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Abstrakt:

Zastupci rodu Rhodococcus maji diky svému velkému genomu znaény
biotechnologicky potencial, avSak o regulaci genové exprese béhem iniciace transkripce, jejiz
poznédni by umoznilo optimalizovat biotechnologické procesy, se u téchto bakterii dosud vi
ptilis malo. Transkripéni regulace se u rhodokokt totiz ucastni velké mnozstvi faktorii sigma,
jejichz mnohdy velky pocet u konkrétnich druh@ v podstaté koreluje s velikosti genomu. Lze je
zhruba rozdélit na dvé skupiny: hlavni, konzervované faktory, které se v obménach objevuji u
mnoha bakterii, a vedlejsi, specifické faktory, které se vlivem podminek prostiedi a zptisobu
zivota vyvinuly u jednotlivych kmenti. VSechny faktory sigma ptitomné u rhodokokt patii do
rodiny 67° a Ize je také rozdélit do ¢tyt skupin podle piitomnosti konzervovanych strukturnich
domén (skupina 1 az4). ZvlaStnim typem faktord sigma s extracytoplazmatickou funkci (ECF,
skupina 4) u rhodokokt jsou faktory nesouci na svém C-konci dalsi specifické domény, a to
NTF-2-like nebo TPR, jejichz funkce dosud nejsou plné vysvétleny. Informace o
fyziologickych funkcich jednotlivych faktorti sigma u rhodokoki jsou zatim minimalni, ale lze
je doplnit analyzou analogickych faktorti sigma a jejich funkci u blizce ptibuznych bakterii

Mycobacterium tuberculosis nebo Corynebacterium glutamicum.

Kli¢ova slova:
RNA-polymeraza, faktory sigma, promotorova oblast, fizeni genové exprese, konvencni

sekvence, Rhodococcus

Abstract:

Thanks to their large genome sizes, rhodococci share considerable biotechnological
potential, however, there is still little known about the regulation of gene expression during the
initiation of transcription process. The knowledge of this process might help to optimize
biotechnological application. A large number of sigma factors are involved in the
transcriptional regulation of rhodococci and this number often positively correlates with their
genome sizes. Sigma factors can be potentially divided into two groups: the first, conserved
factors that may in some variants occur in many different species among bacteria, and the
second, specific sigma factors, that have been evolutionarily selected in individual strains due
to environmental and lifestyle conditions. All sigma factors present in thodococci belong to the
c’% family and can also be divided into four groups according to the presence of conserved
structural domains (groups 1 to 4). A special type of sigma factors with extracytoplasmic

function (ECF, group 4) are factors carrying specific domains at their C-terminus, namely NTF-



2-like or TPR, whose functions are still not fully understood. Very little information about the
physiological functions of individual sigma factors in rhodococci has been published but it can
be supplemented by analysis of analogous sigma factors and their functions in closely related

bacteria Mycobacterium tuberculosis or Corynebacterium glutamicum.

Keywords:
RNA polymerase, sigma factors, promoter region, gene expression control, consensus

sequence, Rhodococcus



Seznam pouzitych zkratek

A — adenin

Acc. No. — pfistupové Cislo

C — cytosin

A — delece genu

DISC — diskriminator

DNA — deoxyribonukleova kyselina
ECF — extracytoplasmaticka funkce
EXT — extra motiv

G — guanin

Mpb — milion parh bazi

N — libovolna baze

NS — nespecifikovany kmen

NTF — jaderny transportni faktor

R. — Rhodococcus

RNA - ribonukleova kyselina
RNAP — DNA-dependentni RNA polymeraza
rRNA - ribosomalni ribonukleova kyselina
S — Svedberg

sp. — druh

T — thymin

TPR — tetratrikopeptidova repetice

UP element — element promotoru protismérny
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1 UvOoD

Regulace transkripce jiz na urovni jeji iniciace je pro organismy energeticky
nejvyhodnéjsi, nebot’ pii ni dochdzi k uspofe nukleosidtrifosfatl, které by jinak byly pfi
probihajici transkripci spotiebovany a znovu by musely byt anabolickymi drahami v bunce
doplnovany. Neni proto ndhodou, ze bakterie, které jsou casto nuceny prezivat v rychle
se ménicich podminkach prostiedi, si béhem evoluce vyvinuly mechanismus, kdy pomoci
zamény faktoru sigma za jiny v ramci holoenzymu DNA-dependentni RNA polymerdzy
(RNAP) mohou relativné rychle a maximalné efektivné modulovat genovou expresi jiz na
urovni iniciace transkripce. V zavislosti na konkrétnim faktoru sigma navédzaném k RNAP jsou
totiz transkribovany jen ty geny, které jsou momentalné potieba, takZze nedochazi k syntéze
transkriptd, které by v danych podminkach nemély zadné opodstatnéni.

Jelikoz maji zastupci rodu Rhodococcus velky biotechnologicky potencial, pochopeni
regulace iniciace transkripce zhlediska aktivity konkrétnich faktorli sigma a vytvofeni
komplexni transkripcni regulacni sit€ je jednou z cest, jak tento potencial efektivné vyuzit a
docilit optimalizace biotechnologickych procesi. Prostfedkem k tomu muze byt konstrukce
syntetickych promotortt popi. hybridnich faktorti sigma, ¢i zcela nové expresni systémy
komplexné reagujicich na potteby moderniho bioprimyslu.

Hlavnim cilem prace je shrnout dosavadni poznatky o faktorech sigma, které se vyskytuji
u zastupci rodu Rhodococcus, a to s dirazem na jejich pocet, multidoménovou strukturu a
funkci. V ptipadech chybéjicich literarnich udajii bylo zdmérem vyuzit analogie s faktory sigma

ptibuznych modelovych organisml skupiny Mycolata.



2 RHODOCOCCUS JAKO MODELOVY TAXON

2.1 Obecné vlastnosti a taxonomické zarazeni rodu Rhodococcus

Taxon Rhodococcus je rod grampozitivnich, acidorezistentnich, obligatné aerobnich,
kataldza pozitivnich, nesporulujicich bakterii patiicich do kmene Actinobacteria. Zastupci rodu
Rhodococcus maji kokovity ¢i filamentarni tvar buné¢k, které mohou prechazet do mycelidlniho
ristu a tvorby biofilmu, pfiCemz naslednd fragmentace mycelia umoznuje opét vznik
Z diavodu tohoto zptsobu rlstu a rozmnozovani jsou zastupci rodu Rhodococcus fazeni mezi
takzvané nokardioformni bakterie, které jsou pravé touto vlastnosti charakteristické
(Goodfellow a Alderson, 1977; Lechevalier, 1989; Sivan, ef al., 2006; Yanagawa a Honda,
1976, citovano dle Majidzadeh a Fatahi-Bafghi, 2018).

Dalsim typickym rysem téchto nokardioformnich bakterii je pfitomnost mykolovych
kyselin, coz jsou dlouh¢é vétvené mastné hydroxykyseliny obsahujici az 90 atomt uhliku, které
jsou v bunéénych sténach ukotveny vazbou k peptidoglykanu ptes arabinogalaktany (Barry et
al., 1998; Sutcliffe, 1998). Prave délka zékladniho fetézce mykolovych kyselin méla v historii
zna¢ny vyznam pro chemotaxonomické rozliSeni zastupcti rodu Rhodococcus od ostatnich
pfibuznych nokardioformnich bakterii rodt Tsukamurella, Gordonia a Nocardia, u nichz jsou
tyto fetézce kratsi nez 34 atomi uhliku, zatimco rod Rhodococcus je rozpoznavan na zéklade
pfitomnosti fetézcl s 34 az 64 uhlikovymi atomy (Rainey et al., 1995). Taxonomické rozdéleni
nokardioformnich bakterii do jednotlivych rodli prochézelo v minulosti velkymi zménami a
bylo bézné, ze druhy povazované za ptislusniky jednoho rodu byly s ptichodem pokrocilejsich
analytickych metod pfejmenovany a prefazeny do upln¢ jiného rodu, a to prevazné prave kvali
délce mykolovych kyselin. V historii se tak vicekrat stalo, Ze druhy fazené do rodu
Rhodococcus byly ptejmenovany a piesunuty do jinych ptibuznych taxont (napiiklad
Rhodococcus aechiensis byl piejmenovan na Gordonia aechiensis; Klatte et al., 1994) a naopak
druhy z jinych taxona byly zatazeny do rodu Rhodococcus (naptiklad druh Nocardia calcarea
je dnes znam jako Rhodococcus erythropolis diky analyze sekvence 16S rRNA; Yoon ef al,
1997).

