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Abstrakt

Corynebacterium glutamicum je grampozitivni nesporulujici puadni bakterie
vyuzivana v prumyslu jako producent aminokyselin, nukleotidd, biopaliv a alkohold.
Cilem této prace bylo vytvofit hybridni faktor o, ktery jako podjednotka RNA
polymerazy bude rozpoznavat pouze pfislusny hybridni promotor, takZze neovlivni
expresi hostitelskych genu. Na zakladé aminokyselinovych sekvenci faktorti o® a o*
byly kombinaci sekvenci genll navrzeny 2 typy hybridnich faktort, c®" a o"'P. Jako
alternativa hybridnich molekul a®" a ¢HP byly dale na zakladé in silico homologniho
modelovani vneseny mutace do pfirozeného faktoru o v oblasti rozpoznavaijici -35
element oH-dependentniho promotoru. Hybridni promotory byly vytvoreny
kombinaci promotorovych oblasti -35 a -10, které pochazely ze oP- a o'-
dependentnich promotorl. Stanoveni aktivity promotort s pouzitim fluorescence
reportérového proteinu GFPuv prokazalo, Ze exprese genu gfpuv pod kontrolou
sledovaného hybridniho promotoru v kmenech s hybridnimi faktory o®" a ¢"P byla
nizka ve srovnani s kmeny, které nesly pfirozeny faktor o a pfislusny promotor. Pfi
pouziti jednoho z mutantnich faktord ot (o™t-%A) se zaménami v oblasti
rozpoznavajici element -35 o"-dependentnich  promotorli doSlo ke

specifické transkripci z hybridniho promotoru PsigDH a tedy dosazZeni cile.

Kliéova slova: Corynebacterium glutamicum, faktor sigma, promotor



Abstract

Corynebacterium glutamicum is a Gram-positive non-sporulating soil bacterium
which is used in biotechnology as a producer of amino acids, nucleotides, biofuels
and alcohols. The aim of this thesis was to create a hybrid o factor of RNA
polymerase which would be able to recognize a matching hybrid promoter without
effect on expression of the host genes. Based on the o® and o' amino acid
sequence, two types of hybrid factors, o and o"'P, were designed by the sequence
combination of sigD and sigH. As an alternative approach, based on the in silico
homology modeling, mutations of wild-type o™ in the region recognizing the -35
promoter element of the o"-dependent promoter were introduced. Hybrid promoters
were constructed by combining the -35 and -10 promoter regions that were derived
from the oP- and o"-dependent promoters. Promoter activity was determined by
using gfpuv reporter gene under the control of hybrid promoter. The expression of
gfpuv in strains with hybrid sigma factors P/ gHP and hybrid promoters was rather
low compared to strains that carried wild-type o factor and the respective promoter.
The aim of the thesis was achieved by using one of the mutant " factor (g™utH-64)
with alterations in the region recognizing the -35 element of the o"-dependent
promoter. This mutant o factor selectively drove transcription of the reporter gene

from the hybrid PsigDH promoter.
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Seznam zkratek

anti-o — faktor anti-sigma

AT bohata oblast — oblast bohata na adenin a thymin

ATP — adenosintrifosfat

AU (arbitrary unit) — bezrozmérna arbitralni jednotka

bEBP (bacterial enhancer binding protein) — protein vazici se na enhancer
BSA (bovine serum albumin) — hovézi sérum albumin

C — cytosin

Clp — Crp-like protein

ClpB — Crp-like protein B

CopC — Cop rezistence protein C

CseE — Cold shock protein E

ddH20 — destilovana a deionizovana voda

dH20 — destilovana voda

dNTP — deoxyribonukleosidtrifosfat

dsDNA - dvouretézcova DNA

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

EtOH — etanol

G - guanin

GFP (green fluorescent protein) — zeleny fluorescenéni protein
GRAS (generally recognised as a safe) — obecné povazovan za bezpecny
HTH — proteinovy motiv helix-turn-helix

IHF (integration host factor) — integracni hostitelsky faktor
IPTG — izopropyl-3-D-thiogalaktosid

K —lysin

Kpb — tisic paru bazi

kDa - tisic daltonu

M — adenin/cytosin

N — pozice pro jakykoliv nukleotid v sekvenci nukleové kyseliny
NCR (non-conserved region) — nekonzervovana oblast

NDP — nukleosiddifosfat



NTP — nukleosidtrifosfat

OD - opticka denzita

pb — par bazi

PCR (polymerase chain reaction) — polymerazova fetézova reakce
PEG - polyethylenglykol

PMSF — fenylmethylsulfonyl fluorid

R — adenin/guanin

rom — pocet ota¢ek za minutu

SDS - sodiumdodecylsulfat

T — thymin

TBE — Tris-borat-EDTA pufr

TrxB — Thioredoxin B

TrxB1 — Thioredoxin B1

TrxC — Thioredoxin C

UAS (upstream activation sequence) — sekvence vazby aktivatoru
UP element — upstream promoter element

uvrA (UV resistance A) — gen kédujici podjednotku A endonukleazy UvrABC
uvrC (UV resistance C) — gen kodujici podjednotu C endonukleazy UvrABC
uvrD3 (UV resistance D3) — gen pro UvrD3 helikazu

W — adenin/thymin

X g — nasobek tihového zrychleni

Y — cytosin/thymin

YT (yeast trypton) — médium obsahujici kvasinkovy extrakt a trypton

A (delta) — dele¢ni kmen
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1 Uvod

Corynebacterium glutamicum je grampozitivni nesporulujici padni bakterie
patfici mezi aktinomycety. Jedna se o idealni model pro studium grampozitivhich
bakterii, jelikoz je snadno kultivovatelnym mikroorganismem a na rozdil od rady
pfibuznych druht rodu Corynebacterium neni patogenni. Expresni systémy
zalozené na C. glutamicum jsou vyuzivany v prumyslu k produkci aminokyselin,
nukleotidu, biopaliv, alkoholl i heterolognich proteind.

Stejné jako u ostatnich bakterii je iniciace transkripce C. glutamicum zavisla
na rozpoznani -35 a -10 promotorové oblasti pomoci faktoru sigma RNA
polymerazy. U C. glutamicum se nachazeji 3 skupiny faktor sigma. Prvni skupinu
zastupuje vegetativni faktor o#, jenz je zodpovédny za transkripci genll uplatfiujicich
se v exponencialni fazi rastu. Druhou skupinu zastupuje alternativni faktor o8, ktery
zajistuje transkripci genud zejména béhem pfechodu z exponencialni faze rastu do
stacionarni. Posledni skupinou jsou faktory sigma s extracytoplazmatickou funkci
(ECF) o®, aP, oF, 0" a oM, které se uplatriuji pfi odpovédi na buné&ény stres.

V této praci byly kombinaci ¢asti geni pro a® a o' pomoci modelu téchto
faktort sigma in silico navrzeny 2 typy hybridnich faktord o a poté na zakladé in
silico homologniho modelovani metodou molekularni dynamiky i formy pfirozeného
faktoru o©" smutaci voblasti rozpoznavajici -35 promotorovou oblast.
Predpokladem bylo, Ze tyto faktory budou rozpoznavat pouze pfislusné hybridni
promotory a zaroven nebudou ovliviiovat expresi hostitelskych gent. Takovy model
by byl vhodny nejen k prohloubeni znalosti o specifité vazby faktoru o k jeho
prislusnému promotoru, ale i pro tvorbu novych strikiné specifickych expresnich

systému vyuzitelnych v biotechnologiich.



2 Cile prace

Zkonstruovat rekombinantni plazmidy pEPR1PsigDH a pEPR1PsigHD
nesouci hybridni promotory PsigDH a PsigHD v transkripCni fazi

s reportérovym genem gfpuv.

Zkonstruovat rekombinantni plazmidy pECXT99AsigDH a pEC-XT99AsigHD
nesouci geny sigDH a sigHD kodujici hybridni faktory o

Vytvofit dvouplazmidové systéemy:
C. glutamicum (pEC-XT99AsigDH + pEPR1PsigDH)
C. glutamicum (pEC-XT99AsigDH + pEPR1PsigHD)
C. glutamicum (pEC-XT99AsigHD + pEPR1PsigDH)
C. glutamicum (pEC-XT99AsigHD + pEPR1PsigHD)

Testovat specifickou aktivitu hybridnich promotortd pfi nadprodukci
prislusnych hybridnich faktorl o s pouzitim transkripéni fuze s reportérovym

genem gfpuv.



3 Literarni prehled

3.1 Corynebacterium glutamicum

Nepatogenni grampozitivni pudni bakterie Corynebacterium glutamicum
patfici do kmene Actinomycetales a skupiny Mycolata diky pfitomnosti mykolovych
aminokyselin ve své bunécné sténé byla objevena v roce 1957 jakoZto pfirozeny
producent kyseliny L-glutamové (Kinoshita et al., 1957). Jedna se o aerobni
nepohyblivou bakterii kyjovitého tvaru, ktera je vSak schopna rust i v anaerobnich a
mikroaerobnich podminkach (lkeda et al., 2009). Postupem €asu se ukazalo, ze C.
glutamicum muze byt primyslové vyuzita i pro nadprodukci dalSich aminokyselin,
jako jsou L-alanin (Jojima et al., 2010), L-arginin (Park et al., 2014), L-lysin (Becker
et al.,, 2011) ¢i L-valin (Hasegawa et al., 2013). Mezi dalSi latky, které jsou s
pouzitim C. glutamicum pramyslové produkovany, patfi etanol (Jojima et al., 2015),
izobutanol (Yamamoto et al., 2013), 1-propanol a 1,2-propandiol (Siebert a
Wendisch, 2015) ¢&i organické kyseliny, a to mlééna (Okino et al., 2005),
ketoglutarova (Jo et al., 2012), glykolova (Zahoor et al., 2014) a 2-ketoizovalerova
(Buchholz et al., 2013).

C. glutamicum patfi mezi mikroorganismy oznacované GRAS (generally
recognised as a safe). Snadno se kultivuje a po optimalizaci minimalniho média
roste do vysokych denzit (Lee et al., 2016). Tyto vlastnosti spolu s nizkou aktivitou
bunélnych protedz, slabymi restrikéné modifikacnimi systémy a vysokou
genetickou stabilitou Cini z C. glutamicum idealni expresni systém pro produkci
heterolognich proteint (Nakamura et al., 2003; Vertés et al., 1993). Navic umoznuje
sekreci spravné sbaleného heterologniho proteinu pfimo do kultivachiho média
(Yim et al., 2014). Mezi proteiny, které jiz jsou primyslové produkovany
v expresnich systémech zaloZzenych na C. glutamicum, patfi lidsky epidermalni
ristovy faktor (Date et al., 2006), a-amylazy kmenu Bacillus amyloliquefaciens nebo
Streptomyces griseus (Cadenas et al., 1992; Smith et al., 1986), ovCi interferon vy
(Billman-Jacobe et al., 1994), proteaza z Bacillus subtilis (Billman-Jacobe et al.,
1995), a xylanaza Ci celuazy kmenu Streptomyces halstedii (Adham et al., 2001).

Kromé produkce zminovanych latek disponuje diky své schopnosti
degradovat toxickeé latky jako napf. fenol (Brinkrolf et al., 2006; Shen et al., 2005)

bioremediacnim potencialem.



Genom C. glutamicum o velikosti 3 280 Kpb je pomérné bohaty na G+C pary
(54 %) a podle jedné z anotaci obsahuje 3002 kodujicich sekvenci (Kalinowski et
al., 2003). Stanoveni kompletni nukleotidové sekvence genomu umoznilo rozSifeni
biotechnologického potencialu této bakterie. Pro dalSi vyuziti pfi genovych
manipulaci jsou u C. glutamicum zavadény i nové techniky, jako je napf. editace

genomu pomoci systému CRISPR/cas9 (Wang et al., 2018).

3.2 Transkripce

Transkripce je prepis genetické informace z DNA do RNA, ktery je
katalyzovan RNA polymerazou.

RNA polymeraza béhem iniciace vyhledava promotor na templatu DNA za
pomoci podjednotky o (faktoru o), pfiCemz vznika uzavieny komplex. Nasleduje tani
-10 promotorové oblasti, coZz vede krozdéleni dvousSroubovice DNA a vzniku
otevieného komplexu. Templatové vlakno DNA se tak dostava do aktivniho mista
RNA polymerazy a dochazi k opakované syntéze kratkych usekll RNA o délce 2 az
15 nukleotidd (abortivni iniciace).

Po disociaci faktoru o mize jadro RNA polymerazy nasyntetizovat kompletni
transkript béhem elongacni faze. Elongace probiha v misté lokalniho rozvinuti DNA
zvaného transkripéni bublina. Béhem ni RNA polymeraza postupné rozviji
dvousroubovici DNA a syntetizuje fetézec RNA, ktery je pribézné vytésnovan
z transkripCni bubliny.

Po elongaci nasleduje faze terminace, kdy dojde k uvolnéni vzniklého
transkriptu. Terminace mize byt bud p-zavisla, kdy k uvolnéni transkriptu dochazi
pomoci ATPazy zvané faktor p, nebo p-nezavisla, kdy uvolnéni vzniklého Fetézce

RNA umozni vlasenka bohata na GC pary nasledovana oblasti bohatou na uracil.

