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ABSTRAKT

Kmen Rhodococcus erythropolis A4 je zdrojem enzymu nitrilhydratazy a amidazy
katalyzujicich konverze nitrilii a amidid. Tyto enzymy jsou pouzivany pii prumyslovych
biotransformacich a bioremediacich. Vzhledem k tomu, Ze genové manipulace vedouci ke
zvySeni produkce téchto enzyml bylo v kmeni A4 obtizné provést, byly v této praci
identifikovany a analyzovany pfislusné geny (ami a nhal+nha2) v ptibuzném kmeni R.
erythropolis CCM2595, v kterém lze manipulace s plazmidy i v chromozomu rutinné
provadét. Geny ami a nhal+nha2 z kmene R. erythropolis CCM2595 byly izolovany a
spole¢né se sousedicimi oblastmi (celkem 5,5 kb) sekvenovany. Byla zjisténa organizace
téchto geni a predpokladanych regulacnich genti v kmeni CCM2595 a zkouméan zplsob
regulace exprese téchto genii. Pro analyzu transkripce genli pro amidazu a nitrilhydratazu
z obou kment R. erythropolis byl pouzit promoter-probe vektor pEPRI1 replikujici se v
Escherichia coli a R. erythropolis, v némz byly zkonstruovany transkripéni fuze promotori
Pami zkmene A4 i CCM2595 a reportérového genu gfp. Aktivita promotori Pami byla
meétena prostiednictvim fluorescence produktu genu gfp, zeleného fluoreskujiciho proteinu.
Me¢teni fluorescence bun€k nesoucich vektor pEPRI s promotory geni ami zobou
zkoumanych kment prokazalo, ze jejich aktivita je pfevazné konstitutivni a jen z malé Casti

indukovéna nitrily a amidy.

Rhodococcus, amidaza, nitrylhydrataza, promotor, promotor-probe vektor, regulace,
Gfp



ABSTRACT

The strain Rhodococcus erythropolis A4 is a source of enzymes nitrilhydratase and
amidase, that catalyse conversion of nitriles and amides. These enzymes are used in industrial
biotransformation and bioremediation. Since it was difficult to carry out genetic
manipulations aimed at increasing the production of these enzymes in the strain A4, the
corresponding genes (ami and nhal + nha2) of a related strain R. erythropolis CCM2595, in
which both plasmid and chromosome manipulations can be routinely performed, were
identified and analyzed in this diploma theses. The ami and nhal + nha2 genes from the
strain R. erythropolis CCM2595 were isolated and sequenced together with the flanking
regions (5.5 kb in total). The organization of these genes and the expected regulatory genes
was described in the strain CCM2595 and mechanisms of regulation of expression of these
genes were studied. For the analysis of transcription of amidase and nitrilhydratase genes
from both strains of R. erythropolis, the promoter-probe vector pEPR1 replicating in
Escherichia coli and R. erythropolis was used. Transcriptional fusion of Pami promoters of
the strains A4 and CCM2595 and the reporter gfp gene were constructed. The activity of the
Pami promoter was measured by means of fluorescence of gfp gene product (green
fluorescent protein). Measurements of fluorescence of cells that carried the vector pEPR1
with the ami promoters from both examined strains showed that their activities are mostly
constitutive and only to a limited extent induced by nitriles and amides.

Rhodococcus, amidase, nitrile hydratase, promoter, promotor-probe vector,

regulation, Gfp
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1. Uvod

Moderni spole¢nost produkuje velké mnozstvi Skodlivych ¢i toxickych chemickych
latek, které jsou pfimo ¢i nepfimo uvolilovany do Zivotniho prostfedi. Mezi tyto latky patii
nitrily, které jsou pouzivany v chemickém a zemédélském primyslu. Nitrily lze pfipravit
pomoci fady raznych syntetickych reakci a mohou slouzit jako vychozi surovina pro vyrobu
dalSich organickych latek (amidy, aminy, kyseliny). Tato univerzalnost je ptfi¢inou oblibenosti
nitrild, kterd ale vede k nadmérnému uvolovani nitrild do prostfedi. Od osmdesatych let
minulého stoleni je vyvijen tlak na odstrafiovani toxickych latek z ekosystému. Jednim ze
zpusobu dekontaminace je biologické odbouravani toxickych latek pomoci mikroorganizmu
neboli bioremediace. Za timto uCelem jsou vyhledavany bakteridlni kmeny schopné piezit
v toxickém prostiedi a ndsledné odbouravat kontaminujici latky. Velky potencidl v degradaci
nitrild vykazuji kmeny rodu Rhodococcus. Tento rod nese fadu gent pro utilizaci a degradaci
nitrild. Jedna se napiiklad o gen pro nitrilazu (nitA), ktera transformuje nitrily na karboxylové
kysliny ¢i gen pro nitrilhydratazu (nha), ktery je soucasti uceleného genového klastru
obsahujictho  geny pro  amiddazu (ami) a  aldoximdehydrogendzu  (oxd).
Aldoximdehydrogenaza, nitrilhydratdza a amidaza katalyzuji kaskadu degrada¢nich reakci
umoznujici transformaci aldoximt na nitrily, amidy az karboxylové kyseliny. Regulaci téchto
déju zajistuji geny nhrl-nhr4. Tato diplomova prace je zaméfena na analyzu genti kodujicich
amiddzu (ami) a nitrilhydratdzu (nha) u kmene Rhodococcus erythropolis CCM2595. Bude
urCena jejich organizace v chromozomu, stanovena jejich nukleotidova sekvence a zjistén
zpisob regulace jejich exprese. Na zakladé vektoru pEPR1 bude ptfipraven konstrukt, pomoci
kterého bude studovéna aktivita promotoru genu ami (Pami) v minimalnim a komplexnim

médiu.



2. Literarni prehled

2.1. Taxonomie rodu Rhodococcus

Bakterie rodu Rhodococcus lze izolovat z mnoha riznych pfirodnich prostiedi jakymi
jsou puda, hloubkové vrty, povrchové vody, moiské sedimenty a nebo zvifeci trus ¢i zazivaci
trakt hmyzu (GOODFELLOW 1989). Rod Rhodococcus byl poprvé popsan v roce 1891, kdy
takto byly pojmenovany dva druhy Cervené pigmentovanych bakterii. Ke vétSim zménam v
klasifikaci rhodokokid doslo v letech 1974-1977, kdy byly ptfidany bakterie, které nebylo
mozné zafadit do piibuznych rodt Nocardia, Corynebacterium a Mycobacterium. Teprve
neddvno doslo k rozsahlému pfeorganizovani taxonomie celého rodu. Mnoho druhii bylo
z rodu Rhodococcus vytazeno, jiné k nému byly pfesunuty z pfibuznych rodi a dalsi zastupci
byli nové objeveni a popsdni. Tyto razantni upravy byly umoznény diky modernim
taxonomickym metodam. Klasické metody zatazeni druhti na =zakladé fyziologické
podobnosti a chemického sloZeni bunééné stény byly doplnény metodami genetickymi, mezi
které patii ur€ovani miry piibuznosti na zakladé podobnosti 16S RNA nebo stanoveni
ptibuznosti pomoci hybridizace DNA-DNA. Podrobné zkoumani 16S RNA vedlo také
k dalSimu d¢€leni rhodokokli na pét odlisSnych skupin jejichz typickymi piedstaviteli byly
ur¢eny druhy R. equi, R. fascians, R. erythropolis, R. rhodnii, a R. rhodochrous (RAINEY et
al. 1995). V soucasné dob¢ je popsano vice nez Ctyficet druhti rhodokokd. Mezi nejznaméjsi
se fadi R. equi, R. fascians, R. erythropolis, R. globerulus, R. opacus, R. percolatus,
R. rhodnii, R. rhodochrous, R. ruber a R. zopfii. Typovym piedstavitelem celého rodu je
R. rhodochrous. Rod Rhodococcus byl zafazen do skupiny oznaované jako CMN —
nokardioformni aktinomycety, ke které patii rody Corynebacterium, Mycobacterium,
Nocardia, Rhodococcus, Dietzia, Gordona a Tsukamurella (RUIMY et al. 1994). Spole¢nou

charakteristikou této skupiny je pfitomnost mykolovych kyselin v bunécné sténé.



Rhodococcus equi ATCC 7005T | skupina R. equi
— Nocardia asteroides ATCC 19247T
S Nocardia brasiliensis ATCC 19296T
Rhodococcus fascians ATCC 12974T | skupina R. fascians
Rhodococcus globerulus NCIMB 12315T
Rhodococcus erythropolis CCM2595
Rhodococcus jostii IFO16295T skupina R. erythropolis

Rhodococcus percolatus MBS1T

Rhodococcus marinonascens DSM43752T
Rhodococcus rhodnii ATCC 35071T skupina R. rhodnii
Rhodococcus ruber DSM43338T
Rhodococcus rhodochrous ATCC 271T
Rhodococcus coprophilus ATCC 29080T
Rhodococcus zopfii ATCC 51349T

Dietzia maris ATCC 35013T

4{ Tsukamurella paurometabola DSM 20162T

skupina R. rhodochrous

[ Corynebacterium glutamicum NCIMB 10025T

Mycobacterium tuberculosis gM-1T

T Corynebacterium diphtheriae CCUG 2708T
Gordonia terrae ATCC 25594T

Streptomyces coelicolor DSM 40233T

Obr. 1: Fylogeneticka pfibuznost vybranych kmeni rhodokokii a dalSich
nokardioformnich aktinomycet podle srovnani 16S rDNA (VESELY 2006)

2.2. Charakteristika rodu Rhodococcus

Bakterie rodu Rhodococcus jsou grampozitivni, nesporulujici, aerobni, nepohyblivé a
chemoorganotrofni organizmy (GOODFELLOW 1989). Vyznacuji se mycelidlnim ristem, v
jehoz pozdni fazi dochdzi k fragmentaci mycelia na tyCinkovité ¢i kokovité utvary
(nokardioformita) (LECHEVALIER 1989). Rostou dobfe na standardnich laboratornich
pudach. Neékteré kmeny ke svému ristu potiebuji ptidavek thiaminu. Bunécnd sténa
rhodokoktl je slozena ze tfi vrstev, vnitini peptydoglykanové, stfedni arabinogalaktanové a
vnéjsi lipidové. Svym sloZzenim patii k chemotypu IV. Peptydoglykan je slozeny z N-
acetylglukosaminu a N-glykolylmuramové kyseliny, D-alaninu, L-alaninu, D-glutamatu a
kyseliny meso-diaminopimelové. Bézné nasycené a nenasycené mastné kyseliny doprovazi
kyselina tuberkulostearovd. Cukerné slozky stény tvofi D-arabindéza a D-galaktoza.
Fosfolipidy jsou zastoupeny kardiolipinem, fosfatydylethanolaminem, fosfatidylinositolem a
fosfatidylinositol manosidem (FINNERTY 1992). Vnégjsi vrstva je ze 40 % tvofena
mykolovymi kyselinami. U ostatnich mykolat tato hodnota dosahuje az 60 %. Hlavnimi typy

menachinonu v bunééné stén¢ rhodokokti jsou dihydrogenované menachinony tvoiené osmi
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isoprenovymi jednotkami, které neobsahuji cyklické motivy charakteristické pro rod
Nocardia (KLATTE et al. 1994). Dal$im vyznamnym znakem rhodokokii je vysoky obsah G-
C part v genomové DNA (67-73 %) .
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Obr. 2: Struktura bunééné stény rhodokokii
1 - glykolipidy, 2 - mykolové kyseliny, 3 - arabinogalaktan, 4 - peptidoglykan, 5 - lipidova
dvouvrstva, 6 - lipoarabinomanan, 7 - fosfatidylinositol manosid, 8 - buné¢na sténa

2.2.1. Mykolové kyseliny

Stodola a jeho kolegové izolovali mykolové kyseliny poprvé v roce 1938
z Mycobacterium tuberculosis. Jedna se o dlouhé alfa-alkyl-beta-hydroxy mastné kyseliny,
tvotici hlavni slozku bunécné stény mykolat. Jsou tvofeny krat§im beta-hydroxy fetézcem
s velmi dlouhym alfa-alkylovym postranim fetézcem. Pocet atoma uhliku v mykolovych
kyselinach je jednim ztaxonomickych hledisek pro fazeni mykolat. Rod Mycobacterium
obsahuje 60-80 atomut uhliku, Corynebacterium 32-48, Nocardia 46-60, Rhodococcus 34-52,
Dietzia 34-38 a Tsukamurella 64-72 (ASSELINEAU a LEDERER 1950). M. tuberculosis
produkuje tfi typy mykolovych kyselin. Alfa-mykolové kyseliny jsou pievazujicim typem,
dosahuji 70 % zastoupeni a obsahuji nékolik cyklopropanovych kruhli. Metoxy- a keto-
kyseliny nesou metoxy a keto funkéni skupiny a jejich zastoupeni v bunice dosahuje 10-15 %.

Obdobné déleni Ize nalézt také u mykolovych kyselin bakterii rodu Rhodococcus. Piesnéji je
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zalozeno na mnozstvi nenasycenych vazeb v postrannim fetézci. Rhodokoky tvofi dva typy
mykolovych kyselin. Prvni ma mezi 28-46 atomu uhliku a nenese Zadnou nebo jednu
nenasycenou vazbu. Druhy typ kyselin ma 34-54 atomi uhliku a 0-4 nenasycené vazby
(SUTCLIFFE 1998). Mykolové kyseliny v bunééné stén¢ déavaji bunice charakteristické
vlastnosti. Zvysuji odolnost bunky proti toxickym latkdm, zvySuji rezistenci k antibiotiktim,
brani dehydrataci buniky a patogennim druhim (M. tuberculosis) umoznuji skryvat se pred

imunitnim systémem hostitelll (pfezivani uvnitt makrofagu).

