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Abstrakt

Cilem této prace bylo charakterizovat funkce sigma faktord bakterie Corynebacterium
glutamicum a analyzovat sekvence promotorii rozeznavanych jednotlivymi sigma faktory.
Faktory sigma (o) jsou podjednotky RNA polymerasy, které zajist'uji rozpoznani sekvence
specifické promotorové oblasti genu a umoznuji tak zahajit jeho transkripci. Genom C.
glutamicum nese geny, které koduji primarni sigma faktor ¢ a est alternativnich sigma
faktord, 6°, 6%, 6°, 65, 6" a 6", jejichZ exprese se méni v zavislosti na ristovych podminkéach
a v reakci na podnéty z okolniho prostfedi. Regulace exprese genti na urovni transkripce je
jednim z mechanismi adaptace buniky na zmény Zzivotnich podminek. V zavéru prace je
sestavena regulacni sit’ sigma faktort, kterd je jddrem komplexni regulacni sité fidici vSechny

déje v bunce C. glutamicum.

Klicova slova: sigma faktor (SF), RNA polymerasa, Corynebacterium glutamicum,

transkripce, promotor

Abstract

The aim of this thesis was to characterize the function of sigma factors of the bacterium
Corynebacterium glutamicum and to analyze the promoter sequences which are recognized by
individual sigma factors. Sigma (o) factors are the subunits of RNA polymerase, which allow
recognizing the sequences of specific promoter regions of the gene and initiating its
transcription. The C. glutamicum genome carries genes encoding the primary sigma factor ¢**

¢ 6P, o, o and o™, whose expression is changed

and six alternative sigma factors, ¢°, o
depending on the growth conditions and in response to the stimuli from the surrounding
environment. Regulation of gene expression at the level of transcription is one of the
mechanisms of the adaptation of cells to changes of living conditions. At the conclusion of
this work, a model of the regulatory network of sigma factors, which is a core of the complex

regulatory network controlling all processes in the cell, is proposed.
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1. Uvod

Bakterie se vyvijely miliony let a maji proto mnoho zplsobii, jak se adaptovat na zmény
podminek v prostfedi. Vyuzivaji k tomu, mimo jiné, mechanismy na urovni regulace
transkripce. Mezi tyto mechanismy patii funkce alternativnich sigma faktori RNA
polymerasy, které aktivuji expresi riznych skupin gend tak, aby se buiikka vyrovnala s nové
pusobicimi vnéjSimi i vnitfnimi faktory. Alternativni sigma faktory plisobi na expresi genu
V soucinnosti, vzajemné ovliviiuji svoji expresi a funkci a tvoii tak propojenou regulacni sit’.
Tuto sit’ lze povazovat za jadro komplexni regulacni sité, kterd je podstatou dokonalé
adaptace bakteridlni buniky na jeji zivotni prostfedi a jeho zmény.

U bakterie Corynebacterium glutamicum je znamo sedm sigma faktord, stejné jako u
modelového organismu bakterie Escherichia coli. Vlastnosti a funkce sigma faktori z C.
glutamicum nejsou zdaleka tak znamy, jako u jinych modelovych bakterii, ale nékteré
zakladni rysy téchto regulator byly jiz u C. glutamicum popsany. Podobnosti a odlisnosti
genetické determinace a vlastnosti a funkci sigma faktorii u riznych bakterii jsou dokladem

pozoruhodné mnohotvarnosti regulaénich mechanisma, které fidi zivot bunék.



2. RNA polymerasa u bakterii

Bakterialni DNA-dependentni RNA polymerasa je enzymovy komplex slozeny z nékolika
podjednotek (obr. 1). Obvykle se sklada ze dvou identickych a podjednotek a z jedné
podjednotky B, B, o a ® (Murakami et al., 2002). Tento multi-komplex (02pp'®) je schopny
transkripce templatu DNA do RNA. Na zacatku procesu se navaze sigma faktor (SF) do
katalytického jadra enzymu a rozpozna sekvencéni motivy promotoru. U bakterii jsou SF
specifické pro urcitou tfidu promotori v genomu a umoziuji piepinani exprese velkych
skupin gend (regulonti) (Feklistov a Darst, 2011). Za téchto podminek muize byt zahajen
proces transkripce specifického genu (lyer a Aravind, 2012).

DNA

Obr. 1: Bakterialni RNA polymerasa. Enzym pro piepis sekvence DNA je tvofen dvéma o
podjednotkami, dale podjednotku B, B' a . Transkripce gent je zahajena po navazani ¢ podjednotky
do jadra enzymového komplexu a nasednuti vzniklého holoenzymu na promotor (upraveno podle:
Cramer, 2002).

2.1. Uloha sigma faktori v bakterialni transkripci

Iniciace transkripce je jednim z kliovych stupni regulace genové exprese a SF
vykonavaji dulezitou roli v tomto procesu. RNA polymerasa je hlavnim enzymem transkripce
a SF jsou nedilnou soucasti enzymového komplexu RNA polymerasy, ktery rozpoznéava
specificky promotor a zahajuje transkripci zavislych gent. Kazdy promotor ma specificky
vztah k sigma faktoram (Murakami et al., 2002).

Druhy bakterii obsahuji proménlivy pocet sigma faktori, které mohou ovlivnit transkripci
velkych skupin gend (regulont). Kazdy SF specificky rozpoznéva promotor urcitého genu
Vv reakci na podnéty z okolniho prostfedi nebo na proteinové regulatory uvniti buiiky. Bakterie
vlastni vzdy jeden SF pro prepis vegetativnich genti a rozdilny pocet alternativnich sigma
faktorti, které spliuji svlj ucel v reakci na rtznorodé stresové podnéty (Gruber a Gross,
2003).

Sigma faktory lze rozdélit do dvou fylogeneticky odlisnych rodin, odvozenych

od modelového organismu Escherichia coli. Rodina 6> je zavisla na transkripénim aktivatoru,



ktery pro svou aktivaci vyzaduje ATP (Weiss et al., 1991). Tyto SF se nevyskytuji u mnoha
druhii bakterii. Rodina ¢'°, byla naopak prokazana ve viech genomech bakterii. Sigma faktory
typu o'
fyziologickych funkci (obr. 2).

se zarazuji do skupin na zdklad¢ jejich sekvence, struktury a specifickych

pocdtek transkripce
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Obr. 2: Schéma domén &tyF skupin sigma faktort z rodiny 6™ (Gruber a Gross, 2003). Ctyii zakladni
skupiny sigma faktort se lisi pfitomnosti domén a funkci. Prvni skupina, kam patii sigma faktory,
které se podileji na piepisu vegetativnich gent, obsahuji ¢tyfi domény a maji nejdelsi N-koncovou ¢ast
proteinu. Druha skupina se od prvni li§i pouze délkou N-koncové ¢asti proteinu a patii sem sigma
faktor, které zastupuji roli primarniho sigma faktoru. U tieti skupiny se vyskytuji pouze tfi domény a
do této skupiny se fadi napi. sigma faktor sporulace nebo flagelarniho systému. Do ¢tvrté skupiny,
obsahujici pouze dvé domény, patii ECF sigma faktory. Na obrazku jsou naznaceny oblasti -10 a -35,
které jsou klicovymi sekvenénimi motivy promotort. Svislé Sipky oznac¢uji domény, které se vazou na
kli¢ové oblasti promotoru (upraveno podle: Rodrigue et al., 2006).

2.2. Promotory

Promotory jsou specifické sekvence DNA v nekodujici regulacni oblasti, které jsou
rozeznavany holoenzymem RNA polymerasy (o2pp'® + o). Prostiednictvim o podjednotky je
uréena specificita pro rozpoznani daného promotoru holoenzymem a nasledné je zahajena
transkripce genu. RNA polymerasa se vaze na promotor, ktery je charakterizovan
sekvenénimi elementy -35 az -10 (Cisla vyjadifuji pocet nukleotidi od mista pocatku
transkripce). Sekvence promotoru je spolu s transkripénimi regulatory rozhodujici pro to, jak
Casto bude dochazet k iniciaci transkripce. Pokud je znama frekvence iniciace transkripce
DNA, Ize urcit, jak je dany promotor silny. Sila promotoru je zdvisld na afinité oblasti
promotoru k RNA polymerase. Silné promotory maji sekvence hexamert v oblastech -35 a -
10 podobné konsensus sekvenci. Obecné, ¢im vice se sekvence téchto klicovych oblasti

odliSuje od této konsensus sekvence, tim je promotor slabsi.
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Sekvence rtznych tfid promotort Si jsou Vv nékterych piipadech velice podobné (napf.

