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ABSTRAKT

Pleiotropni efekt proteinti s WD-40 doménami na bunéénou diferenciaci a produkci

sekundarnich metaboliti u Streptomyces coelicolor

WD-40 domény, také znamé jako beta-transducinové repetice, jsou vysoce konzervované
aminokyselinové repetice, které se nachazeji v mnoha odlisnych eukaryotnich proteinech, kde plni
Sirokou Skalu funkci. Koncem 90. let minulého stoleti byly identifikovany prvni proteiny s WD-40
doménami u prokaryot, ale o jejich funkci neni znamo téméf nic.

Streptomyces coelicolor je grampozitivni bakterie s komplikovanou buné¢nou morfologii
a fyziologickou diferenciaci béhem Zivotniho cyklu. Genom Streptomyces coelicolor kdduje
6 pravdépodobnych gent kodujicich proteiny s WD-repetitivnimi motivy. Pro blizsi porozuméni
funkce dvou ztéchto WD-40 gent (wdpB a wdpC) byly pfipraveny jejich disrupéni mutanty,
u kterych byl stanoven fenotypovy projev a provedena transkripéni analyza. Oba mutantni kmeny
vykazovaly aberantni fenotyp =zavisly na pouzitém kultivatnim médiu s nejvyraznéjsim
fenotypovym projevem mutantii na modifikovaném R3 agaru. Fenotypové studie odhalily, Ze delece
genu wdpB zpusobuje zna¢nou redukci tvorby vzdusného mycélia a snizenou produkci
undecylprodigiosinu. Kromé toho dochdzi u mutanta wdpB Kk neobvyklému vétveni vzdu$ného
mycélia a k defektni sporulaci projevujici se pred¢asnou lyzi vlaken a nepravidelnou ¢i opozdénou
tvorbou prepazek mezi sporami. Mutadt wdpC vykazuje predCasnou lyzi vldken a opozdénou
sporulaci s rovnymi hyfami bez typického spiralovitého staceni v ¢asné fazi sporulace. Disrupce
genu wdpC zpusobuje snizeni produkce undecylprodigiosinu a opozdéni produkce aktinorodinu.
Analyzou globalniho transkriptomu bylo zjisténo, ze delece genu wdpB ovlivituje expresi gent
zodpovédnych za formovani vzdusného mycélia (shluk ram, chapliny, rodliny, gen nepA), sporulaci
(whiH, whil, rsfA) a za syntézu sekundarnich metabolita (kalcium-dependentni antibiotikum,
coelichelin, karotenoidy, geosmin a methylisoborneol). Z vysledki transkripéni analyzy vyplyva, ze
WdpB reprimuje pfimo €i nepiimo vlastni transkripci a také expresi sousedniho genu SCO5954.
Delece genu wdpC zptsobuje represi transkripce sporulaéniho genu whiE-ORFIIlI a nékolika
biosyntetickych genovych shluki sekundarniho metabolizmu (aktinorodinu, kalcium-dependentniho
antibiotika a genového shluku cpk). Podobné jako u WdpB, také WdpC reprimuje piimo ¢i nepiimo
vlastni transkripci a transkripci sousedniho genu SCO2245 a nékolika dalSich genti (SCO2217,
SC0O4214, operon SCO4173-5). Zatimco nadprodukce genu wdpB v divokém typu neméla vliv na
fenotyp, nadprodukce genu wdpC zpiisobila zvySenou biosyntézu aktinorodinu. Tento kmen s vy3si
genovou davkou genu wdpC vykazoval opaény trend relativni genové exprese vybranych gend
u mutanta AwdpC. Transkripce obou testovanych genti se zda byt konstitutivné exprimovana béhem
zivotniho cyklu. Hladina proteinu WdpC je zavisla na stadiu bunééného cyklu S. coelicolor
S maximem na pocatku sporulace. Pfitomnost proteinu WdpB se nepodafilo detekovat.

Podle ziskanych vysledkil Ize predpokladat, ze geny wdpB a wdpC maji pleiotropni Gcinek

na produkci sekundarnich metabolitl a hraji dilezitou tlohu v bun&né diferenciaci.



ABSTRACT

The pleiotropic effect of WD-40 domain containing proteins on cellular differentiation and
production of secondary metabolites in Streptomyces coelicolor

WD-40 domains, also known as beta-transducin repeats, are highly conserved repeating
amino acid units, which are found in a wide variety of eukaryotic proteins that have a range
of different functions. In the late 1990s, the first WD-40 containing proteins were identified in
prokaryotes, however the knowledge about their function is scarce.

Streptomyces coelicolor is a gram-positive bacterium with complicated morphological and
physiological differentiation in the course of its life cycle. The genome of Streptomyces coelicolor
encodes 6 potential genes encoding proteins with WD-repeat motifs. To determine the function
of two of these WD-40 genes (wdpB and wdpC), the deletion replacement mutants in both genes
were prepared. Both mutants exhibited medium-dependent phenotypes, which are markedly evident
on modified R3 plates. Phenotypic studies revealed that deletion of wdpB gene resulted in
substantial reduction of aerial hyphae formation and reduced production of undecylprodigiosin. In
addition, the hyphae of AwdpB mutant were unusually branched and showed the signs of precocious
lysis. Delayed spore-containing hyphae were irregularly septated. AwdpC deleted mutant
demonstrated precocious lysis of hyphae and delayed sporulation with straight hyphae without
typical curling of the aerial hyphae in early stages of sporulation. Its disruption resulted in the
reduction of an antibiotic undecylprodigiosin and delayed actinorhodin production. Whole-genome
transcription analysis revealed that deletion of wdpB affected the expression of genes responsible for
aerial hyphae differentiation (ram cluster, chaplins, rodlins, nepA gene), sporulation (whiH, whil and
rsfA) and biosynthetic gene clusters for secondary metabolites (calcium-dependent antibiotic ,
coelichelin, carotenoids, geosmin and methylisoborneol). Transcriptional analysis suggested that
WdpB is involved in repression its own expression and neighbouring SCO5954 gene either directly
or indirectly. The deletion of wdpC resulted in downregulation of sporulation gene whiE-ORFIII and
several biosynthetic gene clusters coding for secondary metabolites (actinorhodin,
calcium-dependent antibiotic and cpk gene cluster). Similary to WdpB, WdpC is also involved, ether
directly or indirectly, in repression its own expression and neighbouring SC0O2245 gene and several
other genes (SC02217, SCO4214 and operon SCO4173-5). Overexpression of wdpB gene in wild
type strain did not affect the phenotype, whereas overexpression of wdpC resulted in the increase
of actinorhodin production. In addition, mutant strain with higher gene dosage of wdpC showed
opossite trend of relative gene expression of selected genes than that of AwdpC-disrupted mutant.
Both tested genes seemed to be constitutively expressed. Whereas expression of WdpC was
temporally controlled, reaching a maximum level concurrently with the formation of spores, the
presence of WdpB protein was not established.

The results obtained suggest that both genes studied have pleiotropic effect on the
production of secondary metabolites and play an important role in celullar differentiation.
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absorbance pfi vlnové délce 260, 280, 530, 640 nm
aktinorodin

adenozin-5"-difosfat

5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat (X-fosfat)

cytozin

cyklicky adenozin-3°, 5"-monofosfat

kalcium-dependentni antibiotikum

komplementarni DNA
5-amino-propargyl-2'-deoxycytidin-5'-trifosfat s navazanou
Cy3, resp. CyS5 fluorescen¢ni barvou
2"-deoxyadenozin-5"-trifosfat

2"-deoxycytidin-5"-trifosfat

2’-deoxyguanozin-5’-trifosfat

2" -deoxytymidin-5"-trifosfat

digoxigenin

digoxigenin-11-2"-deoxyuridin-5"-trifosfat

dimetylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

ditiotreitol

zesilena chemiluminiscence (enhanced chemiluminiscence)
kyselina etylendiamintetraoctova

Ser/Thr proteinkinaza eukaryotického typu

tihové zrychleni

guanin

chromozomalni DNA

guanozin-5’-trifosfat

imunoglobulin G

izopropyl-p-D-tiogalaktozid

transferovda RNA prenasejici leucin

vazebny protein pro maltézu (maltose-binding protein)
morpholinepropanesulfonic acid

modifikovany R3 agar

mediatorova RNA

nitrobluetetrazolium

N-hydroxysuccinimide-Sepharosa

nukleotid

opticka denzita pti 600 nm

otevieny Cteci ramec

replikacni pocatek

pary bazi

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
polyetylenglykol (PEG 1000, &islo znaé&i molekulovou vahu)
guanozin-5"-difosfat-3"-difosfat (zkracené guanozin tetrafosfat)
polyvinylidendifluorid

kvantitativni PCR v realném case

relativni centrifugacni sila (relative centrifugal force)
tripyrrol undecylprodigiosin

ribonukleova kyselina

otacky za minutu (rotation per minute)