3.3 Bakterialni RNA polymeraza

RNA polymeraza je enzym zodpoveédny za transkripci. Kompletni holoenzym

RNA polymerazy se sklada z jadra enzymu o celkové molekulové hmotnosti 370

kDa (az2BB w) a podjednotky faktoru o (Obr. 1) (Murakami a Darst, 2003). Jadro

RNA polymerazy je konzervovano v bakterialnich, archaealnich i eukaryotnich

organizmech (Ebright, 2000). Na rozdil od eukaryotni RNA polymerazy ma

katalytické jadro bakterialni RNA polymerazy samo o sobé afinitu k templatu DNA a
4



nepotifebuje dalSi pomocné obecné transkripCni faktory jako RNA polymerazy

eukaryotickych organizmd.

Obrazek 1. Holoenzym RNA polymerazy a faktor o rozpoznavajici promotor.
A) Holoenzym RNA polymerazy. Tmavé Sedou barvou je zobrazena podjednotka a
interagujici pomoci své C-terminalni domény s UP elementem. Svétle Sedou barvou jsou
zobrazeny podjednoty B, B~ a w. Podjednotka ¢ je schematicky zobrazena &tyfmi spojenymi
doménami (svétle modra doména o4, tmavé modra doména o3, Cerveno-zlutda doména o2 a
zelena doména o1). B) Schéma domén faktoru o interagujicich s promotorem. Sedivou
barvou je zobrazen UP element. Svétle modrou barvu ma -35 promotorova oblast, se kterou
interaguje region 4.2 z domény 04. Tmavé modrou barvou je zobrazen -10 rozsifujici motiv
interagujici s doménou o3. Zlutou barvu méa -10 promotorova oblast, se kterou interaguje
region 2.4 domény o2. DISC znadi oblast diskriminatoru, se kterou interaguje region 1.2
domeény o,. Pfevzato (Davis et al., 2017); upraveno.

Podjednotka a se v holoenzymu vyskytuje ve formé homodimeru (kazda z
podjednotek ma molekulovou hmotnost 36,5 kDa). Dimerizace podjednotky a je
zasadni pro sestaveni celého komplexu RNA polymerazy, nebot slouzi jako
platforma, ke které se mohou pfipojit podjednotky 3 a 3. Za tuto interakci zodpovida
N-terminalni doména podjednotky a (Zhang a Darst, 1998). C-terminalni doména
naopak interaguje s transkripénimi aktivatory a UP elementem promotoru (Obr. 1)
(Ross et al., 1993).

DalSimi podjednotkami jadra RNA polymerazy jsou B (150 kDa) a B~ (155
kDa). Tyto dvé podjednotky umoznuji katalytickou aktivitu RNA polymerazy a vazbu
k templatu. Podjednotky B a B" utvareji aktivni centrum, které je charakterizovano

tvarem ,krabiho klepeta“. Jedna se o strukturu konzervovanou ve vSech

5



organismech. Jedno rameno ,klepeta“ je tvofeno podjednotkou 8 a druhé rameno
B, ¢imz vznika 2,7 nm Siroky kanal, v némz jsou chelatovany ionty Mg?* a kde
probiha syntéza RNA (Zhang et al., 1999).

Podjednotka w (10,5 kDa) se podili na spravném sestaveni aktivniho centra
RNA polymerazy (Minakhin et al., 2001; Zhang et al., 1999). Podjednotka B~ je totiz
schopna pfi vazbé podjednotky w zaujmout spravnou konformaci nutnou k
sestaveni aktivniho centra RNA polymerazy (Ghosh et al., 2003). DalSimi funkcemi
podjednotky w jsou napfiklad zprostfedkovani stringentni odpovédi a stresova
adaptace RNA polymerazy (Mathew a Chatterji, 2006).

U grampozitivnich bakterii byly v jadru RNA polymerazy nalezeny jesté
podjednotky & a €. Molekulova hmotnost podjednotky & je 21,5 kDa a tato
podjednotka zabranuje vazbé RNA polymerazy do intergenovych oblasti, ¢imz
zvySuje specifitu a efektivitu transkripce (Achberger a Whiteley, 1981; Hilton a
Whiteley, 1985; Pero et al., 1975). Podjednotka & také umoznuje snazsi recyklaci
RNA polymerazy po ukonceni transkripce, coz vede ke zvySeni celkové transkripCni
aktivity (Weiss a Shaw, 2015). Podjednotka € ma molekulovou hmotnost 9 kDa a
jeji skute€na role nebyla doposud objasnéna. Jednim z moznych vysvétleni je
ochrana RNA polymerazy pfed nékterymi proteiny bakteriofagt (Doherty et al.,
2010; Keller et al., 2014).

3.4 Bakterialni promotory

Promotor je oblast DNA, kde dochazi ke specifické vazbé RNA polymerazy.
U bakterii je rozpoznani promotorové oblasti zajisténo podjednotkou holoenzymu
RNA polymerazy zvanou faktor o. Pro rozpoznani promotoru faktorem o jsou
nezbytné oblasti -35 a -10 (Pribnowdv box) (Obr. 2). Pro genom E. coli plati, ze
konvencni (konsensus) sekvence (nejpravdépodobnéji se vyskytujici nukleotidy)
pro obé oblasti rozpoznavané vegetativnim faktorem o’ jsou: TTGACA (-35) a
TATAAT (-10). Jsou oddélené mezernikem o délce 16-18 nukleotidd a AT bohatost
oblasti -10 umoznuje snadné rozplétani dvousroubovice DNA pfi iniciaci transkripce
(Feklistov a Darst, 2011; Hawley a McClure, 1983; Ruff et al., 2015). Tyto oblasti
jsou nezbytné pro iniciaci transkripce a jsou pfitomny ve vS8ech bakterialnich

promotorech.



DalSim prvkem bakterialniho promotoru je motiv diskriminatoru, ktery se
nachazi mezi transkripénim startem a -10 oblasti promotoru (Obr. 1 a 2). Jedna se
zpravidla o G bohatou oblast majici vliv na stabilitu otevieného komplexu, jelikoz
interaguje s faktorem o. Bézna délka diskriminatoru se pohybuje mezi 6 - 8
nukleotidy (Ruff et al., 2015).

U nékterych bakterialnich promotoru se v pozici -14 a -15 nachazi rozSifujici
motiv TG (Obr. 2), ktery interaguje s podjedntkou o2 faktoru o’° (Barne et al., 1997;
Mitchell et al., 2003). Soucasti promotorové oblasti mize byt i tzv. UP element (Obr.
1). Jednd se o oblast -40 az -60 promotoru s konventni sekvenci
NNAAA(A/T)(A/T)T(A/T) TTTTnnAAAANNn interagujici s N-terminalni doménou a
podjednotky RNA polymerazy a zvysujici silu promotoru (Estrem et al., 1998; Ross
et al.,, 1993; Ross et al., 2001).

- 10 rozSifujici __ Motiv
-35 ghlast Mezernik motiv \ LU ODIESt —— dickriminatoru
— _ATAATGGG
TTGACAl ' TG
- Se88es . . M i 6 ,UC ]\f BHEDHADE

--"-.__T: DODSODIOORN

-10 +1 .
Transkriptni
start

-35

Obrazek 2. Schéma bakterialniho promotoru. Vievo se nachazi -35 promotorova oblast
s konvenc¢ni sekvenci TTGACA. Poté nasleduje mezernik, rozSifujici motiv s konvenéni
sekvenci TGN, -10 promotorova oblast s konvenéni sekvenci TATAAT, motiv
diskriminatoru bohaty na GC pary a transkripéni start na templatovém viakné. Podle
Feklistov et al., (2014); upraveno.

3.5 Faktory o

Faktory o byly objeveny Richardem Burgessem a jeho skupinou jiZz v roce
1969. Jedna se o podjednotku bakterialni RNA polymerazy, ktera po svém navazani
na jadro RNA polymerazy umozni rozpoznani promotoru, rozdéleni fetézci dsDNA,
vznik transkripCni bubliny a zahajeni transkripce (Burgess et al., 1969). Bakterie
maiji zpravidla jeden primarni faktor o, ktery zodpovida za transkripci vegetativnich
(housekeeping) genu, ¢imz je pro bakterialni buriku esencialni. Takova situace je
typicka pro bakterii nachazejici se ve stavu exponencialniho rustu, kdy ma dostatek
Zivin a nepotyka se s zadnou nepfiznivou situaci. Za nedostatku zivin nebo

stresovych podminek vSak potfebuje exprimovat geny, které ji umozni tuto situaci
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prekonat. K tomu slouzi alternativni faktory o, které se také nazyvaji faktory o
s extracytoplazmatickou funkci (ECF). Skupina genu, jejichZz promotory jsou
rozpoznany konkrétnim faktorem o tvofi odpovidajici o regulon (Feklistov et al.,
2014).

Faktory o E. coli jsou rozdéleny do 2 rodin: 0’° a 0%¢. Jedna se o evoluéné
vzdalené rodiny, které maji roli v riznych Zivotnich podminkach bakterie. Zatimco
rodina 0’° se u bakterie E. coli uplatriuje b&hem bézného rustu, rodina o hraje roli
napf. béhem hladovéni na dusik (Danson et al., 2019; Schulz et al., 2000), pficemz
se odliSuje i mechanismus iniciace transkripce (u rodiny o©’® dochazi
k samovolnému pfechodu z uzavieného iniciachiho komplexu v otevieny, ale pro
rodinu 04 je nezbytny pomocny transkripéni aktivator).

Kromé interakce faktord o s ostatnimi podjednotkami RNA polymerazy a
DNA je znama i interakce s odpovidajicimi faktory anti-o. Jde o velmi dulezity
mechanismus regulace stresové odpovédi. Vétsinou se jedna o transmembranovy
protein, ktery se vaze na faktor 0 a znemoznuje mu tak zaujmout idealni konformaci
pro vazbu k jadru RNA polymerazy. Pfi podnétu z vnéjSiho prostfedi vSak dojde
k uvolnéni faktoru anti-o (proteolyzou nebo posttranslacni modifikaci faktoru anti-o)
a spusténi transkripce genu patficich do regulonu pfislusného faktoru o (Helmann,
2002; Hughes a Mathee, 1998).

3.5.1 Rodina faktoru o’

Faktory o rodiny 0’? jsou tvoreny nékolika konzervovanymi doménami (o1.1,
02, 03 a 04), jejichZ zastoupeni uréuje pfislusnost konkrétniho faktoru o do jedné ze
4 skupin (Obr. 3). Tyto domény interaguji s -35 a -10 promotorovou oblasti a
prilehlymi motivy (Gribskov a Burgess, 1986; Paget, 2015).

Doména o1.1 je lokalizovana na N-konci faktoru o a jeji sekundarni strukturu
tvofi tfi a-helixy, které jsou propojeny dvéma smyckami. Funkci této domeény je
zabranéni vazbé volného faktoru o na RNA polymerazu pred jejim kompletnim
slozenim (Schwartz et al., 2008). Doména o2 je evoluéné nejkonzervovanéjsi a
interaguje s -10 promotorovou oblasti na netemplatovém vliakné DNA (Feklistov a
Darst, 2011; Haugen et al., 2006), zatimco doména o3 interaguje s -10 rozSifujicim
motivem (Mitchell et al., 2003). C-terminaini doména 04 se naopak vaze na -35



promotorovou oblast a je tvofena ¢tyfmi a-helixy (2 s motivem HTH) (Helmann a
Chamberlin, 1988; Lonetto et al., 1998).

c-—( } N Skupina 4

c N Skupina 2

-
=

(_14 073
g B B AN ERIE R
ey 32600") IO O O Z =

Obrazek 3. Doménova organizace faktort rodiny o’ a jejich rozdéleni do 4 skupin.
Bilou barvou je zobrazena N-terminalni 011 doména. Doména o2 je tvofena regiony 1.2
(oranzova barva), NCR (nekonzervovana oblast; rizova barva), dale regiony 2.1, 2.2, 2.3
a 2.4 (zelena barva). Modrou barvou je zobrazena doména g3 a ¢ervenou doména o4 Podle
Paget, (2015); upraveno.

[1.1]

}N Skupina 1

Skupina 1 zahrnuje vegetativni faktory o nezbytné pro metabolismus buriky
v podminkach exponencialniho rustu. U této skupiny jsou zastoupeny v8echny Ctyfi
jmenované domény (Gribskov a Burgess, 1986; Paget a Helmann, 2003). Skupina
2 zahrnuje faktory o, jez jsou strukturné podobné faktorim o skupiny 1, ale
postradaji N-terminalni doménu o1.1. Tyto faktory se uplatiuji pfedevSim béhem
ristu za nedostatku Zivin a dalSich stresovych situaci spojenych se stacionarni fazi
rustu (Gribskov a Burgess, 1986). Skupina 3 je funkéné i strukturné rozmanita s
doménami o2, 03 a 04 a reguluje napf. syntézu biciku ¢€i sporulaci (Grossman et al.,
1987; Paget, 2015). Skupina 4 je strukturné nejjednodussi skupinou faktort o’°,
nebot obsahuje pouze domény 02 a 04, a jeji zastupci se uplatriuji pfi odpovédi na

stresové podminky (Staron et al., 2009).