M u C. glutamicum). Piiklady takovych promotort byly

promotory rozpoznavany ¢ a o
popsany i umodelového organismu bakterie Escherichia coli (Wade et al., 2006).
V regula¢ni oblasti genu nebo operonu tedy existuje jeden nebo vice promotort, které mohou
byt rozpoznavany RNA polymerasou se stejnymi nebo riznymi SF - tzv. piekryvajici se
specificnost sigma faktorti. Tyto dudlni promotory pfispivaji ke komplexni transkripci genti a
jsou zaroven kontrolnimi mechanismy pro jejich tspésnou transkripci (Nonaka et al., 2006).
Transkripce ze dvou ¢i vice promotorti nastava v reakci sigma faktor na variaci stimull z
intracelularniho 1 extracelularniho prostfedi. Komplexni genova exprese zavisi na
mechanismu rozpoznavani promotord odlisnymi SF, na integraci pusobeni vnéjSich a
vnittnich podnétti i DNA-vazebnych proteinti a také na ristovych podminkach.

Detailné popsané promotory jsou efektivnim elementem pro praci v oblasti metabolického
inzenyrstvi. Promotory z C. glutamicum hraji dileZitou roli v molekularnim $lechténi novych
kment produkujicich aminokyseliny a jsou vyuzivany i v prumyslové vyrobé aminokyselin
(Nesvera et al., 2012).

3. Regulace exprese a funkci sigma faktori

Buiika je schopna ptezit a adaptovat se na zmény podminek v Zivotnim prostiedi, protoze
dokdze fidit genovou expresi. U bakterii jsou vyvinuté mechanismy pro fizeni regulace
genové exprese v né€kolika urovnich. Zakladnimi trovnémi jsou transkripce, translace a
posttranskripcni ¢i posttranslacni tpravy.

Regulaci genové exprese na trovni transkripce zajiStuji, kromég transkripénich regulatort,
zejména sigma faktory, které umoznuji zahajit transkripci po rozpoznani promotorové
sekvence. Iniciace transkripce je hlavni regulac¢ni krok v genové expresi u bakterii. Regulac¢ni
mechanismy umoznuji, ze dochazi k efektivnimu vyuziti vzniklych proteini a burka se

vyrovna S riznymi nedostatky prosttedi (Browning, et al., 2004).

3.1. Regulace na trovni transkripce

Aby byla genova exprese koordinovana a uroven transkripce genli za rtiznych podminek
vzdy odpovidala potiebam burky, existuje vice mechanisml regulace genové exprese, které
se vzajemné dopliuji. Genovou expresi ovliviiuji rizné transkripéni regulatory, napf.
represory a aktivatory nebo antisense RNA, které zde vsak nebudou popisovany. Predmétem

mého zajmu jsou obzvlasteé sigma faktory.



Podstatnymi aspekty regulace genové exprese na Urovni sigma faktorti je predevSim
koncentrace sigma faktordi, mnozstvi sigma faktori, které jsou ve vazb¢ s anti-sigma faktory
(viz dale), afinita sigma faktori kK RNA polymerase a fyziologicky stav buiky. Na zakladé
téchto skute¢nosti SF kompetuji o jadro RNA polymerasy Vv reakci na zmény V prostiedi
(Farewell et al., 1992). Jakmile se zvysi aktivita jednoho SF, nepfimym ptisobenim dojde
k potlaceni vazby jiného SF k RNA polymerase a transkripce gent, které byly zavislé prave
na tomto SF, neprobéhne. Takto se reguluje exprese docasné nepotiebnych genti (Mauri a
Klumpp, 2014).

Zasadnim regulatorem genové exprese na urovni transkripce jsou tedy sigma podjednotky
RNA polymerasy, které maji vétSinou vice variant alternativnich sigma faktort. Kazdy SF
ovliviiuje transkripci rdznych skupin gent (Trevifio-Quintanilla et al., 2013). Tento
mechanismus je ucinny pro koordinaci exprese jednotlivych sad gend potiebnych pro
adaptivni reakce (Osterberg et al., 2011).

Témito interakcemi se utvaii slozita regulacni sit. Buitkka ma tedy mnoho zptsobu jak
ovlivnit genovou expresi, které ji umoznuji pfizptusobit se riznym podminkam a nahlym

zménam v Zivotnim prostredi.

3.2. Posttranslacni regulace

Regulaci bunéénych procesit mohou ovliviiovat nejen interakce mezi SF, ale existuji i
antagonisté sigma faktort, kterymi jsou anti-sigma faktory kontrolujici dostupnost
alternativnich sigma faktorti (Osterberg et al., 2011). Anti-sigma faktory se reverzibilné vazou
na SF a udrzuji je v neaktivnim stavu do té doby, neZ dojde ke stimulaci stresovym signalem.
Tento komplex anti-sigma+SF blokuje transkripci, jelikoz dojde ke zméné konformace RNA
polymerasy nebo je zabranéno vazbé SF do jadra RNA polymerasy (Busche et al., 2012).

Anti-sigma faktory zahajuji svou aktivitu za pfitomnosti signalu z vnéjsiho nebo
vnitiniho prostiedi (Brown et al., 1995). V bunce se vyskytuji dvé tfidy anti-sigma faktoru.
Jsou to cytoplazmatické anti-sigma faktory a anti-sigma faktory s vnitini vazbou na
membranu (Trevifio-Quintanilla et al., 2013). Cytoplazmatické anti-sigma faktory jsou
regulovany napt. fosforylaci a ostatnimi vnitinimi regulatory. Anti-sigma faktory, které jsou
vazany na membranu, jSou aktivovany interakci s extracytoplasmatickymi proteiny nebo
malymi molekulami tzv. efektory (transmembranové regulatory) (Helmann, 1999). V reakci
na stresové podnéty je spuSténa kaskada proteolytickych déjt, kterd vede k vyvazani
anti-sigma faktoru z komplexu anti-sigma+SF a anti-sigma faktor je nasledné degradovan

prostfednictvim proteolytickych enzymii. Poté se uvolnény SF vdze do jadra RNA


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Helmann%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10322161

polymerasy a vyvolava stresovou odpovéd transkripci dependentnich gent tCastnicich se
reakce na dany stres.

Zapojuji se 1 jiné regulacni proteiny, které podporuji vyuZzivani alternativnich sigma
faktord misto vegetativniho SigA (Osterberg et al., 2011). Také existuji anti-anti-sigma
faktory, které reguluji aktivitu anti-sigma faktora.

Teémito mechanismy se jednoduSe zabrani transkripci prozatim nepotiebnych genli nebo
ve stresovych situacich nevznikaji produkty, které by zbyteéné odebiraly energii, jez je
potieba, aby se burika vyrovnala se stresem. Vazba anti-sigma faktoru na SF a uvolnéni SF pii
stresovém signalu urychluji reakci na stres, protoze SF se nemusi syntetizovat, ale stava se

aktivnim v okamziku ptsobeni stresového signalu.

4. Escherichia coli

E. coli je bakteridlni modelovy organismus pro genové inzenyrstvi, klinické studie i
biotechnologii, proto je to nejlépe prostudovany mikroorganismus. Také SF jsou nejlépe
popsany pravé u E. coli, a proto zde uvadim jejich vlastnosti pro porovnani s C. glutamicum.

Tento organismus je gramnegativni bakterii z ¢eledi Enterobactericeae, do které patii i
patogenni rody mikroorganismti. Disponuje fakultativné anaerobnim metabolismem. Ma
ty¢inkovity tvar a je schopna pohybu za pomoci biciki.

E. coli se vyskytuje ve stfevni mikroflofe teplokrevnych Zzivocichi, tedy i ¢lovéka.
Lidskému organismu obvykle neskodi, je soucasti pfirozené stievni mikroflory. Oproti C.
glutamicum se odliSuje vyskytem v téle organismu, coZ se projevuje i na zastoupeni Sigma

faktoru.

4.1. Sigma faktory E. coli

U E. coli byl popsan hlavni sigma faktor ¢’°, ktery rozpoznava promotorové oblasti
vétSiny genil piepisovanych v exponencialni fazi rustu. V E. coli se vyskytuji i alternativni
SF, které aktivuji expresi genti v disledku reakce na rizné podnéty a podminky prostiedi
(Maeda et al., 2000). Je znamo Sest alternativnich sigma faktort, a to 68 632, 6%, 6% o a
6> (&islo zna&i molekulovou hmotnost v kDa, ale sigma faktory jsou nékdy oznacovany i
podle pismena z nazvu piislusného genu). Faktory 62, 6** patii ke skupin& sigma faktorti
s extracytoplazmatickou funkci (ECF, 4. skupina dle Gruber a Gross, 2003). Sigma faktory

vzajemné ovliviuji transkripci svych gent a tvorii tak regulacni sit’ (obr. 3).
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Obr. 3: Schéma regulaéni sité sigma faktor Escherichia coli. Sipky znazorfiuji, které sigma faktory
ovliviiuji transkripci gend pro jiné sigma faktory. Exprese geni rpoD (6'°), rpoE (c%) a rpoF (6%
je tizena autoregulaci (upraveno podle: Trevifio-Quintanilla et al., 2013).