GHs
(CH,),
CH,0-CO-CH-CH-(CH,),-CH,
OH

GHs

(CH,),

H CH,0-CO-CH-CH-(CH,) :CH,
OH

Obr. 3: Chemicka struktura mykolovych Kkyselin (GURTLER et al. 2004)

2.2.2. Patogenita rodu Rhodococcus

Vlivem zdokonalovani diagnostickych metod pro identifikaci grampozitivnich bakterii
se v posledni dekad¢ prudce zvysil pocet vyskytu rhodokokovych infekei u lidi. Diive byly
infekéni 1éze R. equi povazovany za nepatogenni, av§ak v dnesni dobé je popsano mnoho
ptipadu, kdy infekce probihala jak u imunokopromitovanych osob, tak u osob s nenarusenym
imunitnim systémem. Rhodokokové infekce 1ze nejCastéji pozorovat u pacientli nakazenych
virem HIV s propuknutym syndromem AIDS (SCOTT et al. 1995). Takovéto infekce se
nejcastéji projevuji jako zépal plic, ¢i mistni abscesy. Mohou se vSak rozsifit na dalsi organy a
vznika tak zadnét pobfisnice, zanét kostni diené ¢i zanét mozkovych blan. Takto komplikované
ptipady jsou velice zavazné a z 55 % konéi smrti pacienta (ABOUT et al. 1996). Infekce
neimunokompromitovanych osob neni tak castd, avSak i zde je ne€kolik popsanych piipadu.
Nejcastéji se jednad o infekéni loziska vznikla jako nésledek nehod s hlubokym poranénim.
Lécbu rhodokokovych onemocnéni komplikuje jejich znacnd rezistence k antibiotikiim a
schopnost skryt se pied imunitnim systémem. Proto je nutné aplikovat co nejvhodnéjsi
kombinaci antibiotik po dostate¢né¢ dlouhou dobu tak, aby bylo zabranéno reinfekci ze

skrytych lozisek (MASCELLIANO et al. 1994).
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R. equi je dlouhodobé povazovan za vyznamného patogena zvifat. Zpusobuje zanét
prudusek, zanét stfev, potraty a dalS$i onemocnéni dospélych koni, hiibat, ale 1 jinych savca
(PRESCOTT 1991). Vyskytuje se v pudé a zazivacim traktu byloZravcil, jejichz trus je
idedlnim prostiedim pro jeho pomnoZeni. Pfi¢inou onemocnéni hiibat byva nejcastéji fekalné
znecisténa potrava. Velkym problémem je chronicka povaha infekce, kdy je hiibé vystaveno
patogennimu organizmu jiz tydny piedtim nez se infekce projevi a je diagnostikovana.
Antibiotickd 1écba v této fazi onemocnéni neni efektivni a proto je snaha o vyvoj funkéni
vakciny. Céste¢ného uspéchu bylo dosaZeno s vakcinou piipravovanou z celych bungk
rhodokokti (FINNERTY 1992). Virulence R. equi je ovlivnéna pfitomnosti kruhového
plazmidu pOTS (85 kb), ktery wusnadiluje jeho piezivani v hostitelském organizmu
(PRESCOTT 1991). Patogenita ovSem neni zavisld pouze na plazmidu. Byly popsany
ptipady, kdy bezplazmidové rhodokoky byly celkové méné virulentni, avSak zplsobovaly
infek¢ni 1éze. Tento efekt je pfipisovan bunécné sténé rhodokokd, kterda ma pravdépodobné
vlastni patologické u¢inky (PRESCOTT 1991).

R. fascians je rostlinny patogen zpusobujici ristové poruchy jak u dvoudéloznych, tak
u jednodé&loznych rostlin. Zije na jejich povrchu, piimo na nich neparazituje, ale produkuje
cytokininy, které rostlinu ovliviuji. Nejcastéji napada rostliny hrachu a tabaku, které ztraci
apikalni dominanci a dochazi u nich k pfertstani postranich vyhonti a nadstandardnimu
vétveni (CRESPI et al. 1992). Virulence R. fascians je zna¢n¢ variabilni. Tato variabilita je
pfipisovana plazmidim, které rhodokok nese. U R. fascians byly objeveny az tii typy téchto
plazmidl v jedné bakterialni bunce (LAWSON et al. 1982).

2.3. Genetika rodu Rhodococcus

Ackoliv dulezité informace o metabolickych a virulentnich vlastnostech bakterii rodu
Rhodococcus byly znamy jiz fadu let, zakladni poznani jejich genetické podstaty bylo
nedostate¢né. Tento fakt byl zplisoben fadou barier, které zpomalovaly zkoumdni a studovani
jejich genomu. Jednou z hlavnich pfi¢in byl maly tlak, vyvijeny na nutnost studia pouze
jednoho kmene rhodokokl. Misto toho byla zkouméana ftada kmenti s nejriznéjSimi
vlastnostmi a variacemi genomu. Pfidame-li fakt, Ze mnozstvi kmenti bylo ke skupiné
rhodokokt pfifazeno chybné, nelze se divit, ze selekce reprezentativniho kmene byla velice
obtizna. Dal$im problémem pfi studiu genomu rhodokokd byla stavba jejich bunécné stény,
jejiz odolnost velice znesnadiiuje izolaci genomové DNA. Zavaznost této prekazky byla jeste

zvySena pleomorfizmem rhodokokti - kmeny rostouci v exponenciadlni fazi vytvareji
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multijadernd filamenta, kterd se pfi piechodu do staciondrni faze rozpadaji na kratké tyCinky
¢1 koky. Multijadernost béhem exponencialni faze rtistu znesnadnuje izolaci mutant a tedy
brzdi lepsi poznani genomu rodu Rhodococcus (LARKIN et al. 1998).

Navzdory pocate¢nim komplikacim, doSlo v posledni dobé ve studiu genomu
rhodokokli k pokroku. Podafilo se osekvenovat kompletni genom nékolika kmeni: R.
aethorovorans 124 (7 Mb), R. erythropolis PR4 (7 Mb), R. jostii RHA1 (9,7 Mb), R. opacus
B4 (9,7 Mb) a R. equi 103S (5 Mb). Genom R. jostii RHA1 patii mezi nejvétsi bakterialni
genomy vibec. Primérné velikost genomu rhodokokt zjisténd pomoci metod pulzni gelové
elektroforézy se pohybuje kolem hodnot 5,6-8,0 Mb. Variabilita ve velikosti genomu je dana
obecnou rtiznorodosti rodu, ale také ptitomnosti velkych plazmidi, které rhodokoky obsahuji.
Zminény kmen R. jostii RHA1 obsahuje tii velké linearni plazmidy: pRHL1 (1122 kb),
pRHL?2 (444 kb) a pRHL3 (332 kb). Samotny chromozom m4 velikost 7,8 Mb. U n¢kterych
kment rhodokokt (R. fasciancs - 5,6 Mb) se piedpoklada, Ze linearni je také jejich
chromozom (stejn¢ jako chromozom streptomycet). Tyto teorie vSak nebyly zatim potvrzeny
(PISABARRO et al. 1998). Pomérné rozsahle genomy rhodokokti naznacuji vysoky stupen
genové redundance. Rhodokoky syntetizuji velké mnozstvi enzymd, které jsou funkénimi
homology. Predpokladd se, ze pravé tato vlastnost napoméha rhodokokGm ptezivat a
adaptovat se na nejraznéjSich typech substratii jakymi jsou naptiklad: polychlorované

bifenyly (PCB), aromatické slou¢eniny, uhlovodiky, nitrily ¢i steroidy (LARKIN et al. 2005).

2.3.1 Plazmidy

Jako vétSina bakterii, i bakterie rodu Rhodococcus obsahuji ve svém genomu
plazmidovou DNA, a to od malych kruhovych plazmida (5 — 20 kb) az k velkym linedrnim
plazmidim (200 — 1000 kb). Linedrni plazmidy jsou pro rhodokoky charakteristické. Poprvé
byl tento typ plazmidli objeven u Streptomyces rochei v roce 1979 (HAYAKAWA et al.
1979). D¢li se na dva typy, podle zplisobu zakonceni své molekuly. Pro prvni typ jsou
charakteristické palindromatické vlasenkové struktury, zakoncujici linedrni molekulu. Timto
zpusobem je naptiklad zakoncen i linearni chromozom patogenu Borrelia burgdorferi. Konce
druhého typu linearnich plazmida obsahuji dlouhé obracené repetice se specificky vazanymi
proteiny na 5'-konci. Témto plazmidim se fika invertrony a je jim naptiklad plazmid pSCLI
(12 kb) ze Streptomyces clavuligerus. Linearni plazmidy rhodokoktt mnohdy koduji enzymy
degradacnich drah a virulentni faktory a mohou byt prostiedkem pro horizontdlni pfenos genil
¢i jako nosice genetické variabilnosti (STECKER et al. 2003). Kruhové plazmidy jsou

nejcastéji studovany kvili svému podilu na virulenci patogennich kmenti. Takovym ptipadem
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je plazmid pOTS (85 kb) z R. equi, ktery koduje virulentni antigeny o velikosti 15,0 kDa a
17,5 kDa. Tyto proteiny umoziuji pteziti patogena v hostiteli (PRESCOTT 1991). Také u
kruhovych plazmidi byly nalezeny geny kodujici enzymy katabolickych drah. Ptikladem
mohou byt plazmidy pRTL1 (100 kb) z R. rhodochrous NCIMB13064 nesouci geny tcastnici
se degradace chloroalkani (DOTEN a ORNSTON 1987) a pSOX (150 kb) z R. erythropolis
IGTS8 obsahujici geny ucastnici se desulfurisace dibenzothiofenu (HARDISSON et al.
1969). Mechanizmus regulace replikace kruhovych plazmidd byl studovan na malych
plazmidech pKA22 (5 kb) a pFAJ2600 (5,9 kb). Na zéklad¢ analyzy jejich replikac¢nich gent
byly zafazeny do rodiny plazmidd pALS5000, kam patii také mnohé plazmidy roda
Brevibaterium, Corynebacterium a Mycobacterium (DE MOT et al. 1997). Plazmidy typu
pAL5000 vyuzivaji pro svoji replikaci systém zaloZeny na operonu repAB. Protein RepA je
ptibuzny proteinu Rep, enterobakteridlnich plazmida typu ColE2. Protein RepB je schopen
vazby DNA na dvou mistech, coz opét pripominad Rep protein, piesnéji jeho C koncovou
doménu. Nizkoafinitni vazebnad doména proteinu RepB se véaze na pocatek replikace a
vysokoafinitni doména slouzi k autoregulaci exprese repB genu. Protein RepA slouzi jako
primaza, zacinajici replikaci plazmidu tvorbou RNA-primeru. Samotna replikace plazmid

probiha theta-mechanizmem (DE MOT et al. 1997).

2.3.2. Regulace transkripce genti rhodokoku

Studium regulace exprese genii rhodokokii je v souCasné dobé jesté v pocatcich. Je
znama fada specifickych aktivatord ¢i represorti, kteti ovliviiuji pribéh katabolickych drah
avSak genetické mechanizmy regulace byly odhaleny pouze v nékolika malo piipadech.
Regulacni geny se vétSinou nachazeji v blizkosti genut, které reguluji (LARKIN et al. 1998).
Dobfe prostudovana regulace transkripce je u genu nitA, ktery koduje nitrilazu z Rhodococcus
rhodochrous J1. Exprese tohoto genu je v pfitomnosti transkripéniho regulatoru NitR
indukovéana isovaleronitrilem. Pfi uspésné indukci dochazi k masivni produkci ptislusné
nitrilazy: enzym tvoii az 35 % vSech rozpustnych proteinti buniky, coz naznacuje, Ze gen nitA
je pod kontrolou velmi silného promotoru. Pomoci metody primer extension byl nalezen
pocatek transkripce genu nitA a diky tomu byla odhalena i sekvence promotoru (TTCATG-
(N)1s-TACTGT) ktera se podobd konvencni sekvenci promotori streptomycet:
TTGAC(A/G)-(N)17-TAG(A/G)(A/G)T a v klicovych nukleotidech odpovida i konsensus
sekvenci vegetativnich promotora E. coli. (KOMEDA et al. 1996a). Regulator NitR je
ptibuzny regulatorim rodiny AraC, a predpoklada se u néj obdobny mechanizmus regulace

(Obr. 4).
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Obr. 4: Mechanizmus pusobeni regulatoru AraC

AraC je transkripcni regulator shopny tvorby komplexu s L-arabindézou. Za nepiitomnosti L-
arabinozy tvoii dimér pomoci svych N konct. C konce se vazi na I; a O, oblasti operatoru
promotoru pBAD. Tato vazba zplsobuje ohyb DNA o délce 210 bp, coz znemoziiuje
nasednuti polymerazy a zapoceti transkripce. Nejvyssi aktivity promotoru pBAD je dosazeno,
paklize jsou pfitomny L-arabin6za a aktiva¢ni protein CAP. L-arabin6za tvoii komplex
s AraC dimérem, ¢imz ho uvolnuje z O, oblasti a umoziuje vazbu na oblast I,. CAP protein
vzniké jako odpovéd’ na cAMP, vaze se na DNA a stimuluje vazbu AraC do I; a I, oblasti.

2.3.3. Plazmidové vektory jako nastroje pro genetické manipulace

Pomalejsi rozvoj studia genetiky rhodokokii byl zpiisoben mimo jiné i nedostatkem
nastroji a metod pro genetické manipulace. Plazmidové vektory replikujici se v kmenech
aktinomycet véetné rhodokoki vznikaly pomalu a do dne$ni doby je jich pomérné maly pocet
s omezenymi moznostmi vyuziti. Prvnim publikovanym vektorem replikujicim se v buiikach
rhodokokt byl plazmid pMVS301 (10,1 kb). Byl zkonstruovan z 3,8 kb velkého fragmentu
kryptického plazmidu pMVS300 (13,4 kb, Rhodococcus sp. H13-A), replikonu pro udrzeni

v E. coli a selekénich markerd. Pro selekci v bunkach rhodokokd byl pouzit gen tsr
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(rezistence vaci thiostreptonu) ze Streptomyces azureus a pro selekci v E. coli byl pouzit gen
pro rezistenci k ampicilinu. Stabilni transformanty byly ziskany u kmend R. equi, R.
erythropolis a R. globerulus, zatimco transformanty R. rhodochrous se ziskat nepodatilo
(FINNERTY a SINGER 1988). Pro tento druh byl zkonstruovan vektor pK4 (5,3 kb), jehoz
zakladem byl krypticky plazmid pRC4 (2,6 kb), ktery se prirozené vyskytuje v buitkach R.
rhodochrous IFO3338. Plazmid pK4 nese gen kodujici rezistenci ke kanamycinu a byl vyuzit
pro studium konverze nitrild (HASHIMOTO et al. 1992). Za ucelem zkoumani patogeniho
kmene R. fascians vznikly vektory tady pRF: pRF28 (10,5 kb) s rezistenci vuci
chloramfenykolu a pRF37 (10,8 kb) s genem zajistujicim rezistenci vici bleomycinu. Témito
vektory se podafilo Gspé$né transformovat buiky R.erythropolis IGTSS. Modifikacemi
vytvofenych vektori vznikaly dalsi: pRR-6, zkonstruovany pro charakterizaci gend pro
desulfurizaci dibenzothiofenu nebo pBS305, ktery se vyuzil pro studium bidegradace
herbicidii (LARKIN et al. 1998). Obecné 1ze o klonovacich vektorech rhodokokd fici, Ze jsou
pomérné velké, obsahuji malo klonovacich mist a ¢asto nemaji vhodné genetické markery.
Pro pokrocilé genetické manipulace u rhodokokd chybi dosud vektory pro specidlni ucely,

napf. expresni vektory a vektory pro analyzu promotord (promotor-probe).