Rod Rhodococcus zahrnuje i patogenni druhy, a to Rhodococcus hoagii (Kampfer et al.,
2014; ptivodné a nyni nejspiSe opét R. equi; Vazquez-Boland et al., 2020), ktery zplsobuje
infekce respira¢niho traktu zejména u koni (Magnusson, 1923, citovano dle Prescott, 1991).
Znamy je také fytopatogen Rhodococcus fascians, ktery zpuisobuje rastové deformace listl

tabaku (Goethals et al., 2001).



2.2 Vyznam kment rodu Rhodococcus a jejich vyuZziti v primyslovych aplikacich

Aplikac¢ni potencial zastupcti rodu Rhodococcus je nastinén v Tabulce 1, z niz vyplyva,

ze moznosti jeho vyuziti v primyslovych biotechnologiich jsou Siroké.

Tabulka 1: Biotechnologicky potencial zastupct rodu Rhodococcus

Aplikace Kmen

Zdroj

Rhodococcus erythropolis DCL14

de Carvalho et al., 2005

Rhodococcus sp. BAP-1

Lietal, 2014

Degradace uhlovodika
Rhodococcus pyridinivorans 5Ap

Bukliarevich et al., 2019

Rhodococcus erythropolis 1.7

Sazykin et al., 2019

Rhodococcus erythropolis DSM1069

Malarczyk a Pazdzioch-
Czochra, 2000

Degradace aromatickych Rhodococcus opacus 1CP

Kolomytseva et al., 2005

uhlovodika Rhodococcus aetherivorans 124 Puglisi et al., 2010
Rhodococcus opacus PD630 Yoneda et al., 2016
Rhodococcus rhodochrous J1 Martinkova et al., 2010
Degradace nitrilt
Rhodococcus jostii RHAI Martinkova et al., 2010
Degradace ligninu Rhodococcus opacus PD630 Henson et al., 2018

Rhodococcus sp. (NS)

Mejeha et al., 2019

Degradace ropnych slozek
Rhodococcus sp. HX-2

Hu et al., 2020

Degradace xenobiotik Rhodococcus erythropolis MI12

Khairy et al., 2016

Odsifovani paliv Rhodococcus erythropolis IGTS8

Caro et al., 2008

Rhodococcus rhodochrous K22

Kobayashi ez al., 1992

Produkce akrylamidu Rhodococcus ruber TH3

Maa Yu, 2012

Rhodococcus rhodochrous J1

Nagasawa et al., 1993

Produkce nikotinamidu Rhodococcus rhodochrous J1

Nagasawa et al., 1988

Produkce karotenoidi Rhodococcus sp. SD-74

Zheng et al., 2013

Rhodococcus opacus PD630

Lietal., 2019

Produkce lipida
Rhodococcus jostii RHA1

Lietal.,2019

Produkce povrchové

aktivnich latek Rhodococcus erythropolis S67

Luong et al., 2018

(ptevzato z Patek et al., 2021 a upraveno)

NS — nespecifikovany kmen




2.2.1 Bioremediace

Rada zastupcti rodu Rhodococcus je schopna G¢inné degradovat riizné slougeniny uhliku,
a to napt. polyethylen (Sivan et al., 2006), fenol (Martinkova et al., 2009), velmi toxické
polychlorované bifenyly (Masai et al., 1995) ¢i substituované derivaty uhlovodikl vyuzivané
jako herbicidy (Cheng et al., 2018).

Izolat Rhodococcus olei Ktm-20" degraduje az 36 % smési petroleje, nafty a benzinu jako
jedinych zdroji uhliku béhem 14 dni. Schopnost degradace uhlovodikli obsazenych v rop¢ a
ropnych produktech dé&la zrhodokoki kandidaty pro UspéSnou bioremediaci takto
kontaminovanych ptid a vod, pfi€emz moznou limitaci pro vyuziti rhodokoki jako prosttedku
ucinné bioremediace je jejich striktn¢ aerobni metabolismus, a tedy potfeba permanentni
dostupnosti kysliku v kontaminované lokalit¢ (Chaudhary a Kim, 2018).

V laboratornich podminkach kmen Rhodococcus sp. ZWL3NT vyuzival jako jediny zdroj
uhliku i substituované derivaty aromatickych uhlovodikii, a to katechol €1 nitroderivaty toluenu.
Experimenty stimto izolatem prokazaly i jeho schopnost vyuzivat dusik obsazeny
v nitrotoluenu pro svij vlastni metabolismus. Lze proto uvazovat i o bioremediacich
v prostfedich, kterd jsou kromé¢ kontaminace xenobiotiky chuda na dusik, coz by mohlo byt
limitujici pro rychlost a ucinnost celého bioremedia¢niho procesu (Tian et al, 2013).
V posledni dob¢ byla rovnéZ popséana i vysokd mira degradace velmi toxického mutagenniho
azobarviva methyl¢ervené, a to izoldtem Rhodococcus sp. UCC 0016 (Maniyam et al., 2020).

V ramci rodu Rhodococcus se vyskytuji ptdni bakterie vysoce odolné proti vysychani
prostiedi (LeBlanc et al., 2008) a také druhy znacné odolné vii¢i piitomnosti iontli toxickych
t&zkych kovi jako jsou ionty olova Pb?" a zinku Zn?* (Rhodococcus sp. RS67; Perelomov et al.,
2018), nebo ionty arsenu As** (Rhodococcus aetherivorans BCP1; Firrincieli et al., 2019).
Uvazuje se proto i o pouziti rhodokokl k biosorpci toxickych kovii v kontaminovaném

prostiedi, coz vede ke snizovani negativnich dopadu této toxicity i na ostatni organismy.

2.2.2 Biosyntéza organickych latek

Jelikoz zastupci rodu Rhodococcus disponuji i fadou pro bakterie méné obvyklych
syntetickych drah, dospélo se rovnéz k pokusitim o vyuziti kmenti rodu Rhodococcus pii vyrobé
fady latek vyuzitelnych v chemickém primyslu, zemé&délstvi ¢i medicin€ biologickou cestou.
Piikladem uspésného pouziti rhodokokl v biotechnologiich mize byt naptiklad biosyntéza

akrylamidu (Jiao et al, 2020), karotenoidli a lipidd (Rhodococcus opacus PD630;



Thanapimmetha et al., 2017). Produkce lipidickych molekul na médiu s celulosou jako jedinym
zdrojem uhliku bylo dosazeno i prvnim, pfimo pro tyto ucely pfipravenym rekombinantnim
kmenem Rhodococcus opacus PD630. Zdrojovymi organismy gent pro celulazy byly bakterie
Cellulomonas fimi ATCC 484 (cenABC, cex, cbhA) a Thermobifida fusca DSM43792 (cel6A)
(Hetzler et al., 2013). Pro produkci lipidii je popsana rovnéz i moznost vyuziti ligninu jako
jediného zdroje uhliku, a to v uspofadani, v némz byly spolu na médiu s ligninem kultivovany
kmeny Rhodococcus opacus PD630, Rhodococcus jostii RHA1 a mutantni kmen Rhodococcus
jostii RHA1 (4vanA) (Liet al., 2019).