4.1.1. Sigma faktor RpoD (¢"°, 6°)

Transkripce genli nezbytnych pro funkci organismu v exponencidlni fazi rlstu je
zahajovana z promotoru, které rozpoznava 6", kodovany genem rpoD. Jsou to zejména geny
pro replikaci DNA, piijem substratu, biosyntézu bunécné stény nebo produkci ribosomut
(Maeda et al., 2000). Zjistilo se, ze anti-sigma faktor Rsd (Trevino-Quitanilla et al., 2013)
reguluje funkci ¢’ ve stacionarni fazi ristu. (Jishage a Ishihama, 1998). Promotorii fizenych
6’° je znam jiz velky podet (pfes 2000). Byla navrzena konsensus sekvence
'%-dependentniho promotoru pro oblasti -10 (TATAAT) a -35 (TTGACA) (Browning et al.,
2004). U C. glutamicum piislusné funkce plni o™, ale oblast jejich vysoké podobnosti (80 %)
zahrnuje méné nez polovinu jejich aminokyselinovych sekvenci (podle programu BLAST,

dostupné z: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi).

4.1.2. Sigma faktor RpoS (6%, ¢°)

Sigma faktor 6®, kodovany genem rpoS, je aktivovan v piechodné fazi z exponencialni do
stacionarni faze ristu, fidi transkripci genli pfi hladovéni a ucastni se stresové odpovédi na
stresové podnéty jako napt. oxidativni stres, zména osmolarity, kyselé pH, zména teploty.
Ovlivinuje rychlost ristu v zavislosti na zivinach (Patten et al., 2004).

U c® byla nalezena sekven¢ni homologie se 6" (Gaal et al., 2001). Za neoptimalnich
podminek zastupuje roli 6'°, takze je schopen pfepisovat i vegetativni geny. Bylo zji$téno, ze

az 10 % gend je pod pfimou &i nepiimou kontrolou 6 (Typas et al., 2006).



5> hraje vyznamnou roli v reguladni siti sigma faktord (Weber et al., 2005). Tento SF je
hlavnim regulatorem obecné stresové reakce, pricemz vétSinou dochédzi ke zpomaleni riistu a
buiika m4 udrZovaci metabolismus. Jista podobnost funkci se vyskytuje u sigma faktoru o®
u C. glutamicum, ktery sdili se 6® asi 40% identitu (BLAST).

4.1.3. Sigma faktor RpoH (6%, ¢")

PHi tepelném Soku, ale také pii oxidativnim stresu je aktivni 6°2, kddovany genem rpoH
(Diaz-Acosta et al., 2006) a patii mezi sigma faktory typu ECF. Buika se diky tomuto SF
vyrovnava s poskozenim, které nastava ptisobenim extrémnich podminek (Koo et al., 2009).
Produkty gend aktivovanych 2 jsou zejména chaperony, proteasy nebo enzymy pro opravu
DNA (Diaz-Acosta et al., 2006). Gen rpoH ma vyssi aroven exprese nez dal$i SF reagujici na
teplotni Sok (024), je hlavnim sigma faktorem pro teplotni Sok a jeho promotor je rozpoznavan
dalgimi SF (Dong et al., 2010; obr. 3). Tento SF se svou funkei podoba o™ z C. glutamicum,
ale jeho aminokyselinové sekvence ma malou miru podobnosti. Shoduje se vice se ¢” a 6°

z C. glutamicum, ale i tak pouze 30 % (BLAST).

4.1.4. Sigma faktor RpoF (¢?, ¢")
KdyZ mé bakterie nedostatek Zivin, aktivuje se ¢°®, kodovany genem rpoF. Je také
odpovédny za piepis genu flagelarniho systému. Ovliviiuje syntézu bi¢iku nebo chemotaxi a

tim pohyblivost buniky (Arnosti a Chamberlin, 1989). C. glutamicum takovy SF postrada.

4.1.5. Sigma faktor RpoE (¢**, %)

Sigma faktor 6** typu ECF, ¥di stresovou odpovéd’ v reakci na signaly piisobici z vngjsku
cytoplazmatické membrany (Egler et al., 2005). Je kédovan genem rpoE (Missiakas et al.,
1997). Podili se na transkripci gend piedev§im pii nahlych tepelnych zménach a také pii
nahromadéni nespravné sbalenych proteinti v periplazmatickém prostoru (Gibson et al.,
2010). Jeho funkce spociva v expresi proteint, které udrzuji integritu periplazmatické a vné&jsi
¢asti membrany (Egler et al., 2005). Zprostiedkovava opétovny navrat membranovych
proteintt do spravné konformace a podporuje syntézu stavebnich jednotek bun&tné stény
(Gibson et al., 2010).

Regulaci ¢** zajistuje integralni transmembranovy protein RseA, ktery je anti-sigma
faktorem o** (Ades, 1999). Funkéné je o blizky oF z C. glutamicum, avsak jejich stupeii

identity aminokyselinové sekvence je nizky (28 %) (BLAST).



4.1.6. Sigma faktor Fecl (¢*°, 67"

Sigma faktor ¢'°, kodovany genem fecl, je zapojen do transkripéni regulace gent s
extracytoplasmatickou funkci. Transkript genu fecl byl poprvé popsan jako protein, ktery
reguluje expresi gent podilejicich se na systému dopravy citronanu Zelezitého (Hussein et al.,
1981). Zjistilo se vsak, Ze citronan zelezity zahajuje transdukci signalu pro piepis genu fecl a
je tedy soucasti signalizacni kaskady, které se ucastni tii proteiny postupujici od povrchu
bunky a pokracujici do cytoplasmy (Enz et al., 2003). Tento mechanismus se aktivuje pii
nedostatku Zeleza v buiice (Mahren a Braun, 2003). Analogicky SF se u C. glutamicum

nevyskytuje.

4.1.7. Sigma faktor RpoN (¢**, o)

Tento sigma faktor zastupuje zcela jinou tiidu SF s vyraznou sekven¢ni odlisnosti.
Mechanismus jeho aktivace, oproti ostatnim, vyzaduje aktivator v podobé ATP (Bose et al.,
2008). Dalsi ze zasadnich odli$nosti je umisténi promotorovych motivi v oblasti -24 (GG) a
-12 (TGC) (Buck et al., 2000).

Sigma faktor ¢!, kodovany genem rpoN, zahajuje transkripci rozpoznanim promotoru
gend, které jsou zapojené do ruznych fyziologickych procest spojenych s metabolismem
dusiku vcetné jeho fixace (Buck et al., 2000). Sigma faktor tohoto typu nebyl u C.

glutamicum nalezen (Patek a NeSvera, 2011).

Tab. 1: Prehled sigma faktora u Escherichia coli (Abee, 1999)

Sigma -35 oblast -10 oblast
Gen Funkce 1 1
faktor promotoru promotoru
™ | rpoD zakladni metabolismus TTGACA TATAAT
¢ rpoN kontrola asimilace dusiku CTGGNAC TTGCA
o¥® | rpog | obecndstresovd odpovedve CCGGCG CTATACT
stacionarni fazi rustu
62 | rpoH | cytoplazmaticky teplotni Sok CTTGAA CCCCATNT
6% | rpop |  Systémpohyblivost, CTAAA GCCGATAA
chemotaxe
c” | rpoE ECF a teplotni §ok GAACTT TCTGAT
o fecl ECF a transport Zeleza GAAAAT TGTCCT

! Stupen konzervovanosti jednotlivych nukleotidd v oblastech -35 a -10 promotori
rozeznavanych prislusnym sigma faktorem zde neni uveden, muze se ale vyrazn¢ lisit.