2.4. Vyuziti rhodokoku

Postupné studovani rhodokokt odhaluje jejich Siroky potencial pro komeréni vyuziti.
Rozsah latek, které jsou rhodokoky schopny transformovat ¢i degradovat je fadi mezi
perspektivni bakterie pro biotechnologicky primysl. Mezi latky, které rhodokoky degraduji
patii uhlovodiky, chlorované uhlovodiky, aromatické uhlovodiky, nitroaromaty, chlorované
aromaty a dal$i. Primyslové vyuziti rhodokokii se zamétuje zejména na jejich schopnost
syntetizovat surfaktanty, flokulanty, amidy ¢i nejriznéjsi polymery.

Molekuly surfaktanti obsahuji silné hydrofilni a hydrofobni skupiny, coz jim
umoznuje hromadit se na mezifazovém rozhrani (napf. oleje a vody). Tato vlastnost
surfaktantt siln€ ovlivituje degradacni schopnosti rhodokokti: 1) surfaktanty umoziiuji pfimou
adhezi bunék na hydrofobni partikule polutantii a zrychluji tak jejich degradaci, 2) surfaktanty
snizuji povrchové napéti mezi fazemi a tim usnadiuji vstup hydrofébnich partikuli do bunky
3) extracelularni surfaktanty rozptyluji vétsi hydrofobni partikule na mensi a tim zvétSuji
jejich povrch, coz je ¢ini dostupnéjsi bunkam. Biosurfaktanty jsou také Casto efektivné;si jak
jejich syntetické analogy a jsou pfirozené¢ degradovatelné, coz snizuje jejich piipadnou
toxicitu (FINNERTY 1994). Purifikace biosurfaktantl je vSak velice nakladnd, a proto je

jejich hlavni vyuziti v oblasti praci se surovou ropou ¢i v bioremediacich. Pfezivaji totiz
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v prostfedi chudém na ziviny a jejich degradac¢ni schopnosti mnohdy nejsou negativné
ovlivnény snadnéji vyuZitelnymi zdroji uhliku. Rada kment je psychrofilnich, &ehoZ lze
vyuzit v chladngjSich oblastech (ABU-RUWAIDA et al. 1991). Rhodokoky maji také
uplatnéni v bioreaktorech, kde detoxikuji odpadni vody nejriznéjSich praimyslovych vyrob a
predchazeji tim jejich toxickému ptsobeni po vypusténi. Timto zpisobem lze z odpadnich
vod odstranit také tézké kovy.

Déale jsou vyuzivany desulfurizacni vlastnosti rhodokokt, které lze vyuzit k Gipravé
uhli tak, aby nésledn¢ pfi hotfeni uvoliiovalo minimalni mnozstvi siry. Bylo téZ popsano
vyuzivani rhodokokd pii hleddni ropnych nalezist, kde jsou rhodokoky aplikovany jako
indikatory uhlovodikii v prostfedi a svoji pfitomnosti naznacuji mozny zdroj ropy.
Rhodokoky Ize vyuzit také jako biosenzory. Biosenzory mohou byt vyuZzity napft. pro rychlou
detekci toxickych latek v prostiedi nebo jako kriminalisticky néstroj pro odhaleni drog
(CAMERON et al. 1994).

V soucasné¢ dob¢ jsou rhodokoky primyslové vyuzivany pii vyrob¢ akrylamidu,
firmou Nitto Chemistry Industry Company Ltd (Japonsko) (KOBAYASHI a YAMADA
1996) a firmou Merck, ktera vyuziva Rhodococcus sp. 124 a NCIMB12038 pro pfipravu

meziproduktu pro syntézu inhibitoru HIV protedzy s komerénim nazvem Crixivan.

2.5. Nitrily a amidy

Nitrily jsou latky obecné charakterizované vzorcem R-CN, které se v prostfedi
vyskytuji jak pfirozené tak vlivem cinnosti ¢lovéka. Mezi nitrily lze nalézt jak molekuly
jednoduché (2-phenylacetonitril, indolilacetonitril, 3-phenylpropionitril, kyanohydrin), tak
komplexni slouceniny (kyanoglykosidy, kyanolipidy). Pfirozenym zdrojem nitrild jsou
rostliny jako fazole, len ¢i bambus (JALLAGEAS et al. 1980). Nejvyznamnéjsi produkci
nitrild ma ale na svédomi ¢lovek. Organické nitrily jsou syntetizovany fadou reakci a slouzi
jako vychozi latky pro vyrobu kyselin, amidd, aminti a dalSich sloucenin, které masivné
vyuzivad chemicky pramysl (akrylonitril — vyroba polymerti) ¢i zemédélstvi (aromatické
nitrily — herbicidy) (CROSBY et al. 1994). Siroké vyuziti nitrilti vak pfinasi i jejich skodlivé
ucinky na prostfedi a ¢lovéka. Nekteré z nich (napi. kyanhydriny) jsou klasifikovany jako
toxické az vysoce toxické latky jiné jsou povazovany za potencionalni karcinogeny (napf.
akrylonitril). Z téchto divodi se ¢im dal vice usiluje o odstranéni nitrild z prostredi.
Bioremediace pomoci rhodokokl schopnych utilizace a degradace nitrila se zda byt vhodnou
volbou jak koncentraci nitrilll snizit. Degradace nitrilii v buitkdch rhodokoki je zaloZena na

hydrolyze, pfi nizZ nitrily pfechazeji az na karboxylové kyseliny. Transformace mtze probihat
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dvéma mechanizmy. Pfimo pomoci enzymu nitrildza nebo nepfimo, dvoustupniové pomoci
enzymi nitrilhydratiza a amidaza (MARTINKOVA et al. 2009a). Ackoliv nitrilaza a
nitrilhydratdza katalyzuji transformaci stejného substratu, maji odliSny geneticky zdklad a

patii do jiné rodiny enzymu.

2.5.1. Nitrilaza

Geneticky zaklad nitrilaz rhodokokt byl poprvé popsan u R. rhodochrous J1, ktery
tvoii isovaleronitrilem indukovanou nitrilazu kodovanou genem nitA. Tento gen byl klonovan
na plazmid slacZ promotorem, kterym byly nasledné transformovany bunky E. coli.
Transformanty tvofily extrémni mnozstvi nitrilazy, které dosahovalo az 50 % vSech
rozpustnych proteinti buiiky (KOBAYASHI et al. 1992a). Obdobné geny byly nalezeny také
u dalSich rhodokokti a ptibuznych druht. Nitrilaza R. rhodochrous R22 vykazuje 55%
identitu aminokyselinové sekvence s nitrilazou kmene R. rhodochrous J1. Regulace exprese
genu NitA je fizena pozitivnim transkripénim regulatorem NitR, ktery spada do rodiny
regulatortt AraC (KOBAYASHI et al. 1992b).

Nitrildzy rhodokokl jsou multimerni proteiny tvofené dvéma az Sestnacti
podjednotkami. Tyto podjednotky jsou tvofeny /B proteinen, ktery vytvaii Ctyfvrstevnou
strukturu affa. (BANERJEE a SHARMA 2002). Krystalografickou analyzou bylo odhaleno
aktivni misto nitrilazy ve formé triady Glu-Lys-Cys. Nitrildzy jsou schopné katalyzovat
transformaci nitrill na dva typy produkti — karboxylové kyseliny a amidy. Katalyza zaciné
nukleofilnim atakem SH skupiny cysteinu na uhlik kyano-skupiny nitrilu, ¢imz se
hydrogenuje dusik na imino skupinu a vznika tak kovalentni komplex thioimid-enzym.
Hydrataci tohoto komplexu vznika molekula, jejiz nasledny rozpad urcuje typ vysledného
produktu. Prvni z moznosti rozpadu je uvolnéni amoniaku, které¢ vede k tvorbé karboxylové
kyseliny. Druhd moznost je odlouceni enzymu a vznik amidu. Mechanizmus katalyzy je
schematicky zndzornén na obr. 5 (O'REILLY a TURNER 2003). Tvorba dvou riznych
produktti neni z hlediska chemického primyslu zadouci, avSak nitrildzy rhodokokii maji
oproti nitrilazdm jinych druhi rovnovahu katalyzy piesunutou blize ke karboxylovym
kyselinam. U kmene Rhodococcus sp. ATCC39484 je pomér produkce karboxylovych kyselin
k amidim 98:2. Enzymové studie, provedené na dalSich kmenech rhodokokl pii riznych
zdrojich uhliku tuto vyjimec¢nou vlastnost potvrdily a dokonce naznacily, ze nékteré nitrilazy

rhodokokt amidy viibec netvoii .
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Obr. 5: Transformace nitrilii pomoci nitrilazy

2.5.2. Nitrilhydrataza

Nitrilhydratazy jsou enzymy schopné hydratace nitrild na amidy. Rhodokoky jich tvofi
Siroké spektrum. Nejcastéji se jednd o nitrihydratdzy jejichz kofaktorem jsou ionty zeleza ¢i
kobaltu. Podle nich se déli na Fe ¢i Co typ. Ackoliv kazdy typ nitrilhydrataz je soucasti jiné
vétve evolucniho vyvoje a jejich geneticky zéklad je riznorody, vSechny nitrilhydratazy jsou
vzdy tvofeny dvéma podjednotakama (o a f).

Genetiky zaklad Fe typu nitrilhydrataz, geny nhal a nha2, jsou u kmene R. globerulus
A-4 piidruzeny ke geniim pro amidazu (ami) a aldoximdehydrogenazu (oxd) (KATO et al.
2005). Spole¢né tvoti genovy klastr, ktery obsahuje ¢tyfi geny pro regulatory (nhrl, nhr2,
nhr3 a nhr4). Vsechny ¢tyfi regulacni geny i geny kodujici enzymy jsou orientované stejnym
smérem a celd skupina gent tak tvofi strukturu podobnou operontim. Schéma organizace genti
na chromozomu je na obrazku 6. Gen nhr3 koduje aktivator nitrilhydratazy, ktery napomaha
jejimu spravnému sloZeni (foldingu) a spravné inkorporaci Fe iontu (KOBAYASHI a
YAMADA 1996). Funkce ostatnich regulator neni v soucasnosti ptili§ zndma. Je mozné, ze
ovliviiuji indukci exprese jednotlivych genii, coz potvrzuji studie provedené na R.
erythropolis AJ270. Oproti tomu prace na jinych kmenech rhodokokti (Rhodococcus sp. N-
771, Rhodococcus sp. R312) dochazeji k zavéru, Ze exprese genu oxd-ami-nha je

konstitutivni.

) ) E) B i Ep-

Obr. 6: Usporadani gent nitrilhydratazového klastu R. erythropolis A4 (9,5 kb)
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Nejlépe popsané nitrilhydratazy Co typu pochazi z R. rhodochrous J1. D¢li se na tézké
a lehké, které wvznikaji pfi ristu rhodokokokli v pfitomnosti mocoviny i
cyklohexan karboxamidu (KOBAYASHI et al. 1992a). Podjednotky tézkych nitrilhydrataz
jsou koédovany chromozomovymi geny nhhA (a-podjednotka) a nhhB (B-podjednotka).
V tésné blizkosti se nachazi geny nhhC (homolog regulatoru amidaz), nhhD (pozitivni
regulator genu nitrilhydratazy) a nhhG (homolog genu nhhB). Organizace nitrilhydratazovych
gentl v R. rhodochrous J1 je odli$na od jinych kment.. Geny nitrilhydratazovych podjednotek
jsou méné propojeny s geny amidaz. Jsou rozdéleny genem nhhF, coz je inzertni sekvence
IS1164, kodujici transpondzu. Ta se do nitrilhydratazového klastru dostala pravdépodobné
horizontalnim pienosem geni (KOMEDA et al. 1996b). Organizace gent pro lehké
nitrilhydratazy je podobna Fe typu. Geny nitrilhydratazovych podjednotek (nhIB, nhlA) jsou
sice jako u tézké verze fazeny opacné, avsak jejich sousedstvi s amidazovymi geny (amdA) je

stejné tizké jako u Fe typu nitrilhydrataz.

2.5.3 Amidaza

Amidézy jsou vSudypiitomné enzymy, schopné hydrolyzy amidi az na karboxylové
kyseliny. Jsou déleny do dvou skupin. Prvni skupinu ptedstavuji alifatick¢ amidazy, které
hydrolyzuji alifatické amidy s kratkym uhlikovym fetézcem (acetamid, akrylamid,
propionamid). Patii sem amidazy produkované Rhodococcus sp. R312, Pseudomonas
aeruginosa nebo Helicobacter pylori (MAESTRACCI et al. 1984). Do druhé skupiny patii
amidazy enantioselektivni schopné hydrolyzovat amidy se stfedné dlouhymi uhlikovymi
zbytky, arylamidy, a-aminoamidy a a-hydroxyamidy (isobutyramid, valeramid, hexanamid).
Enantioselektivni amidazy jsou produkované pievazné rhodokoky - Rhodococcus sp. R312,
Rhodococcus sp. N-774, R. erythropolis JCM6823, R. rhodochrous J1 a jejich geneticky
zéklad je uzce spojen s geny nitrilhydrataz (KOBAYASHI et al. 1993). Oproti tomu geny
alifatickych amidaz jsou spiSe pfidruzeny k nitrilazdm. DalSim rozdilem je zaklad jejich
katalytického centra. Alifatické amidazy jsou sulthydrylové enzymy jejichz katalytické
centrum je tvofeno cysteinem piiCemz katalytické centrum enantioselektivnich amidaz je
tvofeno asparginem a serinem. Enantioselektivni amidazy jednotlivych kmeni v rdmci rodu
Rhodococcus jsou blizce piibuzné. Shoda aminokyselinové sekvence u amidaz
R. erythropolis, Rhodococcus sp. a R. globerulus je vice jak 96 %. Méné piibuzné jsou
amidazy piidruzené k nitrilhydratazam Co typu. Naptiklad amidazy R. rhodochrous vykazuji
k amidazam vyse zminénych kment pouze 61 % homologii (KOBAYASHI et al. 1993).
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3. Material

3.1. Pouzité chemikalie a material

Agardza pro elektroforézu
Bakteriologicky agar
Deionizovana voda

DNA markery
Dodecylsulfat sodny (SDS)
dNTP

EDTA

Elektroporaéni kyvety
Ethidium bromid

Ethanol

Fenol

Glukéza

Glycerol

goTaq DNA polymeraza
Hydroxid sodny (NaOH)
Chlorid draselny (KCI)
Chlorid sodny (NaCl)
Kanamycin