2.2.3  Rhodococcus jako bioindikator

Zajimavou vlastnosti rhodokok je jejich schopnost utilizace plynnych uhlovodikt, a to
napiiklad acetylenu (druhy Rhodococcus opacus, Rhodococcus zopfii) nebo propanu
(Rhodococcus erythropolis) jako zdroje uhliku pro vlastni energeticky metabolismus (Rosner
et al, 1997, Woods a Murrell, 1989). ZvySeny narist v pid¢ ¢i povrchovych vodach
obsahujicich pravé tyto plyny déla z vyse uvedenych zastupci rodu Rhodococcus vhodné
bioindikatory pfitomnosti lozisek fosilnich paliv, nebot’ tyto plynné uhlovodiky se vyskytuji ve
vyznamn¢ vys$Sich koncentracich praveé v blizkosti lozisek ropy a zemniho plynu (Bell ef al,,

1998).

2.3 Srovnini genomii jednotlivych druhi rodu Rhodococcus

Zakladem pro uspésné pouziti rhodokokli v biotechnologiich jsou v mnohych piipadech
jejich velké genomy (6 — 10 Mpb) nesouci mnoho genii pro enzymy alternativnich
katabolickych 1 anabolickych drah. Genomy druht rodu Rhodococcus Casto sestavaji
z linearnich chromosomu a plasmidt (napt. kmen Rhodococcus jostii RHA1 ma vSechny Ctyfi
znamé replikony linearni; McLeod et al., 2006). Nicmén¢ byly popsany piipady, kdy nékteré
z replikontl, a to jak chromosomy (Rhodococcus erythropolis X5; Delegan et al., 2019),
(Rhodoccocus sp. WAY?2; Garrido-Sanz et al., 2020), tak i plasmidy (Rhodoccocus sp. WAY2;
zastoupeni G+C pard, genomova DNA rhodokokil jako u vétSiny aktinobakterii obsahuje
pomérné velké mnozstvi G+C, a to az 70,4 % u genomové DNA kmene Rhodococcus

aethrivorans BCP-1 (Cappelletti et al., 2013).



2.4 Aplikace metod molekularni biologie a rekombinantni DNA u rodu Rhodococcus

2.4.1 Konstrukce standardnich rekombinantnich systému

MozZnosti vyuziti metod molekularni biologie a rekombinantni DNA byly u rhodokokt
studovany jiz od konce 80. let 20. stoleti, kdy byl zkonstruovan prvni kyvadlovy (shuttle) vektor
pMVS301 replikujici se jak v Escherichia coli, tak v Rhodococcus sp. H13A. Jako recipientni
buiikky schopné vytvéaret stabilni transformované klony fungovaly i dalSi druhy rodu
Rhodococcus, konkrétné R. erythropolis, R. globerulus a R. equi (Singer a Finnerty, 1988).
Jednim z ptikladl vyuziti rekombinantnich technik u rodu Rhodococcus je konstrukce kmene
R. erythropolis CCM 2595 (pSRKBphe-cat) nesouciho multikopiovy plasmid (na zdklade
vektoru pSRK21) s naklonovanymi vlastnimi geny pro degradacni drahu fenolu. Pfi kultivaci
kmene bylo dosazeno az o 50 % vys$i efektivity degradace fenolu z primyslové odpadni vody
(Vesely et al., 2003; Zidkova et al., 2013). V posledni dobé& byl optimalizovan i BioBrick™
kompatibilni systém umoziujici snadnéjsi a rychlejsi ptipravu novych rekombinantnich kment
zalozenych na zastupcich rodu Rhodococcus jakozto hostitelich (Ellinger a Schmidt-Dannert,

2017).

2.4.2 Metody editace genomu

Recentné vyzkousenou metodou pro nadprodukci konkrétniho metabolitu u bakterii rodu
Rhodococcus je 1 editace genomu technikou CRISPR/Cas9, pomoci niz byl pfipraven
rekombinantni systém Rhodococcus ruber THY pro efektivni bioprodukei akrylamidu, nebot
vytazenim strukturniho genu amiE se zvysila jak vytéznost procesu tvorby akrylamidu, tak i

jeho Cistota. (Liang et al., 2020).

2.4.3 Transgenni organismy

O zastupcich rodu Rhodococcus je v posledni dobé uvazovano i jako o producentech
biologicky vyznamnych organickych latek, které nejsou schopné jen za pomoci své vlastni
enzymatické vybavy syntetizovat, nicmén¢ je mozné jejich enzymatické vybavy pii této syntéze
Vyuzit.

Napftiklad kmen Rhodococcus ruber Chol-4 za normalnich okolnosti uspésné degraduje
steroidni latky (Fernandez de Las Heras et al., 2009). Mutantni kmen Rhodococcus ruber Chol-
4 (dkshB-AkshD1,2,3) byl pfi ztraté své katabolické schopnosti pro metabolizovani steroidni

latky 4-androstendionu zplisobené mutacemi genti pfislusnych metabolickych drah schopen za

pfispéni genu [7p-HSDcl pro 17-ketosteroidreduktazu izolovaného z houby Cochliobolus



lunatus produkovat a akumulovat testosteron ze steroidniho prekurzoru pfijimaného z média
(Guevara et al,, 2019).

Navic, 1 samotny rod Rhodococcus se muze stat zdrojem genu pro jiné transgenni
organismy, jimiZ jsou rekombinantni kmeny Saccharomyces cerevisiae BY4741 a
Saccharomyces cerevisiae HDL nesouci strukturni gen [-pheDH blize nespecifikovaného
kmene Rhodococcus jostii ptipravené specidlné pro bioprodukci S-adenosyl-methioninu
z podstatn¢ levnéjsich prekurzori D- a L-methioninu (Liu ef al., 2019), nebo o transgenni
adenoviry nesouci strukturni gen vap4 druhu Rhodococcus hoagii uvazované jako vektory
v ramci vakciny proti onemocnéni dobytka zptisobenym timto patogennim rhodokokem (Giles

etal, 2016).



3 TRANSKRIPCE
3.1 Bakterialni RNA polymeraza
3.1.1 Podjednotky bakteridlni RNA polymerazy a jejich funkce

DNA-dependentni RNA polymerdzy jsou enzymy zodpovédné za piepis genetické
informace z DNA do RNA, tj. transkripci (Chamberlin a Berg, 1962). Enzymové jadro
bakterialni RNA polymerazy se sklada ze dvou podjednotek a a po jedné z podjednotek B, B a
® (Burgess, 1969). Za afinitu enzymu k promotoru pii iniciaci transkripce odpovidaji
podjednotky (faktory) o, které spolecné s jaddrem enzymu tvoii kompletni holoenzym schopny
iniciace transkripce (Burgess, 1969; Burgess et al, 1969). U grampozitivnich bakterii byly
navic popsany jest¢ dalsi podjednotky, a to podjednotky o a € (Keller et al., 2014; Pero et al.,
1975).