5. Corynebacterium glutamicum

5.1. Historie

5.1.1. Objev producenta kyseliny L-glutamové

Mezi Ctyii zékladni chuté, sladkou, slanou, kyselou a hotkou, které bézné
rozeznavame, byla zafazena pata chut’ pod nazvem umami (pfeklad z japonstiny: chutny,
delikatni). Tato chut byla charakterizovana jako chut glutamatu, coz je sul kyseliny
glutamové. L-glutamat je jiz dlouho oblibenym ochucovadlem potravy v Asii a byl ptivodné
vyrabén extrakci z rostlinnych proteint. V roce 1957 se japonskym védcim podafilo objevit
pfirodniho producenta Kyseliny L-glutamové (Kinoshita et al., 1957), kterym je bakterie
Corynebacterium glutamicum. Fermenta¢ni produkce L-glutamatu s pouzitim kultur C.
glutamicum nahradila pavodni technologicky naro¢nou izolaci L-glutamové kyseliny
z rostlinnych proteint. L-glutamovou kyselinu produkuje bakterie, pti limitaci rtstu biotinem
(Cao et al., 2014). Ziskany glutamat je biotechnologicky zpracovavan jako ptisada do riznych

potravinovych vyrobku. V soucasné dobé¢ je zadanym ochucovadlem po celém svété.

5.1.2. Pokroky ve vyzkumu C. glutamicum

Brzy se ukazalo, Ze modifikované bunky C. glutamicum mohou produkovat i fadu dalSich
aminokyselin. V 50. — 80. letech 20. stoleti se pfi Slechténi novych producenti aminokyselin
uplatiiovaly metody klasické genetiky, kterymi jsou napt. ndhodnd mutageneze nebo selekce.
Roku 1983 byl poprvé zvetejnén postup izolace plazmidové DNA z C. glutamicum a védci
zacali s experimenty konstrukce vektori a nésledn€ genetickymi pifenosy, zejména
transformaci a konjugaci. Tim byla zahdjena éra genetického inzenyrstvi u C. glutamicum.

Srozvojem metod molekularni biologie se mohla bakterie zacit zkoumat na urovni
genomu. V roce 2000 byla stanovena uplna sekvence genomu bakterie C. glutamicum a
zacaly se rozvijet metody na trovni genomu: transkriptomika, proteomika a metabolomika.
Po dokonceni sekvence genomu doslo také k rozvoji genetickych manipulaci a hledani dalSich
moznosti vyuziti této bakterie. Cilem bylo vytvofit takové kmeny, které by byly schopné
zpracovavat jiné organické latky nez bézné zdroje uhliku (Buschke et al., 2013). Zkoumani
bakterie C. glutamicum bylo zacileno také na produkty, které by byly ziskavany ekonomicky
vyhodnou biotechnologii a dale na pouZiti alternativnich zdroji jako substratii pro vyzivu
bakterie (Wieschalka et al., 2012). Byl zahajen také vyzkum, ktery by pomohl z hlediska
ekologického, protoze se zjistilo, ze bakterie degraduji aromatické slou¢eniny (Woo et al.,

2014), tudiz by mohly byt vyuzity pii degradaci xenobiotik a dalSich organickych latek.
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Techniky komplexniho vyzkumu, jako je sekvenovani kompletniho transkriptomu
(Pfeifer-Sancar 2013), prochazeji v soucasné dobé u C. glutamicum rychlym vyvojem a
poskytuji obrovska mnozstvi dat a poznatkli. Tento pokrok umoznuje zkoumat bakterie na
urovni riznych regulacnich siti a odhalovat funkce, které byly dosud neznamé. Propojovani
regulacnich siti rizného typu vede postupné ke komplexnimu popisu celého organismu, ktery
je koneénym cilem systémové biologie. Praktické pouziti aminokyselin bylo impulzem pro
studium bakterie C. glutamicum a ziskané poznatky nyni umozuji stale Sir$i uplatnéni tohoto

organismu v biotechnologii.

5.2. Charakteristika

Corynebacterium glutamicum je gram-pozitivni bakterie, ktera se vyskytuje v pudé. Je
to organismus aerobni az fakultativné anaerobni, ma ty¢inkovity tvar, tvofi nepravidelné
shluky a neni uzptsoben k aktivnimu pohybu (Stackebrandt et al., 1997).

Nalezi do kmene Actinobacteria, fad Actinomycetales (Stackebrandt et al., 1997).
Tento tad zahrnuje také rody Mycobacterium, Streptomyces a Rhodococcus, které jsou rovnéz
zajimavymi, intenzivné studovanymi a pramyslové vyuzitelnymi organismy. Mykobakterie
jsou zkoumany kvuli jejich patogenité a streptomycety jsou vyznamni producenti antibiotik
(Kirby et al., 1975). N¢které druhy korynebakterii jsou také nebezpeéné zviteci nebo i lidské,
patogeny. C. glutamicum je nepatogenni druh, ktery je oznaCovan jako GRAS (generally
recognized as safe, obecné uznan jako bezpecny). Je proto vhodnym organismem pro vyrobu
produktt pro potravinaiské, medicinské a krmivaiské vyuziti. V biotechnologii se uplatiiuje i
pro snadnou kultivaci a vlastnosti vyhodné pro laboratorni praci (Wieschalka et al., 2012).

Corynebacterium glutamicum se vyznacuje stavbou buné¢né stény typickou pro ¢leny
skupiny Mycolata (obr. 4) obsahujici mykolové kyseliny, které tvoii silnou ochrannou bariéru
pred nezadoucimi ¢i toxickymi latkami (Alderwick et al., 2007, Puech et al., 2001). Bunééna
sténa je tvofena Silnou vrstvou peptidoglykanu, ktery je kovalentné spojen
s arabinogalaktanem a také obsahuje mykolové kyseliny, které tvoii vnéj$i, pomérné
hydrofobni vrstvu a maji velmi dlouhy fetézec, u Corynebacterium 20-60 uhlikd, u
Mycobacterium 60-90 uhlikt (Burkovski et al., 2013).
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Obr. 4: Schéma bun&tné stény bakterii skupiny Mycolata. Obrazek piedstavuje bunénou sténu
s obsahem mykolovych kyselin, které jsou typické pro rody Mycobacterium, Corynebacterium,
Nocardia nebo Rhodococcus. Bakterie, obsahujici tento zvlastni typ bunécné stény s komplexem
rozvétvenych mastnych hydroxykyselin, které mohou obsahovat i funkéni skupiny napf. keto-,
methoxy-, esterové skupiny ¢i cyklopropanovy kruh, se fadi mezi grampozitivni bakterie (Minnikin et
al., 1984). Gramovym barvenim je vSak nelze obarvit. Pouziva se Zichl-Neelsenovo acidobazické
barveni. Je zna¢né odliSna od bunécné stény grampozitivnich bakterii, ktera je tvofena pouze silnou
vrstvou peptidoglykanu. Pfitomnosti vnitini a vné&j§i vrstvy a prostorem analogickym
periplazmatickému prostoru ptipomina bunécnou sténu gramnegativnich bakterii.

U typového kmene C. glutamicum ATCC13032 byla ur¢ena a analyzovana kompletni
sekvence genomu, coz umoznilo 1épe porozumét molekularni biologii a fyziologii tohoto
organismu. Bakterie obsahuje jeden kruhovy chromozom o velikosti 3,28 Mbp (Kalinowski et
al., 2003). Anotace genomu a pozdéji i sekvenovani transkriptomu (Pfeifer-Sancar et al.,
2013) ptispély také k lokalizaci mnoha promotort.

C. glutamicum se v biotechnologii uplatiuje zvlasté pii produkci aminokyselin,
zejména L-glutamatu a L-lysinu (Ohnishi et al., 2002). V laboratotich byly dale vyvinuty
kmeny, které produkuji i dal$i aminokyseliny, napf. L-valin (Blombach et al., 2007; Holatko
et al., 2009), L-leucin, L-alanin nebo kyselinu L-asparagovou (Park et al., 2010). Dalsimi
biotechnologickymi produkty jsou vitaminy, napi. pantothenat (Hiiser et al., 2005), ethanol
(Inui et al., 2004) nebo kadaverin (Becker et al., 2012). Zjistilo se, ze za nedostatku kysliku
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bunka sice zpomaluje rist, ale je schopna utilizovat organické latky procesem fermentace.
Degradaci uhlikatych sloucenin, jako jsou napf. glukosa, sacharosa ¢i acetat, vznikaji
produkty jako pyruvat, laktat, sukcinat, 2-ketoglutarat nebo 2-ketoisovalerat (Wieschalka et
al., 2012). Produkty C. glutamicum maji rozsahlé vyuziti ve farmaceutickém, kosmetickém
nebo potravinafském primyslu a ziskdvani téchto produkti z bakterie je zadouci také
z ekonomickych divodu. Bakterie C. glutamicum je vyznamna i z ekologického hlediska pro
svou schopnost degradace aromatickych sloucenin napt. fenolu ¢i katecholu (Woo et al.,
2014). V poslednich letech se usiluje o modifikaci bakterialniho kmene, ktery by utilizoval
dalsi organické latky jako glycerol nebo takové substraty, které patii mezi alternativni zdroje,
napt. celulosa, celobiosa a skrob (Buschke et al., 2013).