KOD hot start DNA polymeraza
Kvasni¢ny extrakt

Lysozym

Mikrozkumavky 1,5 a 2,0 ml
NuSieve® 3:1 agardza
Octan draselny
Oligonukleotidy

Platinum® Pfx DNA polymeraza
PCR pufr

PCR pufr

Restrikéni endonukledzy

Restrikéni endonukleazy
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Lachema, CR

Oxoid, UK

ELIX®, Millipore, CR
New England Biolabs, USA
Serva, SRN

Top-Bio, CR

Lachema, CR

Bio-Rad, Kanada

Serva, SRN

Lachema, CR

Serva, SRN

Lach-ner, CR

Lachema, CR

Top-Bio, CR

Lachema, CR

Lachema, CR

Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Merck KGaA , SRN
Liofilchem, Italie

Serva, SRN

P-Lab a. s., CR

BMA BioProducts, USA
Lachema, CR
VBC-Genomics, Rakousko
Invitrogen, USA
Invitrogen, USA
Top-Bio, CR

BioLabs

MBI Fermentas, SRN



Restrikéni endonukledzy
Ribonukleaza A

T4 DNA ligaza

Taq DNA polymeréaza
Tris(hydroxymethyl)aminoethan
Trypton

Tween80

3.2. Komeréni soupravy

QIAGEN® Plasmid Mini Kit Qiagen
QIAquick® Gel Extraction Kit

3.3. Pristroje

Automaticky autoklav

Dokumentacni systém pro agardézové gely
Elektroporator Bio-Rad Gene Pulser
ELIX®

Laboratorni vahy L610D

Odstiedivka RT6000B

Odstiedivka EBA 12R

Odstfedivka Sigma 112

pH-metr PHM210

Spektrofluorimetr Saphire2 plate reader
Spektrofotometr Biomate 5

Svatecka folii

Termocykler s teplotnim gradientem TGradient

Termocykler Techne FPROG05D
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Takara, Japonsko
Serva, SRN

MBI Fermentas, SRN
Top-Bio, CR

Serva, SRN

Oxoid, UK

Merck, SRN

QiagenGmbH, SRN
Qiagen GmbH, SRN

MAC-235EX Sanyo, USA
Kodak, USA

Bio-Rad, USA

Millipore, USA

Sartorius, SRN

Sorvall, USA

Hettich, SRN

Sigma, SRN

Radiometer Analytical S.A., Francie
Tecan, USA
Thermospectronics, UK
ETA, CR

Biometra, SRN

Progene, UK



3.4. PouZité bakterialni kmeny

Escherichia coli DH5« (supE44 A(lacU)169 (@80lacZ AM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96
thi-1 relAl) (HANAHAN 1983)

Rhodococcus erythropolis A4 (VEJVODA et al.. 2007)

Rhodococcus erythropolis CCM 2595 (EGGER et al. 1997)

3.5. Kultivaéni media

3.5.1. Médium Luria Bertani (LB) (1 000 ml)

LB medium bylo pouzito ke kultivaci E .coli a R. erythropolis.

Trypton 10g
Kvasni¢ny extrakt 5Sg
NaCl 10 g
pH 6,8

Mofifikace: LB + 6% NH4NO; 10 ml
LB + 3 M acetamid 10 ml
LB + 3 M acetonitril 10 ml

3.5.2. Médium 2xTY (1 000 ml)

2xTY medium bylo pouzito ke kultivaci E. coli a R. erythropolis.

Trypton 16 g Po sterilizaci pfidano:1 ml  FeSO,.7H,0 5 gl
Kvasni¢ny extrakt 10 g 1 ml  MnSO,4H,0 5 g1’
NaCl 5¢g 10 ml 50% glukozy

pH 6,8
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3.5.3. Médium SOC (1 000 ml)

M¢édium SOC bylo pouzito pii transformaci bunék E. coli plazmidovou DNA.

Trypton 20,0 g Po sterilizaci pfidano: 10 ml 1M MgCl,+1M MgSO,
Kvasni¢ny extrakt 5,0 g 7ml  50% glukozy

NaCl 0,6 g

KCl 02¢g

pH 6,8

3.5.4. Medium BSBT (1 000 ml)

Medium BSBT bylo pouzito pfi fluorescencnim méteni aktivity promotord.

NaCl 0,1g
K,;HPO, 1,03 g
KH,PO4 0,75 g
EDTA 0,015 ¢
ZnS0O4 - 7 H,0 0,0067 g
MnSO; - H,O 0,0007 g
FeSO4 - 7 H,0O 0,0015 g
CoCl, - 6 H,O 0,00049 g
CuSOq, - 5 H,O 0,00072 g
Na;MoOs - 2 H,O 0,00045 g
Sukcinat (50%)-zdroj C 20 ml
MgSO4 (2%) 10 ml
CaCl, (0,31%) 10 ml
Thiamin (10 g/1) 200 pl

Kanamycin (100 g/1) 3ul

pH 7

Zdroj N: BSBT + 6% NH4NO; 10 ml
BSBT + 3 M acetamid 10 ml
BSBT + 3 M acetonitril 10 ml
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3.5.5. Agarové pudy
Do 1000 ml pady LB nebo 2xTY bylo ptidano 15 g agaru

3.6. Pufry a roztoky

3.6.1. Pufr 50xTAE (1000 ml)
Tris-Cl 242 g, kyselina octova 57,1 ml, EDTA (0,5M) 100 ml, pH 8,0

3.6.2. Pufr PBS (1000 ml)
Na,HPOy, 8,25 g, NaH,PO, 2,05 g, NaCl 4 g, pH 7,4

3.6.3. Pufr GET

Glukéza 50mM, EDTA 10mM, Tris-Cl 25mM, pH 8,0

3.6.4. Pufr TE

Tris-Cl 10mM, EDTA 1mM, pH 7,8

3.6.5. Pufr SET
Sachar6za 300mM, EDTA 20mM, Tris-CI 15mM, pH 8,0

3.6.6. Pufr GT
Glyceron 10%, Tris-Cl 10mM, pH 8,0

3.6.7. Roztok RF1

RbCl 100mM, MnCl, 4H,0 80mM, CaCl, 2H,O 10mM, CH3;COOK 30mM, glycerol 15%,

pH 6,8 (upraveno 0,2M kys. octovou), sterilizovano filtraci
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3.6.8. Roztok RF2

MOPS 10mM, RbCl 10mM, CaCl, 2H,0O 70mM, glycerol 15%, pH 6,8 (upraveno 0,2M

NaOH), sterilizovano filtraci

3.7. Plazmidy

3.7.1 pEPR1
Promoter-probe vektor s reportérovym genem gfpuv ( replikuje se v E. coli, R. erythropolis,

C. glutamicum)

Obr. 7. Promoter-probe vektor pEPR1
gfpuv - gen pro zelené fluorescenéni protein Gfp

aph (Km/res) — gen pro rezistenci na kanamycin
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3.8. Oligonukleotidy pro PCR a sekvenovani

Tab. 1.: PouZité primery pro PCR a sekvenovani

Komplementarni

Primer Sekvence” PouZiti
sekvence
AMIF R.e. A4 GGCTGCAGTCGGCTACTTTCA PCR
1RNH2 R.e. A4 ATCAGGCTGTACGGCAGGTGTT PCR
4FNH2 R.e. A4 TAACGATCGACCACACAAC PCR, SQ
4FNHS5 R.e. A4 CCTACATGCTTTCCACATCT PCR, SQ
4RNH3 R.e. A4 TGAATCGGTGGAATTTGTTGT PCR
C2KODO1L R.e. A4 GAAACTTCCTCGACCTGAGCTAC PCR, SQ
C2KODO02L R.e. A4 AATATCGACATCGACGGAAACTT PCR
C2KODO02R R.e A4 CACGGTATTCGAAACTCTTGTACC PCR, SQ
CCMAMIR1 R. e. CM2595 GGTCAGGGCCACTAGTTT PCR
CCMAMIR2 R. e. CM2595 GATGACCGAGAGCATCAG PCR, SQ
CCMINTERF1 R. e. CM2595 GACAAGTGAAGCCGATCA PCR, SQ
CCMINTERF2 R. e. CM2595 GAGCCCCAGCATCTATTT PCR, SQ
CCMINTERF3 R. e. CM2595 CCCGAACTTAACGAGTCA PCR, SQ
CCMINTERRI1 R. e. CM2595 GTGAATCGGTGGAATTTG PCR, SQ
CCMINTERR2 R. e. CM2595 CCTGCCTGAAATAGATGC PCR, SQ
CCMNHRIF1 R. e. CM2595 CAGGCCACAGAAACACTC PCR, SQ
CCMNHRIF2 R. e. CM2595 CGGAACTGATTCTTTCCA PCR, SQ
CCMNHRIRI1 R. e. CM2595 CAGCGAGTGTTTCTGTGG PCR, SQ
FAMIE R.e. A4 CCGAATTCATCAGGAGCACACTT PCR, SQ
GFP4 vektor pEPR1 GTTCTTCTCCTTTACTCATTT PCR
NHAF4 R.e. A4 TTCGAATACCCAAGAAAGAAGCACACCAT | PCR, SQ
NHR1R2 R.e. A4 AAGTAGCCGAATGCCGCCCAGA PCR, SQ
NHR2F1 R.e. A4 CGTTCCAAGACGACCTCCCC PCR, SQ
PAMIF1 R.e. A4 GGGCGGCATTCGGCTACTTT PCR
PAMIR1 R.e. A4 TTAGATCTGAGTGATGCCGTAATGCTTT PCR, SQ
PNHAI1F1 R.e. A4 GATCACCGGCAAGACCTT PCR, SQ
PNHAI1RI1 R.e. A4 AAGGATCCCTTCCATGCTTCGACGTAA PCR
RNHAX R.e. A4 TGTCTAGACCATGATTTCCAGTGTCCTT PCR
SMANHEF3 R.e. A4 GAGGAATTGTTCGGTAGC PCR
SMANHRS R.e. A4 TTCACCTTGGAGTTCTTGT PCR
TRPTCGF1 vektor pEPR1 CAGTTGTGTGATGTGGCAATGTTTCACG PCR

* Tuéné jsou vyznaéeny nukleotidy, které nejsou komplementarni k templatu, byly zménény,

aby vznikla zadsahova mista pro restrikéni enzymy
PCR — amplifika¢ni primery
SQ — sekvenacni primery
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3.9. Pouzity software

Analyza a zpracovani sekvenci — DNAStar LaserGene 99
http://www.dnastar.com

Analyza a zpracovani sekvenci — pDRAW32
http://www.acaclone.com

Analyza sekvenacnich chromatogramii — Chromas 1.43
http://www.technelysium.com.au/chromas.html
Analyza a porovnavani sekvenci
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Grafické tpravy — Adobe Photoshop 7.0CE
http://www.adobe.com

Textové nastroje — MS Office 2003CZ

http://office.microsoft.com
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4. Metody

4.1. Kultivace E. coli a R. erythropolis

Bunky E.coli byly kultivovany pii 37 °C v médiu LB. Ve stejném médiu byly
kultivovany bunky R. erythropolis pii teploté 25 °C. Kratkodobé byly bunééné kultury
uchovavany v lednici pii 4 °C na Petriho miskach. Dlouhodobé se kultury uchovavaly pii

téploté —70 °C jako bunécné suspenze s piidavkem glycerolu (15 %).

4.2. Izolace plazmidoveé DNA z E. coli

K izolace plazmidové DNA zE. coli byla pouzita komeréni souprava QIAGEN®
Plasmid Mini Kit. Izolace byla provadéna podle doporuceni vyrobce.

Alternativné byla pouZita metoda alkalické lyse (BIRNBOIM 1983). Do 2 ml média
LB s pfislusnym antibiotikem byla zaockovana 1 kolonie a buiiky rostly pies noc na rotacni
ttepacce pii 37 °C a 170 ot./min. Nasledn¢ bylo 1,5 ml narostlé kultury centrifugovano
(2 min; 9 000xg). Po peclivém odstranéni supernatantu byl bunécny sediment resuspendovan
ve 100 pl pufru GET a inkubovan 5 minut pii 0 °C. Po této inkubaci bylo ptidano 200 pl
cerstvé piipraven¢ho 1% roztoku SDS v 0,2M NaOH a suspenze opatrné promichdna
nékolikandsobnym pievracenim. Poté bylo ptfidano 150 pl 5M octanu draselného (pH 5,2) a
obsah byl opatrné¢ promichan pfevracenim. Po 10min inkubaci v ledu nasledovala
centrifugace (10 min; 18 000xg). Ciry supernatant byl odebran tak, aby neobsahoval bilou
srazeninu a DNA byla ze supernatantu precipitovana ptridanim 850 ul 96% ethanolu pfii
teploté —20 °C po dobu 10 minut. Vysrazena DNA byla sedimentovana centrifugaci (10 min;
18 000xg). Po oddéleni supernatantu byl ziskany sediment DNA déle promyvan piidavkem
200 ul 70% ethanolu a opakované centrifugovan (2 min; 18 000xg). Supernatant byl poté
odstranén pipetovanim, sediment DNA vysuSen za snizeného tlaku a nasledné resuspendovan
ve 30 ul RNazy (40 pg.ml"). Po 30min inkubaci pii 37 °C byly 3 ul vzorku analyzovany

elektroforézou v agar6zovém gelu odpovidajici koncentrace.
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4.3. Izolace plazmidové DNA z R. erythropolis

K izolace plazmidové DNA zR. erythropolis byla pouzita komercéni souprava
QIAGEN® Plasmid Mini Kit. Samotné izolaci pfedchazela ¢asteéna degradace bunééné stény
lysozymem.

Alternativné byla pro izolaci plazmidové DNA zR. erythropolis pouzita metoda
alkalické lyse. Bunky R.erythropolis byly kultivovany v 5ml LB média s pfislusSnym
antibiotikem na rotacni tfepacce pii 25 °C a 200 ot./min. Z narostlé kultury byly 2 ml
centrifugovany (1,5 min; 9 000%g) a buiikky byly promyty 2 ml pufru TE. Po opétovné
centrifugaci (1,5 min; 9 000xg) byl supernatant peclivé odstranén a builky byly
resuspendovany ve 250 pl pufru SET s lysozymem (10 mg.ml'). Po 2h inkubaci pii 25 °C
bylo ptidano 400 pl Cerstvé ptipravené¢ho 5% SDS v 0,2M NaOH. Smés byla promichana
opakovanym obracenim a ponechdna 10 min v ledu. Po této inkubaci bylo pfidano 300 pl
5M octanu draselného (pH 5,2), obsah byl opatrné promichan a inkubovan 15 minut v ledu.
Nasledovala centrifugace (10 min; 18 000xg) a plazmidova DNA obsazena v supernatantu
byla precipitovana ptfidanim 0,8 nasobku objemu isopropylalkoholu a inkubaci (15 min) pii
laboratorni teploté. Nasledovala dalsi centrifugace (10 min; 18 000xg), po které byl suchy
sediment plazmidové DNA rozpustén ve 200 pl pufru TE. Pfitomné proteiny byly odstranény
extrakci fenolem, DNA nasledné precipitovana ethanolem a rozpusténa ve 20 ul vody
s piidavkem RNazy (40 ul.ml"). Po 30min inkubaci piti 37 °C bylo 5-10 ul vzorku

analyzovano elektroforézou v agarésovém gelu vhodné koncentrace.