Dimer podjednotek o ma strukturni funkci a je klicovy pro spravné sestaveni enzymového
jadra bakterialni RNA polymerazy, nebot’ se pfimo na n&j vazi podjednotky B a B, pficemz za
tuto interakci zodpovida N-terminalni doména podjednotky o (Zhang a Darst, 1998). Jelikoz do
katalytického mista bakterialni RNA polymerazy nezasahuji zadné aminokyseliny podjednotek
a, podjednotky a se katalyzy syntézy RNA pfimo netcastni (Zhang et al., 1999). Podjednotky
a mohou mit funkei pfi rozpoznévani promotoru, a to v pfipad¢ ptitomnosti tzv. UP elementu.
Interakce C-konct a podjednotek s UP elementem zvySuje transkripci z daného promotoru vice
nez tfistandsobné (Estrem et al., 1998, Estrem et al., 1999). Vlastni aktivni centrum syntézy
RNA je tvofeno podjednotkami B a B, jejichz aminokyselinové zbytky interaguji s
dvojmocnymi kationty hoiciku a zinku fungujicimi jako kofaktor pfi syntéze RNA (Zhang et
al., 1999).

Podjednotka o, kterd v polymeréaze interaguje s katalytickou podjednotkou B, se podili
na spravném sestavovani aktivniho centra a udrzovani stability RNA polymerazy (Minakhin et
al.,2001). Experimenty s deleci genu rpoZ, ktery o podjednotku koduje, bylo totiz zjisténo, ze
jeji absence snizuje jak schopnost ristu mutantniho organismu v dasledku nizsi stability
komplexu RNA polymerazy, tak i1 transkripéni specifitu RNA polymerazy urovanou faktory
sigma. Nejedna se vsak o mutaci, ktera by rust ipIln€ znemoziovala, takto mutované organismy
jen nejsou adaptabilni vuci stresorim (Weiss et al., 2017).

Podjednotka 6 v ptipad¢ své ptitomnosti usnadiuje uvolnéni komplexu RNA polymerazy
po navazani interakce se slabym promotorem nebo v intergenovych oblastech, ¢imz dale
zvysuje specifitu a efektivitu transkripce (Lopez de Saro ef al., 1995). § podjednotka RNA

polymerazy navic interaguje i s bunéénymi proteiny HelD, ¢imz zvySuje rychlost recyklace



komplexu RNA polymerazy po ukonceni transkripce a snizuje tak interval nutny pro
znovupouziti daného komplexu k transkripci (Wiedermannova et al., 2014).

Delece genu rpoY, ktery koduje podjednotku € bakterialni RNA polymerazy, neovliviluje
pfezivani mutantniho organismu a neni pro katalytickou funkci ani stabilitu RNA polymerazy
esencidlni. Vzhledem k absenci viditelné fenotypové zmény pii takovéto deleci neni role
podjednotky € zatim znama (Keller et al., 2014).

Faktory o jsou podjednotky DNA-dependentni RNA polymerazy rozsitené u vSech druhti
bakterii a jsou esencialni podjednotkou pro iniciaci transkripce. Bakteridlni DNA-dependentni
RNA polymerazy bez jejich ptitomnosti dokonce nejsou iniciace transkripce viibec schopny, a
to ani té nespecifické v intergenovych oblastech (Burgess ef al., 1969; Gribskov a Burgess,
1986).

Pfi iniciaci transkripce plni faktory sigma dvé dulezité funkce (Obr. 1), a to navedeni
komplexu DNA-dependentni RNA polymerazy na konkrétni promotor pomoci specifické
interakce DNA v promotorové oblasti s vlastnimi specifickymi doménami a naruSeni interakci
mezi komplementarnimi vlakny DNA umoznujici oddé€leni obou téchto vlaken od sebe, tzv.
tani dvouietézce DNA (Davis et al., 2017).

Studiemi DNA-dependentnich RNA polymerdz u bakterii bylo zjisténo, Ze konkrétni
faktor sigma reversibilné navdzany na RNAP vede k transkripci odpovidajicich
o—dependentnich genl a Ze jeho zdménou za jiny faktor sigma dochazi ke zméné skupiny
pfepisovanych genii. Pro soubor konkrétnich gend, jejichz transkripci svou specifitou
k promotorovym oblastem dany faktor sigma iniciuje, byl zaveden nazev regulon (Losick a
Pero, 1981).

Faktory sigma lze na zakladé jejich konstituce, tj. pfitomnosti jednotlivych
konzervovanych domén a mechanismu jejich pisobeni na fizeni genové exprese, rozdélit do
dvou zékladnich skupin, a to na rodiny ¢’a ¢4, JelikoZ se faktory ¢°* u aktinobakterii, a tedy
ani u rhodokokt, nevyskytuji (Gumerov et al., 2020), budeme se jiz dale zabyvat jen faktory
sigma z rodiny 67°, které lze jesté rozdélit do &ty¥ dalSich skupin, a to podle pFitomnosti riiznych

konzervovanych domén (Obr. 2; Feklistov et al., 2014).



1 Jadro bakterialni DNA-dependentni RNA
polymerazy (RNAP) v cytoplasmé - bez

navazané¢ho faktoru sigma

g
2 ‘/ Vazba podjednotky sigma k enzymovému jadru

Vytvoreni holoenzymu RNAP

Rozeznani promotorové sekvence
Vazba k promotorové DNA

- Tvorba tzv. uzavieného
preiniciacniho komplexu
4 Tani dvouretézce DNA

Vytvoreni tzv. otevifeného
preiniciaéniho komplexu

" \

Abortivni iniciace transkripce

\

~— Posun transkripéni bubliny mimo
promotorovou oblast - zahajeni transkripce
genu

Faktor sigma se od jadra RNAP uvoliiuje do

 — ™ cytoplasmy
s / Jadro RNAP pokracuje v elongaci
(] transkriptu

—

Obrazek 1: Schéma funkce faktoru sigma béhem iniciace transkripce. core — jadro bakteridlni
RNAP, holo — kompletni holoenzym bakterialni RNAP (pievzato z Davis et al, 2017 a

upraveno)
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3.1.2 Podjednotky DNA-dependentni RNA polymerazy a jejich interakce s promotory

Promotor je sekvence DNA, jejiz rozeznani holoenzymem RNAP je kli¢ové pro iniciaci
transkripce. Pro jeho rozpoznani jsou diilezité konzervované sekvence DNA, s nimiz interaguji
C-konce podjednotek a a podjednotky 6 RNAP (Burgess et al., 1969; Estrem et al., 1999).

Kromé¢ UP elementu v oblasti -60 az -40 pied transkripnim startem jsou dalSimi
konzervovanymi sekvencemi bakteridlniho promotoru, které jiz interaguji pfimo s faktory
sigma, oblasti kolem nukleotidli v pozicich -35 a -10 pfed transkripénim startem. Tyto
konzervované sekvence jsou dilezité pravé pro interakci s faktory sigma rodiny ¢’° (Feklistov
etal., 2014). Konvencni sekvence standardni promotorové oblasti -35 u modelového organismu
Escherichia coli je TTGACA, pficemZ nejkonzervovangjsi jsou prvni tfi nukleotidové baze
TTG. Promotorova oblast kolem nukleotidu v pozici -10 (Pribnowliv box) mé u stejného
modelového organismu konvenéni sekvenci TATAAT, zatimco nukleotidova sekvence mezi
témito promotorovymi oblastmi, tzv. mezemik, je konzervovana jen ohledné své velikosti, a to
na 16 az 18 nukleotida, a nikoli priméarni nukleotidovou strukturou (Harley a Reynolds, 1987;
Hawley a McClure, 1983).