PCR reakce na cDNA templatu (reverse-transcription PCR)
dodecylsulfat sodny

SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza

tymin

N-tris(hydroxymetyl)metyl-2-aminoetansulfonova kyselina
Tris(hydroxymetyl)aminometan

ultrafialové zafeni

divoky typ (wild type)

5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat (BCIP)



1 Uvod

1. UVOD

Jeden ze zakladnich mechanizmli bunénych procesi na molekularni urovni
predstavuji protein-proteinove interakce, které jsou zajistovany celou fadkou proteinovych
motivl, jako napt. PQQ, WD-40, SH2, FHA, KLC apod. K nejrozsifenéj$im motivim
U eukaryot patti WD-40 domény, které se uplatiuji v celé Skale bunéénych procest,
zejména jako regulacni bilkoviny. Mimo jiné se podileji na pienosu signalu, regulaci
transkripce €i pfi diferenciaci kvasinek.

Existence WD-40 proteini u eukaryot byla prokazana jiz v roce 1986 a jejich vyskyt
byl dlouhou povaZovan za ryze eukaryoticky fenomén. Teprve koncem 90. let minulého
stoleti byly prvni WD-40 domény popsany i u prokaryot. Jelikoz je jejich dilezitost pro
eukaryotické procesy zcela evidentni, da se pfedpokladat, Zze by mohly plnit klicovou tlohu

v regulacnich drahach i1 u prokaryot, ovSem o jejich funkci neni dosud téméf nic zndmo.

Streptomycety jako vlaknité ptidni bakterie se v mnoha Zivotnich projevech podobaji
eukaryotickym niz$im houbdm. Jsou relativné jednoduchym prokaryotickym modelem pro
studium diferenciacnich procesu a rovnéz jsou studovany pro jejich nezastupitelny vyznam
v produkeci Siroké skaly sekundarnich metabolitt (napf. antibiotik, antifungalnich latek, latek
s protinadorovym ucinkem, herbicidll atd.) komeréné vyuzivanych v 1ékatstvi, primyslu ¢i
zemédélstvi a v produkei nejriznéjsich hydrolytickych enzymi.

Oproti buiice eukaryotické poskytuji bunky prokaryotické nepomémné jednodussi
model pro studium diferenciace. Ve svych regula¢nich obvodech vsak také ¢asto vyuzivaji
»eukaryotické prvky, jako jsou napt. Ser/Thr proteinkindzy eukaryotického typu ¢i v této
praci studované WD-40 repetitivni proteiny.

Jako modelovy organizmus byl v této praci pouzit bakterialni kmen Streptomyces
coelicolor, ktery je z genetického hlediska nejlépe prostudovany zastupce streptomycet.
Produkuje pfinejmensim 10 znamych sekundarnich metabolitt, jejichz kvantifikace je
snadno proveditelna v laboratornich podminkach. Tato skute¢nost jej pieduréuje k vyuZiti
jako modelu pro genetické studie bunécné diferenciace. Dvé barevna antibiotika, Cerveny
undecylprodigiosin (Red) a modry aktinorodin (Act), stejné jako Sedy sporovy pigment
slouzi jako genetické markery pro studium fyziologické a morfologicke diferenciace

S. coelicolor.



1 Uvod

Tato dizertani prace se zabyva tlohou dvou proteini s WD repeticemi WdpB
a WdpC u S. coelicolor a navazuje na vysledky ziskané v ramci grantového projektu GA CR

204/02-D120 (fesitel K. Petiickova). Byly stanoveny nasledujici cile:

» Piipravené disrupéni mutanty AwdpB, resp. AwdpC podrobit fenotypovym
studiim prourCeni vlivu mutace v genu wdpB, resp. wdpC na produkci
sekundarnich metaboliti a morfologickou diferenciaci.

»  Stanovit vliv mutaci v genech wdpB a wdpC na genovou expresi — uréit globalni
transkripton mutantnich kment AwdpB a AwdpC.

» Piipravit kmeny s vy3$8i genovou davkou genu wdpB, resp. wdpC a pouZit je
ke stanoveni vlivu nadprodukce téchto genti na fenotyp a genovou expresi.

» Detekovat pritomnost proteini WdpB resp., WdpC v celkovém proteinovém

lyzatu pomoci polyklonalni protilatky béhem zivotniho cyklu.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1 WD domény

WD-40 domény (tzv. B-transducinové repetice ¢i WD repetice) byly poprvé popsany
v roce 1986 (Fong et al., 1986) u B-podjednotky heterotrimernich G proteind, ktera tvoii
stabilni dimer s y-podjednotkou G proteint. G proteiny piedstavuji dobte charakterizovane
komponenty eukaryotickych transmembranovych signaliza¢nich drah a pravé jejich
B-podjednotky jsou dosud nejlépe prostudované proteiny s WD-repeticemi, u nichZ byla
poprvé uréena terciarni struktura.

Proteiny s WD-doménami se vyznacuji velkym stupném funkéni diverzity, ale
navzdory tomu maji spoleéné sekvenéni motivy a také 3D strukturu B-lodniho Sroubu
(obr. 2-1). Terciarni struktura B-lodniho Sroubu je vysoce symetricka struktura sloZena
z WD repetic. Kazda z repetic zaujima sekundarni konformaci malého B-skladaného listu,
ktery je sloZen ze Ctyf antiparalelné uspofadanych polypeptidovych fetézeti (Lambright
et al., 1996; Sondek et al., 1996; Wall et al., 1995). Kazda sekvencni repetice koresponduje
se strukturni repetici ¢tyf polypeptidovych fetézct p-skladaného listu. Oviem ne kazda
sekvencni repetice je ekvivalentni kazdé lopatce lodniho Sroubu, pfesnéji feceno, jedna
lopatka lodniho Sroubu se sklada z prvnich tii polypeptidovych fetézcu A, B a C tvoiicich
B-skladany list jedné repetitivni jednotky a posledniho ¢tvrtého polypeptidového fetézce D
z B-skladaného listu predchéazejici lopakty lodniho Sroubu. Predpoklada se, ze sdileni
polypeptidovych fetézct jednoho B-skladaného listu mezi dvémi lopatkami lodniho $roubu

stabilizuje celou molekulu (Neer et al., 1994).

Obr. 2-1: Struktura WD-40 repetitivniho proteinu. Kazda
lopatka B-lodniho $roubu (ozna¢end modte) se sklada ze Ctyt
antiparalelné¢ uspotfadanych fetézci A-D [B-sklddaného listu,
zatimco WD repetice (oznacené Cervené a zluté) se skladaji ze
tii fetézcl A-C jednoho B-skladaného listu a jednoho &tvrtého
fetézce D poskytnutého vedlejsim B-skladanym listem. Z toho
jasn¢ vyplyvé, ze strukturni a sekvencni opakovani neni
identické avtomto piipadé umozZiluje uzavieni terciarni
struktury do kruhu a zvySenou rigiditu komplexu (Smith et al.,
1999).
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Zakladni  spoleénou funkci vSech WD-40 domén je zprostiedkovani
protein-proteinovych interakci. ~ WD-repetitivni  proteiny  usmérnuji  skladani
multiproteinovych komplext, kde repetitivni jednotky funguji jako rigidni leSeni pro
proteinové interakce, které jsou soucasti riznych bunéénych procestt (Smith et al., 1999).
Specifita proteint je ziejmé dana sekvencemi lezicimi mimo samotné repetice. Struktura
B-lodniho Sroubu obsahuje tii potencialni povrchy vhodné pro proteinové interakce: horni,
dolni a obvodovy (obr. 2-2b). Stfedovy tunel se zda byt pro proteinové interakce pfili§ uzky,
a proto neni povazovan za vhodného kandidata pro proteinové interakce, ackoliv mtize hrat
dilezitou koordinaéni roli (Lambright et al., 1996; Neer a Smith, 1996; Wall et al., 1995).
Struktura B-lodniho Sroubu WD-40 domén vytvaii stabilni platformu, ktera umoziiuje
formovat reverzibilni komplexy s riznymi proteiny. Napi. B-podjednotka G proteinu pevné
interaguje s y-podjednotkou a soucasné interaguje s jednim z vice neZ 15 riznych proteint
(van der Voorn a Ploegh, 1992) a podobné funguji i dalsi WD-repetitivni proteiny — napf.
Tupl u kvasinek (Williams et al., 1991) a sSnRNPs (Bjorn et al., 1989).