Zajem o studium C. glutamicum je stale udrzovan z duvodu biotechnologickych, ale
také proto, Ze se tato bakterie stala modelovym organismem pro jiné korynebakterie i dalsi
druhy aktinomycet (Vertes et al., 2005). Mezi tyto piibuzné druhy, které jsou vyznamné
z hlediska medicinského, patii C. diphtheriae nebo M. tuberculosis. Pracuje se na vytvofeni
rekombinantnich kment, s modifikovanym metabolismem, pro ziskani vys$Siho vynosu
zéddanych metabolickych produktid. Tohoto 1ze mimo jiné dosdhnout zmenSenim genomu,
odstranénim gent, které nejsou nutné k Zivotu buniky Vv laboratornich podminkach (Uthan et

al., 2015).

5.3. Sigma faktory C. glutamicum

Chromosom C. glutamicum nese sedm gent kodujicich SF: 6*, 6%, 6%, 6°, 6%, 6" a ™
(Patek a Nesvera, 2011). Do prvni skupiny sigma faktorti (Gruber a Gross, 2003; obr. 2) patii
u C. glutamicum o, ktery je primarnim sigma faktorem pro transkripci genti oznacovanych
jako vegetativni geny (housekeeping genes). Druhou skupinu zastupuje u C. glutamicum o,
ktery je sekven¢né podobny primarnimu sigma faktoru. Je hlavnim regulatorem stresovych
reakei ve stacionarni fazi (Ehira et al., 2008). Ostatni alternativni SF u této bakterie (¢, o°,
65, ¢ a o™) se od prvnich dvou skupin li§i jak v podtu domén (obr. 2), tak pii Fizeni
transkripce. Patii do ¢tvrté skupiny sigma faktorti. Tyto SF jsou ovliviiovany extracelularnimi
vjemy, maji tzv. extracytoplazmatickou funkci (ECF) a zajistuji ochranu pted vnéjsimi vlivy,
napf. chrani pfed Gcinky, které by mohly narusit biosyntézu bun&cné stény a jsou dulezité pro
transportni funkce (Gruber a Gross, 2003). Promotory rozpoznavany sigma faktory ¢=, 6", 6"
maji velmi siln¢ konzervovany jadra oblasti -35 (GGAA) a -10 (GTT) jak u C. glutamicum
tak u M. tuberculosis. U C. glutamicum neexistuje zastupce tieti skupiny sigma faktord (Patek
a Nesvera, 2011).
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5.3.1. Sigma faktor SigA (¢")

Hlavnim sigma faktorem u C. glutamicum je ¢”, jehoZ zasadni funkci je fizeni transkripce
gentl, které zajiStuji vSechny zakladni metabolické déje v bunce. Proto byva 6" oznafovén
jako vegetativni SF.

Gen sigA je vysoce exprimovan v pribéhu exponencidlni faze rustu, ale rizné stresové
faktory, jako je napf. tepelny Sok nebo stres z nedostatku urcitych latek, vedou k regulaci
transkripce genu sigA. Také pii prechodu z exponencialni faze do stacionarni faze rustu
dochazi ke snizeni transkripce sigA (Larisch et al., 2007). KdyZ se bunka dostane do téchto
nepfiznivych nebo stresovych podminek, spousti se transkripce gent alternativnich sigma
faktorti. Tento esencidlni gen nemulize byt inaktivovan, tudiz hlubsi zkoumani a porovnavani
zavislosti funkce konkrétniho promotoru na o” neni snadné (Patek a Nesvera, 2011).

Za promotory rozeznavany o’ jsou vét§inou povazovany ty promotory, které Fidi
transkripci gent aktivnich v exponencialni fazi rastu. Tyto promotory byly u C. glutamicum
zkoumany jako prvni. V prvni Sir$i analyze promotorti vegetativnich gent bylo lokalizovano
33 promotori (Patek et al., 1996). Analyzou jejich sekvenci byly nalezeny oblasti -10 a -35,
podobné tém, které byly nalezeny u E. coli (Browning et al., 2004) a dalsich bakterii -10
(TGNTATAATNG) (klicovy hexamer promotoru je podtrzeny) a -35 (TTGA/CCA). Tato
definice konsensus sekvence pfepokladanych promotoril fizenych ¢ se piili§ nezménila ani
po analyze vét§iho poctu téchto promotort (Patek a Nesvera, 2003).

Velky podet o"-dependentnich promotord byl definovan pomoci sekvenovani
transkriptomu C. glutamicum (Pfeifer-Sancar et al., 2013). Toto sekvenovani s pouzitim nové
vysokoucinné technologie (high-throughput) odhalilo pies 2000 pocatkt transkripce, které
odpovidaly poloze predpokladanych o”-dependentnich promotorii (obr. 5) v oblasti -10
(TAnnNnT) a -35 (ttgnca) (pismeno ,,n“ znamend, Ze na daném misté v promotorové oblasti
byly nalezeny vSechny typy nukleotidl a nelze jednoznaéné urcit, ktery z nich se vyskytuje s
nejvetsi pravdépodobnosti, malé pismeno nukleotidu znaci 40-70% pravdépodobnost vyskytu

a velké pismeno znaci vice nez 70% pravdépodobnost vyskytu).
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Obr. 5: Frekvence vyskytu jednotlivych nukleotid v oblastech -35 a -10 u o”*-dependentnich
promotori C. glutamicum. Nukleotidy maji rtiznou velikost pismena, ktera odpovida frekvenci
vyskytu daného nukleotidu v konkrétni pozici. Jsou zobrazeny rozsitené oblasti -35 a -10, podtrzené
jsou klicové hexamery promotort. Na zakladé této frekvence vyskytu byla odvozena konsensus
sekvence -10 (TAnnnT) a -35 (ttgnca) (Pfeifer-Sancar et al., 2013).

5.3.2. Sigma faktor SigB (¢°)

Tento SF hraje vyznamnou roli ve schopnosti bunék C. glutamicum pfizptsobit se
riznorodym zménam okolnich podminek. Je indukovan napf. pfi osmotickém nebo pfi
oxidativnim stresu. Jeho aktivita se projevuje i v reakci na latky jako je kyselina mlé¢na,
rizné soli a ethanol (Jakob et al., 2007). Také je aktivni pfi chladovém a tepelném stresu
(Barreiro et al., 2013). Hladina transkriptu ¢° se také zvysuje, kdyz ma buiika nedostatek
kysliku. Za téchto podminek dochazi k regulaci exprese gend, které ovliviiuji metabolismus
glukosy. Bunka produkuje mnoho organickych kyselin a dosahuje zvysené spotieby glukosy
(Ehira et al., 2008). Transkripce genu sigB je tedy zvysena pii odpovédi na riiznorody stres.

Za uréitych podminek ¢® v bufice pievazuje a &aste¢né nahrazuje funkci o”, vzhledem
k tomu, Ze c° patii do druhé skupiny sigma faktorti, kam jsou zarazeny SF, které se nejvice
podobaji faktoru 6. V malé mife se uplatnuje také v aerobni fazi exponencidlniho ristu, tudiz
je zodpovédny i za piepis vegetativnich genti (Ehira et al., 2008). Geny energetického
metabolismu, které aktivuje ¢° v této fazi, jsou zapojeny do glykolyzy a pentosafosfatové
drahy. Ke zvySené expresi genu SigB dochazi vSak prevazné pii prechodu z exponencialni
faze do stacionarni faze rastu (Larisch et al., 2007). 6® miZe byt nazyvan zaloznim sigma
faktorem pro neptiznivé podminky, stres a pomaly rlst ve stacionarni fazi. V této funkéni roli
se 6® C. glutamicum podoba o z E. coli, ktery také zastava roli pfi ochran& pied urgitymi
stresy a nutri¢énimi nedostatky (Gaal et al., 2001).

Bylo lokalizovéno t¥inact 6®-dependentnich promotori, obsahujici sekvence v oblasti -10
promotoru, které jsou nerozeznatelné od konsensus sekvence o”*-dependentnich promotord.

Nékteré nukleotidy v -10 hexameru jsou zna¢né konzervované, vice nez 80% (Patek et al.,
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2013). V oblasti -35 je mira konzervovanosti naopak velmi nizka. Zjistilo se, Ze promotor

genu sigB je Fizen sigma faktory ¢ (Ehira et al., 2009) a ™ (Patek et al., 2013).