Na rozeznani promotoru konkrétnim faktorem sigma mohou mit vliv i kratké dvou az
tiinukleotidové sekvence DNA, které lezi pobliz -10 oblasti a nazyvaji se -10 rozsifujici motiv
a diskriminator (Obr. 2), pfi¢emz vSechny motivy rozeznavané v rdmci promotorovych

sekvenci se vyskytuji na netemplatovém vlakné (Feklistov ez al., 2014).
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Obrazek 2: Modelova struktura bakterialni DNA-dependentni RNA polymerazy a interakci

jejich jednotlivych domén s promotory. Sipky znazorfiuji interakce proteinovych struktur
s konkrétnimi promotorovymi sekvencemi, a — schéma bakterialni DNA-dependentni RNA
polymerazy s navazanou podjednotkou 67, b — schéma konzervovanych domén modelového
faktoru ¢’° 1. skupiny (v orientaci od C-konce, kde je doména 4.2, k N-konci, kde se nachéazi

doména 1.1) a ¢ — schéma fetézce DNA nesouciho promotorovou sekvenci, kde EXT

pfedstavuje -10 rozsifujici motiv a DISC diskriminator (pfevzato z Davis et al, 2017 a
upraveno)

3.2 Faktory sigma u rodu Rhodococcus

Pocet kodovanych faktord sigma je u druhi rodu Rhodococcus znaéné variabilni, avSak
v podstaté koreluje s velikosti jejich genomt, takze s rostouci velikosti genomu roste 1 pocet
kodovanych faktorii sigma (Tabulka 2). Opravnénost této hypotézy neni piiliS dotCena ani
skutecnosti, ze celkové pocty faktor sigma u rhodokokt se ¢asto 1isi podle svych zdroju, coz
souvisi s tim, jak podrobn¢ jsou deponované sekvence genomt rhodokokt jednotlivymi autory
anotovany. Napiiklad z databdze MiST3.0 (Gumerov ef al., 2020) plyne rozmezi poctu faktora
sigma 10 az 36, zatimco recentni publikace autorti Patek et al., (2021) uvadi rozmezi od 12 do
34), Vétsina z téchto faktori sigma pravdépodobné ma takzvanou extracytoplasmatickou
funkei (ECF). Diky nim jsou zéastupci rodu Rhodococcus schopni efektivné modulovat

metabolickou odpovéd’ na riizné typy environmentalnich strest (Patek et al., 2021).
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Tabulka 2: Velikost genomu u zastupcti rodu Rhodococcus a pocet kodovanych faktort sigma

Kmen Sekvence genomu ?g/:rlli(l)(l?qit le(() téoe :u

(GenBank Acc. No.) (Mpb) sigma
Rhodococcus sp. PBTS 1 GCF _001620025.1 4,25 10
Rhodococcus. sp. WMMAI185 GCF _001767395.1 4,44 17
Rhodococcus hoagii 103S GCF_000196695.1 5,04 20
Rhodococcus fascians D188 GCF _001620305.1 5,50 14
Rhodococcus pyridinivorans SB3094 GCF _000511305.1 5,59 17
Rhodococcus aetherivorans IcdP1 GCF _000982715.1 5,92 18
Rhodococcus erythropolis CCM2595 GCF _000454045.1 6,37 19
Rhodococcus sp. YL-1 GCF _001942025.1 7,60 23
Rhodococcus opacus B4 GCF_000010805.1 8,84 34
Rhodococcus jostii RHA1 GCF_000014565.1 9,70 36

Zpracovano dle MiST3.0 (Gumerov et al., 2020)

3.2.1 Modelové organismy pro hledani strukturnich ¢i funkénich homologii

S ohledem na skute¢nost, Ze regulace exprese genti kodujicich faktory sigma u rhodokokt
neni ¢asto znama, neni zatim popsana ani komplexni sit’ regula¢nich mechanismt, které u
rhodokokti moduluji transkripci a tim i fyziologické odpovédi na rizné podminky v okolnim
prostiedi.

Z analyz genu v sekvencich genomii v databazich je zfejmé, Ze faktory sigma u
rhodokokt vykazuji nejvetsi strukturni podobnost s faktory sigma Mycobacterium tuberculosis
(Patek et al., 2021). JelikoZ soubor jejich faktoril sigma 1 jejich transkripéni regulacni sit’ jsou
relativné dobfe prozkoumany (Manganelli, 2014), je nasnadé¢, ze tento rhodokokiim piibuzny
organismus je vhodnym modelem pro srovnavaci analyzu mykobakterialnich faktorti sigma
s jejich homology u rhodokoktl, a to jak s ohledem na jejich samotnou funkeci, tak i pii analyze
konvenénich promotorovych sekvenci rozeznavanych jednotlivymi faktory sigma a s nimi
souvisejicich regulonti.

U rhodokok je v8ak nutné pocitat i s tim, ze se u nich vyskytuji i zcela unikatni faktory
sigma a ze jen jednoduché srovnani jejich regula¢ni sité na zakladé porovnani s modelovym

organismem neni mozné. Neni v§ak vylouceno, ze mnoho atributti bude obdobnych a jiz znamé
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regulacni sit¢ u ptibuznych modelovych organismt, k nimz patti zastupci rodit Mycobacterium

a Corynebacterium, poslouzi jako vhodné analogie.

3.2.2 Primarni faktory ¢ u rodu Rhodococcus

Pfestoze primarni faktory sigma o patfi do prvni skupiny faktort rodiny c’°, ktera je
charakterizovana piitomnosti domény c'!, u anotovanych o* rhodokoki neni zatim tato
funkéni doména o!! definovana. Jelikoz vSak az 150 aminokyselin dlouhé N-koncové
sekvence predchazejici funkéni doménu c'2, kterd jiz popisovana je, jsou u vétSiny faktori 64
rhodokokt vysoce konzervované, coz sv€dci o dillezitosti jejiho prostorového usporadani, 1ze
predpokladat, Ze tato oblast plni funkci domény o', tj. zabranéni navazani volného faktoru
sigma pfimo na promotorovou sekvenci DNA. Spolu s doménou 6! jsou jiz v ramci anotaci
také popsany i vSechny dal$i konzervované domény typické pro prvni podskupinu faktort
rodiny ¢, tj. 62, 6> 1 6* (Gumerov et al., 2020; Schwartz et al., 2008).

Velikost 6* je mezi rthodokoky variabilni, nicméné i v rimci genomu jednoho kmene se
v anotovanych sekvencich mize vyskytnout vice potencialnich genti kodujicich primarni faktor
sigma. To lze dokumentovat na ptikladu dvou anotovanych ¢* u kmene Rhodococcus sp. 66b
— jeden o velikosti 479 aminokyselin (GenBank Acc. No.: OQM79024.1) a druhy mensi
(GenBank Acc. No.: OQM78523.1) tvofeny 430 aminokyselinovymi zbytky. NejmenSimi
anotovanymi primarnimi faktory sigma jsou dle databaze GenBank o* (GenBank Acc. No.:
CRK53085.1) kmene Rhodococcus sp. RD6.2 s 323 aminokyselinami ve své struktufe a ¢
(GenBank Acc. No.: PBI95377.1) kmene Rhodococcus erythropolis ACNI tvoieny 341
aminokyselinovymi zbytky. S ohledem na jejich nizkou sekvenéni homologii se standardnimi
faktory o* popsanymi u jinych rhodokokti determinovanou pomoci programu BLASTP

(NCBI), malou velikost, ktera je zaptic¢inéna hlavné zkracenim aminokyselinové sekvence pred

1.2 A

funkéni doménou ¢'*, a také pfitomnost vétSiho standardniho faktoru o

organismil (GenBank Acc. No.: CRK53072.1 pro Rhodococcus sp. RD6.2 a GenBank Acc. No.

u téch samych

PBI97546.1 pro Rhodococcus erythropolis ACN1), je do zna¢né miry zpochybnitelné, Ze by
mezi faktory o* byla u zastupct rodu Rhodococcus az takova délkova variabilita. Spodnim
limitem pro podet aminokyselin ve struktuie faktoru ¢ je tak u dosud anotovanych genomi
zastupct rodu Rhodococcus spiSe hodnota 430 aminokyselinovych zbytkl zjiStén4d u kment
Rhodococcus erythropolis ACN1 (GenBank Acc. No. PBI97546.1), Rhodococcus qingshengii
CS98 (GenBank Acc. No.: BCF83082.1) ¢i Rhodococcus sp. 66b (GenBank Acc. No.:
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OQM78523.1). Analyza téchto faktorti sigma zaloZena na informacich dostupnych v rdmci
databazi naznacuje, Ze nekriticka diveéra v tyto udaje miize vést k faleSnym zavérum.