WD-40 proteiny obvykle obsahuji 4 az 16 vysoce konzervovanych repetitivnich
jednotek. Kazda WD repetice je tvoiena sekvenci dlouhou pfiblizn¢ 40 aZz 60 aminokyselin
s glycin-histidinovym (GH) dipeptidem lokalizovanym 11 aZ 24 aminokyselin od N-konce
a s tryptofan-aspartatovym (WD) dipeptidem na C-konci. Jak je patrné z obr. 2-2a, sekvence
ohranicena témito dipeptidy predstavuje konzervované jadro WD repetice dlouhé piiblizné
40 aminokyselin (Neer et al., 1994). Tento obrazek udava kromé idealni sekvence také
mozné alternativni zastoupeni aminokyselin sefazenych podle frekvence vyskytu
Vv konkrétnich pozicich a dale pravdépodobnou délku intervalu mezi nimi. Z obrazku jasné
vyplyva, Ze ani jeden z dipeptidt (GH ¢i WD) neni zcela konzervovany.

WD repetice obsahuje dvé oblasti s variabilni delkou polypeptidového fetézce, které
jsou oznacovany jako Variabilni oblast 1 a Il (obr. 2-2a). Nejvétsi variability v délce
polypeptidového fetézce je dosazeno ve Variabilni oblasti I, kterd je lokalizovand mezi
fetézcem C jedné lopatky lodniho Sroubu a fetézcem A sousedni lopatky lodniho Sroubu
a zahrnuje tak cely fetézec D. Minimalni délka této oblasti je 14 aminokyselinovych zbytkl
(Chothia et al., 1997), primérna délka se pohybuje kolem 20, ale mize dosahovat délky
I témét 150 aminokyselinovych zbytkt (Neer et al., 1994). Tato Variabilni oblast I mtze byt
dale rozdélena na Variabilni oblast IA a IB. Variabilni oblast IA vy¢niva z dolniho povrchu
lodniho Sroubu a IB je exponovana na hornim povrchu lodniho Sroubu. Variabilni oblast 11
se nachazi mezi fetézcem A a fetézcem B a je také exponovéana na dolnim povrchu lodniho

Sroubu. Jeji délka se pohybuje v rozmezi 2 az 30 aminokyselinovych zbytku.
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Obr. 2-2: Schématické znazornéni B-lodniho Sroubu a jeho zkladni stavebni jednotky. a) Struktura
reprezentativni lopatky B-lodniho Sroubu typického WD-repetitivniho proteinu. Struktura lopatky jako
strukturni jednotky B-lodniho Sroubu, je odliSnd od struktury WD-repetitivni jednotky. WD-repetitivni
sekvence je tvofena Ctyfmi fetézei B-sklddaného listu v pofadi A, B, C a D. Ale lopatka lodniho Sroubu je
tvofena tiemi fetézcemi (A, B, C) B-sklddaného listu z jedné WD-repetitivni jednotky a &tvrtého fetézce D
B-skladaného listu z vedlejSi WD-repetitivni jednotky. Alternativni aminokyseliny pro kazdou pozici jsou
sefazeny podle frekvence jejich vyskytu. Symbol X znamena, Ze v dané pozici miZe byt jakakoliv
aminokyselina; Variabilni oblasti jsou oznaceny jako Variabilni oblast IA, IB a II. Dipeptidy GH a WD
ohrani¢ujici konzervované jadro WD repetice jsou oznaleny zluté. b) Schématické znazornéni pozic
jednotlivych elementl v 3D struktufe zobrazenych na obrazku a). Piedpokladana dolni plocha je vyznacena
¢erveng, horni modife a obvodova plocha, ktera je tvofena predevsim z fetézct B-skladaného listu, zelené
(pfevzato ze Smith et al., 1999).

Dé¢lka sekvence mezi fetézcem B a C je konzervovand a obsahuje vysoce
konzervovany aspartatovy zbytek, ktery se vyskytuje v 85% u vSech WD repetic. Navzdory
jejich konzervovanosti ukazuje mutace téchto zbytkii u B-podjednotky G proteinu ci
kvasinkoveho proteinu Sec13p, Ze ne vSechny tyto aspartatove zbytky jsou ekvivalentni a ne
vSechny jsou esencidlni pro skladani struktury lodniho Sroubu. V nékterych piipadech
mutace zpusobuje zpomaleni skladani terciarni struktury (Garcia-Higuera et al., 1998).

Ackoliv predpokladand struktura P-lodniho Sroubu u vSech proteini s WD
repeticemi je fadi do velké proteinové rodiny se stejnou 3D strukturou, ostatni zndmé

proteiny z této skupiny (proteiny zaujimajici strukturu B-lodniho Sroubu, ktery neni sloZen
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z WD repetic) snimi nesdileji sekven¢ni podobnost. Mezi WD-repetitivnimi proteiny
a proteiny se strukturou B-lodniho Sroubu bez WD-repetic je rozdil v tom, Ze dosud nebyl
objeven protein, jehoZz WD-repetitivni ¢ast by méla enzymatickou aktivitu a navic se
proteiny s WD-repeticemi vétSinou ani nevyskytuji v kombinaci s jinymi enzymatickymi
doménami. Byly popsany pouze vyjimecné piipady, kde jsou WD-repetitivni domény
spojeny s doménami s proteinkinazovou aktivitou (Futey et al., 1995; Janda et al., 1996;
Clancy et al., 1997).

WD-40 proteiny mohou navic kromé WD domény obsahovat dal$i funkéni doménu.
Vétsinou se jedna o domény neenzymatické aktivity s vyjimkou vySe uvedenych vzacnych
piipadu vyskytu proteinkinazovych domén. Takové proteiny mohou obsahovat napt. motiv
leucinového zipu, aktin-vazebny motiv (Bassi et al., 1999), DNA-vazebny motiv zinkového
prstu (Deng et al., 1992), F-box (Elepfandt et al., 2000), kaveolin-vazebny motiv,
tzv. ,,coiled-coil“ struktura, kalmodulin-vazajici motiv (Castets et al., 2000), D box a KEN
box (Pfleger a Kirschner, 2000).

Toto pozorovani je vsouladu s popisem terciarni struktury WD-repetitivnich
proteint — se strukturou B-lodniho Sroubu (Lambright et al., 1996; Sondek et al., 1996; Wall
et al., 1995). Jedna se o stabilni a extrémné rigidni strukturu, coZ jim znemoziuje plnit
enzymatickou funkci. Oproti tomu ma hned nékolik proteint se strukturou -lodniho Sroubu
bez WD-repetic enzymatickou aktivitu, coZ je dano tim, Ze tyto proteiny vytvareji strukturu,
ktera neni tak rigidni jako strukturu B-lodniho Sroubu sloZzend z WD repetic, a to jim ud¢€luje
potiebnou flexibilitu pozadovanou pro katalytickou aktivitu.