3.5.2 Rodina faktora o
Rodina 0% nenese témér Zadnou sekvencéni ani strukturni homologii
s rodinou faktort o’°. Zatimco faktory 6’ rozpoznavaji -35 a -10 promotorovou

oblast, faktory o®* rozpoznavaji oblasti -12 (konvenéni sekvence TGC) a -24



(konvenéni sekvence GG). Obé oblasti jsou pak soucasti souhrného motivu
YTGGCACGrNNNTTGCW (Barrios et al.,, 1999; Bush a Dixon, 2012). Faktory
rodiny 0% se uplatriuji béhem stresovych situaci, a to napf. hladovéni na dusik nebo
infekce bakteriofagy (Austin a Dixon, 1992; Bordes et al., 2003; Schulz et al., 2000).

Obrazek 4. Schéma aktivace iniciace transkripce zavislé na faktorech rodiny o5
A) faktor o® privadi RNA polymerazu k promotoru, ktery je vymezeny -12 a -24 oblasti.
Aktivator bEBP (zelena barva) je navazan na sekvenci vazby aktivatoru (UAS). B) Dochazi
k ohnuti DNA, které je zprostfedkovano faktorem IHF (fialova barva), €¢imz dojde k pfiblizeni
aktivatoru bEBP k faktoru . C) Po hydrolyze NTP — NDP + Pi (nej¢astéji hydrolyza ATP)
dojde k pfeméné uzavieného komplexu na komplex otevifeny a mlze probéhnout iniciace
transkripce. Pfevzato z Bush a Dixon (2012); upraveno.

Pro zahajeni transkripce z o%*-dependentnich promotoru je tfeba transkripéni
aktivator bEBP (bacterial enhancer binding protein) s ATPazovou aktivitou (Obr. 4).
Ten se vaze pres svoji C-terminalni doménu do sekvence vazby aktivatoru, ktera je
vzdalena 80 az 150 nukleotidl proti sméru transkripce (Buck et al., 1986; Danson

et al., 2019). Po navazani proteinu IHF (integration host factor) do oblasti
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nachazejici se mezi sekvenci vazby aktivatoru a promotorem dojde k ohnuti DNA,
které umozni proteinu bEBP se vazat na faktor 0% a hydrolyzovat ATP, ¢imz dojde
k pfechodu z uzavieného komplexu na otevieny (Obr. 4) (Bush a Dixon, 2012; Yang
a Nash, 1989).

3.5.3 Faktory sigma Corynebacterium glutamicum

C. glutamicum ma 7 rliznych faktor(l o patficich do rodiny o’°. Zastoupena je
skupina faktora 1 (o#), 2 (c8) a 4 (¢, oP, oF, ot a oM). Skupina 3 se v C. glutamicum

nevyskytuje (Patek a NeSvera, 2011).

3.5.3.1 Faktor c*

Vegetativni faktor o* je kddovan genem sigA a zodpovida za expresi vétsiny
genu béhem exponencialni faze rastu. Jedna se o esencialni faktor o, takze nelze
pripravit kmen s deleci genu sigA, nebot absence funkéniho proteinu SigA je pro
buriku letalni (Oguiza et al., 1997; Patek a NeSvera, 2011). Pfi pfechodu do
stacionarni faze dochazi ke sniZzeni exprese genu sigA a uUlohu o* prebira o®
(Larisch et al., 2007). Taniguchi se svou skupinou prokazali, Ze nadmérna exprese
genu sigA z expresniho vektoru €i naopak delece genu sigB vedou ke zvySené
produkci karotenoidu, ¢ehoz se da vyuzit v biotechnologiich (Taniguchi et al.,
2017a).

Analyzou vice nez 150 promotorovych oblasti genli exprimovanych béhem
exponencialni faze rustu byly stanoveny konvenéni sekvence o”-dependentnich
promotort (Patek a NeSvera, 2011). Sekvenovanim RNA C. glutamicum bylo dale
detekovano vice nez 2 500 transkrip€nich starti genli za exponencialni faze rastu,
které byly pfifazeny k pfislusnym promotoram. Z vysledkl srovnavacich analyz
vyplynulo, Ze -35 oblast tvofi konvencni sekvence ttgnca a -10 oblast sekvence
TAnnnT (Pfeifer-Sancar et al., 2013).

3.5.3.2 Faktor o®

Alternativni faktor o® patfi do skupiny faktorti 2. Je kédovan genem sigB a
jeho exprese je fizena c"-dependentnim promotorem (Holatko et al, 2012).
Uplatfiuje se zejména béhem pfechodu z exponencialni faze rastu do stacionarni

(Larisch et al., 2007). Ke zvySeni exprese genu sigB dochazi také pfi
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environmentalnich stresech (napf. etanol, chlad &i nizké pH). Pfi teplotnim Soku
dochazi naopak ke snizeni exprese jak genu sigB, tak i genu sigA (Halgasova et
al., 2001). Nicméné in vitro transkripéni experimenty ukazaly, Ze faktor o* je
schopen spustit transkripci ze oB-dependentnich promotort a faktor o® je schopen
spustit transkripci ze o”-dependentnich promotora (Silar et al., 2016).

U AsigB dele¢nich kmenl byla za podminek nizké koncentrace kysliku
provedena analyza prostfednictvim qRT-PCR a DNA mikro€ipl. Z analyzy
vyplynulo, Ze doslo ke snizeni exprese genu kodujicich proteiny glykolyzy, takze
faktor o® je pozitivnim regulatorem metabolismu glukézy za nedostatku kysliku
(Ehira et al., 2008).

Rada oB-dependentnich promotord je sekvenén& shodnych se o*-
dependentnimi promotory, pfiCemz konvenéni sekvence jsou tvofeny GNGNCN
(oblast -35) a TAMAATGA (oblast -10) (Patek a NeSvera, 2011). Specifickou
vlastnosti je vSak jejich preference G v pozici -5 oblasti diskriminatoru (Albersmeier
etal., 2017).

Faktor o® a jeho promotor byly vyuZity pfi tvorbé autoinducibilniho expresniho
systému. Za modifikovany oB-dependentni promotor byl umistén reportérovy gen,
jehoz exprese byla zna¢né zvySena béhem stacionarni faze. Tento expresni systém
se navic podafilo optimalizovat nejen pro jednorazovou kultivaci, ale i pro kultivaci
v bioreaktorech, coz svédCi o jeho potencialu pro primyslovou produkci

heterolognich proteint (Kim et al., 2016).

3.5.3.3 Faktor ¢°

Nejméné prostudovany faktor o patfi do skupiny 4, je kédovan genem sigC
a podili se na adaptaci buniky za podminek nizké hladiny kysliku (Patek a NeSvera,
2011).

Z porovnani transkriptomt AsigC dele€nich kmenl s divokym kmenem za
podminek exponencialniho ristu vyplynulo snizeni exprese genl koédujicich
cytochromoxidazu, hemsyntazu a protein z rodiny CopC. Nadprodukce SigC navic
vedla ke zvySeni exprese genl kodujicich cytochromoxidazu a hemsyntazu a
zaroven ke snizeni exprese gent kodujicich komponenty cytochrom bcs komplexu,
pficemz mira exprese genu cytochrom aazoxidazy ovlivnéna nebyla. Jelikoz delece

genu pro cytochrom aa3 oxidazu, inhibice cytochrom aaz oxidazy &i hladovéni na
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méd vedou k aktivaci a® regulonu, je ziejmé, Ze fyziologicka role o¢ spodiva
vregulaci stresové odpovédi spojené s rozruSenim prenosu elektront pres
cytochromy (Morosov et al., 2018; Toyoda a Inui, 2016).

Co se tyce sekvencénich motivi o®-dependentnich promotorud, ze srovnani
jejich 8 zastupcu byly odvozeny konvenéni sekvence pro -35 (GGAAAC) a -10
promotorovou oblast (CGACWR) (Dostalova et al., 2017; Toyoda a Inui, 2016).

3.5.3.4 Faktor o

Dal$im stresovym faktorem o patficim do skupiny 4 je faktor oP. Prvotni
analyzy naznadovaly, Ze faktor aP hraje roli v transkripci geni zodpovédnych za
adaptaci bunky na mikroarobni podminky (lkeda et al., 2009). DalSi experimenty
s nadprodukci SigD upresnily, Ze se podili na biosyntéze mykolovych kyselin a jejich
zacleniovani do mykomembrany, pfiCemz interakce faktoru o® s promotory téchto
genu byly potvrzeny pomoci in vitro transkripce (Dostalova et al., 2017; Taniguchi
et al., 2017b). Zaroven se prokazalo, ze faktor o® silné ovliviiuje usporadani
peptidoglykanu a tim padem zplisobuje vétsi odolnost buriky vaéi lysozymu. Ulohou
faktoru oP je tedy transkripce gen, které hraji roli v zajiténi integrity bun&éné stény
C. glutamicum a v odpovédi na povrchovy stres buriky (Taniguchi et al., 2017b;
Toyoda a Inui, 2018).

O vyznamné roli faktoru oP jakoZto stresového faktoru rozhoduje i fakt, Ze je
regulovan faktorem anti-aP, ktery je kddovan genem rsdA a jehoZ promotor je o®-
dependentni (Toyoda a Inui, 2018).

Identifikaci 11 oP-dependentnich promotord a srovnanim jejich
nukleotidovych sekvenci byly stanoveny konvenc¢ni sekvence pro tyto promotory, a
to -35 (GTAACA/c) a -10 (GAT) (Dostalova et al., 2019; Toyoda a Inui, 2018).

Ukazalo se v8ak, Ze soucasti o® regulonu jsou i pfirozené hybridni
promotory, jejichz zastupci jsou: Plpd, jehoz sekvence jsou -35 o® -10 ¢ (GTT), a
Pcg0607, jehoz sekvence jsou -35 ot (GGAA) a -10 oP (Dostalova et al., 2019).
Bylo zjisténo, ze béhem in vitro transkripce doslo k rozpoznani promotoru Pcg0607
jak faktorem P, tak i faktorem o", zatimco promotor P/lpd byl rozeznan pouze
faktorem oP. Prestoze in vivo experimenty opét prokazaly primarni oP-dependenci
téchto hybridnich promotorli, oba byly zaroven slabé o"-dependentni, coz

poukazuje na jejich a®H promiskuitu (Dostalova et al., 2019).
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3.5.3.5 Faktor of

Faktor oF, patfici rovnéz do 4. skupiny, je kédovan genem sigE a uplatriuje
se v odpovédi na povrchovy stres vyvolany lysozymem, EDTA, SDS ¢i tepelnym
Sokem. Navic mutanti AsigE vykazuji zvySenou citlivost k antibiotikim, coz je
zpusobeno snizenou expresi genu pro specifické metyltransferazy, které jsou
soucasti of regulonu a podili se na metylacich mykolovych kyselin, ¢imz ovliviuji
permeabilitu buné&né stény a schopnost buriky ubranit se vnéjsim stresovym vlivim
(Park et al., 2008). Zaroven bylo zjisténo, Ze ke zvySené expresi genu sigE dochazi
také v pfitomnosti kyseliny mlééné a pfi hladovéni na dusik (Jakob et al., 2007;
Silberbach et al., 2005).

Faktor of je negativné regulovan pomoci svého anti-o faktoru CseE, pficemz
kmeny nadprodukujici CseE vykazovaly fenotyp velmi podobny AsigE mutantiim C.
glutamicum. Zaroven byla prokazana i vzajemna interakce obou proteinu in vitro
(Park et al., 2008).

PrestoZze doposud nebyly publikovany konvenéni sekvence pro striktné o®-
dependentni promotory u C. glutamicum, jsou alespon znamy odpovidajici
konvencni sekvence u pfibuzného mikroorganismu Mycobacterium tuberculosis: -
35 GGAAC a -10 GTT (Sachdeva et al., 2010).

3.5.3.6 Faktor of

Faktor o je kddovan genem sigH a uplatiiuje se zejména b&hem teplotniho
Soku a oxidativniho stresu (Ehira et al., 2009; Kim et al., 2005a). Protoze za
takovych podminek se poskozuji proteiny, dochazi i ke zvySeni exprese genu
kodujicich proteiny ,teplotniho Soku“, Clp proteazu &i fadu transkrip&nich regulator
spojenych s tepelnym a oxidativnim stresem (Choi et al., 2009; Ehira et al., 2009;
Engels et al., 2004; Kim et al., 2005b).

Jelikoz soudasti o' regulonu jsou i geny pentdzofosfatového cyklu, ktery
poskytuje substraty pro biosyntézu riboflavinu, dochazi pfi odpovédi na oxidativni
stres i ke zvySeni biosyntézy riboflavinu (Toyoda et al., 2015). Faktor c" je zaroven
zodpovédny i za expresi genl uvrA, uvrC a uvrD3, které kdduji enzymy hrajici roli
béhem opravnych mechanismi DNA pfi SOS odpovédi (Busche et al., 2012). Vliv

faktoru ot je vSak mnohem komplexnéjsi, nebot u C. glutamicum ovliviiuje expresi
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genl sigB a sigM, ¢imz bunce poskytuje Sirokou Skalu moznosti odpovédi na
stresové situace (Holatko et al., 2012; Nakunst et al., 2007).

Stejné jako oba predchozi faktory ma i faktor o" svij faktor anti-o, ktery je
kodovan genem rshA a nachazi se ve stejném operonu jako gen sigH, pfestoze je
pfepisovan i ze svého vlastniho o"-dependentniho promotoru (Busche et al., 2012).