Faktor ¢* se u rhodokokil uplatiuje zejména pii expresi tzv. vegetativnich (housekeeping)
které jsou u téchto organismil pfitomné, coz samoziejmé plati 1 u ptibuznych modelovych
organismu rodu Mycobacterium a Corynebacterium (Manganelli, 2014; Patek a NeSvera, 2011;
Patek et al. 2021).

Piestoze jde o esencialni faktor sigma, byly pfipraveny mutantni kmeny odvozené od
kmene Rhodococcus ruber TH nesouci sice funk¢ni, ale modifikovany gen sigA4, u kterych
vzrostla rychlost vybranych katalytickych reakci. Pfiprava mutantd v sigd tak nalezla
potencidlni vyuziti pfi konstrukci novych biotechnologicky vyznamnych kment, u nichz
Yu, 2012). U kmene Rhodococcus ruber TH byla na zéklad¢ analyzy exprese reportérovych
genil za riznymi promotory rovnéz zjiSt€éna konvenéni sekvence promotoru pro tento
vegetativni faktor sigma, a to TTGNNN pro -35 oblast promotoru a (T/C)GNNA(A/C)AAT pro
rozSifeny motiv -10 oblasti promotoru. Na zaklad¢ této znalosti byly dokonce pfipraveny
modifikované promotory PamiM strukturniho genu koédujiciho aminodeoxychorismatsyntazu,
z nichz probihala transkripce téméf osmkrat Castéji nez z jejich ptfirozené se vyskytujicich
homologt, coz je dalsi mozny zpiisob, jak pfipravovat efektivni biotechnologicky vyznamné

kmeny rhodokokt (Jiao et al., 2018).

3.2.3 Faktory obecné stresové odpovédi o8 u rodu Rhodococcus
Faktory of jsou fazeny do druhé skupiny faktord ¢’° a v anotacich jsou u nich

2,6 a 6* (Gumerov

rozeznavany vSechny domény charakteristiské pro druhou skupinu, tj. 6'2, ¢
etal.,2020). Stejné jako u primarniho faktoru ¢* plati, Ze ani faktor 6® neni u rhodokoki dosud
priliS popsan, ale je podrobnéji charakterizovan, a to s ohledem na strukturu i funkci, u
pfibuznych organismi rodu Mycobacterium €1 Corynebacterium (Manganelli, 2014; Patek a
Nesvera, 2011). Bylo zjisténo, Ze faktory o® u dosud zkoumanych rhodokokii vykazuji ze vsech
znamych faktord sigma nejvétsi sekvencni aminokyselinovou identitu s odpovidajicimi faktory
o® u kmend Mycobacterium tuberculosis (tabulka 3) a patii k nejkonzervovanéjsim faktorim
sigma u rhodokoku (Patek ez al., 2021).

Pfestoze jsou konkrétni dopady exprese genti sigB kodujicich faktory o u zastupcii rodu
Rhodococcus dosud vétSinou neznamé, bylo jiz zjisténo, ze se stejné jako u modelovych

organismi rodu Mycobacterium a Corynebacterium jednéd o faktory sigma, jejichz exprese
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souvisi sfizenim genové exprese za stresovych podminek nebo za prechodu z
faze exponencialniho ristu do faze stacionarni. Zatimco primarni faktor ¢* byl u kmene
Rhodococcus opacus B4 exprimovan v podstaté kontinualné, tj. v exponencialni nebo
stacionarni fazi ¢i pfi vystaveni stresovym podminkam, napf. pfi expozici organickym
rozpoustédlim, zvySena exprese genu sigB byla zjiSténa teprve po vystaveni organickym
rozpoustédlim nebo pii prechodu rostouci kultury do stacionarni faze, pficemz mutanti v genu
sigB vykazovali i snizenou rezistenci proti u¢inkim téchto rozpoustédel (Kita et al., 2009).
Rhodococcus jostii RHA1 je piikladem kmene, u kterého bylo objeveno vice
potencialnich faktori sigma patficich do druhé skupiny faktorti sigma rodiny c’°, jeden
(GenBank Acc. No.: ABG98585.1) o poctu 323 aminokyselinovych zbytki, druhy (GenBank
Acc. No.: ABG98595.1), ktery ma 457 aminokyselinovych zbytki, je velice podobny faktorim
o® u jinych druhd rhodokok a je povazovan za zéakladni faktor sigma u R. jostii RHA1, a tieti
(6B! — GenBank Acc. No.: WP 011594615.1) o po¢tu 520 aminokyselinovych zbytki.
Participace nejdel$iho z nich na regulaci transkripce jiz byla experimentdlné potvrzena pfi
reakci na stres zpusobeny teplotou, takze se jedna o nejvétsi znamy faktor obecné stresové
odpoveédi u rhodokokd, ktery po¢tem aminokyselin dokonce prevysuje vSechny znamé primarni

faktory sigma u rhodokoktli (Ekpanyaskun, 2006; Gumerov et al., 2020).

3.2.4 Faktory 6f urodu Rhodococcus

Faktory o jsou piikladem faktorti sigma z tzv. 3. skupiny faktord sigma rodiny ¢’°,
které se vyskytuji u zastupcli rodu Rhodococcus ¢i Mycobacterium, nikoliv vSak u dalSiho
piibuzného rodu Corynebacterium (Patek a NeSvera, 2011; Patek et al., 2021). Jsou u nich

3 a ¢* a jejich ucast na fizeni genové exprese je

rozeznavany konzervované domény ¢2, ¢
regulovana i prostfednictvim vazby k faktorim anti-sigma, které se pro faktory of nachazeji
volné v cytoplasmé, pficemz funkci faktoru anti-sigma dale ovliviuji jejich antagonisté, tzv.
faktory anti-anti-sigma, kterych je u Mycobacterium tuberculosis az Sest. Krom¢ samotnych
faktord anti-sigma a anti-anti-sigma jsou soucasti regulacni kaskady 1 proteinkinazy
fosforylujici faktory anti-anti-sigma, ¢imz je inaktivuji, nebot’ za tohoto stavu se nejsou
schopny vazat na faktor anti-sigma, ktery pak miiZe svou vazbou se ot blokovat transkripci ze
of-dependentnich promotori. Za opalné situace, tj. kdyZ jsou faktory anti-anti-sigma

defosforylované, vazi se na faktor anti-sigma, coZ umozni uvolnit 6" do cytoplasmy a zah4jit

transkripci ze of-dependentnich promotorti (Manganelli, 2014; Obr. 3).
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Obrazek 3: Schéma regulace of u druhu Mycobacterium tuberculosis. PknE — proteinkiniza
E; RsfA, RsfB — faktory anti-anti-sigma; UsfX/RsbW — faktor anti-sigma; inhibi¢ni efekt je
znazornén Sipkami ve tvaru ,,T%, zatimco ostra Sipka oznacuje autoregulacni efekt o (pfevzato

z Manganelli, 2014 a upraveno)

Vétsi komplexitu regulace faktorti of, a to nejen z hlediska poc¢tu faktori anti-anti-
sigma, naznacuje recentni studie popisujici novy faktor anti-sigma Rv1364c u Mycobacterium
tuberculosis, ktery ke své funkci nepotfebuje antagonistu v podobé faktoru anti-anti-sigma,
nebot’ soucasti jeho proteinové struktury je autoregulaéni doména. V regulacni kaskad¢ faktoru
of byla navic prokazana role proteinkinazy D, ktera vy$e zminény faktor anti-sigma Rv1364c i
faktor of fosforyluje. Fosforylace obou téchto proteini proteinkindzou D za podminek
osmotického stresu znemoZziuje jejich vazbu k sob& a tim aktivuje transkripci ze oF-

F ovlivituje i to, jaké promotory

dependentnich promotorti, pficemz fosforylace faktoru o
v ramci svého regulonu F primarné rozeznava (Misra et al., 2019). Dle databaze GenBank a
srovnani v programu NCBI BLASTP maji tyto proteiny své strukturni homology i u rhodokokd,
takZe je velmi pravdépodobné, Ze se regulace faktort 6" pomoci t€chto homolognich proteini
vyskytuje i u nich.