4.4. Transformace E. coli

4.4.1. Priprava kompetentnich bunék

50 ml pady SOC bylo inokulovano né&kolika koloniemi E. coli. Bunky byly
kultivovany pti 37 °C za stalého tfepani a po dosazeni ODggo 0,20—0,25 byla buné¢na kultura
ponechana 10 minut v ledu a poté cetrifugovana (10 min). Supernatant byl dikladné
odstranén, bunéény sediment resuspendovan v 17 ml roztoku RF1 a ponechdn 15 minut v
ledu. Po centrifugaci (10 min) a odstranéni supernatantu byl bunécny sediment resuspendovan
ve 4 ml roztoku RF2 a ponechan 15 minut v ledu. Poté byla bunécna suspenze rozplnéna po
200 pl do mikrozkumavek. Po tomto kroku byly kompetentni bunky bud’ ihned pouzity pro

transformaci nebo pro pozdéjsi pouZiti uchovany pii—70 °C.
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4.4.2. Transformace kompetentnich bunék plazmidovou DNA

K Cerstvé pripravenym nebo v ledu roztaitym kompetentnim buiikam (200 ul) bylo
pfidano maximalné¢ 20 pul plazmidové DNA (0,1-0,5 ng) nebo ligacni smési. Po 30min
inkubaci v ledu byl proveden teplotni Sok (90 s; 42 °C) a transformacni smés buiiky/DNA
byla ihned zchlazena v ledu. K transformacni smési bylo ptfiddno 800 pul puady SOC a
nasledovala inkubace transformovanych bunék 45 minut pti 37 °C za stalého tfepani. Poté
bylo po 100 pul transformovanych bunék vyseto na misky s pidou LB obsahujici ptislusné

antibiotikum (Km, 30 pg.ml™).

4.5. Transformace R. erythropolis plazmidovou DNA

4.5.1. Priprava kompetentnich bunék

Bunkami z nékolika kolonii ¢erstvé narostlé kultury bylo zao¢kovano 10 ml média
2xTY. Nasledovala kultivace pies noc pii 25 °C a tfepani 200 ot./min. Z narostlé kultury bylo
zaoCkovano 100 ml 2xTY média (doplnéného 0,5 % Tween80) na ODgy 0,1. Pti dosazeni
ODgoo 0,6 byla kultura zchlazena v ledu, rozd€lena do 2 kyvet a centrifugovana (10 min).
Supernatant byl odstranén, bunéfny sediment resuspendovan v 25 ml pufru GT a opét
centrifugovan. Tento krok byl poté jesté jednou opakovan. Pfi tietim promyvani byl obsah
obou kyvet spojen, promyt 25 ml pufru GT a opét centrifugovan (10 min). Poté byly bunky
resuspendovany ve 2 ml ledového 10% glycerolu a rozplnény po 200 pl do mikrozkumavek.
Takto pfipravené kompetentni buniky byly pouzity na transformaci elektroporaci nebo

uchovany pti —70 °C.

4.5.2. Elektroporace

Bunécéna suspenze (200 pl) byla smichdna s maximalné 10 pl plazmidové DNA (0,5—
2,0 ug) a po promichani a 1min inkubaci v ledu pfenesena do 2 mm Siroké elektroporacni
kyvety. Nasledoval elektricky puls v elektroporatoru GenePulser s napétim 2,5 kV, kapacitou
25 uF a vnéjsim odporem 600 Q. Tomuto nastaveni odpovidala délka pulsu 14—16 ms. Ihned

po pulsu bylo piidano 800 ul média 2xTY (bez Tween80) a buiiky byly inkubovany 4 h pfi
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25 °C na rotac¢ni tfepacce (170 ot./min). Poté bylo 200 pl transformovanych bunék vysévano

na selektivni pidy LB s p¥islusnym antibiotikem (Km, 200 ug.ml ™).

4.6. Stépeni DNA restrikénimi endonukledzami

Enzymové reakce (obvykle v objemu 20-100 ul) byly ptipraveny podle instrukci v
pfilozeném navodu piislusSného enzymu. Vzorek DNA byl smichan s 1/10 objemu
doporuc¢ené¢ho 10x koncentrovaného reakéniho pufru a ke smési bylo piidano potiebné
mnozstvi (obvykle 1-2 pul) restrikéni endonuklazy. Smés byla poté inkubovana 2—4 h pii

doporucené teplot¢.

4.7. Extrakce fenolem

K roztoku DNA byl pfidan stejny objem smési fenol:chloroform:isoamylalkohol
(25:24:1). Po dikladném promichéani a kratké centrifugaci byla odebrana horni vodna faze
obsahujici DNA. Pokud byla kontaminace proteiny vysokd, byl tento krok opakovan.
Nésledovalo odstranéni zbytki fenolu ze vzorku extrakci do stejného objemu smési
chloroform:isoamylalkohol (24:1). Obsah byl opét promichan, centrifugovan a nakonec byla

odebrana vrchni vodna faze obsahujici DNA, které se dale precistila srazenim ethanolem.

4.8. Precipitace DNA ethanolem

DNA byla precipitovana pfidanim dvojnasobku objemu 96% ethanolu a desetinou
objemu 5M octanu draselného (pH 5,2). Nasledovala 15min inkubace pii —20°C a
centrifugace (10 min; 18 000xg; 4 °C). Vznikly sediment DNA byl promyt 200 ul 70%
ethanolu a po opétovné centrifugaci (2 min; 18 000xg; 4 °C) vysuSen a rozpustén ve vode

nebo vhodném pufru.

4.9. Elektroforeticka analyza DNA v agarésovém gelu

Elektroforeticka analyza plazmidové DNA nebo jejich fragmentl byla provadéna
v horizontalnim agar6zovém gelu v pufru 1XTAE. Koncentrace agar6zového gelu (0,6-1,5%)

se ménila v zavislosti na velikosti analyzované DNA. Pfed nanesenim do gelu byly k 10 pl
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roztoku DNA pfidany 2 pl nanaSeciho roztoku. Elektroforéza probihala pii konstantnim
napéti 50-75 V. Gel obsahujici DNA byl po skonceni elektroforézy barven 10-20 min
v ethidiumbromidové 1ldzni. Po obarveni gelu byla DNA vizualizovana UV zafenim a
elektroforeogram zdokumentovan pomoci systému EDAS 290. Pro urceni velikosti a
koncentrace DNA byly pouZivany komercné dostupné standardy PCR fragmenty o zndmé

velikosti pfipravené z definované matricové DNA.

4.10. Izolace DNA z gelu

K izolaci DNA =z agar6zového gelu byla pouzita komeréni souprava
QIAquick® Gel Extraction Kit. Po elektroforetické separaci byl pas obsahujici pozadovanou
DNA vyfiznut z agardézového gelu a dale zpracovan postupem doporu¢enym vyrobcem Kitu.
Béhem vytezdvani byla co nejvétsi ¢ast pasu s DNA zastinéna pied negativnimi uc¢inky zéaieni

UV-transiluminatoru hlinikovou folii.

4.11. Ligace

Pro ligacni reakci provadéné v celkovém objemu 20 ul se pouzivalo 100-200 ng
vektoru, pfiCemz molarni pomér mezi vektorem a insertem byl obvykle 1:3. MnoZstvi

vkladaného fragmentu se vypocitalo z nasledného vzorce:

1 my-n
m|:—.#
3 ny

my - mnozstvi insertu (ng), my- mnozstvi vektoru (ng), n;-velikost insertu (kb), ny-velikost

vektoru (kb)

Podle vypocitanych hmotnosti se pfipravila liga¢ni smés (v nékterych ptipadech byl
pomér mnozstvi fragmentu a vektoru zvysen), ptidaly se 2 ul ligacniho pufru, objem byl
doplnén H,O do 18 ul a jako posledni byly ptidany 2 ul (pro ligaci koheznich konct) nebo
4 ul (pro tupé konce) T4-DNA ligazy (1 U. ul™"). Ligace probihala p¥i 20 °C minimalné& 2 h,
ptipadné az 12 h. Poté byla T4-DNA ligaza inaktivovana pii 65 °C 10 min a liga¢ni smés byla

pouzita k transformaci bun¢k E. coli.
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4.12. Identifikace klonu E. coli a R. erythropolis nesoucich plazmidy

zkonstruované na zakladé vektoru pEPR1

Bunky E. coli a R.erythropolis byly kultivovany v Petriho misce na LB pud¢ s
antibiotikem (Km, 200 pg.ml"). Narostlé klony byly pozorovany pod UV zafenim, jehoZ
ucinkem dochazi k excitaci zeleného fluorescencniho proteinu (Gfp). Uvolnénim emisniho
zaeni z excitovaného Gfp se kolonie srekombinantnim plazmidem zbarvily do zelena.
Z takto vybranych klont byla izolovana plazmidovd DNA, jejiz velikost byla analyzovana
pomoci gelové elektroforézy. Jako referencni vzorek byl pouzit vychozi vektor pro tvorbu
rekombinantniho plazmidu. U vybranych plazmidi odpovidajici velikosti byla provedena

kontrola insercniho fragmentu pomoci PCR.

4.13. Sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA bylo provadéno servisné ve Stiedisku sekvenovani DNA
v Mikrobiologickém tstavu AV CR. Fragmenty DNA vloZené do piislugného plazmidového
vektoru byly sekvenovany s pouzitim sady ABI PRISM BigDye terminator v3.1 cycle
sequencing kit. Nukleotidové sekvence byly urovany na pfistroji ABI PRISM 3100 DNA

sequencer a zpracovany programem Chromas.

4.14. PCR

Metoda PCR (polymerazova fetézova reakce) byla pouzivana pro amplifikaci
fragmentii DNA nasledné pouzitych pii klonovani nebo pro potvrzeni piitomnosti
klonovanych fragmentti. VSechny reakce prob¢hly v theromocykleru Techne nebo Biometra.
PCR smés se skladala z templatu - plazmidova DNA (5-10 ng) nebo 10 ul bunécného
lyzatu., reakéniho pufru s MgCl, (5 ul), enhanceru (5 pl), oligonukleotidovych primeru
(0,5 ul), dNTP (1,5 ul) a Taq / Kod hot start / Pfx DNA polymerazy (0,5 ul). Do celkového
objemu 50 ul byla smés doplnéna vodou. PCR probihala dle programu uvedého v Tab. 2.
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Tab. 2. Obecné schéma programu reakce PCR

Cislo kroku Krok Teplota Cas Pocet Cyklii

1 denaturace 94 °C 2 min 1x
denaturace 94 °C 20-30's

5 hybridizace Tm-5°C | 10-30s 25-30x
polymerace 72 °C 0,5-2 min

3 dokonceni polymerace | 72 °C 0,5-2min | 1x

4.15. Stanoveni aktivity promotoru fluorometricky

Aktivita promotorti byla stanovovéna na zékladé fluorescence zeleného fluorescenéniho

proteinu, ktery byl pouzit jako reportér.

Bunky R. erythropolis obsahujici vektor s genem gfpuv pod kontrolou studovaného
promotoru byly kultivovany v minimélnim médiu (BSBT) ¢i LB médiu na rotacni tfepacce pfi
25°C a 200 ot./min (24 h). Z bunécné suspenze byly kazdé 2 hodiny odebirany 2 ml a
nasledné centrifugovany (10 min). Sediment byl 1x promyt pufrem PBS. Po dalsi centrifugaci
byly buiikky resuspendovany v pufru PBS a zfedény na ODgy = 0,25. Vlastni meéfeni

fluorescence bylo provadéno na spektrofluorimetru. Excitacni vinova délka byla 397 nm,

emisni 509 nm, §itka excita¢ni §térbiny byla 5 nm a emisni Stérbiny 20 nm.
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5. Cile prace

Tato diplomova prace je zaméfena na analyzu gen kodujicich amidazu (ami) a
nitrilhydratazu (nha) u kmene Rhodococcus erythropolis CCM2595: izolace téchto gent
z chromozomu R. erythropolis CCM2595, urceni jejich organizace v chromozomu, stanoveni
jejich nukleotidové sekvence a zjisténi zplsobu regulace jejich exprese. Organizace a
sekvence téchto gent a jejich produktii (proteinti) bude porovnana s ptislusSnymi tidaji o téchto
genech ziskanymi u kmene R. erythropolis A4. Pro studium aktivity promotoru genu ami
(Pami) v minimalnim a komplexnim médiu s pfidavkem potencidlnich induktorti bude vyuzit
promoter probe vektor pEPR1. Na zaklad¢ tohoto vektoru bude pfipraven konstrukt, ktery
ponese regulacni oblast obsahujici promotor genu pro amiddzu a umozni méfit aktivitu

promotoru Pami prostfednictvim fluorescence proteinu Gfp kddovaného reportérovym genem.
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6. Vysledky

V souvislosti se studiem biodegradacnich vlastnosti rhodokokli je v Laboratofi
molekularni genetiky bakterii Mikrobiologického ustavu AV CR, v.v.i. studovan i kmen R.
erythropolis A4. U tohoto kmene byla jiz dfive stanovena nukleotidova sekvence genového
klastru obsahujiciho geny pro amiddzu a nitrilhydratazu (databaze GenBank, Acc. No
AM946017). Byla zjisténa organizace jednotlivych gend v klastru a bylo provedeno
transkripni mapovani pro odhaleni promotori gend. Analyza promotorit s pouzitim
promoter-probe vektoru pEPR1 vSak nemohla byt provedena, protoze u tohoto kmene
dochazi pravdépodobné k integraci vnasSenych plazmid do chromozomu. Navic nebylo
mozné provadét genové manipulace s cilem zvysit expresi genu ami kodujiciho amidazu
s pouzitim plazmida které se replikuji v bunikach rhodokoki . Z téchto divodt byla zkoumana
ptitomnost genu ami (a dalSich gent v sousedicich ¢astech chromozomu) v ptibuzném kmeni
R. erythropolis CCM2595, ktery je v Laboratofi rutinné pouzivan k manipulacim s pouzitim
plazmida. Identifikace genu ami v kmeni R. erythropolis CCM2595, popis okolnich gent a
jejich sekvenovani byl vychozi kol této diplomové prace. Dale mélo byt porovnano
usporadani nalezenych genli u dvou studovanych kment rhodokokti a sledovéana exprese genu

ami v kmeni CCM2595 a jeji regulace.