Ze srovnani o"-dependentnich promotora vyplyva, Ze jejich -35 (GGAAT/c)
a -10 (GTT) promotoroveé oblasti jsou vysoce konzervované, nebot’ se shodujii s -
35 a -10 oblastmi o"-dependentnich promotord M. tuberculosis (Patek a Nesvera,
2011).

3.5.3.7 Faktor oM

Poslednim faktorem o je faktor oM, ktery se uplatiiuje béhem odpovédi na
teplotni, chladovy €i disulfidicky stres, pficemz exprese jeho kédujiciho genu sigM
je Fizena faktorem o™ (Nakunst et al., 2007).

Co se tyc¢e vlastniho oM regulonu, analyzou transkriptomu AsigM kmene
C. glutamicum bylo zjisténo, Ze do néj patfi geny suf operonu, geny kodujici
thioredoxiny TrxB1 a TrxC Ci thioredoxin reduktazu TrxB a geny kodujici chaperony
(GroES, GroEL, Dnad, GrpE a ClpB), takZe viceméné ty, které jsou potfebné pro
opravu a spravné skladani proteint (Nakunst et al., 2007).

Konvenéni sekvence pro aM-dependentni promotory je predbézné vymezena
nukleotidovymi hexamery gGGAAT (-35) a YGTTGR (-10), av8ak jejich definitivni
podoba je otazkou dalSiho vyzkumu (Nakunst et al., 2007).

3.5.4 Hybridni faktory sigma

Prvni experimenty tykajici se konstrukce hybridnich faktor6 o a jim
odpovidajicich promotort byly provedeny skupinou profesora Kumara u kmene
bakterii E. coli (Kumar et al., 1995). Synteticky hybridni faktor a”%-32 byl vytvoren
z prvnich 529 N-terminalnich aminokyselin vegetativniho faktoru o’® a z 84 C-
terminalnich aminokyselin alternativniho faktoru a2 E. coli. K vytvofeni syntetického
promotoru se vyuZila -35 oblast 03?-dependentniho a -10 oblast o’°-dependentniho
promotoru. In vivo experimenty prokazaly, Ze zkonstruovany hybridni faktor g70-32

byl schopen rozeznat tento hybridni promotor (Kumar et al., 1995).
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DalSi experimenty testujici syntetické hybridni faktory o a jim odpovidajici
hybridni promotory byly provedeny védeckou skupinou profesora Rhodiuse
v hostitelském kmeni E. coli produkujicim syntetické hybridni faktory. Tyto
syntetické faktory o byly ziskany kombinacni vyménou o4 a o2 domén pfislusnych
nativnich faktort of E. coli a o5°F'" Pseudomonas syringae (Thakur et al., 2013) a
testovaly odpovidajici hybridni promotory ziskané kombinaci -35 a -10 oF-
dependentniho promotoru P02 _rpoHP3 a ofCF!'-dependentniho promotoru
P11_3726 (Rhodius et al., 2013).

Bylo zjisténo, Ze oba syntetické hybridni faktory o rozpoznavaly jen své
prislusné hybridni promotory. Nativni promotory P02_rpoHP3 a P11_3726 nebyly
rozpoznavany hybridnimi faktory o a pfirozené faktory oF E. colia 65°F'! P. syringae
nerozpoznavaly hybridni promotory (Rhodius et al., 2013).

Prestoze vySe uvedené vysledky naznacuji, ze konstrukce bakterialnich
hybridnich promotort a hybridnich faktor( je vhodny smér pro syntetickou biologii,
nebot umozniuje striktni regulaci takto konstruovanych genl, zadny obdobny
experiment nebyl u systému zalozenych na C. glutamicum dosud publikovan.

V dalSich zajimavych pracich zabyvajicich se hybridnimi faktory o jde o
hybridy 0%2¢ coi s faktory o z plastidt vy3Sich rostlin, a to konkrétné Arabidopsis
taliana (Buhot et al., 2006) Ci Nicotiana tabacum (Mohsenpour et al., 2015). Toto

téma je vsak jiz dosti vzdalené smyslu této diplomové prace.
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4 Material a metody
4.1 Bakterialni kmeny

e Corynebacterium glutamicum ATCC 13032
e Escherichia coli TOP10

4.2 DNA a plazmidy

4.2.1 Primery pro PCR a sekvenovani

TRPTCGF1 5- CAGTTGTGTGATGTGGCAATGTTTCACG - 3’
GFP1 5'- CTAATTCAACAAGAATTGGGAC - 3'
ECXT99AF 5'- CCCGTTCTGGATAATGTTTT -3’
ECXT99AR 5- GCTACGGCGTTTCACTTCTG - 3’

4.2.2 Oligonukleotidy pro vzajemnou asociaci

Tyto dvojice komplementarnich oligonukleotidi nesoucich promotorvé sekvence

byly pouZity pro pfimé klonovani ve vektoru pEPR1.

PCGDHF 5- GCCGAAGACTTTGCGCTGGTCAGCGATGGAAGTAACAGAGTTA
GGGTCCCAAGTGTTGTATCTATTCCAGG - 3

PCGDHR 5- GATCCCTGGAATAGATACAACACTTGGGACCCTAACTCTGTTAC
TTCCATCGCTGACCAGCGCAAAGTCTTCGGCTGCA - 3

PCGHDF 5°- GCACCCATTGTTCCCGCTTTAACCGCTATCTGGAATGATTGATAG
CAACTTCTCGATCTACTGAGTGAAAAG - 37

PCGHDR 5°- GATCCTTTTCACTCAGTAGATCGAGAAGTTGCTATCAATCATTCC
AGATAGCGGTTAAAGCGGGAACAATGGGTGCTGCA - 37

4.2.3 DNA markery

e 1 kb DNA Ladder (New England BioLabs, USA)
e DNA marker 155-970 (Top-Bio, CR)
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4.2.4 Plazmidy

4.2.4.1 pEPR1
Podvojny promotor-test vektor pro E. coli a C. glutamicum pEPR1 (Obr. 5)

ma velikost 7,3 kpb a nese gen aph pro kanamycinovou rezistenci a reportérovy
gen gfpuv kédujici zeleny fluorescenéni protein (GFP). Exprese reportérového genu

umozniuje snadné sledovani aktivity nami vilozeného promotoru (Knoppova et al.,
2007).
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Obrazek 5. Schéma vektoru pEPR1. Vektor je ur€en pro kvantitativni testovani promotora.

Reportérovym genem je gfpuv. Modfe je zobrazen teminator T-rrnB,T-leuB, a &ervené jsou
vyznaceny strukturni geny.

Pouzité rekombinantni plazmidy odvozené od pEPR1:
e pEPR1PrsdA: nese vliozeny oP-dependentni promotor PrsdA

e pEPR1PuvrD3: nese vloZzeny oH-dependentni promotor PuvrD3

18



4.2.4.2 pEC-XT99A

Podvojny expresni vektor pro E. coli a C. glutamicum ma velikost 7,5 kpb a
slouzi k indukované expresi genu naseho zajmu (Obr. 6). Obsahuje gen pro
tetracyklinovou rezistenci (tetA) a promotor Ptrc indukovatelny IPTG. Po indukci
dochazi k expresi genu naseho zajmu, ktery je vkladan do multiklonovaciho mista

umisténého za Ptrc (Kirchner a Tauch, 2003).
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Obrazek 6. Schéma vektoru pEC-XT99A. Modfe jsou vyznaceny terminatory T1 a T2 a
Cervené jsou vyznaceny strukturni geny.

Pouzité rekombinantni plazmidy odvozené od pEC-XT99A:
e PpEC-XT99AsigD: nese vlozeny gen sigH kéduijici faktor o®
e PpEC-XT99AsigH: nese vloZeny gen sigH kodujici faktor o
e pEC-XT99AmutH_4A+K: nese vlozeny gen sigH s mutaci vdoméné
04
e pEC-XT99AmutH_6A: nese vlozeny gen sigH s mutaci vdoméné o4
e pEC-XT99AmutH_6A+K: nese vloZzeny gen sigH s mutaci vdoméné

04
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4.2.4.3 pMA-RQ
Komer¢ni plazmid nesouci gen pro ampicilinovou rezistenci.
Pouzité rekombinantni plazmidy odvozené od pMA-RQ:
e pMA-RQsigDH: nese vlozeny gen pro hybridni faktor P
e pMA-RQsigHD: nese vlozeny gen pro hybridni faktor P

4.3 Kultivaéni média

Komplexni tekuté médium 2xYT (1000 ml)
e 16 g trypton
¢ 10 g kvasinkovy extrakt
e 5gNaCl
e pH=7,0 (neupravovano)
Médium bylo po rozpusténi v dH20 do celkového objemu 1000 ml sterilizovano

autoklavovanim.

Komplexni pevné médium 2xYT (1000 ml)

e 16 gtrypton

10 g kvasinkovy extrakt
5 g NaCl
e 15gagar

e pH=7,0 (neupravovano)
Médium bylo po rozpusténi v dH20 do celkového objemu 1000 ml sterilizovano

autoklavovanim.

4.4 Pufry

PBS pufr
e 136,89 mM NacCl
e 2,68 mM KCI
e 10,05 mM NazHPOa4
e 1,77 MM KH2PO4
e pH = 8,0 (upraveno H3PO4)
Pufr byl po rozpusténi v dH20 sterilizovan autoklavovanim.
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4.5 Chemikalie

Agar — Oxoid, UK

Agaroza SeaKem® LE — Lonza, USA

Ampicilin — Serva, Némecko

Bovine serum albumine (BSA) — Sigma-Aldrich, USA
CutSmart® Buffer — New England BioLabs, USA

dNTP — Top-Bio, CR

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4) — Lachema, CR
Ethanol 97 % — Lachema, CR

Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) — Serva, Némecko

Gel Loading Dye, Blue (6x) — New England BioLabs, USA
GelRed® — Biotium, USA

Glycerol - VWR, CR

GoTaqg® DNA polymeraza — Promega, USA
Hydrogenfosforeénan sodny (NazHPO4) — Lachema, CR
Hydroxid sodny (NaOH) — Lach-Ner, CR

Chlorid draselny (KCI) — Lach-Ner, CR

Chlorid sodny (NaCl) — Lachema, CR

Chlorid vapenaty (CaClz) — Lachema, CR
Izopropyl-B-D-thiogalaktosid (IPTG) — Sigma - Aldrich, USA
Kanamycin — Sigma-Aldrich, USA

Kyselina borita — Sigma-Aldrich, USA

Kvasinkovy extrakt — Serva, Némecko

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

Kyselina chlorovodikova (HCI) — Lachema, CR

Kyselina octova (CH3COOH) — Penta, CR

Lysozym — Serva, Némecko
3-(N-morpholino)propanosulfonova kyselina (MOPS) — Serva, Némecko
Polyethylenglykol (PEG) — Thermo Fisher Scientific, USA
Restrikéni endonukleazy — New England BioLabs, USA
Tetracyklin — Serva, Némecko

TRIS-hydroxymetylaminomethan — Serva, Némecko
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Trypton — Oxoid, UK
T4 DNA ligaza — New England BioLabs, USA

4.6 Komercni soupravy

High Pure Plasmid Isolation Kit® — Roche, Némecko
High Pure PCR Product Purification Kit® — Roche, Némecko

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

Centrifuga A15 — B.Braun Biotech International, Némecko
Digitalni fotoaparat KODAK DC290 Zoom — KODAK, USA
Elektroforeticka aparatura — Jordan Scientific, UK

Elektroporator Gene pulser — Bio-rad, Némecko

FastPrep®-24 Classic Instrument — MP biomedicals, USA
Fluorimetr Safire? — Tecan, Rakousko

Chlazena centrifuga Eppendorf 5804 — Eppendorf, Némecko
Chlazena centrifuga Mikro 200R — Hettich, Némecko

Laboratorni vaha — Sartorius, Némecko

Magneticka michacka Mini MR Standard — IKA, Némecko

pH metr PHM210 Standard — Radiometer Analytical SAS, Francie
Trepacka Gallenkamp — Gallenkamp, UK

TrepacCka Orbital Shaker Incubator ES-20 150 — Biosan, Litva
UV/VIS spektrofotometr Biomate 5 Double Beam — Thermo Electron Corporation,
USA

UV/VIS spektrofotometr NanoPhotometer — IMPLEN, Némecko

4.8 Software

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST; NCBI) — software k porovnavani
sekvenci nukleotidi a aminokyselin [https://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST]

Bio-Vision® (Vilber, Francie) — fotodokumentace agarézovych gelli a analyza obrazu

Microsoft Office 2013 — Uprava tabulek, graft a textu
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Lasergene verze 7.1 (DNASTAR, Inc., USA) — analyza a zpracovani nukleotidovych
a aminokyselinovych sekvenci
Clone Manager 9 Basic Edition (SciEd Software; USA) — grafické znazornéni,

konstrukce a analyza rekombinantnich molekul

4.9 Metody
4.9.1 Elektroforéza DNA v agarézovych gelech

Material:

e pufr TBE (90 mM Tris-HCI; 2mM EDTA; 90 mM H3BOs; pH = 8,0)

e GelRed®

e Agaroza SeaKem®LE

e DNA markery: 1 kb DNA ladder, DNA marker 155-970

e Gel Loading Dye, Blue (6X)
Postup:

Agardza byla rozpusténa ve 35 ml 0,5 x TBE v poZzadované koncentraci  1-

1,5% (w/v) pomoci zahfivani v mikrovinné troubé. Do jamek vytvofenych pomoci
hfebinku byly po ztuhnuti gelu nanaseny vzorky i standard velikosti nukleovych
kyselin spolu s GelRed a nanasecim pufrem Gel Loading Dye, Blue. Elektroforeticka
aparatura byla pfipojena ke zdroji stejnosmérného napéti. Elektroforéza bézela 50-
80 min pfi 5 V/cm. Gel byl vizualizovan pomoci UV - transiluminatoru a vyhodnocen

softwarem Bio - Vision®.