5.3.3. Sigma faktor SigC (¢°)
O tomto sigma faktoru prozatim vime pouze zakladni informace. Nasel se kodujici gen,
takze jeho existence v genomu C. glutamicum byla prokazana, avsak dal§im vyzkumem se
dosud nikdo nezabyval (Patek a Nesvera, 2011).

5.3.4. Sigma faktor SigD (c¢°)

Piedpoklada se, Ze o je zapojen do transkripce gent, které pomahaji buiice adaptovat se
na mikroaerobni prostiedi (Ikeda et al., 2009). Geny piepisované za ucasti o° totiz kéduji
proteiny dulezité pro ptrenos kysliku a zlepSuji tak proces bunééného dychani. Diky aktivité
o> patrnd vznikaji také proteiny se schopnosti ptenosu elektrontl, které jsou potiebné pro
metabolické reakce napft. ferredoxin (Ikeda et al., 2009).

Nejnovéjsi poznatky ukazuji, ze gen sigD kodujici tento SF a gen rsdA, ktery
pravdépodobné koduje prislusny anti-sigma faktor, tvoii operon a jsou piepisovany v jednom
trankriptu (Dostalova et al., 2015; obr. 6). Tento operon je piepisovan z vegetativniho
promotoru. Operon ale obsahuje také interni promotor, ze Kterého je pfepisovan pouze gen
rsdA. Jeho sekvence se nepodoba zadné sekvenci promotord dosud popsanych u C.
glutamicum. Vysledky nedavnych experimentl prokazuji, ze transkripce genu rsdA je fizena
GD-dependentnim promotorem (Dostalova et al., 2015; obr. 6). Uspofadani a fizeni
transkripce gent pro o°a pro piislusny anti-sigma faktor RsdA je tedy podobné jako u genii
sigH a rshA, které Fidi funkci " (viz dale). Mechanismy regulace exprese genu pro o ani
funkce jim fizenych genti nebyly dosud popsany. Promotor genu rsdA je zatim jedinym
znamym
oP-dependentni promotorem se sekvenénimi motivy v oblasti -35 (TGTAAC) a -10
(CTCGAT) (Dostalova et al., 2015).

>0 b

) o

sigD rsdA

Obr. 6: Schéma operonu gend sigD a rsdA. Zelené trojuhelniky oznatuji o”-dependentni
promotory a razovy trojihelnik znaci GD-dependentni promotor (upraveno podle: Dostalova et
al., 2015).
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5.3.5. Sigma faktor SigE (¢%)

Sigma faktor o= se Gcastni transkripce gent, diky kterym se buitka dokaZe vyrovnat s
povrchovym stresem nebo s tepelnym a oxidativnim stresem (Park et al., 2008). Radi se mezi
sigma faktory typu ECF. Jeho aktivita se uplatituje i v adaptaci buiiky na vysokou koncentraci
riaznych chemickych latek napt. kyseliny mlééné (Jakob et al., 2007). Také byla prokazana
zvysend citlivost viiéi SDS, lysozymu a EDTA v c"-deficientnim kmeni (Park et al., 2008),
takze funkce o© piispiva k odolnosti k témto latkam. oF spousti také expresi gend, které
zabranuji pruniku urcitych latek pfes bunéCnou sténu, a proto bunka neni citlivd napf.
k antibiotikiim, jako je penicilin nebo vankomycin. Ovliviiuje expresi genti potfebnych pfi
pomalém rastu, v disledku nedostatku zivin a mineralnich latek, napf. N nebo Mg (Park et
al., 2008).

Aktivitu oF ovliviiuje anti-sigma faktor CseE jako postranslacni regulator. Bylo
prokéazano, Ze anti-sigma faktor CseE se miize vézat na protein o= a tim ho inaktivovat.
Protein CseE tedy pusobi jako typicky anti-sigma faktor (Park et al., 2008). Nedavné
vysledky prokazuji, Ze geny SIgE a cseE jsou piepisovany v jednom transkriptu a tvoii operon
(obr. 7), podobné jako je to u gent sigH+rshA a sigD+rsdA (Pfeifer-Sancar et al., 2013,
Dostalova et al., 2015). Operon je prepisovan ze tii promotorti, které jsou o”- nebo
o°-dependentni. Operon také obsahuje interni promotory pied genem cseE, které jsou o -,
o™ i o"-dependentni. Timto uspofadanim je transkripce genu sigE opét analogicka
transkripéni organizaci genti pro 6" a c".

Konsensus sekvence o"-dependentniho promotoru v oblastech -35 (GGAACT) a -10
(CGTT) se podobé ¢"- a 6™-dependentnim promotortim (Park et al., 2008).

> >

) o

sigE cseE

Obr. 7: Schéma operonu genti SigE a cseE. Zelené trojihelniky oznacuji o”-dependentni
promotory a ¢erveno-Sedy trojuhelnik znaci c--a GH-dependentni promotor (upraveno podle:
Dostalova et al., 2015).

5.3.6. Sigma faktor SigH (¢")
Sigma faktor " z C. glutamicum vykazuje strukturalni charakteristiky sigma faktort typu
ECF, tudiZ naleZi také do &tvrté skupiny sigma faktora (Kim et al., 2005). Zjistilo se, ze " je

produkovan i v riznych druzich bakterii, které tvoti spory (Schmid et al., 2012).
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o' je nezbytny pro pieziti pti vysoké teploté, kdy po tepelném Soku spousti expresi genti
pro ATP-dependentni proteasu Clp, chaperony a dalsi regulatory odpovédi na tepelny Sok.
Bylo nalezeno 45 c"-dependentnich promotori (Busche et al., 2012). Regulon o™ obsahuje
geny regulatoru stresové odpovédi CIgR (Engels et al., 2004), WhcE (Kim et al., 2005), HspR
(Barreiro et al., 2009), SufR (Ehira et al., 2009), WhcA (Choi et al., 2009) a dale geny pro
reduktasy nebo dehydrogenasy (Busche et al., 2012). Je také nepostradatelny pii oxidativnim
stresu. Faktor o je aktivni i pfi odpovédi na stresové podminky na po&atku stacionarni faze
rastu (Kim et al., 2005).

Sigma faktor 6" u C. glutamicum je zapojen nejen do vlastni regulace (Kim et al., 2005),
ale také do transkripce geni pro o (Ehira et al., 2008) a o™ (Nakunst et al., 2007).
Promotorové sekvence rozpoznavana o' byla nalezena i u genu sigA (Toyoda, 2015). Tento
stresovy SF je tedy schopen nepfimo ovliviiovat i piepis vegetativnich gent stejné jako u E.
coli, kde ¢ ovlivituje produkci o’®. Pfedpoklada se, Ze promotory rozeznavany o' jsou
rozeznavany daldimi SF, napt. o', i kdyZ jejich aktivita nedosahuje tak vysoké trovné (Patek
a Negvera, 2011). Usuzuje se, Ze o zaujimé ustfedni roli v reguladni siti sigma faktort a
kontroluje jejich koordinované reakce na ruzné stresové podminky. Tento SF je tedy
potencidlnim kandiddtem na funkci globalniho reguldtoru transkripce. Dosud jedinym
definovanym globalnim regulatorem u C. glutamicum je protein GIxR (Schréder a Tauch,
2010).

Gen sigH je pfepisovan ve spole¢ném transkriptu S genem pro anti-sigma faktor RshA.
Operon obsahuje vegetativni promotor pro piepis SigH a interni ¢"-dependentni promotor
pred genem rshA (obr. 8). Regulace aktivity 6", ovlivnéna anti-sigma faktorem RshA, nastava
posttransla¢né (Busche et al., 2012).

>0 >

‘» DNA

sigH rshA

Obr. 8: Schéma operonu gend sigH a rshA. Zelené trojithelniky oznaduji o”-dependentni
promotory a &erveny trojithelnik znaéi ¢"'-dependentni promotor (upraveno podle: Busche et
al., 2012 a Dostalova et al., 2015).

18



Byla navrzena konsensus sekvence promotorti rozpoznavanych faktorem o pro oblasti
-35 (GGGAAGA) a -10 (C/TGTTGAA) (Ehira et al., 2009). Konzervovanost
o'-dependentniho promotoru genu rshA je znaén& vysokd i u jinych druhi rodu

Corynebacterium (obr. 9).