6.1. Nukleotidova sekvence klastru ami-nha R. erythropolis
CCM2595

Pro stanoveni nukleotidové sekvence geni ami a nha zkmene R. erythropolis
CCM2595 byla vyuzita znama sekvence souboru gent oxd, nhr2, nhr, ami, nhal, nha2 a
nhr3 kmene A4 (databaze GenBank, Acc. No AM946017). Pomoci programu BLAST byly
porovnany sekvence téchto genli zkmene A4 a z dalSich rhodokoku. které jsou dostupné
v databazi GenBank a v konzervovanych oblastech byly navrzeny primery pro amplifikaci
usektt pomoci PCR s chromozomovou DNA kmene R. erythropolis CCM2595 jako
templatem. Ziskané fragmenty ami-nha klastru byly sekvenovany. Bylo zjisténo, Ze velké
useky klasteru ami-nha u kmend R. erythropolis A4 a R. erythropolis CCM2595 maji vysoky
stupenn podobnosti nukleotidovych sekvenci (95-99 %). Proto byly podle sekvence kmene A4
navrhnuty primery v krajnich oblastech klastru tak, ze vysledny amplikon PCR reakce
obsahoval cely hledany tsek (geny pro amiddzu a podjednotky nitrilhydratdzy). Tento 4,3 kb
dlouhy amplikon byl ziskdn pomoci KOD Xtreme Hot Start polymerdazy a primert
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C2KODOIL a C2KODO02R. Cela reakce byla provedena ve celkovém objemu 300 pl pro
ziskani dostate¢ného mnozstvi produktu (Obr. 8), ktery byl precistén izolaci z gelu a vyuzit

jako sekvenacni templat.

. - 2
-« FHERT
- 2kb
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- "l

- 1kb
s
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R
-

Obr. 8. Elektroforéza PCR fragmentu (4,3 kb) amplifikovaného pro sekvenovani ami-
nha klastru

(1). velikostni standard (1 kb ladder) (2).velikostni standard (100 bp ladder), (3,4,5).fragment
(4,3 kb) ziskany amplifikaci ami-nha klastru gent R. erythropolis CCM2595.

Nasledné byla provadéna sekvenace pii niz byly vyuzity jak sekvenacni primery
navrhnuté podle sekvence kmene A4, tak primery navrhnuté podle jiz zndmych fragmenta
sekvence kmene CCM2595 (primer walking). Templat byl sekvenovan obousmérné,
pramérnd délka jednotlivych sekvenci byla piiblizné 700 bp. Postup sekvenace naznacuje
obrazek 9. VSechny ziskané dil¢i sekvence byly spojeny pomoci programu Segman (DNAStar
LaserGene 99) do vysledné sekvence o délce 5,5 kb (Obr. 10). V kompletni sekvenci byly
nalezeny oteviené Cteci rAmce a porovndnim se znamymi homolognimi sekvencemi z jinych

rhodokoktl bylo ur¢eno ptesné umisténi jednotlivych gent.
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Obr 9. Schéma postupu sekvenovani oblasti ami-nha klastru geni kmene CCM2595

Polotsecky predstavuji jednotlivé sekvence ziskané sekvenaci PCR amplikonti. Genova mapa
zobrazuje ami-nha klastr kmene A4. Barva a vyska usektl pod velikostnimi kotami urcuji
multiplicitu sekvenovani danych usekd. nhr4 — regulator nitrilhydratazy 4, oxd —
aldoximdehydrogenaza, nhr2 — regulator nitrilhydratazy 2, nhrl — regulator nitrilhydratazy 1,
ami — amidaza, nhal — a podjednotka nitrilhydratazy, nha2 — B podjednotka nitrilhydratazy,
nhr3 — regulator nitrilhydratazy 3, ORFb — hypoteticky gen
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>> oxd

TCTCAGACCG
GCGGGGACAC
TCGACGAAAT
CGTTTCGTAC
ACTCGAGCGG
AATTACGTCT
GGGATGCTGC

AGGCAACTCG
ACTCAACGAA
CGGCGAATGC
TGCGGCTGTC
GATGCACTCC
GACTGAGGAT
nhr2 <<

AGTAGAACGT
ACGGGGCAAC

CGCACGCGCA
TCGTGCACCA
TCCAGCCTCG
ACATCGGATC
CGGTCGAAGA
GCGGCCGGAG
CAACGCCGCC
CGGGGATCCT
CGCACTTGGT
CACAGGTTCG
CCGGGGCGGA
CGGGCCACCA
CTGGGCGGCA
TCCTGCCTCC
GCGGGCGATC
GCCGATTCTG

ACTGGATGCA
GACAACATCG
CCTGCCCACT
GCAATATCGA
TGGTCGGAAT
CTACCATGAG
GCGACGCGGT

AGATATGTTG
ACGAAGAGTT
AACGCAGGCT
CGGAGTTATC
AGTTCCTGCG
TCCGACGCGG

GCCAGGTCTC
TGCTCGAACT

GGCCTCGGGC
CACTGATCAG
CTTCAATCGG
CATCGACGGA
CCCACCCGAC
GTCTCGGTAT
GACCACCGCC

GAACTACGGG
ATCCGGGCAG
GCATGGACTT
AACTTCCTCG
CCATCTACGG
TCGATGCCGC
GCGCACTGAC

oxd <<

ACGAGTGTCG
GGCGTTTGCT
TCATCAGCGA
GTCGAACGCC
CGACGTCCTC
CTTCGGTGCG

TCCGTAACGG
CGAATGTGAG

>> nhril

GATGTAGCCG
CCAACCGTGG
ATCAGGACGG
GGACTGCTGG
GATCAATGCC
CGGCGACCGC
GCATCTGCGT
TCGATTGGGT
TCCTGGTCGG
GTGGCCGGCG
ACTGATTCTT
CGCGGACGTT
TTCGGCTACT
GCTCAGCTCT
CGGAAACAGT
ATCGCTGAAT

nhrl <<

TCAATATGTC
>> ami
ACACTTCTCA
ATCAGCCCGG
AGGCAACCCC
ACAAGCATCC
TCCGATGATG
CCGGTGCAAC
GTCCGCAATC
CGATTTTGCC
CGTTCGGGCT
CACGAAGCCG
TGACTATCTG
CACAGCCCGA
ATCCCGTGGC
CGGATACGGC
ACGCTCTGTC

GATACCTATT

TGGCGACAAT
CTCGAGTGGC
GCCGACCACG
CGCCGACGTC
AACGGATCTC
CGTCGCAGGC
CATGGGACCC
ATCGGCGGGG
CGTCCCGTAT
CACTGATGCT
TCCACCCTCG
GGTCGACGAC
ACCTGCATGC
ATGAACGCCG
CGAAACCGTC

GAATGCCGAT
CGCGGCCGTC
CATTTCCTGG
TCAGCAAATC
GACAGCGGTG
ACTGCGATTG
TGCAAAACAC
GAGCGGCCAC
TCAGCAGTAT
AAGTCTACGT
TCCACCCTGG
CGCGCTGGTC
TTCAATCCGC
CTGTCGGAGA
ACTTCGGCAG
CACGCCATGG

GACGCAATTA

CCGACCTGAC
CGGCACTGAT
TCACGCGAGC
GGACGGCGTC
GGACGGTAGA
AAAGCTGTGT
ACAGCGCGAA
ATCAAGGCGG
ACCGGCGCAT
CTCGGTCATC
ACTCCGATGT
GCAGTCCGCG
TTTCCACATC
AAGGTTTGTA
AAACTAGTGG

ACATATCTCA
GTGCTGGCCG
TCAAATTTCG
GTCAAGGACG
GGGCGAGCGC
TCGCCGGGCT

CACAGATCGT
CAACTGACGG

CACTCTGTTG
TGACGATCCG
CTTGCCAACA
CGGCTCGGCG
TCGGCGGCGT
GTGAAAAGCG
CGGTGTGTTG
TCGACCAGAC
TCGTGGTCGT
ACCGTTGGGA
TGGGCCATGA
CTCGACGAGG
AGCCGGCGAG
CAACGTACGA
CTTGTCACAA
GCGTCTGTAC

CTGATCCGGC

GACAATGCAA
CGACGGAGCA
ATGCGGTGCC
CTGACCGGCC
GGGATTCACT
GCGAAGACCT
GCAGGTGGAT
ATCGATCCGG
TTCCCATCGA
GCCGGTCGCG
GGATGGTCTG
CAGCGGCACA
TGGAACGTGA
CGATCCGGAA
CCCTGACCGG
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TCGTCGCCGG
GACTGGGCCG
CCTCCGCGAC
ACCTGAGCTA
ATCTTCACGA
CGATCAGCTG
CGAAGCCGCC

GTAGAGGCCA
ACCAGGTGCG
ACGGTCGGTC
TCATCGCTTG
TGGAAGCAGG
TGAGGCCCTG

GACGACGGAC
TCGGGGCCGC

GGGTACGTCG
GTTCTTTCCC
AGCGCGGATT
GCTGTATTCG
TCTCGTCGAC
GATGTCGCGC
TTGGTACACA
GCGAGCGTGC
TCGGAGCACA
ACAACCGACT
CGAGGTCTTC
CCACTCAGCA
CACGACCTCG
AGCGATCGTC
CGTCGAAAAG
CCCCGCTCTC

CCTAGTCTGA

TAGACACCGC
CTGGGCTCCT
AACTGCGAAC
GACGCGTGGC
CCGTCTCGCG
GTGTTTCTCC
CATCCGGTGG
ATCCCGGCGG
GCGGACAATC
ACGGTAACGA
CGAATCGGGA
CAGTCTGACC
TCGCCACGGA
CTGATGGAAC
CCACCACGGC

TGACCCCGCC
ACGCGGAAGC
AACGGCCCGG
CAACATCGGT
CGTTCTTCCG
TACGAGTACA
GGAAAACTTC

TCGAGGAAGC
CCGACAGATT
GCACCACGGT
TTTTCGATCG
TTCGAACGCC
TTTGAGCCCC

CCGCCAGGGT
CGTCGCCATC

CCGGCGTGAA
GACGGCACCG
CGCTCCACCC
CCCAGGCCAC
TTGGTGATCG
CATTTTTGCG
CAGTTCTCAA
ATACCCGCAA
TTGGGCGGCT
TCTCACGGAT
TTCGAACGGC
GCTCATCGgC
AAAAGCGATA
GCTTACGCAC
CTCGACGGAC
TCTGAGCGCG

AAGACAAGTG

TGCAAGGCAT
ACGACGTCGT
GAAAATCCTT
GATCAAGGAC
ACGCAACTGT
GGTTCGAGCT
CAGTGCAGCT
CATTCTGCGG
GACCATCTCG
CCCACGCCAA
TCGTTCGAGA
GAAATCGGTT
CGGTGGTGCC
ACTTTGCTTC
ATCACCGCCC

GCAGGTGGAC
AGACGAGCGC
CCGTCGGGTG
CACTGGGCCT
GGTCGCCGAG
TCAACTGCCA
GGCCACGTTC

GCGTAGTAGT
AGCCTCTACC
CTACAGCAAC
CACTCGACCA
GGCCTGTCGA
TCCCGGGACC
TTTCCCTCGG

>> nhr2

GCGGACAGCA
CTCGACACTC
ATCCACACAT
ATCCGTCTGG
TCCGAGTTGC
AGCATCTATT

CAGCCTTCGA
TCCCTTCCCG

GCGGGGCCGA
GCACCCGAAT
GAACCTCCGC
AGAAACACTC
GCGATGACGC
TGCGTGACGT
CGAAGGAGGT
TGATGTCCGA
CGGCGTGTGA
CATCGAGTCG
AATGCGCCCA
AaTTCCGATG
CAGCGCAAGC
GCGCAGTCGA
ACCGGCGTTC
CGTAACCCGA

AAGCCGATCA

TACGGCATCA
CGACCAGTTG
TGAGCGCTTG
AACGTGACCG
GGTCACTCGA
TCACACCGGC
CTCGTTGCAA
CGTCGTCGGA
GCCCGATCAC
GCCGACAGCG
AGGTTTCGGG
GCACGGTAGA
TACCAGATGT
TCGACGCATT
TCGGCGGCGC

CACAGTGACT
TGGCTACCCA
CTCAAGGCGC
GCCCGCCAAC
CGACCACGGC
TCAGGCAGGA

GCGCTTCGAA
TCGGCAACGG

TCGGTCGTGA
CGTTCTCGAG
GCTCCGACCG
GCTGCCCTGG
TTCCGACTCG
CGTCGACCTT
CGATCGCGTC
GACCGGTTCT
TCGCCGAATC
ATAGTCGACT
GCACGGACTG
CCGACGGAGT
TCGAACGAAC
ACGAACGTCG
CACTGCATCG
ACTTAACGAG

CATCAGGAGC

CTCTCGACCA
TACGCCGACG
GTATGTGACC
TGGCCGGAGT
CTACTGGCGG
AAGCGGACCG
ACGGTGACGT
CACAAGCCGA
ACGCACGGTC
TCGAAGCAGG
CACGCGGTCT
GGAAATAAAC
TGGACGGCAA
CAGCACGCCG
GAGCTACGGC



AAAGCCCGGA
ACTGCCCTAC
CCAACACGGC
ATGATGATCA
TCCGACGCCT

ATTCCACCGA
CGCCGCACCG
ACGGTTACGT
TGGACCGACC
GGGCGAATAC
GGCCCATCCT
CTCTCCGAGA
CCTACCGCAA
GCGTCGCAGT

ACCTCGTACC
GTCGCATCCG
ACCATTCGAC
CCGGCAAGAC
GCCGACCGCA

TTCACACATG
GCCCAGGCGC
CGAGGGATGG
CCGATTTCCG
ATCGTGGCAG
CGGTCTGCCG
TGGGAACCGA
CGTCCCGCAG
CCCGCAGGTC

nhal <<

CCGGAGTTCA
CTGCCGTACA
GATGGAGCCC
GAATCCTGAC
CCGGCTCGCG
AATGCCTGCT
GTCACGGCCG
GACGGCGGAA

AGGCTTCGGC
GCCTGATGTT
CGCCACTACA
GCAGGAAGAG
TCGACACAAC
TACTGCCGAG
CAACGACGCC
GCGTCGTTGT

GCTCGCCCGC
AATTGCCGGC
GTGACCGGAC
CTTCGACGAT
TCTCCGACTC

ATCAGCCCGC
CGGTCTCCGA
AAGAAGACCT
GCAACTGCTT
TCGAAGACAC
CCGACCTGGT
GATCGCGTCG
GCACCGAAGG
CCCACCGTCT

AAAGTCCCGC
CGCCGGTGTC
TGATGACCCC
CTCGAAAGCC
CACCTTCGAG
GACGGGTGGG
GGCGAAGAAC
CGACCTCTTC

GCCGCCTACG
GAAGGACGTG
ATCCGTCCCT
GCGACGGTCC
TGCACCACAA

ATAGAAAAGG
TCGCGCGTGG
TCGAGGAGGA
CTCACCGACG
CCCGACCCTC
ACAAGAGTTT
GACGTCGAGA
CTGGAGCCAG
GA
>> nha2
CCACCCCG
ATACCGTCAA
GCCGAACTCG
GTACTACGAG
TTGCAGGAGG
GTCGGTCAGC
GACCATCGCT
CCACCTACCA
GAGGGTTACC