4.9.2 Izolace fragmentti DNA z agarézového gelu
Material:

e High Pure PCR Product Purification Kit®

e |zopropanol

e 10 mM Tris-HCI pH =85
Postup:

Z agarozového gelu byl pod UV lampou skalpelem vyfiznut bloCek o

hmotnosti 100-300 mg, ktery obsahoval poZadovany fragment DNA. Dale se
postupovalo dle pokynt vyrobce soupravy High Pure PCR Product Purification Kit®.

Nakonec byl produkt z kolonky eluovan 25 ul 10 mM Tris-HCI.
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4.9.3 Miniizolace plazmidové DNA
Material:
e P1 suspenzni pufr (50 mM Tris-HCI; 10 mM EDTA + RNaza A; pH = 8,0)
(Qiagen, Némecko)
e P2 lyzacni pufr (0,2 M NaOH a 1%SDS) (Qiagen, Némecko)
e P3 neutralizacni pufr (3,0 M octan draselny; pH = 5,5) (Qiagen, Némecko)
e 97% (v/v) EtOH
o Acetat-MOPS (0,1 M octan sodny; 0,05 M MOPS upraveno na pH = 8,0
pomoci NaOH)
e 10 mM Tris-HCI pH = 38,5
e Lysozym (10 mg/ml)

Postup:

Kultura E. coli byla zaoCkovana do 2 ml 2xYT média s pfisluSnym
antibiotikem. Po kultivaci pres noc pfi teploté 37 °C byla kultura pfenesena do 2ml
mikrozkumavek. Nasledovala centrifugace pfi 14000 x g po dobu 3 min.
Supernatant byl odstranén a pelet zamrazen v teploté -20 °C. Poté byl pelet
resuspendovan ve 200 ul P1 + 6 pl lysozymu a nasledovalo 15 min inkubace
v teploté 37 °C. Poté se k vzorku pfidalo 400 upl P2 roztoku. Vzorek byl jemné
promichan prevracenim mikrozkumavky a 5 minut inkubovan pfi laboratorni teploté.
Po pfidani P3 a jemném promichanim nasledovala inkubace pfi 4 °C po dobu 10
min. Poté byla suspenze centrifugovana 10 min pfi 14 000 x g a teploté 10 °C.

710 ul supernatantu bylo odebrano do nové Cisté 2ml mikrozkumavky a
promichano s dvojnasobnym objemem EtOH (1420 ul). Smés s etanolem byla
inkubovana 15 min pfi 4 °C a nasledné centrifugovana 10 min pfi 14 000 x g a
teploté 10 °C. Po odstranéni supernatantu byla oteviena mikrozkumavka 10 min
susena pfi laboratorni teploté. Pelet byl rozpustén v 75 ul acetat-MOPS a nasledné
promichan s 150 uyl EtOH. Po 15 min inkubaci pfi4 °C byla smés znovu
centrifugovana 10 min pfi 14000 x g a 10 °C. Po centrifugaci nasledovalo
odstranéni supernatantu a vysuSeni pfi laboratorni teploté. Nakonec byl pelet
rozpustén v 50 pl 10 mM Tris-HCI. Vzorek byl analyzovan pomoci agarézové

elektroforézy.
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V pfipadé miniizolace plazmidové DNA z hostitelského kmene C.
glutamicum byl postup stejny. LiSilo se pouze mnozstvi pfidaného lysozymu (30 pl)

a délka inkubace vzorku s pufrem P1 (2 h).

4.9.4 Priprava vzorku na sekvenovani
Material:

e High Pure Plasmid Isolation Kit®

e ddHz20

e 10 uM sekvenacni primer

e 10 mM Tris-HCI pH = 8,5
Postup:
Vyizolovany plazmid byl pirecistén pomoci High Pure Plasmid Isolation Kit® a
nasledné eluovan 25 ul 10 mM Tris-HCI. Smés pro sekvenaci obsahovala 500 ng
plazmidové DNA, 2,5 ul sekvenacéniho primeru a ddH20 k doplnéni do celkového
objemu 10 pl. Pfipravena smés byla sekvenovana firmou Eurofins Genomics

(Némecko).

4.9.5 Polymerazova retézova reakce (PCR)
Material:

e ddH20

e Green GoTaq® Reaction Buffer

e GoTaq® polymeraza

e 10 puM primery pro PCR

e 10 mMMdNTP
e DNA templat
Postup:

Smés byla namichana v ledové lazni dle prislusné tabulky (Tab. 1). Smés o
vysledném objemu 25 ul byla promichana a vloZzena do termocycleru, kde probéhl
pFislusny program (Tab. 2). Po probé&hnuti programu byl vysledek PCR ovéfen

agarozovou elektroforézou.
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Tabulka 1. Reakcéni smés pro PCR.

Chemikalie Objem v 25 pl
pufr 5ul
dNTP 0,5 pl
primer 1 0,5 ul
primer 2 0,5 ul
polymeraza 0,12 pl
ddH20 17,38 pl
DNA 1 ul

Tabulka 2. Pribéh PCR reakce.

Reakce Teplota (°C) Cas Pocet cyklu
Iniciacni denaturace 95 2 min 1
Denaturace 94 30s
Hybridizace 54-60 30s 35
Syntéza DNA 72 30-200 s
Konecna syntéza 72 5 min 1

4.9.6 Asociace syntetickych komplementarnich

oligonukleotidu
Material:
e 100 uM syntetické oligonukleotidy
e Platinum® Taq 10x High Fidelity PCR buffer (HiFi pufr)
e 50 mM MgSO4
e ddH20
Postup:

Reakéni smés byla smichana do vysledného objemu 50 ul (Tab. 3). Po
promichani byla umisténa do termocycleru, kde probéhl pfislusny program.
Nejdfive byla smés inkubovana pfi 95° C po dobu 5 minut. Poté dochazelo kazdou
minutu ke snizeni reasociacni teploty o 1 °C az smés dosahla teploty 45 °C.
Nakonec doslo k ochlazeni smési na 4 °C.
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Tabulka 3. Reakéni smés hybridizace oligonukleotidd.

Chemikalie objem v 50 pl
HiFi pufr 5 ul
oligonukleotid 1 2,5 ul
oligonukleotid 2 2,5 ul
MgSO4 1,25 pl
ddH20 39 pl

4.9.7 Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami
Material:
e Restrikéni pufry — NEBuffer 3.1 (10x); CutSmart® (10x)
e Restrikéni endonukleazy — BamHI-HF; EcoRI-HF; Nsil; Pstl-HF; Xbal
e DNA
e ddH20
Postup:

V 1,5ml mikrozkumavce byla pfipravena smés o vysledném objemu 30 pl.
Smés obsahovala 3 pl odpovidajiciho restrikéniho pufru, 100-2000 ng DNA a 1 pl
restrikEni endonukleazy. Restrik¢ni smés byla doplnéna ddH20 do 30 pl. Po
promichani smési nasledovala 1-4h inkubace pfi 37 °C (delSi doba v pfipadé
Stépeni DNA urcené pro klonovani). Vysledek restrikéniho Stépeni byl analyzovan

elektroforézou.

4.9.8 Precisténi linearni DNA pomoci komeréni soupravy
Material:
e High Pure PCR Product Purification Kit®
e 10 mM Tris-HCI pH =85
Postup:
Precisténi probéhlo za pomoci roztokl z komeréni soupravy High Pure PCR
Product Purification Kit® od firmy Roche dle manuélu vyrobce. Nakonec byl

preCidtény vzorek linearni DNA eluovan z kolonky 25 pl 10 mM Tris-HCI.
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4.9.9 Ligace DNA
Material:

e T4 DNA ligaza

e T4 DNA Ligase Reaction buffer (10x)

e 50 % (w/v) PEG 4000
Postup:

Ligacni smés byla namichana v 0,5ml mikrozkumavce. Obsahovala 1 ul T4

DNA Ligase Buffer (10x), 1 ul T4 DNA ligazy, 1 pyl PEG 4000 a fragmenty DNA
v molarnim pomeéru inzert/vektor 3:1. Smés byla doplnéna ddH20 do celkového

objemu 10 pl. Vlastni ligace probihala po dobu 4,5 h pfi teploté 18 °C v termocycleru.

4.9.10 Priprava kompetentnich bunék E. coli
Material:

e 0,1 M CaCl2

e 45 % (w/v) glycerol
Postup:

Kultura E. coli TOP10 byla kultivovana ve 2xYT médiu na rotacni tfepacce
pfi teploté 37 °C a 180 otackach za minutu do ODeoo = 0,5. Poté byl 1 ml kultury
centrifugovan (5000 x g, 10 min, 4 °C). Supernatant byl odstranén a pelet
resuspendovan v 0,5 ml 0,1 M ledového CaClz a ponechan 30 min na ledu. Poté
probéhla dalsi centrifugace (5000 x g, 5 min, 10 °C), supernatant byl odstranén a
finalné resuspendovan v 0,1 ml 0,1 M CaClz. Po pfidani 25 ul glycerolu byly

kompetentni buriky okamzité pouzity pro transformaci ¢i uchovany -70 °C.

4.9.11 Transformace E. coli (Hanahan, 1983)
Material:
e Plazmidova DNA nebo ligaCni smés
e Antibiotikum (30 pg/ml kanamycin; 10 pg/ml tetracyklin; 100 pg/ml

ampicilin)
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Postup:

Ke 100 pl pfipravené suspenze kompetentnich bunék E. coli TOP10 bylo
pfidano 0,1-0,5 ug plazmidu nebo 10 pl ligaéni smési. Poté byla suspenze
ponechana 30 min v ledové lazni. Nasledovala inkubace ve vyhfatém termobloku
pfi teploté 42,5 °C po dobu 90 s. Poté byla smés 5 min ochlazena v ledové lazni a
k suspenzi bylo pfidano 400 pl tekutého média 2xYT. Regenerace bunék probihala
45 min pfi 37 °C na tfepacce. Nasledné bylo 200-300 pl bunécné suspenze vyseto
na pevné médium s pfisluSnym antibiotikem. Inkubace bunék na pevném médiu pfi
37 °C trvala 24 hodin.

4.9.12 Priprava kompetentnich bunék C. glutamicum
Material:

e Roztok G [10% glycerol (w/v)]

e Pufr GT [10% glycerol (v/v); 8 mM Tris-HCI; pH = 7,4]

e V pfipadé jiz transformovanych bunék pfislusné antibiotikum
Postup:

Kultura C. glutamicum z pevného média byla zaoCkovana do 10 ml 2xYT
tekutého média a kultivovana pfes noc ve 30 °C. Narostlou kulturou bylo
inokulovano 65 ml 2xYT média do ODsoo = 0,2. Nasledna kultivace probihala na
tfrepacce pfi 30° C do dosazeni ODsoo = 0,5-0,8 (cely proces trval 1,5 - 2 hodiny).
Poté byla bakterialni kultura chlazena po dobu 30 min v ledu a byla provedena
centrifugace kultury pfi 4500 x g a 4 °C po dobu 10 minut. Supernatant byl odstranén
a pelet promyt 30 ml GT. Nasledovala opét centrifugace (4500 x g, 4 °C) po dobu
10 min, po nizZ doSlo znovu k odstranéni supernatantu, a cely krok se zopakoval.
Po dvojnasobném promyti v GT nasledovala resuspendace v 1 ml G a nasledné
preneseni 175 pl suspenze do jednotlivych mikrozkumavek. Takto pfipravené
kompetentni buriky C. glutamicum byly pouzity ihned k elektroporaci nebo

uchovavany v -70 °C.
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4.9.13 Transformace C. glutamicum pomoci elektroporace
Material:

e Antibiotikum (30 pg/ml kanamycin; 10 pg/ml tetracyklin)

e Plazmidova DNA
Postup:

175 pl suspenze elektrokompetentnich bunék C. glutamicum bylo smichano

s 1-10 pg plazmidové DNA. Smés byla inkubovana 1 minutu v ledové lazni a poté
prepipetovana do vychlazené elektroporacni kyvety. K provedeni elektroporace
poslouzil elektroporator GENE PULSER (parametry elektrického pulzu: napéti 2,5
kV; kapacita 25 pF a odpor 600 Q). Po provedeni elektroporace byl k suspenzi
pfidan 1 ml 2xYT. Po pfeneseni smési zpét do 2ml mikrozkumavy nasledoval
tepelny Sok vtermobloku pfi 46 °C po dobu 6 minut. Nasledné byly buriky
regenerovany 2 hodiny pfi 30°C na tfepacce. Poté byly buriky vysety na pevné
meédium s prislusSnym antibiotikem odpovidajicim rekombinantnimu plazmidu a
dany do 30 °C.