Jak jiz bylo zminéno vySe, proteiny s WD-40 doménami se vyznacuji velkym
stupném funkéni diverzity (Yu et al., 2000). Prevazna vétSina WD-40 proteini jsou
regulaéni proteiny. Podileji se na pfenosu signalu (Castets et al., 1996; Garcia-Higuera et
al., 1996; Smith et al., 1999), apoptoze (Adrain et al., 1999), kontrole bunééného cyklu
a déleni (Verlhac et al., 1997), formovani cytoskeletu (Li a Suprenant, 1994), transportu
vackua (Gerich et al., 1995), tvorbé nukleozomu z chromatinu (Verreault et al., 1996), RNA
syntéze a procesingu (Dubrovskaya et al., 1996), ale také tieba na sporulaci u kvasinek (viz
kap. 2.1.1). O jejich vyznamné fukci v regulaénich procesech u eukaryot vypovida také
skuteCnost, ze defekt u nekterych proteini s WD-40 repeticemi zpusobuje néktera vazna
lidska onemocnéni (Li a Roberts, 2001) — napi. Cockayne syndrom (Henning et al., 1995),
lissencephalie (Lo et al., 1997) a triple-A syndrom (Handschug et al., 2001).
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2.1.1 WD-40 domény u eukaryotnich hub a jejich vliv na diferenciaci

Bylo zjisténo, ze néckteré WD proteiny se uplatiuji 1 pifi diferenciaci hub.
Napt. protein Fzrl u Schizosaccharomyces pombe exprimovany béhem meidzy a sporulace
je potiebny pro normalni produkci spor. Mutace v genu fzrl zptsobuje tvorbu aberantnich
viecek obsahujicich pouze jednu az dvé zralé spory, které Casto postradaji vnéjsi vrstvu
bunééné stény (Asakawa et al., 2001). U Neurospora crassa je protein RCO1 vyzadovan
pro kontrolu vegetativniho rustu, pohlavni reprodukci a také pro nepohlavni vyvoj
(Yamashiro et al., 1996). Vyraznou sekvencni podobnost s proteinem RCO1 vykazuje
protein RcoA u Aspergillus nidulans. Mutantni kmen rcoA je deficientni jak v produkci
nepohlavnich spor, tak v produkci toxického sterigmatocystinu (Hicks et al., 2001).

U Saccharomyces cerevisiae je nejlépe prostudovanym globalnim regulatorem s WD
repeticemi protein Tupl obsahujici 7 WD-40 domén (Green a Johnson, 2005; Sprague et al.,
2000), které spolu s proteinem Ssn6 (neboli Cyc8) vytvaii korepresorovy komplex (Keleher
et al., 1992). Delece jednoho z téchto dvou gend neni letalni, ale mutantni kmeny rostou
pomaleji a vykazuji hned nékolik odlisnych fenotypovych projevi, véetné flokulace, ztraty
schopnosti pohlavniho rozmnozovani, slabé sporulace, ztraty schopnosti piijimat tymidin
zmédia a ztraty schopnosti glukdzové represe (Smith a Johnson, 2000). Globalni
korepresor Tupl-Ssn6 je zodpovédny za represi vice nez 180 gend, vCetné napf. skupiny
gentl reprimovanych glukézou, genti indukovanych poskozenim DNA a gent indukovanych
nedostatkem kysliku (Green a Johnson, 2005; Smith a Johnson, 2000). Specifita represe je
dana sekvenéné specifickym DNA-vazebnym represorem, na ktery se komplex Tupl-Ssn6
vaze a ktery blokuje expresi cilovych gent. Takovych represori bylo popsano jiz nékolik —
napi. Migl pro geny reprimované glukézou (Nehlin et al., 1991), Ctrl pro geny indukované
poskozenim DNA (Huang et al., 1998), Rox1 pro geny indukované nedostatkem kysliku
(Balasubramanian et al., 1993) a a2 reprimujici geny specifické pro haploidni a-bunky
(Johnson a Herskowitz, 1985; Komachi et al., 1994). Korepresor Tupl-Ssn6 reprimuje
cilové geny mechanizmem, ktery pravdépodobné zahrnuje interakce s holoenzymem RNA
polymerazy 1, s histony H3 a H4 (Edmondson et al., 1996) a s histon deacetylazou (Davie
et al., 2003). Podle navrzeného modelu mechanizmu represe zprostiedkované globalnim
korepresorem Tupl-Ssn6, doch&zi nejprve k interakci korepresoru Tupl-Ssn6 s ptislusnym
sekvenéné specifickym DNA-vazebnym represorem. Vytvofeny komplex se vaze na
piislusny promotor. Po navazani na promotor mize Tup1-Ssn6 interagovat s mediatorovym

komplexem fungujicim jako miistek mezi RNA polymerazou II a korepresorem Tup1-Ssno,
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coz zpusobuje zastaveni transkripce cilovych gend. Navic korepresor Tup1-Ssn6 interaguje
také s pfisluSnou/nymi deacetylazou/zami, ktera/é zpusobuje/i deacetylaci histont H3 a H4
a ty se nasledné¢ véazou na Tupl, ¢imz se stabilizuje spojeni korepresor s promotorem
a zesiluje represni ucinek. K represnimu ucinku pravdépodobné také pftispiva komplex
enzymu ovliviiyjicich stupent kondenzace chromatinu, tzv. chromatin remodeling complex,
ktery spolupracuje s korepresorem Tupl-Ssn6 za ucelem vytvofeni nukleozomu v oblasti
promotoru reprimovanych cilovych gent (Malave a Dent, 2006).

U nekterych genil bylo zjisténo, ze komplex Tupl-Ssn6 piisobi zcela opacné, a to
jako aktivator transkripce (Kim et al., 2005b; Mennella et al., 2003; Papamichos-Chronakis
et al., 2002; Proft a Struhl, 2002).

Na regulaci diferenciace u Aspergillus nidulans se podili také WD protein SfaD.
Jednd se o B-podjednotku heterotrimernino G proteinu, jejiz mutace vede ke zvySeni
sporulace, k vyraznému potladeni vegetativniho ristu a k neschopnosti tvofit pohlavni
plodnice (Rosen et al., 1999; Seo et al.,, 2005). SfaD spolu s dalSimi podjednotkami

G proteinu (o a y) jsou také potiebné pro aktivaci germinace (Lafon et al., 2005).

2.1.2 WD-40 domény u prokaryot

Vyskyt WD-40 bilkovin byl dlouho povazovan za eukaryotni fenomén, ale koncem
90. let minulého stoleti byly poprvé obdobné popsany WD-40 domény i u prokaryot —
u aktinomycet (Janda et al., 1996) a u cyanobakterii (Hisbergues et al., 2001). VVzhledem ke
kritické Uloze WD-40 repetitivnich proteini v eukaryotickych regula¢nich drahach se
piedpoklada, Ze by mohly hrat dilezitou roli také u prokaryot. O jejich funkci je vSak znamo
zatim pouze velice mélo.

U cyanobakterie Synechocystis byl identifikovan protein Hat s 11 WD repeticemi
podilejici se na regulaci vysokoafinitniho transportniho systému pro anorganicky uhlik,
ktery je aktivovan, pokud jsou buiiky vystaveny podlimitni koncentraci zdroje uhliku
v prostiedi (Hisbergues et al., 2001).

U termofilni ptdni aktinomycety Thermomonospora curvata byla identifikovana
bilkovina PKwA, jejiz C-terminalni ¢ast je tvofena doménou se 7 WD repeticemi a N-konec
Ser/Thr proteinkinazovou domeénou. Autofosforylaéni aktivita kindzove domeny proteinu
PkwA nebyla prokazana, ale byla popsana fosforylace WD-40 domény membranovou frakci

bilkovin (Joshi et al., 2000). PKkwA je v bunikach pfitomna pouze ve velmi ¢asnych
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rustovych fazich, a to ve form¢ vysokomolekularnich komplext. V bunkéach je lokalizovana
V bunééné membrané, na vrcholcich rostoucich hyf (Petrickova et al., 2006).

Metodou hybridizace DNA sondy navrzené vuci WD-40 konzervované sekvenci
bylo detekovano 21 kmeni streptomycet obsahujicich WD-repetitivni sekvence, coz
znamend, Ze WD-repetitivni domény jsou zna¢né rozSifeny mezi streptomycetami
(Stoytcheva et al., 2000). Diky dokon¢ené sekvenaci genomu S. coelicolor M145 (Bentley
et al., 2002).

2.2 Streptomycety

Streptomycety jsou jednou z nejvétsich a nejvyznamnéjsich skupin patiici do fadu
Actinomycetales. Jde o morfologicky zna¢n¢€ rozmanitou skupinu bakterii, do které jsou
fazeny jak streptomycety s vlaknitym riistem a slozitou diferenciaci, tak bakterie mnozici se
jednoduchym dé¢lenim jako jsou Corynebacterium, Micrococcus a Arthrobacter. Pfechodem
mezi témito skupinami jsou bakterie Mycobacterium a Nocardia, které jiz do jisté miry
vykazuji vl&knity charakter ristu (Chater a Hopwood, 1993).