ACACTGCCTT
GATCGTGCAA
GTCCGTTCCG
TCCGGGTCGG
CTCAGCCTCA

GAGACAATTC
CCTTCATCAC
ACCGGCCTGG
GCGCGCATTC
CCTAATCCTG

ami << >> nhal

TGAACCAGAT
GCCCTGTTCC
CTTCAGTCCA
GTACCGCCGC
AAGAACGTGA
CGAATACCGT
TCCGCGTCTA
GAACAACTGC

ACAAGAAAGA
CGCCGACATC
GGGCCTTCAG
CGGTACGTCA
ACCGTTCCCA
GAGTACGTGT
CACCGGACCA
CGTGACGTTC
TCGAGCCTGC

GTCAGTAACG
GCGCACTCGA
AGGCGCGGAG
GGTTGCCCAG
TCGTGTGCTC
GCACGCGTGG
CGACACCACC
AGGAAATCGT

AGCACACCAT
GGCCCCACCT
CGTCGACGAA
TCGGCGTCGC
CTCTCACGGC
GCGAGACGAA
CCGAGAAGTG
GCTGCGGAGG
GGCCTGATCT

GACGTCCTGG
GAAGGCTCTC
TAAACGGGCT
GAAAAGCTTC
TATCCGCACT

ATCGACCACA
CGGTAAGGGA
CGGAATTGGT
TACGGATATC
GCTGTGTTCA
TCCGCGAGCC
GCCGAAACTC
CACCAAGGAC

GGATGGAGTA
TCCACGCCGA
GTTCGATACG
GGCGCTGATG
CAAGCGAATC
TACGTTCCCG
GCCGTTCCCC
AATTGTTCGG
TCCAGCATTC

TGATGCCCAC
GGGATGATCG
TCCGGTCGGA
GCGGCGCGTT
TGCACAACAA

CAACGGAGAA
TTGGTACCCG
CGCGCGGGCT
TGGGCCCCCA
TGCACCGCGT
ACGGAAGGTT
GGTACATGGT
TGCCTGATCG

CACGATCTTG
GTGGGAACAC
TCGTCGAGCG
GTCGAAAAGG
CGAAGGCCGA
GGCATATTCG
GACGCAATCG
CAGCGACACC
CAGGCGGCGG

nha2 <<

TCACGCGATC GCAGCGGTTC GCGTGA

Obr. 10. Sekvence klastru genii ami-nha kmene R. erythropolis CCM2595
Modfe jsou vyznacCeny kodujici oblasti genii. Cervené jsou vyznaceny piedpokladané
promotory a transkripéni pocatky genti pro amidazu a nitrilhydratazu.

6.2. Porovnani sekvenci klastru ami-nha u kmenu R. erythropolis
CCM2595 a R. erythropolis A4

Uspésna amplifikace tiseki DNA pomoci PCR reakci, v nichz byla jako templat
pouzita DNA z kmene R. erythropolis CCM2595 a primery navrzené na zakladé sekvence
z kmene R. erythropolis A4, naznacovala, Ze sekvence DNA zkoumané oblasti chromozomu
téchto kmenti maji vysoky stupent podobnosti.. Tento fakt byl potvrzen pii porovnani
kompletnich sekvenci DNA. Priimérna uroven identity sekvenci oblasti o velikosti 5,5 kb je
96 %, pticemz shoda sekvenci jednotlivych gent dosahuje az 98 %. Zajimavé hodnoty byly
ziskany u mezigenovych oblasti oxd-nhr2, nhr2-nhrl, nhrl-ami, ami-nhal a nhal-nha2, které
obvykle byvaji velice variabilni i u velmi pfibuznych kment. Tyto oblasti totiz dosahovaly

94% az 100% shody. Pfesné hodnoty uvadi tabulka 3.
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Tab. 3.: Porovnani nukleotidovych sekvenci ami-nha klastra z R. erythropolis CCM2595
a R. erythropolis A4

Gen/mezigenova oblast | Shoda (%) | Shodné nt / celkem nt
celkova sekvence 96 5316/5544
oxd 97 497/513
nhr2 94 346/370
nhrl 95 1172/1234
ami 98 1527/1566
nhal 97 608/624
nha2 93 597/639
oxd-nhr2 94 108/115
nhr2-nhrl 96 201/210
nhrl-ami 98 113/115
ami-nhal 100 71/71
nhal-nha2 100 25/25

Na zakladé nukleotidovych sekvenci zkoumanych genii byly piekladem do sekvence
aminokyselin odvozeny sekvence pftislusnych proteini. Porovnanim téchto sekvenci byl
zjistén pomérné velky rozdil mezi proteiny odpovidajici ami-nha klastrim kment CCM2595
a A4. Nitrilhydratazovy regulator 2 kmene CCM2595 mé oproti kmenu A4 posunuty cteci
rdmec od kodonu pro aminokyselinu v pozici 79. Tento posun zpusobil, ze protein Nhr2
kmene CCM2595 je pouze ze 65 % shodny s proteinem Nhr2 kmene A4. Ostatni proteiny
podobné rozdily nevykazovaly. Piislusné hodnoty porovnani uvadi tabulka 4. Z divodu
nekompletni sekvence genu oxd u kmene CCM2595 byl pro pieklad pouzit Cteci ramec
odpovidajici genu oxd kmene A4. Podrobné porovnani proteinii Nhr2 obou kment lze vidét

na obrazku 11.

Tab. 4.: Porovnani sekvenci aminokyselinovych zbytki proteind ami-nha Klastru

R. erythropolis CCM2595 a kmene A4

Protein | Shoda (%) | shodné AK/cekem AK
Oxd 98 169/172

Nhr2 ' 100 78/78

Nhr2 ° 65 80/123

Nhrl 97 397/410

Ami 98 509/521

Nhal 100 207/207

Nha2 97 205/212

! Porovnani prvnich 78 aminokyselinovych zbytk
2 Porovnani celého proteinu Nhr2
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CCM 1 MTTQRNEELAFAVLADQVRRQILDTLATHGECNAGFISDQISTVGRTTVSTHLKALRLSG 60
MTTQRNEELAFAVLADQVRRQILDTLATHGECNAGFISDQISTVGRTTVSTHLKALRLSG

A4 1 MTTQRNEELAFAVLADQVRRQILDTLATHGECNAGFISDQISTVGRTTVSTHLKALRLSG 60

CCM 61  VIVERRQGRHRLFSIDPSGPANDALQFLRDVLGRALEAGSNASELPTTATEDSDAASVRR 120
VIVERRQGRHRLFSIDPS. . ... ... .. R.o.... A e

A4 61  VIVERRQGRHRLFSIDPSACQRCTPVPARRPRASAGSRFERLRVAGHCD. 109

CCM 121 RA. 122

A4

Obr. 11. Porovnani proteinit Nhr2 kmenii CCM2595 a A4

6.3. Méreni aktivity promotoru

Jediny promotor klasteru ami-nha, ktery byl pfesné zmapovan stanovenim pocatku
transkripce, byl nalezen pfed genem ami (M. Patek nepublikované vysledky). Prace se proto
zaméfila na stanoveni aktivity promotoru Pami. Promotory genti ami a nhal+nha2 jsou
obvykle indukovany rtiznymi nitrily nebo amidy. K méteni aktivity promotoru byl vyuzit
promotor-probe vektor pEPR1, ktery umoznuje vytvoteni transkripéni fiize mezi sledovanym
promotorem a reportérovym genem gfpuv, ktery koduje zelené fluoreskujici protein Gfp.
Koncentraci tohoto proteinu lze méfit fluorescencné, ¢imz se stanovi také aktivita promotoru.
Mira exprese genu gfpuv je totiz piimo zavisla na aktivité¢ vlozeného promotoru. Pfiprava
konstruktu na zakladé vektoru pEPR1 byla diillezitym krokem této diplomové prace. Pro tento
ucel byl v PCR reakci pomoci primerdt PAMIF1 a CCMPAMIRI amplifikovan fragment
DNA (479 bp) nesouci promotor Pami z R. e. CCM2595. Fragment nesl na jednom konci
zasahové misto pro restrikéni endonukleazu Bglll, zatimco druhy konec byl ponechan tupy
pro klonovani do z4dsahového mista pro enzym Smal. Tento fragment byl §t€pen enzymem
Bglll a ligovan do vektoru pEPR1 $tépeného restrikénimi endonukledzami Smal a BamHI.
Ligacni smési byly transformovany buiky E. coli a transformanti byli selektovani na miskach
s kanamycinem. Z 24 klond byla izolovana plazmidova DNA a podle velikosti (7,8 kb) byl
identifikovan pozadovany konstrukt. Konstrukt pEPR 1+ami (Obr. 12) byl izolovan z E. coli a
poté jim byly transformovany buiiky R. erythropolis CCM2595.
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PEPR1 + ami

7782 bp

Obr. 12: Konstrukt nesouci promotor Pami v promotor-probe vektoru pEPR1

Pami — vloZeny insert s promotorovou oblasti genu pro amidazu z R. erythropolis CCM2595,
gfpuv — gen pro zelené fluoreskujici protein Gfp, aph (Km/res) - gen pro rezistenci vuci
kanamycinu

Z narostlych kolonii R. erythropolis byl vybran klon (A) u kterého byla potvrzena
ptitomnost vytvoreného konstruktu. Konstrukt byl izolovan a jeho velikost byla porovnana
s vychozim vektorem izolovanym z E. coli. Pfitomnost vlozeného insertu byla potvrzena
pomoci PCR reakei, pii kterych byla ovéfena jeho velikost a orientace ve vektoru. Klon (A)
byl nasledné pouzit pro méfeni aktivity promotoru Pami pomoci méfeni fluorescence proteinu
Gfp. K tomuto méfeni byl vyuzit také klon B obsahujici konstrukt pEPR1 + Pami z R.
erythropolis A4 a klon C nesouci samotny vektor pEPR1. Tyto klony byly ziskany jiz dfive
v Laboratofi molekuldrni genetiky bakterii. Pfesné sloZeni testovanych kloni uvadi tabulka 5.
pro porovnani urovné indukce byla méfena aktivita promotoru PpheA2, ktery je silné
indukovan fenolem. Tento promotor byl soucasti konstruktu pEPR1pheA2, ktery byl pfitomen
v bunikach kontrolniho klonu R. erythropolis CCM2595 (klon D). Ziskané hodnoty u tohoto

klonu byly vyuzity jako referen¢ni pro ptipad indukce promotoru Pami.
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Tab. 5.: Klony R. erythropolis pouzité pro méieni aktivity promotori a kontrolni kmeny

Klon | Vektor | Insert | Zdrojinsertu | Hostitelsky organizmus
A pEPR1 | Pami R. e. CCM2595 R. e. CCM2595
B pEPR1 | Pami R.e. A4 R. e. CCM2595
C pEPR1 - - R. e. CCM2595
D pEPR1 | PpheA2 | R.e. CCM2595 R. e. CCM2595

Pro méteni fluoresence byly ziskavany vzorky béhem kultivace jednotlivych klont
v LB ¢i v minimdlnim médiu BSBT. Buiiky kultivované v LB médiu slouzily jako kontrola a
neocekavala se u nich vysoka aktivita promotoru Pami. Zakladni média byla modifikovana
piidanim potencialnich induktori — acetamidem (ACA) a acetonitrilem (ACN). Vzniklo tak
Sest riznych typt médii: LB, LB+ACA, LB+ACN, BSBT, BSBT+ACA, BSBT+ACN.
Kultivace probihala po dobu osmnacti hodin. Odbéry byly provadény kazdou druhou hodinu.
Vysledky z méteni fluoresence (tedy aktivity promotori) ukazuji Obr. 13, 14 a 15.
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Obr 13.: Aktivita promotoru Pami z R. erythropolis CCM2595 v médiich BSBT a LB
Stanoveni aktivity promotoru Pami v médiich BSBT (tmavémodra), s ptidavkem acetonitrilu
(¢ervend) ¢i acetamidu (tmavézelend) a v médiich LB (svétlemodrd), s pfidavkem acetonitrilu
(oranzova) a acetamidu (svétlezelend). Aktivita promotoru Pami byla stanovena jako intenzita
fluorescence proteinu Gfp v R. erythropolis CCM2595 nesouci konstrukt pEPR 1+Pami.

RFU — jednotka relativni fluorescence

Aktivita promotoru Pami z R. erythropolis CCM2595 byla v médiich zalozenych na
LB piiblizn¢ o polovinu niz$i nez v médiich na zaklad¢ BSBT. Aktivity promotoru Pami v
médiich LB a LB+ACA vykazovaly podobny charakter a dosahovala 400-550 RFU. V médiu
LB+ACN byl pozorovan mirny vzestup fluorescence od zacatku kultivace do 12. hodiny
odpovidajici 400-600 RFU. V BSBT médiich (BSBT, BSBT+ACA, BSBT+ACN) byl ve
vSech pripadech pozorovan mirny nartst fluorescence s maximem v 8. — 12. hodin¢ kultivace.

Maximalni miry fluorescence dosahovaly buiiky v médiu BSBT+ACN (1100 RFU)).
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Obr. 14.: Aktivita promotoru Pami z R. erythropolis A4 v BSBT a LB typech medii
Stanoveni aktivity promotoru Pami v médiich BSBT (tmavémodra), s ptidavkem acetonitrilu
(¢ervend) ¢i acetamidu (tmavézelend) a v médiich LB (svétlemodrd), s pfidavkem acetonitrilu
(oranzova) a acetamidu (svétlezelend). Aktivita promotoru Pami byla stanovena jako intenzita
fluorescence proteinu Gfp v R. erythropolis CCM2595 nesouci konstrukt pEPR 1+Pami.

RFU — jednotka relativni fluorescence

M¢fteni aktivity promotoru Pami z R. erythropolis A4 bylo provedeno za tcéelem
dal§iho porovnani kmeni A4 a CCM2595. Z grafu je vidét, ze aktivita promotoru Pami
zkmene A4 v jednotlivych médiich je podobnd jako aktivita tohoto promotoru z kmene
CCM2595. 1 zde se hodnota fluorescence v LB médiich pohybuje kolem 400-500 RFU a je
cca o polovinu niz$i nez prumérna hodnota v BSBT médiich. Hodnoty fluorescence jsou spise
konstantni a nedochazi k risti intenzity flourescence béhem ristu jako u promotoru Pami z R.
erythropolis CCM2595. Nejintenzivnéjsi fluorescence byla zaznamenana u bun¢k rostoucich

v BSBT médiu s acetamidem.
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Obr 15.: Fluorescence bunék R. erythropolis CCM2595 nesoucich promotor-probe vektor
pEPR1 bez vloZeného promotoru.