4.9.14 Méreni fluorescence C. glutamicum v bezbunééném

extraktu
Material:
e Pufr PBS; pH=38,0
e 0,1 MPMSF
e 1MIPTG
o Cinidlo Bradfordové [0,1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250; 43% (v/v)
EtOH; 8,5% (v/v) H3PO4]
e 10 mg/ml BSA
e 30 pg/ml kanamycin
e 10 ug/ml tetracyklin
Postup:

Inokulaéni kulturou, ktera byla kultivovana v 10 ml 2YT s pfisluSnym
antibiotikem po dobu 16 hodin, bylo inokulovano 80 ml Cerstvého 2xYT s tymz
antibiotikem na ODesoo ~ 0,6. Takto zaoCkované banky byly kultivovany na tfrepacce
pfi teploté 30 °C do ODeoo = 1,0. Po dosazeni ODesoo = 1,0 bylo z bariky odebrano
pfiblizné 15 ml kultury pro stanoveni ,bazalni hodnoty specifické intenzity
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fluorescence”. Z kultury bylo dale pfeneseno 30 ml do nové kultivacni bariky,
zaindukovano 30 pyl 1 M IPTG (Cas ,0%) a dano tfepat, pfiCemz zbyla kultura byla
dale kultivovana jako kontrolni neindukovany vzorek.

Pro méfeni fluorescence byla ve stanovenych intervalech (3, 6 a 24 h po
IPTG indukci) odebirana biomasa odpovidajici vzdy 7,2 mg suché hmotnosti bunék
(4 ml pfi ODsoo = 3,0). Odebrany vzorek byl ochlazen v ledové lazni a nasledné
centrifugovan 5 minut pfi 5000 x g a 4 °C. Supernatant byl odstranén a pelet
resuspendovan v 1 ml vychlazeného PBS s pfidanym PMSF (finalni koncentrace
v PBS byla 0,1 mM). Po dalSi centrifugaci (1 min pfi 14 000 x g a 4 °C) byl pelet
resuspendovan v 500 ul PBS a takto pfipravené vzorky byly uchovavany v chladu
a temnu.

Po poslednim odbéru byly vSechny zpracované vzorky pfeneseny do
specialnich 2 ml mikrozkumavek s pfipravenymi sklenénymi mikrokulickami
Balotina o prdméru do 0,5 mm (200 pl) a homogenizovany tfikrat po dobu 1 min pfi
rychlosti 6,5 m/s. Nasledovala centrifugace homogenizovanych vzorkd (20 min,
14 000 x g, 10 °C), po niz bylo odebrano 260 pl bezbunééného extraktu do nové
mikrozkumavky.

Koncentrace proteinl v bezbunééném extraktu byla zméfena metodou podle
Bradfordové (Bradford, 1976). Do plastovych kyvet bylo napipetovano 10 pl
bezbunécéného lyzatu a 10 pl H20. Kvzorkim bylo pfidano 980 pl cinidla
Bradfordové. Standardy BSA byly pfipraveny o koncentracich 0,1 mg/ml; 0,25
mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,75 mg/ml a 1 mg/ml. 20 pl standardu bylo s 980 ul Bradfordova
Cinidla napipetovano do plastové kyvety. Po 30 min inkubaci byla pomoci
spektrometru zméfena absorbance standardu pfi vinové délce 595 nm, na jejimz
zakladé byla stanovena kalibraCni kfivka. Nasledné byla zméfena absorbance
jednotlivych vzorkl a dle kalibraéni kfivky vypocétena koncentrace proteinu
v bezbunécném extraktu.

Pro mérfeni intenzity fluorescence v bezbunéfném extraktu fluorimetrem
Safire? (parametry viz Tab. 4) bylo pfeneseno 200 ul vzork(i do jamek mikrotitracni
desticky Nunclone™ Delta Surface. Zji§téna intenzita fluorescence (AU) byla poté

vztazena na mnozstvi proteinu v jednotlivych vzorcich (AU/mg).
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Tabulka 4. Nastaveni parametrd Safire?.

Parametr méreni Hodnota
VInova délka excitace 397 nm
Vinova délka emise 509 nm
Sitka excitaéni $térbiny 5,0 nm
Sitka emisni $térbiny 20,0 nm
Doba tfepani 5s
Doba usazovani 10s
Md&d snimani spodni
Integracni Cas 40 s
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5 Vysledky
5.1 Design hybridnich faktori sigma a hybridnich

promotoru

Faktory o a aP z kmene C. glutamicum témér striktné rozeznavaji promotory
se silné konzervovanymi promotory GGAAT/c — 18 nt — GTT (") a GTAAC — 18 nt
— GAT (aP). Vzhledem k pfedpokladu, Ze regulony téchto faktor(i sigma jsou vyluéné
(nepfekryvaji se), jako kombinace pro tvorbu hybrid byly zvoleny praveé tyto faktory
sigma. Vychozim bodem prace byl navrh sekvenci hybridnich faktorti oP" a o"P a
hybridnich promotort PsigDH a PsigHD (J. Ne&vera). U hybridnich faktort o byly
pomoci kombinaci sekvenci genu vyménény odpovidajici useky genu kodujici
doménu o4, takZe gen kodujici o nesl 04 doménu faktoru ot a gen koédujici otP
naopak nesl os doménu faktoru o® (Obr. 7). Hranice obou ¢asti byly zvoleny
v oblasti, kde podle in silico modeld nemaiji proteiny o™ a oP ziejmé sekundarni

struktury.

Obrazek 7. Aminokyselinové sekvence prirozenych a hybridnich faktora o. Zelené
jsou vyznaceny aminokyselinové zbytky pochazejici z faktoru o® a Gervené pochazejici
z faktoru ot

Hybridni promotory byly vytvofeny kombinaci konvenénich sekvenci -35 a
-10 oblasti pfirozeného typického oH-dependentniho promotoru PuvrD3 a vylu¢né

oP-dependentniho promotoru PrsdA. Promotor PsigDH je tvofen -35 oblasti PrsdA
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a -10 oblasti PuvrD3 a promotor PsigHD -35 oblasti PuvrD3 a -10 oblasti PrsdA
(Obr. 8). Hranice pro kombinaci Useku sekvence DNA byla zvolena podle oblasti,
kde nejsou konvenéni sekvence promotord konzervovany. Podle naSich
predpokladt mél hybridni faktor oP" rozpoznavat hybridni promotor PsigHD a

naopak hybridni faktor 7P mél byt specificky pro promotor PsigDH.

-35 -10
PrsdA  recrcaccearseasGTAACasacrracsearcriCTCEAT racreacTganan

Obrazek 8. Nukleotidové sekvence hybridnich promotoru. Zelené jsou znazornény
sekvence pochazejici ze aoP-dependentniho promotoru, zatimco d&ervené ze o-
dependentniho promotoru. Zvyraznény a podtrZzeny jsou odpovidajici konvenéni sekvence
jednotlivych promotoru. Podtrzeny a nezvyraznény nukleotid prfedstavuje transkripéni start
Vv pozici +1.

5.2 Konstrukce plazmida s hybridnimi promotory
PEPR1PsigDH a pEPR1PsigHD

Komplementarni pary oligonukleotidd PCGHDF + PCGHDR a PCGDHF +
PCGDHR s promotorovymi sekvencemi odpovidajicimi PsigHD ¢i PsigDH byly
asociovany v termocycleru a pak ligovany s vektorem pEPR1 Stépenym enzymy
BamHI a Nsil. Poté byly touto ligaéni smési transformovany kompetentni bufky E.
coli TOP10 a vysety na pevné 2xYT médium s kanamycinem.

Z 8 nahodné vybranych kolonii ziskanych po transformacich kmene E. coli

TOP10 ob&ma ligaénimi smé&smi byla vyizolovana plazmidova DNA. Uspésnost
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izolace plazmidu byla ovéfena pomoci agardézové elektroforézy. K ovérfeni
pfitomnosti vloZzeného promotoru byla s50x fedénymi plazmidovymi DNA
provedena standardni PCR za pouziti kombinace primerd GFP1 + TRPTCGF1 a
GoTag® DNA polymerazy. Ziskané PCR produkty byly nasledné analyzovany
pomoci agarézové elektroforézy (Obr. 9). U ¢&tyf plazmidd, jejichz PCR produkty
odpovidaly pozadované velikosti, byla nukleotidova sekvence klonovanych
hybridnich promotorli ovéfena sekvenaci. Rekombinantni plazmidy pEPR1PsigDH1
a pEPR1PsigHD2 nesouci potvrzené poZadované nukleotidové sekvence byly nové
purifikovany z odpovidajicich  kultur E. coli TOP10(pEPR1PsigDH1) a
TOP10(pEPR1PsigHD?2).

970 pb
750 pb

995 pb
544 pb
447 pb

305 pb
239 pb

Obrazek 9. PCR produkty ziskané na 50x redénych plazmidovych templatech pomoci
kombinace primerti GFP1 + TRPTCGF1 a GoTaq® DNA polymerazy. Draha ¢. 1: templat
pEPR1PsigDH1, draha €. 2: templat pEPR1PsigDH2, draha €. 3: templat pEPR1PsigHD1,
draha ¢. 4: templat pEPR1PsigHD2, draha €. 5: linearni DNA marker 155-970.
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5.3 Priprava plazmidt s hybridnimi faktory sigma,
PEC-XT99AsigDH a pEC-XT99AsigHD

Jelikoz hybridni geny sigDH a sigHD byly syntetizovany firmou Thermo
Fisher Scientific a dodany na plazmidu pMA-RQ, bylo tfeba je nejprve pieklonovat
do expresniho vektoru pEC-XT99A.

Z agarozového gelu byly vyizolovany EcoRI a Xbal - stépené fragmenty pMA-
RQsigDH ¢i pMA-RQsigHD nesouci geny kodujici hybridni faktory o®H ¢i o"P. Vektor
pEC-XT99A byl Stépen také pomoci EcoRI, Xbal. Poté nasledovala ligace
Stépeného vektoru pEC-XT99A s fragmenty obsahujicimi geny sigDH a sigHD.

Obéma vytvofenymi ligacnimi smésmi byly transformovany kompetentni
bunky E. coli TOP10. Klony, které narostly na 2xYT pevné pudé s tetracyklinem,
byly nasledné ovéfovany pomoci restrikéni analyzy (Pstl) a standardni PCR pomoci
primerd ECXT99AF + ECXT99AR a GoTaq® polymerazy (Obr. 10). U velikostné
spravnych konstruktt byla sekvence gena kédujicich hybridni faktory oPH ¢&i oHP
ovéfrena sekvenaci. Ovéfené rekombinantni plazmidy pEC-XT99AsigDH3 a pEC-
XT99AsigHD?2 byly purifikovany a pfed dalSim pouzitim uchovavany pfi -20 °C.

2,0 kpb

10,0 kpb !
3,0 kpb
L
1,5 Kpbh e

—

1,0 kpb 970 pb

750 pb

595 pb
0,5 kpb 544 pb

447 pb

305 pb
239 pb
194 pb

Obrazek 10. PCR analyza rekombinantnich konstrukti pEC-XT99AsigDH a
pPEC-XT99AsigHD. Draha €. 1: linearni 1 kb DNA marker, draha ¢. 2-4: PCR produkty na
templatu pEC-XT99AsigDH1 — pEC-XT99AsigDH3 (cca 1040 pb), draha &. 5: PCR produkt
na templatu pEC-XT99AsigHD1 (cca 970 pb); draha €. 6: PCR produkt na templatu pEC-
XT99AsigHD2 (cca 970 pb); draha €. 7: PCR produkt na templatu pEC-XT99A (cca 340
pb); draha €. 8: linearni marker DNA marker 155-970.
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5.4 Vytvoreni dvouplazmidovych kmenu a analyza

aktivity promotort

5.4.1 Priprava a ovéreni dvouplazmidovych kment

K in vivo analyze interakce promotoru s faktory o se v Laboratofi molekularni
genetiky bakterii vyuziva dvouplazmidovy systém: v jedné burice C. glutamicum se
zaroven replikuji 2 typy rekombinantnich plazmidu: expresni vektor pEC-XT99A
sviozenym genem kédujicim faktor o a promotor-test vektor pEPR1
s analyzovanym promotorem. Reportérovy gen gfpuv neseny vektorem pEPR1
umoznuje stanovit aktivitu promotoru na zakladé méfeni fluorescence
produkovaného GFP.

VSechny dale testované dvouplazmidové kmeny C. glutamicum (pEC-
XT99%Asig, X“ + pEPR1Psig,Y®) byly pfipraveny dvoustupriové, tj. nejdfive byl
hostitelsky kmen C. glutamicum transformovan rekombinantnim plazmidem
zalozenym na expresnim vektoru pEC-XT99A, z takto vzniklého konstruktu byly
pfipraveny nové kompetentni bunky a teprve ty byly finalné transformovany
rekombinantnim plazmidem nesoucim klonovany promotor pEPR1Psig ,, Y*.