Streptomycety jsou grampozitivni, aerobni, nepatogenni bakterie s vysokym
obsahem G+C paru bazi (70-74 %) v linedrnim genomu, které se v ptidé¢ zna¢nou mérou
podileji na rozkladu organického materidlu. Jsou to mikroorganizmy s komplikovanym
Zivotnim cyklem, ktery zahrnuje fyziologickou (obr. 2-3a, b) i morfologickou diferenciaci
(obr. 2-3c). Tvorbou vlaknitého mycélia a zivotnim cyklem pfipominaji eukaryotni houby,
avSak bunéénym slozenim se jedna o ryze prokaryotni mikroorganizmy. Diky své
schopnosti fyziologické a morfologické diferenciace se streptomycety stavaji jedineCnym
aoproti eukaryotim relativné jednoduchym modelem pro studium dé&ji spojenych
s diferenciaci bun¢k. V laboratornich podminkéach je mozné je péstovat na jednoduchych
definovanych médiich, pevnych i tekutych.

Streptomycety se vyznacuji produkci velkého mnozstvi extracelularnich
hydrolytickych enzymut podilejicich se na rozkladu organickych materialti (Kirby, 2005;
McCarthy a Williams, 1992; Vukelic et al., 1992), jako jsou napt. celuloza, maltdza, Skrob,
chitin, lignin, xylan, polyfenoly atd. Hraji tedy nejen dualezitou tlohu v kolob&éhu uhliku
v ptirodé¢ a pfi tvorbé humusu, ale zarovén maji nezastupitelny vyznam v Iékafstvi,
pramyslu a zeméd€lstvi, jelikoz jsou vyznamnymi producenty Siroké Skaly sekundarnich

metabolitli; vcetné herbicidii, klinicky pouZzivanych antibiotik, latek antihelmintického
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a antifungalniho charakteru, latek s protinddorovym ucinkem a latek imunosupresni povahy
(Bibb, 1996; Challis a Hopwood, 2003).

Nejlépe prostudovanymi druhy streptomycet jsou S. coelicolor a S. griseus.

B
.

Obr. 2-3: Streptomycety. a) Typicka morfologie a produkce riznych sekundarnich metabolitl bakterie rodu
Streptomyces. b) Kolonie Streptomyces coelicolor produkujici modry pigment aktinorodin (Thompson et al.,
2002). c) Snimek zelektronového mikroskopu - diferenciace bakterie rodu Streptomyces (pievzato
z http://www.sciencephoto.com).

2.2.1 Geneticka vybava streptomycet

Chromozom streptomycet je linearni a je ohraniCen terminalnimi invertovanymi
repeticemi (TIRS). V centralni ¢asti chromozomu se nachazi replikac¢ni pocatek (oriC),
zZn¢hoz probiha obousmérnd replikace, ktera je na diskontinudlnim fetézci dokoncena
pomoci proteinli navazanych na 5’-koncich chromozomu, které slouzi jako ocka pii syntéze
posledniho Okazakiho fragmentu na chromozomalnim opozd'ujicim se fetézci (Bao a
Cohen, 2001; Volff a Altenbuchner, 1998).

Chromozom je rozdélen na dvé &asti: centralni jadro, které je konzervované a nese
predevsim esencialni geny, a dvé koncova ramena, ktera nesou geny vét§inou postradatelné
pro zivot bakterie za b&éznych podminek. Piestoze Se ob& ramena vyznacuji velkou
nestabilitou a mohou podléhat rozsahlym delecim a amplifikacim (Birch et al., 1989;
Hausler et al.,, 1989; Leblond et al., 1991), neni tim casto vibec poznamenana

Zivotaschopnost streptomycet v laboratornich podminkach.
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Zatim byla uréena kompletni sekvence u $esti riznych streptomycet — S. coelicolor
(Bentley et al., 2002), S. avermitilis (Ikeda et al., 2003), S. griseus (Ohnishi et al., 2008),
S. scabies (nepublikovano, uvefejnéno ve StrepDB databazi), S. bingchenggensis (Wang
et al., 2010) a pracovni verze S. clavuligerus (Song et al., 2010).

Dosud pravdépodobné nejvétsi bakterialni genom se znamou kompletni sekvenci je
posledni zminovany genom S. bingchenggensis, ktery ma velikost 11,9 Mb a nese
10 023 pravdépodobnych sekvenci kodujicich proteiny.

Genom S. coelicolor A3(2) o velikosti 8,7 Mb nese celkem 7 825 potencialnich genti
zahrnujicich vice nez 20 genovych shluka koédujicich znamé ¢i potencialni sekundarni
metabolity. Genom obsahuje nebyvalé mnozstvi regulacnich genti, a to hlavn¢ téch, které se
pravdépodobné ucastni odpovédi na extracelularni stimuly a stres. Nachazi se zde mnoho
duplikovanych gent, které predstavuji tzv. ,tkanové izoformy* operujici v riznych fazich
vyvoje kolonie (Bentley et al., 2002).

Streptomycety mohou navic obsahovat krom¢ chromozomélni DNA také razné
extrachromozomalni genetické elementy. Napiiklad S. coelicolor jich ma hned nékolik.
Krom¢ piinejmensim dvou inzer¢nich sekvenci IS 110 a IS 177 (Chater a Hopwood, 1993)
S. coelicolor obsahuje obii linearni plasmid SCP1 o velikosti 350 kb (Kinashi
a Shimaji-Murayama, 1991), ktery nese geny pro produkci antibiotika methylenomycinu
(Kirby a Hopwood, 1977) a integrativni element SLP1, ktery je za normalnich podminek
stabilni soucasti chromozomu, ale za vhodnych podminek je schopen excize, konjugace
a autonomni replikace v jinych streptomycetach (Bibb et al., 1981; Brasch a Cohen, 1993;
Omer a Cohen, 1984). Soucasti genetické vybavy S. coelicolor je také konvenéni kruhovy
plasmid SCP2 (Bibb et al., 1977); Bibb a Hopwood, 1981).

2.2.2 Zivotni cyklus streptomycet

Zivotni cyklus streptomycet za¢ind kli¢enim exospor, které jako odpovéd’ na
signaly z vnéjsiho prostiedi spousti influx vody do bunky, coz zpusobuje zvétseni objemu
a ztratu svétlolomnosti nasledované vznikem primarni hyfy (Ensign, 1978) (obr. 2-4). DalSi
elongace nakli¢enych spor probiha inkorporaci komponent bunééné stény ve vrcholcich hyf,
kde dochdzi k pfilezitostnému vétveni, ¢imz se postupné generuje husta sit’” dlouhych
vzajemn¢ propojenych vldken oznaCovand jako vegetativni mycélium. Na rozdil od

jednobunéénych bakterii, kde je segregace chromozomu nésledovana bunéénym délenim,
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streptomycetové hyfy zlstdvaji propojeny v nékolikajaderné bunky, které jsou pouze
nepravidelné oddélovany neuplnymi septy (Allan a Prosser, 1985; Kretschmer, 1982).

Na konci vyvoje substrdtoveho mycélia nastava piechodné pozastaveni narastu
biomasy a dokonce dochazi i k jejimu pfechodnému snizeni (tzv. piechodna faze,
z angl. transition phase). A pravé v této fazi dochazi k pocatecni fyziologické diferenciaci
(Granozzi et al., 1990; Susstrunk et al., 1998) a zaroven se za¢ina tvofit vzdusné mycélium.
V nejsvrchnéjsi vrstvé substratového mycélia se vytvaii sit’ z uklddaného glykogenu (tzv.

faze ukladani 1.), a to na mistech, kde dojde k formovani vzdusného mycélia (Chater, 1998).

substratové mycélium

p———i.

G R T
18 hodin ]
/ 30 lwrfl"\ vzduiné

mycélium

[~
===l hodin

/ 2 dny
1

Spora o A

Obr. 2-4: Zivotni cyklus Streptomyces coelicolor (pievzato z Schauer et al., 1988).

Vzdu$né mycélium se zafina vytvaret pii poklesu koncentrace Zivin v okolnim
prostiedi. Podobné jako pro kli¢eni spor neni také dosud znam signal pro zahajeni tvorby
vzdusneho mycélia. Hyfy vzdu$ného mycélia, které ud€luje koloniim typicky bily
a chlupaty vzhled, jsou tenci nez vlakna substratového mycélia. Vzdusné mycélium, stejné
jako substratové mycélium, roste prodluzovanim bunécné stény ve vrcholcich hyf tvofenych
nekolikajadernymi buiikami. Na rozdil od substratového mycélia se nevétvi a zacina tvorit
spiralovité sto¢ené hyfy. Formovani vzdu$ného mycélia, podobné jako kli¢eni spor,
zahrnuje influx vody do bun€k za ucelem vytvofeni dostatecného intracelularniho tlaku
K vzpfimeni mycélia ze substratu do vzduSného prostiedi. Toho muze byt dosazeno
degradaci polymert, jako jsou napt. lipidy, polyfosfaty ¢i glykogen, ¢imz se zvysi
koncentrace osmoticky aktivnich latek (Chater, 1998). Tyto latky mohou byt vyuZity také

jako Ziviny pro diferencicaci vzdusného mycélia. Jako dalSi zdroj Zivin a energie slouzi
12
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samotné substratové mycélium, které ptfi vyvoji vzdusného mycélia lyzuje zejména ve
vnitini ¢asti kolonie. Tento jev je oznaCovan jako kanibalizmus substratovych hyf
a v souvislosti s nim se nékdy pouziva i pojem programované bunééné smrti.

