilenou mutagenezi potvrzeny klicové
aminokyseliny pro specifické rozpoznani c'"/cE-promiskuitnich promotort
(arginin R185 faktoru o a methionin M170 faktoru o pro rozpoznani
nukleotidové pozice -31).

e Bylo nalezeno 7 c®/c'-promiskuitnich promotorii (Pcg0607, Pcg2047, Pcmt2,
PfadD2, Plpd, PlppS a PrsdA).

e In silico modelovanim byly objeveny a cilenou mutagenezi potvrzeny klicové
aminokyseliny pro specifické rozpoznani ¢°/c"-promiskuitnich promotort (alanin
A60 faktoru o a lysin K53 faktoru o'! pro rozpoznani druhé nukleotidové pozice
oblasti -10 ¢&i valin V169 s alaninem A166 faktoru c® a serin S171 s threoninem
T168 faktoru o pro rozpoznani druhé nukleotidové pozice konvencni
promotorové oblasti -35).

e Statistickou analyzou byla poprvé definovdna konventni sekvence
oM-dependentnich promotorit (GGGAACC-N7-GTCNAA).

e Bylo objeveno 9 ¢'/cM-promiskuitnich promotorti (Pbend, PcatAl, Pcg0256,
Pcg0668, Pcg0785, Pcg2322, Pcg2534, PsigM C. callunae a PsigM C. deserti).

e Bylo prokazano, ze promiskuitni promotory jsou pomérné Casta regulacni strategie
C. glutamicum umoziujici vyrovnat se s komplexnimi environmentalnimi stresy.

e Bylo zjisténo, ze faktor 6! C. glutamicum hraje nejvyznaméjsi roli v regulaéni siti

stresovych faktorti sigma diky jeho relativni univerzalnosti.
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