Spravnost takto ziskanych dvouplazmidovych systém( byla ovéfena jak
restrikEni analyzou (Pstl) izolovanych rekombinantnich plazmidd, tak i standardni
PCR pomoci primerll GFP1 + TRPTCGF1 ¢i ECXT99AF + ECXT99AR a GoTaqg®
polymerazy na 50x fedénych izolatech jako templatu. Odpovidajici konstrukty, a to
v€etné rekombinantniho klonu nesouciho jeden rekombinantni plazmid a prazdny
vektor pEPR1, byly nasledné uchovany v glycerolovych konzervach pfi -70 °C a
dale analyzovany metodou mérfeni intenzity fluorescence za podminek IPTG -
indukované nadexprese klonovaného genu kodujiciho pfislusny faktor o.

Co se tyCe naslednych srovnavacich kvantitativnich analyz takto
pfipravenych dvouplazmidovych systémd pomoci metody méreni fluorescence,
v8echny experimenty byly provadény stejné, tj. vzorky byly odebirany vzdy 3, 6 a
24 hodin po indukci exprese genu sig,X“ pomoci 1 mM IPTG (kultura v ¢ase 0 pfi
ODesoo cca 1,0). V jednom experimentu byla vzdy testovana sada klonovanych
promotoru (PrsdA a PuvrD3, PsigDH a PsigHD) s tymz nadprodukovanym faktorem
0.
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5.4.2 Aktivita hybridnich promotoru Fizena hybridnimi faktory
sigma

Pro dvouplazmidové systémy nadprodukujici hybridni faktor o® bylo
zjisténo, Ze v podstaté nijak nereaguji na indukci pomoci IPTG, nebot vysledné
hodnoty specifické intenzity fluorescence byly u odpovidajicich promotort za

indukovanych podminek témér totozné (Obr. 11).
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Obrazek 11. Aktivita sady promotorii v kmenech s indukovanou nadexpresi genu
kédujiciho faktor oPM. Sloupce udavaji hodnotu naméfené intenzity fluorescence
v jednotkach AU/mg proteinu vynesené proti &asu v hodinach. Sedé je znazornén samotny
vektor pEPR1, zelené kontrolni aP-dependentni promotor PrsdA, Gervené kontrolni o'-
dependentni promotor PuvrD3, modfe hybridni promotor PsigDH a rizové PsigHD. Svétlé
odstiny plati pro neindukované systémy a tmavé pro systémy indukované IPTG.
Znazornéné vysledky jsou aritmetické priameéry ze dvou nezavislych méreni jednotlivych
vzorkl, smérodatna odchylka je znazornéna chybovou useckou.

Z analyzy zaroven vyplynulo, Ze se hybridni promotor PsigHD chova
obdobné jako oP-dependentni kontrola PrsdA, jejichz hodnoty specifické intenzity

fluorescence dosahovaly pfiblizné trojnasobku hodnot naméfenych pro
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dvouplazmidovy systém se samotnym promotor - test vektorem pEPR1 (,bazalni
hodnota systému“ nepfrevysila 1000 AU/mg proteinu), zatimco specificka intenzita
fluorescence zjiSténa pro hybridni promotor PsigDH se od této bazalni hodnoty
systému nijak vyrazné nelisila.

Chovani dvouplazmidového systému nadprodukujiciho druhy hybridni faktor
o"P bylo, co se ty¢e fluorescenéni intenzity, velice obdobné jako u jizZ zminéného
systému zaloZeného na hybridnim faktoru oP". Jedinou, i kdyZ vyraznou zménou,
byly zcela srovnatelné hodnoty specifické intenzity fluorescence naméfené jak pro
hybridni promotor PsigHD, tak i pro oba zastupce pfirodnich o®- i aH-dependentnich

promotoru zarover (Obr. 12).
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Obrazek 12. Aktivita sady promotori v kmenech s indukovanou nadexpresi genu
kédujiciho faktor o"P. Sloupce udavaji hodnotu naméfené intenzity fluorescence
v jednotkach AU/mg proteinu vynesené proti ¢asu v hodinach. Sedé je znazornén samotny
vektor pEPR1, zelené kontrolni oP-dependentni promotor PrsdA, ¢ervené kontrolni o'-
dependentni promotor PuvrD3, modfe hybridni promotor PsigDH a rizové PsigHD. Svétlé
odstiny plati pro neindukované systémy a tmavé pro systémy indukované IPTG.
Znazornéné vysledky jsou aritmetické praméry ze dvou nezavislych méreni jednotlivych
vzorkl, smérodatna odchylka je znazornéna chybovou useckou.
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V kontrolnim dvouplazmidovém systému nadprodukujicim pfirozeny faktor
oP (Obr. 13)jiz doslo k oGekavanému vyraznému zvySeni aktivity pfirozeného oP-
dependentniho promotoru PrsdA za indukcnich podminek (hodnoty specifické
intenzity fluorescence Cinily vice nez dvacetinasobek odpovidajicich hodnot
naméfenych za neindukéniho stavu). Zaroven se, i kdyZ v mnohem mens$i mife,
zvySila i aktivita hybridniho promotoru PsigHD (pozorovany vzrust byl pfiblizné
trojnasobny v €ase 24 h po indukci), avSak v tomto pfipadé byly absolutni hodnoty
specificke intenzity fluorescence velmi nizké (necelych 3400 AU/mg proteinu ve 24.
hodiné po indukci), zatimco pro pfirozeny promotor PrsdA tato hodnota pfesahovala
60 000 AU/mg proteinu.
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Obrazek 13. Aktivita sady promotori v kmenech s indukovanou nadexpresi genu
koédujiciho faktor oP. Sloupce udavaji hodnotu naméfené intenzity fluorescence
v jednotkach AU/mg proteinu vynesené proti ¢asu v hodinach. Sedé je znazornén samotny
vektor pEPR1, zelené kontrolni aP-dependentni promotor PrsdA, Gervené kontrolni ot-
dependentni promotor PuvrD3, modfe hybridni promotor PsigDH a rlizové PsigHD. Svétlé
odstiny plati pro neindukované systémy a tmavé pro systémy indukované IPTG.
Znazornéné vysledky jsou aritmetické primeéry ze dvou nezavislych méreni jednotlivych
vzorkl, smérodatna odchylka je znazornéna chybovou useckou.
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Béhem fluorescenéni analyzy v systému nadprodukujicim pfirozeny faktor o
doSlo za indukénich podminek k oCekavanému velkému narastu aktivity
pfirozeného o"-dependentniho promotoru PuvrD3 (pfiblizné pétinasobnému oproti
systému bez induktoru). Mirny, a to nejvySe dvojnasobny, narlst intenzity
fluorescence za indukénich podminek byl dokonce zaznamenan i v systémech
s obéma hybridnimi faktory PsigDH a PsigHD, avSak v tomto pfipadé musime brat
v potaz i potencialni zkresleni tohoto vysledku kvuli velkému rozptylu namérenych
hodnot, nebot’ v 24. hodiné po indukci se aktivita téchto obou promotort dostala na

hodnotu srovnatelnou s hodnotou bazalni fluorescence systému (Obr. 14).
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Obrazek 14. Aktivita sady promotori v kmenech s indukovanou nadexpresi genu
kédujiciho faktor o!. Sloupce udavaji hodnotu naméfené intenzity fluorescence
v jednotkach AU/mg proteinu vynesené proti ¢asu v hodinach. Sedé je znazornén samotny
vektor pEPR1, zelené kontrolni oP-dependentni promotor PrsdA, ¢ervené kontrolni o'-
dependentni promotor PuvrD3, modfe hybridni promotor PsigDH a rGzové PsigHD. Svétlé
odstiny plati pro neindukované systémy a tmavé pro systémy indukované IPTG.
Znazornéné vysledky jsou aritmetické praméry ze dvou nezavislych méreni jednotlivych
vzorkl, smérodatna odchylka je znazornéna chybovou useckou.
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5.4.3 Aktivita promotoru fizenych modifikovanymi faktory o™

ProtoZe ani jeden z testovanych hybridnich faktord o®H ¢i oHP nerozeznaval
odpovidajici hybridni promotory dle nasich pavodnich pfedpokladul, rozhodli jsme
se tyto hybridni promotory dale testovat i v pfitomnosti nadprodukovanych cilené
modifikovanych faktort o*.

Na zakladé in silico homologniho modelovani a molekularni dynamiky (Dr.
Barvik, Fyzikalni ustav UK Praha) byla pomoci Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit
vytvofena sada 4 mutant( faktoru ot v doméné o4 (gMutH4A gmutH_4A+K - gmutH_6A g
oMutH_6A+K- Dr  Stépanek). VSechny tyto mutanty nesly zamény umozhiujici
teoretickou interakci s -35 konvencéni oblasti aP-dependentnich promotort (Obr. 15),
¢imz mohly lépe rozpoznavat hybridni promotor PsigDH, pfi€¢emzZ pozitivné nabity
aminokyselinovy zbytek lysinu K14 mél u modifikovanych faktorl gMutH 4A+K g
omMutH_6A*K gpétné restabilizovat komplex mutovaného faktoru o A1esVRVA172 s -
35 konvencni oblasti oP-promotoru, jehoz stabilita byla negativné ovlivnéna
zameénou pUvodniho argininu R172 za alanin, zatimco posun prolinového zbytku o
jednu pozici umoznil diky flexibilité své molekuly podstatné vhodnéjsi sekundarni
strukturu modifikovanych faktorti gmutH_6A g gmuth_6A*K prq jejich interakci s -35 oblasti

promotoru.

-35
ol-dependentnipromotor G |T A A|C
T

o-dependentnipromotor G |G| A A

1

ol EKARDILILRVIVGLSAEETAEMVGSTPGAVRVAQ
[ |

o™ PEYRMVVYYADVEDLAYKEIAETIMDVPLGTVMSRL
[ |

gMuH_4A  PRYRMVVYYADVEDLAYKEIAEIMDVPLGAVRVAL
[ |

oMUH_AAK PR yYRMVVYYADVEDLAYKEIAREIMDVEPLGAVEVAL
[ |

gMuH_6A  PEYRMVVYYADVEDLAYKEIAEIMDVTPGAVRVAL
[ |

oMUH_6AK  pPRYRMVVYYADVEDLAYKEIAEIMDVTPGAVRVAL
™

Obrazek 15. Interakce liSicich se nukleotidii -35 konvenéni oblasti o®- a o-
dependentnich promotord s odpovidajicimi interagujicimi aminokyselinovymi zbytky
nativnich a modifikovanych faktord o. Cervené jsou vyznadeny provedené mutace u
modifikovanych faktort g™,
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vr o waiwvos

rozpoznavani tohoto promotoru (Dostalova et al.,, 2019) v pofadi prvnim, a to
v podstaté nejjednodus$im, mutantnim faktorem o™tH-4A (nepublikované vysledky
Laboratoie molekularni genetiky bakterii), nebyl tento modifikovany faktor gmutH_4A,
na rozdil od ostatnich dosud netestovanych modifikovanych faktor(i gmutH6A

gMuth_6A+K g gmutH_4A+K "do experimentalni ¢asti této diplomové prace zahrnut.
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Obrazek 16. Aktivita sady promotori v kmenech s indukovanou nadexpresi genu
kédujiciho faktor o™*H-5A, Sloupce udavaji hodnotu naméfené intenzity fluorescence
v jednotkach AU/mg proteinu vynesené proti ¢asu v hodinach. Sedé je znazorné&n samotny
vektor pEPR1, zelené kontrolni aP-dependentni promotor PrsdA, ¢ervené kontrolni o'-
dependentni promotor PuvrD3, modfe hybridni promotor PsigDH a rizové PsigHD. Svétlé
odstiny plati pro neindukované systémy a tmavé pro systémy indukované IPTG.
Znazornéné vysledky jsou aritmetické primeéry ze dvou nezavislych méreni jednotlivych
vzorkl, smérodatna odchylka je znazornéna chybovou useckou.
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V dvouplazmidovém systému nadprodukujicim faktor o™tH-8A  doslo
k vyraznému vzrlstu aktivity hybridniho promotoru PsigDH za indukénich podminek
(az dvacetinasobek specifické hodnoty fluorescence oproti stavu bez IPTG, bohuzel
opét s velkym rozptylem naméfenych hodnot; Obr. 16). Mirny narust aktivity
promotoru nastal i v pfipadé pfirozeného oH-dependentniho promotoru PuvrD3, kdy
specificka intenzita fluorescence po indukci dosahla pfiblizné dvojnasobného

zvyseni, avSak v absolutnim vyjadfeni jde o prakticky zanedbatelné hodnoty.
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Obrazek 17. Aktivita sady promotori v kmenech s indukovanou nadexpresi genu
kédujiciho faktor o™tH-8A*K_ Sloupce udavaji hodnotu naméfené intenzity fluorescence
v jednotkach AU/mg proteinu vynesené proti ¢asu v hodinach. Sedé je znazornén samotny
vektor pEPR1, zelené kontrolni aP-dependentni promotor PrsdA, ¢ervené kontrolni ot-
dependentni promotor PuvrD3, modfe hybridni promotor PsigDH a rlzové PsigHD. Svétlé
odstiny plati pro neindukované systémy a tmavé pro systémy indukované IPTG.
Znazornéné vysledky jsou aritmetické priméry ze dvou nezavislych méfeni jednotlivych
vzorkl, smérodatna odchylka je znazornéna chybovou Useckou.
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Dale byla sledovana aktivita promotord ve dvouplazmidovém systému
nadprodukujicim faktor g™UtH-8A*K (Qpr. 17). Indukce pomoci IPTG opét vyrazné
ovlivnila aktivitu hybridniho promotoru PsigDH a zpUsobila pfiblizné devitinasobny
narust specifické intenzity fluorescence oproti neindukovanému stavu. Zaroven po
pfidani IPTG doSlo i k narQstu aktivity pfirodniho c"-dependentniho promotoru
PuvrD3, a to v podstaté na pétinasobek hodnoty specifické intenzity fluorescence
bez pfidaného induktoru, coz vSak pfedstavovalo jen pfiblizné 35% hodnoty zjisténé
pro PsigDH.