Funkce faktorti ze skupiny of byla u rhodokokd potvrzena pii stresové odpovédi na

vysychani, tj. za nizké vodni aktivity v prostiedi. Bylo zjisténo, ze u Rhodococcus jostii RHA1
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byly pfi pfezivani za minimalni vlhkosti exprimovany geny sigFl a sigF3, které koduji
odpovidajici faktory of! a 3. I u faktorti 6" totiz plati, Ze v konkrétnim genomu byva vice
orthologti téhoz strukturniho genu kodujiciho of, diky ¢emuz lze predpokladat, Ze regulace
exprese of-dependentnich stresovych genil je jesté daleko komplexné&jsi nez u modelového
organismu Mycobacterium tuberculosis (LeBlanc et al., 2008). Kromé vyse zminéné reakce na
vysychani se ¢! uplatituje u Rhodococcus jostii RHA1 i pfi osmotickém stresu, ktery rovnéz
souvisi s hor§i dostupnosti vody pro buiiku (Ekpanyaskun, 2006), zatimco faktor ™ byl
exprimovan po vystaveni tohoto kmene fluorovanym organickym kyselinam s alifatickymi

fetézci, které maji detergentni ucinky (Weathers et al., 2015).

3.2.5 Faktory sigma s extracytoplasmatickou funkci u rodu Rhodococcus

Faktory sigma s extracytoplasmatickou funkci (ECF) tvoii nejvetsi mnozinu faktori sigma
u zastupcl rodu Rhodococcus, pticemz jen Rhodococcus jostii RHA1 jich koduje dle databaze
MiST3.0 vice nez 30. Takové mnozstvi ECF faktori sigma nenajdeme ani u zastupct
pribuzného modelového rodu Corynebacterium, kteti disponuji nejvyse péti, ani u kment
Mycobacterium tuberculosis, které disponuji celkem deseti, takze nékteré z ECF faktorti sigma
u rhodokokti jsou pro né naprosto jedinecné (Manganelli, 2014; Patek a Nesvera, 2011). To
vSak nic neméni na tom, ze ty, které unikatni nejsou, mohou byt jak strukturné, tak i funkéné
velmi podobné svym homologim objevenym a popsanym u jinych zastupct skupiny Mycolata,
pfi¢emz, jak je patrné z Tabulky 3, pfi srovnani ECF faktorti sigma rtiznych druht rodu
Rhodococcus s odpovidajicimi faktory sigma Mycobacterium tuberculosis jsou si mezirodové

strukturné nejpodobnéjsi faktory o a ot (Patek et al., 2021).
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Tabulka 3: Aminokyselinové identita (v %) zékladnich faktori ¢ vybranych zastupct rodu

Rhodococcus vici odpovidajicim faktorim o Mycobacterium tuberculosis

Kmen o | o® | oo | 6fF | 6P| M| c®| 60| o
Rhodococcus erythropolis CCM2595 79 184 |60 |82 |86 | 64 | 53 |60 | 63 | 54
Rhodococcus jostii RHA1 77 185 |62 |88 |79 |66 |52 |54 |63 |54
Rhodococcus opacus PD630 77 |85 165 |82 |79 |62 |51 |53 |65 |59
Rhodococcus equi 103S 75 |85 |61 |80 |85 |84 |70 |69 |71 | 65
Rhodococcus fascians D188 76 |83 |59 |85 |82 |79 |60 |53 |69 |54

(Patek et al., 2021)

ECF faktory sigma u rhodokokt 1ze z hlediska proteinové struktury rozdélit do nékolika
riznych podskupin, pfi¢emz do prvni z nich patfi 6¢, 6P, 6F, o', o* a 6M nesouci konzervované
domény typické pro &tvrtou skupinu faktori rodiny 67°, tj. o a 6* nebo jejich ast. Aktivita
téchto faktorti sigma je s vyjimkou c© pravdépodobné regulovana vazbou k pfislusnym
faktorim anti-sigma, coz by odpovidalo stavu zndmému u modelového organismu
Mycobacterium tuberculosis (Manganelli, 2014).

Na zaklad¢ analogie s modelovymi organismy Mycobacterium tuberculosis a
Corynebacterium glutamicum lze predikovat funkce faktori oF a o'l. U t&chto modelovych
organismi se oba tyto faktory ucastni odpovédi na teplotni $ok a o® dale ovliviiuje reakci na
povrchovy stres (Manganelli, 2014; Patek a Nesvera, 2011).

Do dalsi podskupiny lze zafadit faktory sigma c% a o’, které kromé& charakteristickych
domén o? a 6* obsahuji dalsi C-koncovou doménu Snoal. 2, u niz je na zakladé studii faktoru
o’ modelového organismu Mycobacterium tuberculosis H37Rv predpokladana jeji
autoregulacni funkce pro aktivitu dané¢ho faktoru sigma (Goutam et al., 2017). Hypotézu o
moznosti autoregulace faktori 6% i ¢’ podporuje rovnéz fakt, ze u téchto faktorti sigma nebyla
potvrzena regulace vlastnimi faktory anti-sigma, piestoze u ¢¥ Mycobacterium tuberculosis
byla alesponl pfedpokladana (Manganelli, 2014). Co se tyc¢e vlastni domény SnoalL 2, fadi se
k tzv. NTF-2-like rodiné proteini a je u ni pfedpokladédna interakce s ligandem, ¢imz s vysokou
pravdépodobnosti moduluje transkrip¢ni aktivitu ECF faktor( sigma z této podskupiny. A nejen
to, po odstranéni Snoal. 2 domény nebyly takovéto faktory o’ viibec schopny vazby k o'-
dependentnim promotoriim, coz naznacuje, Ze je jeji pfitomnost z hlediska funk¢ni proteinové
struktury dokonce esencialni (Obr. 4). Ackoli Ize v databazi MiST3.0 nalézt 1 strukturné
podobnou doménu Snoal._4 u nepojmenovaného ECF faktoru kmene Rhodococcus opacus B4,

je otazkou, zda opét nejde o doménu SnoalL 2, nebot’ v ramci databaze GenBank je u strukturné
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zcela identického faktoru sigma 69 (GenBank Acc. No.: BAH53704.1) u Rhodococcus opacus
B4 tato doména oznacovana praveé jako Snoal. 2. Rozdily v zaznamech mohou byt dany tim,
ze zastupci NTF-2-like rodiny proteinti nejsou pfilis konzervovany ohledné své sekvence ¢i jeji
délky, ale jsou si podobné svou tercidrni strukturou. Zaroven vsak neni ani vylouceno, ze
nasledné jasné odliSeni SnoalL 2 a SnoalL 4 domén v rdmci NTF-2-/ike usnadni zékladni
determinaci faktorti 6% a o' (Eberhardt et al., 2013; Finn et al., 2016; Goutam et al., 2017).
Jelikoz vS8ak interakce ani jedné z t€chto domén s ligandem dosud kvili absenci relevantnich
krystalografickych struktur potvrzena nebyla, zlistdva tento urcujici znak stéle jen v teoretické

rovin¢ (Goutam et al., 2017).