Pro vzptimeni hyf, a tim vytvofeni vzdu$ného mycélia, je navic zapotiebi
zvlastnich amfipatickych molekul (napt. AmfS u S. griseus; SapB a chapliny u S. coelicolor
a streptofactin u S. tendae), které pusobi jako povrchové aktivni latky (snizuji povrchové
napéti) a umoziuji prekonani povrchového napéti mezi substratem a vzduchem. Usnadiiuji
tak uvolnéni vzdusnych hyf ze substratového mycélia do vzduchu (Talbot, 2003; Tillotson
et al., 1998; Wosten a Willey, 2000). Zda se, Ze tyto povrchové aktivni latky plni funkci
spiSe strukturni, nez ze by fungovaly jako signalni molekuly mezibunééné komunikace
béhem morfogeneze.

Soucasn¢ s formovanim vzduSného mycélia probihd syntéza sekunddrnich
metaboliti v substratovém mycéliu. Stejné jako bunéény kanibalizmus probiha syntéza
sekundarnich metaboliti az na vyjimky (napi. Sedy sporovy pigment) Vv substratovém
mycéliu.

V nésledujici fazi vyvoje, zvané sporulace, nastava ukonéeni ristu a na vrcholcich
zralych hyf vzduSného mycélia, které se spiralovité staceji, dochazi k tvorbé fetizku
jednojadernych exospor navzajem odd€lenych pravidelnymi septy. Tento proces je
iniciovan fadnou segregaci haploidnich chromozomii v pravidelnych intervalech uvnitf
vlakna. Nasleduje oddéleni téchto cytoplazmatickych oblasti do jednojadernych
kompartment prostfednictvim synchronni tvorby piepdzek zprostifedkované proteinem
bunécného déleni FtsZ, ktery vytvaii svou polymeraci strukturu piipominajici Zebiik
(Schwedock et al., 1997). Béhem tvorby sept pii sporulaci dochézi k ptechodnému ukladani
glykogenu (tzv. faze ukladani 11) ve vrcholcich vzdusnych hyf, ktery slouZi jako n&hradni
zdroj energie v prub&éhu maturace spor a také jako prekurzor pro ukladani trehaldzy, ktera
udé€luje zralym spordm odolnost vuci osmotickému tlaku a dodava jim energii a zdroj uhliku
béhem kliceni. V pozdni fazi sporulace je dozravani spér (maturace) ukonceno zesilenim
bunécné stény prespor a syntézou typického Sedého polyketidového sporového pigmentu.
Vysledkem sporulace jsou vlakna vzdu$ného mycélia zakonCena spirdlovité stocenymi
tetizky spor. Na zavér zivotniho cyklu se spory z vlaken uvolituji do prostiedi a cely cyklus
se tak mize opakovat. Jejich $ifeni v ptirod¢€ je pravdépodobné usnadiiovano diky nékolika
hydrofobnim vrstvam pokryvajicim povrch spor (Wildermuth et al., 1971). Na rozdil od

endospor bakterie Bacillus subtilis, spory streptomycet nejsou rezistentni k vysokym
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teplotdim, UV zafeni ani k chemickym sloucenindm. Ve skute¢nosti odolavaji pouze
vysuseni a fyzikalnim vliviim (Ensign, 1978).

VysSe popsany zivotni cyklus se tykd vyhradné kultivace na pevnych pudach.
V tekutém médiu jsou ve skuteCnosti streptomycety podrobeny odlisnému vyvojovému
programu. Prestoze nedochazi k diferenciaci vzduSného mycélia a u nékterych druhi, jako
napi. S. coelicolor, ani ke sporulaci, je pro tekutou kulturu charakteristickd diauxicka
ristova kiivka, ktera je rozdélena do &tyf vyvojovych fazi (obr. 2-5). Podobna ristova
kinetika byla pozorovana i na pevnych pidach (Granozzi et al., 1990). Po pocatec¢ni fazi
rychlého rastu RG1 (Rapid Growth), ktera odpovida vegetativnimu mycéliu na pevnych
pudach, dochazi k pfechodnému zpomaleni rustu oznaCovanému jako T-faze (transition
phase). Dale nasleduje druha faze rychlého ristu RG2, ktera koresponduje s tvorbou
vzdu$ného mycélia, a nakonec stacionarni faze (S faze) odpovidajici sporulaci na agarovém
médiu (Puglia et al., 1995; Vohradsky et al., 2000). T-faze ptedstavuje jak u kultur
péstovanych v tekutém, tak i pevném médiu klicovy kontrolni bod diferenciace. Je spojen

s aktivaci syntézy antibiotik a se stringentni odpovédi (Holt et al., 1992).

2 3
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Obr. 2-5: Vyvojové faze S. coelicolor J1501 — kultivace vtekutém mimimalnim médiu. Cervena
znazoriiuje RG1 fazi; modrd pfechodnou T fazi; zelena RG2 fazi a ZIutd stacionarni S fazi (pievzato
z Vohradsky et al., 2000).

2.2.3 Regulace biosyntézy antibiotik u streptomycet

Sekundarni metabolizmus u S. coelicolor je ovlivnén riznymi regula¢nimi systémy,
jako jsou geny bld (Chater, 1993), ppGpp (Chakraburtty a Bibb, 1997; Kang et al., 1998;
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Martinez-Costa et al., 1996), dvouslozkové regulacni systémy (Adamidis et al., 1990;
Hutchings et al., 2004; Ishizuka et al., 1992), y-butyrolaktony (Horinouchi a Beppu, 1994;
Onaka et al., 1998; Takano et al., 2001), cAMP (Horinouchi et al., 2001; Susstrunk et al.,
1998) a systémem AfsK/AfsR (Horinouchi, 2003). Tyto systémy vnimaji ptitomnost Zivin
Vv prostiedi, jako jsou uhlik, dusik a fosfat a fyzikalni podminky prostfedi, napt. teplota,
osmolarita a rizné druhy stresti. Nékteré impulzy zaznamenané témito regulacnimi systémy
zpusobuji prostfednictvim pfisluSnych signalizacnich drah aktivaci exprese specifickych
transkripénich regulatorti (napt. actll-ORF4 nebo redD), coz mé za nésledek produkci
antibiotik.

2.2.3.1 Geny pro biosyntézu sekundarnich metabolitii usporadané do genovych

shluki a jejich regulace

Jak bylo zminéno vySe, streptomycety jsou vyznamnym producentem sekundarnich
metabolitd, a to zejména antibiotik, které tvoii 70-80 % produkce aktinomycet (tj. vice nez
dvé tietiny soucasné dostupnych preparatt) (Challis a Hopwood, 2003). Sekundarni
metabolity jsou syntetizovany kondenzaéni reakci z acyl-CoA ¢i z aminokyselinovych
derivati prostfednictvim dvou rodin enzymii, polyketidsyntaz (polyketide synthases, PKS)
asyntaz provadéjicich neribozomalni syntézu antibiotik polypeptidového charakteru
(non-ribosomal peptide synthases, NRPS). Obdobn¢ jako vétsina streptomycet, S. coelicolor
produkuje rizné sekundarni metabolity: napi. ¢erveny pigment tripyrrol undecylprodigiosin
(RED), modry pigment aktinorodin (Act), lipopeptid kalcium-dependentni antibiotikum
(CDA) (Hopwood et al., 1995), methylenomycin (Wright a Hopwood, 1976),
methylisoborneol (Wang a Cane, 2008), geosmin (Jiang et al., 2007), albaflavenon (Zhao
et al., 2008), karotenoidy (Takano et al., 2005b) a nedavno objevené sekundarni metabolity
kodované genovym shlukem cpk — Zluty pigment yCPK (z angl. yellow coelicolor
polyketide) a slou¢enina s antimikrobialni aktivitou abCPK (z angl. antibiotic coelicolor
polyketide) (Gottelt et al., 2010; Pawlik et al., 2010). Uréeni kompletni genomové sekvence
S. coelicolor umoznilo predikci piiblizné dalSich dvaceti genovych shlukd koédujicich
sekundarni metabolity, v¢etné sideroforti, hopanoidii, butyrolaktonti, terpenovych slou¢enin
a dalSich (Bentley et al., 2002). Geny pro syntézu sekundarnich metabolitu jsou typicky
koregulovany a na chromozomu uspofadany do souvislych genovych shluka (Hopwood
etal., 1995). Krom¢ genu zajiStujicich syntézu sekundarnich metabolitt (antibiotik) koduji