-35 -10
C.glutamicum CATCGTGGAAGAAAACAGCTCCGAGGAATGTTAAAGGAAGT
C.efficiens CACCGTGGAAGAAAACAGCTACGTGGGATGTTGAAGGAAGT
C.glucuronolyticum CACAGGGGAAGAAAACAACTACGAAAGGCGTTAAAGGAAGT
C.lipophiloflavum CATCGGGGAAGAAAACAGCTCCGCGTGTTGTTGAAAGATGT
C.matruchotii CACCGGGGAAGAAAACAGTTGCGAGAAACGTTAAAAGATGT
C.diphtheriae CATCGTGGAAGAAAACAGTTGCGTGAGGCGTTGAAAGACGT
C.kroppenstedtii CACCGCGGAAGAAAAAAGCTGCGGGAAGCGTTAAAAGAAGT
C.striatum CACCGTGGAAGAAAATTGCTACGCGTTGCGTTGAAGGACGT
C.pseudogenitalium CACCGGGGAAGAAAAATGCTCCGGAAAGCGTTGAAAGACGT
C.ulcerans CATCGGGGAAGAAAACAACTCAGAGAAGCGTTGAAAGACGT
C.pseudotuberculosis CACCGGGGAAGAAAACAACTCAGAGAAGCGTTGAAAGACGT
C.aurimucosum CACCGCGGAAGAAAATTGCTTCGCGCGGCGTTGAAGGACGT
C.ammoniagenes CATAGGGGAAGAAAATTACTGCGAAAGGCGTTGAAGGATGT
C.accolens CACCGTGGAAGAAAAATGCTCCGCAAGGCGTTGAAGGACGT
C.tuberculostearicum CACCGGGGAAGAAAATTGCTCCGGAAAGCGTTGAAAGACGT

Obr. 9: Kli¢ové sekvence o"-dependentniho promotoru genu rshA u raznych druh@ rodu
Corynebacterium. Zvyraznéné sekvencéni motivy v oblasti -35 a -10 se vyskytuji ve vSech téchto
kmenech.

5.3.7. Sigma faktor SigM (¢™)

Sigma faktor o™ patii také do Gtvrté skupiny mezi sigma faktory typu ECF. Piepisuje
geny, které pomahaji bufice vyrovnat se s teplotnim Sokem nebo se ucastni odpovédi na
disulfidicky a oxidativni stres. Sougasti ™ regulonu jsou klastry genii suf, které koduji Fe-S
proteiny a trx, které koduji thioredoxin a thioredoxin reduktasy. U gent suf byl nalezen ¢*-
dependentni promotor, z ¢ehoz vyplyva, ze produkty tohoto genu jsou potiebné i
v exponencialni fazi ristu. Do regulonu 6™ pati také geny pro chaperony.

Promotory —genii, rozpoznidvané o, obsahuji konsensus sekvenci, ktera je
charakterizovana hexamery -35 gGGAAT a -10 hexamer C/TGTTGA/G (Nakunst et al,
2007). Témek identickou promotorovou sekvenci rozpoznava i o, tudiz RNAP+c" a

RNAP+6" mohou rozpoznavat stejné promotory.
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Tab. 2: Piehled sigma faktord u C. glutamicum

Sigma

Funkce -35 oblast promotoru® | -10 oblast promotoru’
faktor
6" | zakladni metabolismus TTGNCA® TANNNT?
alozni si faktor —
B | O SIS AR er CGGCAA® TANAAT®
stacionarni faze rstu
o" funkce neni zndma sekvence neni znama | sekvence neni znama
P adaptvace’ na mikroaerobni TGTAACHS CTCGATS
prostiedi
hovy stres, teplotni Sok
o povr.cz ?Vy stres, teplotni Sok, GGAACT*S CGTTS
nutri¢ni nedostatek
teplotni Sok, oxidativni stres, 6
o potencionalni globalni GGGAATA® C/TGTTGAA
regulator
oM zména teploty, oxidativni a GGGAAT CTGTTGA/G’

disulfidicky stres

! Stupeti konzervovanosti jednotlivych nukleotidii v oblastech -35 a -10 promotort rozeznavanych
prislusnym sigma faktorem zde neni uveden, mize se ale vyrazné lidit; > Pfeifer-Sancar et al., 2013;

*Ehira et al., 2008; *Sekvence oblasti -10 a -35 jedinych znamych promotori fizenych o° a o%;
*Dostalova et al., 2015; °Ehira et al., 2009; ‘Nakunst et al., 2007

5.4. Regulaéni sit’ sigma faktoru C. glutamicum

zakladni pochopeni vzajemné regulace jednotlivych sigma faktorti a anti-sigma faktort, coz
umoznilo sestaveni nazorného schématu regulacni sité (obr. 10). Tento obrazek je vytvofen na
zakladé soucasnych publikovanych i nepublikovanych vysledkd (Patek, nepublikovano) a
ptredstavuje velmi zjednodusené zakladni schéma regulacni sité sigma faktord. Do regulace

transkripce a dalSich mechanismi fizeni funkce sigma faktorti je pravdépodobné zapojena

Vyzkum sigma faktora C. glutamicum pomoci metod in vitro a in vivo umoznil

fada transkrip&nich regulatorti a dalSich regulacnich prvkl (napf. regulacnich RNA).
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reakce na stres
ve stacionarni
fazi ristu

adaptace na
mikroaerobni prostiedi

reakce na oxidativni,
disulfidicky a teplotni
stres

=

zakladni metabolismus
funkce nezndma *@

reakce na
povrchovy stres

reakce na teplotni a
oxidativni stres

Obr. 10: Schéma regulaéni sité sigma faktorti C. glutamicum. Sipky znazoriiuji, které sigma faktory
ovliviluji expresi genl pro ostatni sigma faktory. Anti-sigma faktory RsdA, RshA a CseE se vazou
na prislusné sigma faktory a zajistuji posttransla¢ni regulaci. EXprese gent pro o a oM je Casteéné
fizena autoregulaci.

6. Mycobacterium tuberculosis

Rody Mycobacterium a Corynebacterium si  jsou geneticky blizké. Navic
Mycobacterium tuberculosis je nejprobadanéjsim ptibuznym druhem a nazvy sigma faktort u
druhti rodu Corynebacterium jsou odvozeny pravé od nazvi sigma faktori mykobakterii.

Proto zde uvadim, pro porovnani, zakladni informace o sigma faktorech M. tuberculosis.

6.1. Charakteristika
Mezi rody Mycobacterium a Corynebacterium jsou rozdily ve zpusobu zivota, ale
piesto se jisté funkce sigma faktori podobaji. Podstatny rozdil spociva v tom, ze M.
tuberculosis patii k patogennim mikroorganismim. Schopnost infekce a adaptacni
mechanismy vyZaduji komplexni genetickou odpoveéd’, a to pravdépodobné vede k tomu, Ze
se u tohoto druhu uplatiiuje vétsi pocet sigma faktord. U M. tuberculosis bylo rozpoznano

tiindct sigma faktorti, které patii do fylogenetické skupiny o’°. Genom M. tuberculosis je
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nejvetsi z obligatnich lidskych intracelularnich patogenti, obsahuje mnoho regula¢nich
proteinii a anti-sigma faktord, tudiz regulace genové exprese je pravdépodobné mnohem

slozit&jsi nez u C. glutamicum (Rodrigue et al., 2006).

6.2. Sigma faktory M. tuberculosis

Hlavni sigma faktor SigA (¢”) pro prepis geni zakladniho metabolismu bakterie
predstavuje stejny typ vegetativniho sigma faktoru jako ¢* u C. glutamicum. Byla uréena
konsensus sekvence promotori rozpoznavanych o u M. tuberculosis (Agarwal a Tyagi,
2006) v oblasti -35 (TTGACT) a -10 (TAGACT), ktera se podoba konsensus sekvenci o™
dependentnich promotord u C. glutamicum (Pfeifer-Sancar et al., 2013) v oblasti -35
(TTGNCA) a-10 (TANNNT).

Sigma faktor SigB (¢°) ma obdobné funkce jako o® u C. glutamicum. Je zodpovédny za
obecnou stresovou odpoveéd’ béhem puisobeni stresovych vlivii ve stacionarni fazi rastu (Hu a
Coates, 1999). Regulace transkripce genu sigB u M. tuberculosis (Raman et al., 2001) je
analogicka k regulaci genu sigB u C. glutamicum, kde je tento gen piepisovan z jednoho
promotoru rozpoznavaného RNAP+c" po tepelném Soku a RNAP+c" pii povrchovém stresu
(Manganelli et al., 2002). U M. tuberculosis je pfepis genu sigB ovliviiovan navic RNAP+c" a
RNAP+c" (Lee et al., 2007).