a
Snoal. 2
Snoal. 2 C .\.D
“ Odstranéni Snoal._2 :SIE:
promofor promotor
b

ligand

Snoal 2 %

~RR

p

¢’ regulon

promotor promotor

Obrazek 4: Schéma potencialni regulace aktivity faktoru o’ pomoci jeho C-koncové domény
Snoal. 2 u Mycobacterium tuberculosis. a— faktor 6’ neni schopen bez Snoal. 2 domény vazby
k promotorové sekvenci; oboustranné Sipky naznacuji, ze se k promotorové sekvenci nemuze
vézat ani v zadné jiné orientaci nez c* doména k -35 oblasti promotoru a 6> doména k -10 oblasti
promotoru; b — faktor sigma s pfitomnou Snoal. 2 doménou se ve spravné orientaci vaze
k promotoru, po navazani ligandu je umoznéna vazba k jaddru RNAP a dochdzi k transkripci ze

o’-dependentnich promotort (pievzato z Goutam et al., 2017 a upraveno)
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Dilezitost jiné C-koncové domény, a to domény TPR nachézejici se u faktort o' u
rhodokokd, 1ze rovnéz predpokladat, prestoze zadné relevantni udaje o roli domény TPR na
autoregulaci aktivity ¢! u thodokokii nebyly dosud publikovany. Jeji role viak byla prokazana
u modelového organismu Streptomyces venezuelae, a to zjisténim, ze TPR doména je zcela
esenciadlni pro aktivitu dan¢ho faktoru sigma a dokonce i jeji minimalni zkradceni vede k
jeho nefunkénosti, pricemz se predpoklada, ze TPR doména je dtlezita pro interakce faktoru
sigma s dalSimi proteiny (Liu ef al., 2018).

Role konkrétnich ECF na fizeni genové exprese u rhodokokt, jakoz i regulace exprese
vlastnich strukturnich sig genti kodujicich ECF, jsou zatim publikovany pomérné¢ ziidka, ale jiz
vime, Ze u kmene Rhodococcus jostii RHA1 plati, Ze se jeho faktor ¢'* ucastni odpovédi na
osmoticky stres (Ekpanyaskun, 2006) a faktor 6% byl ve vétsi mife pfitomen v buiikach pfi
nedostatku zdroja uhliku, piestoze nebyl pro piezivani kmene za téchto podminek rozhodujici,
nebot’ Zivotaschopnost 4sigG mutantli za stejnych podminek nebyla vyznamné ovlivnéna

(Patrauchan et al., 2012).

3.2.6 Ostatni proteiny anotované jako faktory sigma

U rhodokoki jsou v databazi MiST3.0 popsany i extrémné kratké faktory o, a to naptiklad
faktor sigma o délce pouhych 67 aminokyselinovych zbytkii (GenBank Acc. No.:
WP _011597055.1) u kmene Rhodococcus jostii RHA1 nebo faktor sigma jest¢ o 1
aminokyselinovy zbytek krat$i (GenBank Acc. No.: WP _080512515.1) u Rhodococcus opacus
B4, které obsahuji pouze konzervovanou doménu c*? ¢i alespofi jeji ¢ast. Jejich mozné pfimé
zapojeni do procesu iniciace transkripce je vSak diskutabilni, nebot’ takovy faktor sigma
z principu nemilZze nijak interagovat s -10 konzervovanou promotorovou oblasti (Davis ef al.,
2017).

Dalsi skupinou potencialnich faktorti sigma, kterou Ize v ramci databaze MiST3.0 rozlisit,
jsou ty obsahujici doménu zf-HC2 (naptiklad GenBank Acc. No.: WP _011594337.1 u kmene
Rhodococcus jostii RHAT1). Tato doména je u modelového rodu Mycobacterium ptedpokladana
jen ve strukturach faktort anti-sigma, avsak jeji role neni dosud popsana (Finn ef al., 2016). U
faktor(l sigma, jejichz soucasti je doména zf-HC2, neni nalezena zadna z domén o2 nebo ¢*,

takze i1 zde je diskutabilni, zda tyto proteiny vibec patii mezi faktory sigma.
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4 ZAVER

Kmeny rodu Rhodococcus jsou charakteristické velkym genomem nesoucim ohromné
mnozstvi genli pro anabolické i katabolické drahy vyznamné v biotechnologickych aplikacich.
Pro efektivni vyuziti jejich biotechnologického potencidlu je vSak tieba znat mechanismy
regulace exprese téchto primyslové vyznamnych genl, protoze metabolismus kazdého
organismu fidi transkripcni regulacni sit, jejiz zakladni slozkou jsou strukturni geny koédujici
faktory sigma exprimované v zavislosti na specifickych podminkéch prosttedi.

Bakterie pii svém rlstu v jakémkoliv prostiedi totiz ¢eli stresovym podminkam, jimz se
musi permanentn¢ piizpisobovat. Odpovédi na obecné stresy (oxidativni, teplotni, desikacni a
povrchovy) jsou fizeny hlavnimi stresovymi faktory sigma, které, jak vyplyva z dostupnych
publikacnich 1 databazovych dat, jsou vysoce konzervované u vSech piibuznych
mikroorganismil a vyskytuji se napfic bakterialnimi rody. Ve specifickych prostiedich, v nichz
napiiklad prezivaji pravé zastupci rodu Rhodococcus, vsak ptibyvaji dalsi zcela specifické
stresory, coz u téchto bakterii zna¢né zvySuje naroky na genovou vybavu a efektivni modulaci
jeji exprese. B€hem evoluce se tak selektovaly strukturni geny kédujici 1 zcela unikatni faktory
sigma umoznujici prave tuto striktni transkripcéni regulaci genové exprese.

Rod Rhodococcus patii mezi bakterie s velkym poctem faktori sigma. Tento pocet je
navic zna¢n¢ variabilni a v podstaté koreluje s velikosti genomu konkrétniho kmene, a to tak,
Ze s rostoucim genomem se zvysuje i mnozstvi kddovanych faktorti sigma.

Publikac¢nich zdroji zabyvajicich se faktory sigma u kment rodu Rhodococcus je zatim
velmi malo, ale mnoho informaci lze ziskat analyzou velkého mnozstvi dat deponovanych v
molekularné-biologickych databazich (napt. GenBank, MiST 3.0). Takové analyzy ukazuji, ze
faktory sigma u rhodokoki jsou sekvencné a strukturné nejpodobnéjsi faktorim sigma u
Mpycobacterium tuberculosis, z nichz nejvétsi mezirodovou podobnost vykazuji faktory o8, of
a o'l. Genomy rhodokoki vSak nesou i nékolik orthologi strukturnich gent kddujicich tentyz
faktor sigma, a to vCetné primarniho faktoru ¢, ¢imz se 1i$i od piibuznych modelovych
organismi Mycobacterium tuberculosis a Corynebacterium glutamicum.

Funkce jednotlivych faktorii sigma u rhodokokt jsou vétSinou stanoveny jen na zakladé¢
jejich strukturnich homologii a analogii s podrobné popsanymi faktory sigma u piibuznych
bakterii skupiny Mycolata. Fyziologickymi experimenty byla zatim prokdzéana jen role c*
(vegetativni faktor sigma), o2 (faktor obecné stresové odpovédi uplatiujici se pfi pfechodu do
stacionarni faze ristu i za podminek teplotniho stresu), ot (desika¢ni, oxidativni a povrchovy

stres), 69 (hladovéni pii nedostatku zdroji uhliku) a 6’ (osmoticky stres).
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