tyto genové shluky enzymy zodpovédné za rezistenci vuci antibiotikim a dale specifické
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transkrip¢ni regulatory (SARPs, Streptomyces Antibiotic Regulatory Proteins), které piimo
aktivuji transkripci biosyntetickych gent piislusného genového shluku (Bibb, 1996;
Hopwood et al., 1995). U S. coelicolor je znamo pét specifickych transkripénich regulatorti:
actll-ORF4 pro syntézu aktinorodinu (Arias et al., 1999; Fernandez-Moreno et al., 1991),
redD and redZ pro produkci undecylprodigiosinu (Takano et al., 1992; White a Bibb, 1997),
cdaR pro syntézu kalcium-dependentniho antibiotika (Ryding et al., 2002) a cpkO (kasO)
pro syntézu Zlutého polyketidového pigmentu YyCPK a slouceniny s antimikrobiélni
aktivitou abCPK (Gottelt et al., 2010; Pawlik et al., 2010).

enviromentalni a fyziologicky signal a na molekularni trovni k ni dochazi az po dosazeni
prahové hladiny specifickych transkripénich aktivator v buiice. Kromé toho zvySena
hladina fady regulac¢nich geni situovanych pievazné mimo biosynteticky genovy shluk
(napf. geny cya, bld) vykazuje pleiotropni regula¢ni uc¢inky na hromadnou produkci vicero
sekundarnich metabolitti a i na morfologickou diferenciaci (Huang et al., 2005; Susstrunk
etal., 1998; Viollier et al., 2001)). Aktivace biosyntézy antibiotik je zavisla na rustové fazi
bakterie a odpovida pocatku tvorby vzdusného mycélia pti kultivaci na agarové misce

a stacionarni fazi pti kultivaci v tekutém mediu (Hopwood et al., 1995).

2.2.3.2 Sekundarni poslové — cAMP a ppGpp

Stres zptsobeny nedostatkem zivin a bunétnou denzitou muze vést k nahromadéni
sekundarnich poslu jako jsou cyklicky adenosin monofosfat (CAMP), guanosintetrafosfat
(ppGpp) a y-butyrolaktony, které aktivuji sekundarni metabolizmus.

Regulaéni uloha cAMP v biosyntéze antibiotik byla navrZzena diky pozorovani, Ze
kmen s deleéni mutaci vgenu cya u S. coelicolor kddujici adenylat cyklazu (enzym
katalyzujici syntézu cAMP) byl, krom¢ zpomaleni kliceni spor, defektni v produkci
aktinorodinu (Act). Déle bylo zjiSténo, ze syntéza Act mlze byt indukovana vySSimi
koncentracemi CAMP (20 uM), které se bézné¢ nachazeji v médiu kultur divokého typu.
CAMP by tak mohlo slouzit jako difuzibilni signdlni molekula k pfepinani primarniho
metabolizmu na sekundarni (Susstrunk et al., 1998). Fenotyp popsany pro mutaci v genu
cya byl v souladu s pozorovanim fenotypoveho projevu mutantniho kmene v genu crp, ktery
koduje gen pro cAMP receptorovy protein u S. coelicolor. Mutantni kmen crp se projevuje

defektem v produkci Act, zpomalenim kli¢eni spor, zpomalenim rastu a predCasnou
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sporulaci. Tato zjiSténi nasvédcuji tomu, ze systém Cya-CAMP-CRP by mohl u S. coelicolor
spoustét fyziologické procesy, jako je morfogeneze (Derouaux et al., 2004).

Kromé¢ cAMP je biosyntéza antibiotik také spojena s intracelularni koncentraci
buné¢ného alarmonu guanosintetrafosfatu ppGpp (Hesketh et al., 2001; Ochi, 1987)
syntetizovaného ribozomalné vazanym enzymem RelA v odpovédi na vazbu nenabité tRNA
na translatujici ribozom. Pti hladovéni na dusik dochazi tedy k akumulaci ppGpp v burice,
Ktery spousti tzv. stringentni odpovéd’ buniky. Mutanty relA” S. coelicolor béhem hladovéni
na dusik neprodukuji antibiotika a maji opozdény prechod k diferenciaci (Chakraburtty
aBibb, 1997; Kang et al., 1998). Vliv ppGpp na morfologickou diferenciaci je
pravdépodobné¢ nepiimy a spiSe je dusledkem sniZeni hladiny GTP v bunce (viz
kap. 2.2.4.4) (Kelemen a Buttner, 1998; Ochi, 1986; Ochi, 1987). Naopak nadprodukce
genu relA ve S. coelicolor a nasledné zvyseni koncentrace ppGpp vede k indukci transkripce
specifickych transkrip¢nich regulatort actll-ORF4 aktinorodinové biosyntetické drahy

a redD undecylprodigiosinové biosynteticke drahy (Hesketh et al., 2001).

2.2.3.3 Nizkomolekularni autoregulatory — y-butyrolaktony a ostatni

Dalsi signalni molekuly hrajici dulezitou ulohu v iniciaci produkce antibiotik jsou
y-butyrolaktony (Horinouchi a Beppu, 1994), nékdy také oznaCované za mikrobidlni
hormony. Jedna se o autoregulatory s nizkou molekularni vahou u¢inné v extrémné nizkych
koncentracich (10° M), které jsou spoustécim signalem quorum sensingu streptomycet.
Nejlépe prostudovanym vy-butyrolaktonem aktivujicim produkci streptomycinu a tvorbu
vzduSneho mycélia u S. griseus je A-faktor (obr. 2-6). Byl objeven jako extracelularni
substance, ktera zpusobila sporulaci mutantniho kmene bld S. griseus neschopného
diferenciace (Khokhlov et al., 1967). A-faktor je syntetizovan z pB-ketokyseliny a derivatu
glycerolu, a za jeho syntézu je zodpovédny gen afsA (Horinouchi et al., 1989). Hromadi se
v médiu pied zacatkem syntézy streptomycinu. Po dosaZeni prahové koncentrace A-faktor
difunduje volné pies cytoplazmatickou membranu a vaze se sVvysokou afinitou
k cytoplazmatickému receptorovému proteinu ArpA (A-factor receptor protein) (Onaka
etal., 1995), ktery je navazany na promotor adpA a inhibuje tim transkripci genu adpA.
Vazbou A-faktoru na proteinovy represor ArpA dochazi k disociaci ArpA z promotoru
adpA a aktivaci transkripce genu adpA. Protein AdpA funguje jednak jako autoregulator
reprimujici vlastni transkripci (Kato et al., 2005) a jednak jako pleiotropni regulator
aktivujici regulon AdpA (Ohnishi et al., 2005), ktery obsahuje geny tucastnici se
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sekundarniho metabolizmu (napf. gen strR - specificky transkripéni regulator
streptomycinového genového shluku) a morfologické diferenciace (napf. amfR, obr. 2-6)
(Ohnishi et al., 1999; Ohnishi et al., 2005). Soucasti regulonu AdpA je také n¢kolik gend
kodujicich proteazy a inhibitory protedz (Kim et al., 2005a; Ohnishi et al., 2005). Zd& se
pravdépodobné, Ze jednim z hlavnich zptsobu jak AdpA ovlivituje diferenciaci u S. griseus
je prostiednictvim extracelularnich interakci mezi proteazami a prislusnymi inhibitory
protedz (Chater, 2006). Mnoho streptomycet produkuje extracelularni proteazy trypsinového
typu (trypsin-like proteases), jejichz aktivita je fizena vazbou a zpétnym uvolnénim
proteinoveho inhibitoru. V nékterych ptipadech bylo zjisténo, Ze proteolyzou inhibitort
vazanych na proteazach trypsinoveho typu jinymi proteazami dochazi k aktivaci protedz
trypsinoveho typu, které se podileji na aktivaci diferenciace (Kim a Lee, 1995). Takto
aktivované proteazy trypsinového typu zpisobuji degradaci proteint substratového mycélia,

které tak muze slouzit jako zdroj Zivin pro rust vzdusného mycélia (Manteca et al., 2006).