U M. tuberculosis je sigma faktor SigD (c°), oproti c°

u C. glutamicum, vice
prozkouman. Jejich funkce viak nejsou pravdépodobné stejné. ° u M. tuberculosis reaguje
zejména na nutriéni nedostatky. Produkty oP-dependentnich geni se podili také na
optimalnim ristu v po€atku infekce, na spravném sbalovani proteind, biosyntéze ATP, opravé
DNA a ucastni se bakterialni virulence (Raman et al., 2004). Neni tedy znama funk¢ni
podobnost, ale byla prokazana sekvenéni podobnost o -dependentnich promotori u t&chto
dvou bakterialnich druhi. Jediny analyzovany o°-dependentni promotor genu pro anti-sigma
faktor RsdA u C. glutamicum obsahuje hexamer v oblasti -35 (TGTAAC), ktery je totozny se
sekvenci o°-dependentnich promotorii v oblasti -35 u M. tuberculosis (Raman et al., 2004).
Anti-sigma faktor RsdA byl nalezen i u M. tuberculosis.

Gen pro o je aktivovan pii povrchovém stresu, pisobenim antibiotik, pii oxidativnim
stresu nebo vreakci na teplotni Sok. Podili se na udrzovani integrity membranovych
kompartmentd (Manganelli et al., 2001). Patii mezi sigma faktory typu ECF stejn& jako o= u
C. glutamicum. oF mykobakterii se oproti C. glutamicum G&astni prepisu gent podilejicich se
na virulenci (Manganelli et al., 2001). Sigma faktor ¢© je regulovan anti-sigma faktorem

RseA, ktery je prepisovan ve spoleéném transkriptu s genem pro o= (Dona et al., 2008). U C.
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glutamicum se gen pro anti-sigma faktor CseE také nachazi ve stejném operonu jako gen pro
o°. Rozdilem je, 7¢ u M. tuberculosis neni pfed genem pro anti-sigma faktor
o--dependentni promotor, jako tomu je u C. glutamicum. Konsensus sekvence promotoru
rozpoznavaného o- v oblasti -35 (GGAACY) je u M. tuberculosis velice podobna konsensus
sekvenci promotoru ¢ v oblasti -35 (GGAAYA) a jadro oblasti -10 (cGTT) je u o i
o"-dependentnich promotor totozné (Song et al., 2008). Promotorové oblasti -35 a -10 ¢°- a
o"-dependentnich promotorii u M. tuberculosis se obecn& podobaji promotorovym oblastem

H sMu C. glutamicum.

rozpoznavanych 6%, o

Gen pro o' je u M. tuberculosis indukovéan po tepelném Soku nebo oxidativnim stresu
(Manganelli et al, 2002), tudiz i u tohoto sigma faktoru se objevuje funkéni analogie jako u C.
glutamicum. Posttransla¢ni regulaci aktivity " zajidt'uje anti-sigma faktor RshA (Song et al.,
2003), ktery je piepisovan ve spoleéném transkriptu sgenem sigH, ale c"-dependentni
promotor se nenachazi pfed genem pro anti-sigma faktor, jako v piipadé genu rshA u C.
glutamicum. Konsensus sekvence promotorti rozpoznavanych o™ u M. tuberculosis v oblasti
-35 (GGAAYA) a -10 (cGTT) (Raman et al., 2001) se shoduji se o"-dependentnimi
promotory u C. glutamicum.

Sigma faktor ¢ hraje u M. tuberculosis roli ve stacionarni fazi ristu zejména pfi
teplotnim Soku a také pii oxidativnim stresu. Uplatnuje se pti dlouhodobé adaptaci na zmény
v prostfedi (Agarwal et al., 2006). Tento SF mé sice podobné funkce jako o™ uC.
glutamicum, ale aminokyselinova sekvence je shodna pouze z 39 % (BLAST).

Sigma faktor 6© u M. tuberculosis se pravdpodobng iastni zejména piepisu genti pro

virulenci (Abdul-Majid et al., 2008). Existence c°

u C. glutamicum byla prokazana, ale
prozatim nebyla zkoumana jeho funkce. Sekvenéni podobnost © M. tuberculosis a C.
glutamicum je pouze 49 % (BLAST).

Ostatni sigma faktory M. tuberculosis, o7, 6%, o', ¢’, 6™ a 6" nebyly u C. glutamicum
nalezeny. N¢které se ucastni prepisu gend pro virulenci nebo slouzi k regulaci exprese dalsich

genu, které se u C. glutamicum nevyskytuji, z divodu rozdilného Zivotniho prostiedi.
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7. Zavér

Bakterie C. glutamicum je vyznamnym producentem aminokyselin a v posledni dob¢ i fady
dalsich latek vyznamnych pro potravinarsky, farmaceuticky, kosmeticky a chemicky primysl.
Detailné popsany genom, transkriptom i proteom C. glutamicum, velky pocet popsanych
regulatorti a dobréa znalost metabolismu ¢ini z této bakterie modelovy druh pro jiné korynebakterie
a dalsi piibuzné druhy ze skupiny Mycolata. Ztéchto divodi zijem o tuto bakterii,
z biotechnologického i teoretického hlediska, neustale roste. Informace o sedmi sigma faktorech
C. glutamicum, které patii do specifické skupiny regulatort fidicich, jako podjednotky RNA
polymerasy, transkripci velkych skupin genti za specifickych podminek pfispivaji ke zlepSeni
znalosti metabolismu a fyziologie bakterie zvlasté za podminek plisobeni riznych stresovych
faktort. Pti studiu C. glutamicum byly charakterizovany vlastnosti jednotlivych sigma faktord,
podarilo se objevit nékteré geny, které patii do konkrétnich regulont, byly lokalizovany ptislusné
promotory a byla navrzena konsensus sekvence jednotlivych tfid promotort. Poznatky o
nékterych sigma faktorech, napt. 6C a oD jsou vSak zatim minimdlni. Vytvoieni modelu zékladni
regulacni sit€ fizené sigma faktory a znalost konsensus sekvenci specifickych promotori
pfispivaji ke komplexnimu popisu tohoto organismu, a také k moZnostem ucelné mutageneze
promotort a modulace genové exprese, coz Ize uplatnit v biotechnologickych aplikacich.

U modelového organismu E. coli v porovnani s C. glutamicum, je sice pfitomen stejny pocet
sigma faktord jako u C. glutamicum, ale nékteré funkce sigma faktor se zasadné 1isi. Hlavnim
divodem téchto odlisnosti je pravdépodobné prostredi, ve kterém se bakterie vyskytuje, a tim i
odlisny zivotni styl, ktery ovliviluje zastoupeni jednotlivych typl sigma faktord, reagujicich na
rozdilné stresové odpovédi nebo zajist'ujicich odlisné funkce.

Bakterie M. tuberculosis, ktera je vzhledem k C. glutamicum nejlépe prozkoumanym
zastupcem geneticky nejblizsiho rodu, se 1isi vétSim genomem (4,4 vs. 3,3 Mbp), v zastoupeni
poctu sigma faktora (13 vs. 7), a také v mnozstvi regulacnich gent. Vysoky pocet sigma faktort a
dalsich transkripénich regulatorti souvisi pravdépodobné se skute¢nosti, ze M. tuberculosis je
patogenni organismus, ktery se vyrovnava s hostitelskym prostfedim, v némz dochazi ke slozitym
interakcim. Odlisné, ale 1 podobné vlastnosti a funkce sigma faktort u riznych druhii bakterii,
jsou dokladem toho, Ze evoluce bakterii je doprovazena divergenci sekvenci i funkci gend, ktera
vytvari mnohotvarnost v bakteridlnich druzich. Studium regulacnich mechanismi sigma faktort
posouva vyzkum od zadkladnich znalosti funkci bakteridlniho metabolismu ke komplexnimu
poznani, které je cilem systémové biologie, a které umozni vyuzivat bakterie jako C. glutamicum

se zvySenou produkéni schopnosti v biotechnologickych procesech.
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Seznam zkratek

A — adenin

ATP — adenosin trifosfat

C - cytosin

DNA — deoxyribonukleova kyselina

ECF — sigma faktor s extracytoplazmatickou funkci (extracytoplazmatic function)
EDTA — etylendiamintetraoctova kyselina (ethylenediaminetetraacetic acid)
G — guanin

GRAS - obecné uznan jako bezpeény (generally recognized as safe)

kDa — kilodalton

Mbp — mega pary bazi (mega base pair)

RNA — ribonukleova kyselina

RNAP — RNA polymerasa

SDS — dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)

SF — sigma faktor

T - thymin
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