Stanoveni miry fluorescence bun¢k R. erythropolis CCM2595 v médiich BSBT
(tmavémodrd), s pfidavkem acetonitrilu (Cervend) ¢i acetamidu (tmavézelend) a v médiich LB
(svétlemodra), s pfidavkem acetonitrilu (oranzovd) a acetamidu (svétlezelend). Mira
fluoresence byla dana mnozstvim proteinu Gfp v R. erythropolis CCM2595 nesouci prazdny

promotor-probe vektor pEPR1. Toto méteni bylo provedeno jako kontrola k méfenim obr. 13,
14 a 16.

RFU — jednotka relativni fluorescence

Pro stanoveni pozadi méteni fluorescence v kmenech nesoucich plazmid pEPRI
s promotory byla zmétfena fluorescence bunék R. erythropolis CCM2595 obsahujicich
prazdny vektor pEPRI1. Hodnoty intenzity fluorescence bunék rostoucich v BSBT typech
médii byly pfiblizné konstantni a pohybovaly se kolem 500 RFU. Fluorescence bunék

rostoucich v médich na zéklad¢ LB jen mirné oscilovala mezi hodnotami 250-500 RFU.
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Obr. 16.: Aktivita promotoru PpheA2 z R. erythropolis CCM2595 v BSBT a LB typech
medii

Stanoveni aktivity promotoru PpheA2 v médiich BSBT (tmavémodra), s pfidavkem fenolu
(tamvéfialova) a v médiich LB (svétlemodra), s ptidavkem fenolu (svétlefialovd). Aktivita
promotoru PpheA2 byla stanovena jako intenzita fluorescence proteinu Gfp v R. erythropolis
CCM2595 nesouci konstrukt pEPR 1+ PpheA2.

RFU — jednotka relativni fluorescence

U promotoru genu ami se predpokladalo, ze bude indukovan amidem nebo nitrilem
pfitomnym v minimalnim médiu. Pro porovnani byl pouzit promotor PpheA2 u néhoz byla
popsana silnd indukce fenolem (M. Patek, nepublikované vysledky). Z tohoto promotoru jsou
piepisovany geny pheA2 a pheAl, které koduji podjednotky fenolhydroxylazy, enzymu, ktery
katalyzuje prvni reakci aerobni degradace fenolu. Z grafu lze vidét, ze fluorescence v BSBT
médiu bez induktoru je nizkd a pohybuje se kolem 400 RFU. V BSBT médiu s
pridavkem fenolu fluorescence bunék po 14 h kultivace prudce vzrustala téméf az k 2500
RFU. V LB médiu bez fenolu byla fluorescence bunck také velmi nizka zatimco v LB
s fenolem doslo k jejimu vyznamnému narGstu ptes 1000 RFU. Indukce promotoru PpheA2
tak poslouzila jako typicky piiklad indukované exprese a je mozné ho porovnavat s pribéhem

exprese z promotoru Pami.
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7. Diskuze

Pfedmétem této diplomové prace bylo studium genti kodujicich amidazu (ami) a
nitrilhydratazu (nhal+nha2) u kmene R. erythropolis CCM2595. U tohoto kmene byla jiz
diive popsana schopnost degradovat fadu chemickych latek, napt. fenol, katechol, naftalen, p-
hydroxybenzoat a dalsi (MASAK 2005). Déale u né& byla prokazana rezistence k fadé
toxickych latek, ¢i tvorba biofilmili, coz jsou vhodné vlastnosti pro vyuziti bakteridlnich
kmenii v biotechnologiich. Byly také zkonstruovany plazmidové vektory replikujici se
v buiikach E. coli a R. erythropolis CCM2595 (VESELY 2006). U tohoto kmene byly
zavedeny metody genovych manipulaci a ovéfeny metody chromozomovych modifikaci.
(MASAK 2005). Tato prace navazuje na genetické analyzy kmene R. erythropolis CCM2595
a je zaméfena na analyzu gent kodujicich amidazu (ami) a nitrilhydratazu (nha). Cilem prace
bylo ur€eni jejich organizace v chromozomu, stanoveni jejich nukleotidové sekvence a
studium aktivity promotoru genu ami (Pami).

V piedchozi praci v Laboratofi molekularni genetiky bakterii Mikrobiologického
tstavu AV CR byl studovan kmen R. erythropolis A4, ktery je uéinnym producentem
amidazy a nitrilhydratazy. Ptislusné geny (ami a nhal+nha2) byly z kmene izolovany a usek
chromozomu (9,5 kb, 9 gentl), ktery je zahrnoval, byl sekvenovan. Pii pokusech vnaset do
tohoto kmene plazmidové vektory a provadet dalsi genové modifikace se ukéazalo, Ze tento
kmen neni k takovym manipulacim vhodny. Pozornost se proto obratila k ptibuznému kmeni
R. erythropolis CCM2595, ktery byl studovan jako degradér fenolu a u kterého byly
manipulace s vyuzitim plazmida rutinné provadény. Protoze tento kmen nevykazoval tak
vyrazné aktivity amidazy a nitrilhydratazy, bylo cilem zjistit, zda kmen obsahuje homologni
geny ami a nhal+nha?2 a jak je regulovana jejich exprese.

Pomoci PCR reakci bylo zjisténo, ze mezi kmeny R. erythropolis A4 a R. erthropolis
CCM2595 existuje vyrazna podobnost sekvenci DNA v oblasti genti ami a nhal+nha2. Tato
oblast chromozomu zkmene R. erythropolis CCM2595 byla vtéto praci izolovana a
sekvenovana. V kompletni sekvenci DNA byly nalezeny oteviené ¢teci ramce, které byly
porovnany se znamymi homolognimi sekvencemi z jinych rhodokoki a bylo uréeno presné
umisténi jednotlivych genli. Sekvence DNA téchto genli a sekvence aminokyselin v jejich
dedukovanych produktech (proteinech) byly porovnany sjiz zndmymi sekvencemi
odvozenymi ze souboru gent oxd, nhr2, nhrl, ami, nhal, nha2 a nhr3 kmene R. erythropolis
A4 (databaze GenBank, Acc. No AM946017). Bylo zjisténo, ze shoda sekvenci DNA
jednotlivych gent dosahuje az 98 %. Shoda mezigenovych oblasti oxd-nhr2, nhr2-nhrl, nhrl-

ami, ami-nhal a nhal-nha2 byla 94 % az 100 % a shoda v sekvenci aminokyselinovych
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zbytkl jednotlivych proteinti se pohybovala mezi 97 % az 100 %. Vyjimkou byl regulator
Nhr2, ktery mél u kmene CCM2595 oproti kmenu A4 posunuty ¢teci ramec od kodonu pro
aminokyselinu v pozici 79. Bylo zjisténo, Ze organizace genit ami-nha klastru z kmene R.
erythropolis CCM2595 je stejna jako organizace téchto genti u kmene R. erythropolis A4.
Hlavni odlisnost téchto dvou kment tedy spociva v rozdilném produktu genu nhr2. U dalsich
kment rhodokoku jsou dli$né organizované ami-nha klastry gend. Na Obr. 17. je porovnani
organizace téchto genll u typickych zastupcli kmend produkujicich jiné typy amidaz a

nitrilhydratéz.

R. erythopolis PR4, A4

nhrd oxd nhr2 nhrt ami nhat nha2 nhr3
R. rhodochﬂs J1 (H-NH)
nhhC nhhD nhhE nhhF nhhB nhhA nhhG

R. rhodochrous J1 (L-NH)

nhi nhic nhiB nhiAnhiE nhiF amdA
R. jostii RHA1
P Q c A B T D F

Obr. 17.: Organizace ami-nha klastru gent v rhodokokach

amidazy — ami, amdA, C, nitrilhydratazy — nhal, nha2, nhhB, nhhA, nhlE, A, B, regula¢ni
geny — nhr4, nhr2, nhrl, nhr3, nhhC, nhhD, nhID, nhIC, P, Q, R, aldoximdehydrogenaza —
oxd, transponaza — nhhF, acetyl Co-A hydratiza — T, D, F, enzym zajistujici Co transport -
nhlF

Méfeni aktivit enzymd amidazy a nitrilhydratazy z kmene R. erythropolis A4 i
vysledky Northern hybridizace DNA z oblasti genti ami, nhal a nha2 naznacovaly, ze exprese
téchto gent je konstitutivni (O. Volkova, nepublikované vysledky). U fady amidaz, nitrilaz a
nitrilhydrataz je vSak jejich tvorba indukovana nitrily nebo amidy (MARTINKOVA et al.,
2009). Promotor genu pro amidazu zR. erythropolis A4 byl jiz diive identifikovan
stanovenim transkripéniho poc¢atku, ale jeho aktivita a pfipadné indukovatelnost nitrily nebo
amidy nebyla testovana. Funkci promotoru Pami naklonovaného v promoter-probe vektoru

pEPR1 nebylo mozné v kmeni R. erythropolis A4 testovat, protoze plazmid podléhal
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pravdépodobné nekontrolovatelnym rekombinacim. Proto byla aktivita promotoru Pami
v transkripéni fuzi s reportérovym genem gfp testovana v kmeni R. erythropolis CCM2595,
v némz méla sekvence klastru genti ami-nha a jejich okoli vysoky stupen identity se sekvenci
z R. erythropolis A4. Aktivita promotoru Pami z kmene A4 byla pak porovnana s aktivitou
homologniho promotoru Pami z kmene CCM2595 ve stejném systému. Fluorescence proteinu
Gfp byla métena u bun¢k kultivovanych v médiich LB, BSBT a jejich modifikacich vzniklych
pfiddnim potencialnich induktori — acetamidem (ACA) a acetonitrilem (ACN).

U obou promotort byly hodnoty namétené fluorescence v kompletnim médiu nizsi nez
v minimalnim a tyto hodnoty byly na urovni fluorescence naméfené v buiikach obsahujicich
prazdny vektor pEPR1. Pfitomnost potencidlnich induktori (acetamidu a acetonitrilu)
v kompletnim médiu neméla na aktivitu promotor vyznamny vliv. V kompletnim médiu jsou
pravdépodobné pritomny substraty (zdroje C a N), které zptisobuji uplnou represi promotoru
Pami. V minimalnim médiu byl pribéh aktivit promotoru Pami z CCM2595 ve vSech
piipadech velmi podobny a vliv potencialnich induktort ACA a ACN na aktivitu promotora
nebyl prokazatelny. Béhem kultivace doSlo pouze mezi 2. a 8. hodinou k ur¢itému narasta
aktivit, v dalSim pribéhu ristu se vSak aktivity téméef neménily. Lze uzavfit, Zze exprese
z promotoru Pami z CCM2595 je konstitutivni.

Pon¢kud odlisny byl prabéh aktivity promotoru Pami z kmene A4. Hodnoty aktivit
promotoru byly v minimalnim médiu s pfidavkem acetonitrilu (jako zdroje N) v celém
prib&hu kultivace ptiblizné o 20 % vyssi nez v médiu do n¢hoZ acetonitril pfidan nebyl a kde
zdrojem N byl NH4NOs. V pifipadé kde zdrojem N byl acetamid, byly aktivity promotoru
v celém pribéhu kultivace priblizné o 40 % vyssi nez bez jeho pridavku. Funkce tohoto
promotoru byla tedy z¢asti konstitutivni a z¢asti indukovana acetonitrilem a acetamidem. Je
vSak tieba vzit vavahu, Ze méfeni aktivity promotoru Pami zkmene A4 probihalo
v heterolognim systému, kde hostitelem plazmidu pEPRI1-Pami s promotorem zR.
erythropolis A4 byl kmen R. erythropolis CCM2595.

Mg¢fteni aktivity promotoru PpheA2 z R. erythropolis CCM2595 v minimalnim i
kompletnim médiu potvrdilo, Ze fenol v médiu zptsobuje silnou indukci exprese genu pheA2,
jak bylo jiz diive zjisténo. Toto méteni slouzilo jako kontrola a piiklad systému, kde aktivita

promotoru je prevazné indukovana substratem.
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8. Souhrn

Hlavnimi cili této diplomové prace byla analyza genti kodujicich amidazu (ami) a
nitrilhydratazu (nha) u kmene Rhodococcus erythropolis CCM2595, urceni jejich organizace
v chromozomu, stanoveni jejich nukleotidové sekvence a zjiSténi zplsobu regulace jejich

exprese. Bylo dosazeno téchto konkrétnich vysledki:

1) Byla ziskana kompletni nukleotidova sekvenece oblasti genti oxd, nhr2, nhrl, ami, nhal,
nha2 a nhr3 z kmene R. erythropolis CCM2595 a zji§téna jejich organizace na chromozomu.

Upotadani genti (vSechny jsou orientovany ve stejném sméru) piipomind strukturu operonu.

2) Byla porovnana organizace a sekvence genti z oblasti ami a nhal+nha2 kmene R.
erythropolis CCM2595 a jejich produkti (proteind) s odpovidajicimi udaji kmene
R. erythropolis A4. Shoda sekvenci DNA jednotlivych genti dosahuje az 98 %. Shoda
mezigenovych oblasti oxd-nhr2, nhr2-nhrl, nhrl-ami, ami-nhal a nhal-nha2 je 94 % az
100 % a shoda v sekvenci aminokyselinovych zbytkl jednotlivych proteini se pohybuje mezi

97 % az 100 %.

3) Bylo zjisténo, ze C-konec regulatoru Nhr2 se u kmend R. erythropolis CCM2595 a R.

erythropolis A4 1isi vlivem posunu ¢teciho ramce.

4) S vyuzitim plazmidového promotor-probe vektoru pEPR1 byl sestrojen konstrukt

pEPRI1+Pami nesouci promotorovou oblast genu ami (Pami) z kmene R. erythropolis A4

rrrrr

5) Zpusob regulace exprese genti ami z R. erythropolis CCM2595 a R. erythropolis A4 byl
studovan prostiednictvim testovani aktivit jejich promotori Pami s pouzitim pfipravenych
konstrukt pEPR1+Pami z obou kmend v kmenu R. erythropolis CCM2595. Bylo zjisténo ze
exprese genu ami z R. erythropolis CCM2595 je konstitutivni a exprese genu ami zR.

erythropolis A4 je z¢asti konstitutivni a zEasti indukovana acetonitrilem a acetamidem.
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