V poslednim testovaném dvouplazmidovém systému nadprodukujicim faktor
oMUtH_AA*K (Obr. 18) byl opét zjistén velmi vyrazny vliv indukce na aktivitu hybridniho
promotoru PsigDH, nebot vtomto pfipadé se hodnoty specifické intenzity
fluorescence postupné zvySovaly az na témér dvacetinasobek v ¢ase 24 hodin po
indukci oproti neindukovanému stavu. Indukovana nadprodukce modifikovaného
faktoru oMutHAAK y8ak podstatné ovlivnila i expresi gfpuv z pfirozeného o"-
dependentniho promotoru PuvrD3 (v tomto pfipadé byl nejvysSi, a to vice nez
Ctyfnasobny, narust aktivity promotoru pozorovan v ¢ase 6 h po indukci), avsak i
z absolutnich hodnot specifické intenzity fluorescence je zfejmé, Ze tento pFirodni
promotor PuvrD3 je rozeznavan podstatné hife nez sledovany hybridni konstrukt
PsigDH.
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Obrazek 18. Aktivita sady promotorti v kmenech s indukovanou nadexpresi genu
kédujiciho faktor o™ tH-4A*K_ Sloupce udavaji hodnotu naméfené intenzity fluorescence
v jednotkach AU/mg proteinu vynesené proti &asu v hodinach. Sedé je znazornén samotny
vektor pEPR1, zelené kontrolni aP-dependentni promotor PrsdA, ervené kontrolni o'-
dependentni promotor PuvrD3, modfe hybridni promotor PsigDH a rizové PsigHD. Svétlé
odstiny plati pro neindukované systémy a tmavé pro systémy indukované IPTG.
Znazornéné vysledky jsou aritmetické primeéry ze dvou nezavislych méfeni jednotlivych
vzorkl, smérodatna odchylka je znazornéna chybovou useckou.
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6 Diskuze

Se stoupajicim zajmem o vyuziti o-modifikovanych expresnich systému
Corynebacterium glutamicum v biotechnologiich (Kim et al., 2016; Taniguchi et al.,
2017a), a to i vsouvislosti s rozmachem syntetické biologie, se molekularni
biologové snazi o striktni modulaci heterologni genové exprese, ktera by, pokud
mozno, zasahovala co nejméné do regulace exprese genu vlastniho hostitelského
organismu. K potvrzeni toho, Ze promotor urCitého operonu patfi do regulonu
konkrétniho faktoru o (v navaznosti na sekvenovani transkriptomu, které provadime
na partnerském pracovisti na Univerzité v Bielefeldu), se v na$i Laboratofi
molekularni genetiky bakterii vyuziva kombinace metod in vivo (méfeni specifické
aktivity promotoru genu v dvouplazmidovém systému; Dostalova et al., 2017) a in
vitro (in vitro transkripce) (Holatko et al., 2012; Knoppova et al., 2007).

Cilem diplomové prace bylo vytvofit expresni systéemy C. glutamicum
tvofené hybridnimi faktory o, které se skladaji z alternativnich (stresovych) faktoru
oP a o', a hybridnimi promotory rozpoznavanymi témito faktory o. S ohledem na
doménové usporadani téchto faktorl o se jedna o nejjednodussi typy faktort o,
nebot' jsou tvofeny pouze dvéma doménami (02 a 04), propojenymi flexibilnim
linkerem (Lin et al., 2019; Staron et al., 2009). Faktor o® hraje roli za limitace kysliku
a pfi poskozeni bunécné stény (lkeda et al., 2009; Taniguchi et al., 2017b), zatimco
faktor o' se uplatriiuje hlavné béhem odpovédi na teplotni a oxidativni stres.
Pusobeni faktoru o (ktery je povaZovan za jeden z globalnich regulatort) je vSak
pleiotropni, protoZe se podili i na expresi geni kddujicich dal$i faktory o, a to o#,
o8B, a oM (Holatko et al., 2012; Larisch et al., 2007).

JelikoZ publikované vysledky poukazovaly na vysokou odliSnost konvencni
sekvence promotort Fizenych témito faktory o, jevily se tyto faktory jako
nejvhodné&jsi pro vytvofeni hybridniho faktoru o, ktery by specificky rozpoznaval
pouze pfislusny hybridni promotor.

Kombinaci domén o2 a o4 faktoru o® a o se podafilo zkonstruovat geny pro
hybridni faktory c®" a o"P, které byly vioZeny do expresniho vektoru pEC-XT99A, a
k nim i syntetické hybridni promotory skladajici se z -35 a -10 oblasti pfirozeného
oP- a aM-dependentniho (PrsdA respektive PuvrD3) promotoru, které byly klonovany

v promoter-test vektoru pEPR1. Hypotéza, Ze hybridni faktor o"P nebo oPH
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rozpozna pouze prislusny hybridni promotor PsigHD nebo PsigDH, se vSak
méfenim specifické aktivity promotort v systému nadprodukujicim faktory o®" ¢i P
nepotvrdila (Obr. 11 a 12). Oba hybridni faktory o rozpoznavaly hybridni promotory
témér se stejnou intenzitou, tj. nezavisle na typu hybridniho promotoru. Protoze
béhem téchto méfeni nebyl patrny vliv induktoru na intenzitu exprese genu gfpuv a
specificka intenzita fluorescence byla nizka, Ize predpokladat, Zze funk&nost
pfipravenych hybridnich faktord oP" a o"P byla velmi omezena. Vysledky naseho
méreni aktivity promotort se tedy rozchazeji se zavéry obou stézZejnich publikaci
tykajicich se konstrukce syntetickych hybridnich faktorl o, které rozpoznavaly
pouze pfislusné hybridni promotory (Kumar et al., 1995; Rhodius et al., 2013). Je
vSak tfeba zdUraznit, Ze obé zminéné publikace se tykaly tvorby hybridnich faktort
0 u gramnegativnich bakterii, takZze je mozné, Zze u grampozitivniho kmene C.
glutamicum mohla vyména domén o2 a 04 mnohem vice narusit proces sbalovani
proteinu a tim znemoznit spravnou interakci zkonstruovanych hybridnich faktord o
s jadrem RNA polymerazy C. glutamicum Ci templatovou DNA, popf. obéma
zaroven. Navic vysledky novéjsi prace (Rhodius et al., 2013) zahrnuji obrovsky
pocCet kombinaci, u nichz se vzdy automaticky oCekavalo, ze budou funkéni, a
analyzy aktivit promotort byly velmi povrchni.

Mnohem zajimavéjSi vysledek vSak poskytoval dvouplazmidovy kmen C.
glutamicum nadprodukujici nativni faktor o® a nesouci synteticky hybridni promotor
PsigHD, kde doslo k mirnému rozpoznani tohoto promotoru faktorem oP (Obr. 13).
Prihlédneme-li ke sloZeni tohoto promotoru (-35 oblast ze o"-dependentniho
promotoru a -10 oblast ze oP-dependentniho promotoru), znamena to, Ze pro
10 konvencni oblast promotoru. Tento jev byl jiz pozorovan u E. coli, u niz bylo
prokazano, ze v pfipadé dostate¢né silného promotoru muze dojit k transkripci
z takového promotoru i v nepfitomnosti -35 promotorové oblasti. Tento jev byl
popsan u promotoru obsahujicich -10 prodlouzeny motiv, se kterym interaguje
doména o3 a ta u faktoru o C. glutamicum neni pfitomna (Mitchell et al., 2003), ale
neni vylou€eno, Ze nejde o jev obecngjsi.

Primarni roli -10 promotorové oblasti pro rozpoznavani promotoru potvrdil i
druhy kontrolni dvouplazmidovy systém nadprodukujici nativni faktor o™, nebot’ u
néj byla prokazana exprese z hybridniho promotoru PsigDH (Obr. 14), jehoz -10

promotorova oblast nesla konvenéni sekvenci c'-dependentnich promotoru.
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Zaroven bylo zjisténo, Zze v tomto systému dochazelo, i kdyz v mnohem mensi mife
i k expresi z ,opacného” hybridniho promotoru PsigHD (Obr. 14), jehoz -10 oblast
odpovidala konvenéni sekvenci oP-dependentnich promotort, coz by teoreticky
mohlo vyvracet vySe uvadénou prioritni roli -10 promotorové oblasti, avSak toto
pozorovani je v souladu s nejnovéjSimi poznatky, ze promotory rozpoznavaneé
faktorem o® nemusi byt strikiné o®-dependentni, ale mohou byt rozpoznany praveé i
faktorem o' (Dostalova et al., 2019). JelikoZz béhem této studie byly objeveny i
pfirozené hybridni promotory o (Plpd) a P (Pcg0607), je ziejmé, Ze analyzované
syntetické hybridni promotory nejsou jen jakési teoretické konstrukty, ale promotory
skute€né, nebot’ se sporadicky vyskytuji i v pfirozenych organismech (Dostalova et
al., 2019).

Nakonec byly analyzovany dvouplazmidové systémy nadprodukujici cilené
modifikované formy faktoru o™ teoreticky umoziujici interakci s -35 oblasti oP-
dependentnich promotort (Obr. 15), a tedy schopné rozpoznavat hybridni promotor
PsigDH. Z analyzy vyplynulo, Ze nejlepSi variantou ohledné specifického
rozpoznani hybridniho promotoru PsigDH byl faktor g™ %A (Obr. 16 - 18), ktery se
od pfirozeného faktoru o li§i zaménou v 6 aminokyselinovych zbytcich (P1s5 —
T1es, L166 — P166, T168 — A168, M170 — R170, S171 — V171 a Ri72 — A172).

U zbylych dvou mutantnich faktord gmMutH-6A+K g gmutH_4A+K toti7 dochazelo
nejen k obdobné silnému rozpoznavani hybridniho faktoru PsigDH, ale i Kk mnohem
vy$Si expresi z ptirodniho oM-dependentniho promotoru PuvrD3, takze tyto
modifikace vykazovaly mnohem nizSi promotorovou specifitu.

Vysledky méfeni aktivity promotord ve dvouplazmidovych systémech
nesoucich modifikované formy faktoru o prokazaly, Ze homologni modelovani je
mnohem lepSi cestou k ziskani funk&nich faktord o se zménénou promotorovou
specifitou nez jednoduché kombinovani jednotlivych funkénich domén o2 a oa4.
Otazkou zlstava, kterym smérem se ma dale homologni modelovani pozménénych
faktorl o ubirat. Bude lepSi zlstat jen u zaménovych variant mezi jednotlivymi
faktory o vramci téhoz mikroorganismu ¢&i pfejit na mezirodové a vzdalengjsi
hybridy, u nichz je vétSi Sance, Zze umozni striktni expresi z odpovidajicich
hybridnich promotord diky rozdilnosti konvenénich sekvenci promotort u
fylogeneticky vzdalengjSich mikroorganism(? Podle pfedbéznych vysledku je vSak

jiz ted jasné, Zze kombinace homologniho modelovani vazby faktorll o na promotory
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a biologického ovérovani predpokladi zjisténych in silico skyta velmi nadéjné
vyhlidky.
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7 Souhrn

¢ Klonovanim hybridnich promotort PsigDH a PsigHD v promoter-test vektoru
pEPR1 byly zkonstruovany rekombinantni plazmidy pEPR1PsigDH a
pEPR1PsigHD.

e Klonovanim hybridnich gent sigDH a sigHD byly zkonstruovany
rekombinantni plazmidy pEC-XT99AsigDH a pEC-XT99AsigHD.

e Byla vytvofena sada dvouplazmidovych kmena Corynebacterium
glutamicum (pEC-XT99Asig,X“ + pEPR1Psig, Y*).

e Metodou méfeni aktivity promotoru prostifednictvim reportéroveé fluorescence
bylo zjisténo, Ze hybridni faktory oP" ¢i o nejsou schopny rozpoznavat

hybridni promotory PsigHD a PsigDH. Vychozi hypotéza se tedy nepotvrdila.

e Alternativni cestou pfipravy systému ,faktor o-promotor® se specifickym
rozpoznavanim vybranych promotort byla kombinace mutantnich faktor(i o
a hybridniho promotoru PsigDH. Z mutaci navrzenych na zakladé
ukazal faktor oMUWtH 6A  ktery prokazal témér specifickou funk&nost

v transkripci z hybridniho promotoru PsigDH.

e Cennym vysledkem je poznatek, Ze homologni modelovani zamén
aminokyselinovych zbytku faktord o interagujicich s nukleotidy kli€ovych
sekvenci promotoru otevira cestu pro skute¢né vyuziti téchto in silico modeld

pro studium transkripce a pfipadné vyuziti vysledku v biotechnologii.
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