" 0OH
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Obr. 2-6: A-faktor signalni kaskdda u S. griseus spousti morfologickou diferenciaci i sekundarni
metabolizmus. Hlavni transkripéni aktivator této drahy je protein AdpA, jehoz exprese je b&hem
vegetativniho ristu blokovana A-faktor receptorovym proteinem ArpA, ktery funguje jako represor.
Akumulaci A-faktoru v médiu dochazi k derepresi transkripce adpA a nasledné aktivaci regulonu AdpA, ktery
zahrnuje geny kédujici kli€ové proteiny morfologické diferenciace (”** nezbytny pro formovani vzdu$ného
mycélia, SsgA - esencidlni pro tvorbu sept pfi sporulaci, AmfR — transkripéni regulator aktivujici expresi
biosyntetického operonu SapB, SgmA - zinek obsahujici metalopeptiddza pfispivajici k degradaci
substratového mycélia za ti€elem pouziti ziskanych zivin pfi tvorbé vzdusného mycélia) a také sekundarniho
metabolizmu (StrR - specificky transkripéni aktivator genového shluku pro biosyntézu streptomycinu
a pavdépodobné také proteiny fidici syntézu grixazonu a hexahydroxyperylenequinon (HPQ) polyketidu
(Flardh a Buttenr, 2009).
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U rtiznych druhti streptomycet se vyskytuji rizné druhy molekul s podobnou funkci,
z nichz byla jen mala cast blize charakterizovana. Naptiklad u S. coelicolor byl
identifikovan gen scbA (homolog genu afsA) (Hsiao et al., 2007; Kato et al., 2007), jehoZ
produktem je enzym zodpovédny pravdépodobné za syntézu y-butyrolaktontt SCB1, SCB2,
SCB3 (Hsiao et al., 2009) a gen scbR kodujici y-butyrolaktonovy receptorovy protein
(homolog genu arpA). Mutantni kmen scbA neprodukuje Zadné endogenni y-butyrolaktony
a nadprodukuje antibiotika Act a RED, zatimco mutant scbR také neprodukuje
y-butyrolaktony, ale produkce RED je u né&j naopak sniZzend. Tyto fenotypové projevy se
ptrekvapivé zna¢né odlisuji od fenotypu mutantnich kment s mutaci v genech kddujicich
komponenty A-faktor systému u S. griseus (Takano et al., 2001). Dale bylo zjisténo, ze
protein SchR reguluje produkci antibiotik prostiednictvim represe vlastni transkripce
a prostiednictvim represe specifického transkripéniho regulatoru cpkO (kasO) pro genovy
shluk cpk (Pawlik et al., 2007; Takano etal., 2005a). Piitomnost y-butyrolaktoni zrusi
represni u¢inek ScbR a zpusobi tim aktivaci cilovych genu. U S. coelicolor byl navic
identifikovan gen scbR2, homolog genu scbR, na ktery se ovSsem nevaze endogenni y-
butyrolakton SCB1, a proto je nazyvan ,,pseudo” y-butyrolaktonovy receptor. ScbR2 miize
vazat jako ligandy endogenni antibiotika Act a RED, coZ vede Kk aktivaci KasO,
specifického transkripéniho regulatoru genového shluku cpk (Xu et al., 2010a).

Kromé genu scbR se u S. coelicolor nachazi minimalné jesté dal$i dva homologni
geny genu pro y-butyrolaktonovy receptorovy protein arpA: cprA a cprB (Onaka et al.,
1998). Mutace v genu cprA zpusobuje snizeni produkce Act a RED a zpomaluje sporulaci,
zatimco mutace v genu cprB vyvolava nadprodukci Act a urychluje sporulaci, coZ znamena,
ze CprB funguje jako negativni regulator (stejné jako ArpA) a CprA jako pozitivni regulator
(Onaka et al., 1998).

Kromé popsanych y-butyrolakton byly objeveny dalsi autoregulaéni faktory. Byla
popsana nova skupina autoregulatorii vychazejicich z furanového jadra, které se podileji na
regulaci biosyntézy methylenomycinu (Corre et al., 2008). Dal§im autoregulatorem je faktor
P1 (2,3-diamino-2,3-bis(hydroxymethyl)-1,4-butandiol), ktery aktivuje biosyntézu
pimaricinu v mutantnich kmenech S. natalensis s inhibovanou produkci pimaricinu (Recio
et al., 2004).
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2.2.3.4 Autoregulaéni faktory peptidového charakteru

Kromé¢ y-butyrolaktonovych signdlii se v mezibunééné signalizaci pouzivaji takeé
signaly oligopeptidové. Existence takovéto signalni molekuly u S. coelicolor oznac¢ené jako
»Signal 1%, ktera je ziejmé produktem genu bldJ, bude zminéna pozdéji v souvislosti

s oligopeptid permeazou kddovanou genem bldK (viz kap. 2.2.4.1).

2.2.3.5 Dvouslozkové fosforyla¢ni systémy a s nimi souvisejici drahy

Dalsi regulacni dréhy, které se uplatnuji pfi regulaci produkce antibiotik, jsou
dvouslozkové fosforylaéni systémy. DvousloZkovy systém obecné slouZzi k pfenosu signalu
a skladé se ze senzorové proteinkinazy a transkrip¢niho regulatoru. Senzorova proteinkinéza
se autofosforyluje na histidinovém zbytku a pifedava fosfatovou skupinu na aspartatovy
zbytek transkripéniho regulatoru, ktery zprostfedkuje pfenos vstupniho signalu.

Prvni dvouslozkovy systém identifikovany u streptomycet byl systém CutRS.
U mutantnich kment s disrupci v genech cutR a cutS u S. lividans doSlo ke zvySeni
produkce Act na pevném i v tekutém médiu, zatimco zvySena exprese téchto genu
u S. coelicolor zpusobila represi biosyntézy Act (Hutchings et al., 2004).

U S. coelicolor byly izolovany mutanty abs, u nichZ byla zcela potla¢ena biosyntéza
aktinorodinu, undecylprodigiosinu, methylenomycinu a kalcium-dependentniho antibiotika
(Adamidis et al., 1990). Jednalo se o bodové mutace lokalizované v genu pro senzorovou
kindzu absAl, jejichz fenotyp naznaCoval, Ze mutace vede ke konstitutivni fosforylaci
transkripéniho regulatoru AbsA2 a tim k inhibici produkce antibiotik. Delece v genech
absAl a absA2 zpusobila opac¢ny efekt — nadprodukci Act a RED (Brian et al., 1996;
Hutchings et al., 2004), zatimco nadprodukce obou gent vedla k represi produkce antibiotik
(Hutchings et al., 2004). Fosforylovany protein AbsA2 slouzi tedy jako represor produkce
antibiotik (Sheeler et al., 2005), a to pifimym ovlivnénim exprese specifickych
transkripnich regulatort genovych shluki pro jejich syntézu (McKenzie a Nodwell, 2007).

Podobné také gen absB ovlivituje produkci antibiotik u S. coelicolor, konkrétné
kmen s mutaci v genu absB je defektni v produkci antibiotik (Adamidis a Champness,
1992). Protein AbsB je endoribonukledza patfici do rodiny RNaz typu III (Chang et al.,
2005; Gravenbeek a Jones, 2008; Price et al., 1999; Xu et al., 2008b), které rozpoznavaji
dvoufetézcové segmenty tzv. stem-loop struktury a zajistuji sestiih pre-rRNA, tRNA

a polycistronni mMRNA (Conrad and Rauhut, 2002; Drider a Condon, 2004), coZ je v souladu
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s pozorovanim, Ze u kmend nesoucich bodovou mutaci se zménou smyslu v genu absB
dochazi k akumulaci prekurzoru 30S rRNA (Price et al., 1999). Analyza genové exprese
prokazala, Ze mutace v genu absB zpisobila snizeni exprese genu specifickych regula¢nich
aktivatoru pro biosyntézu antibiotik (napf. redD, cdaR, actll-ORF4 a redZ) a zvySenou
expresi sporulac¢nich geni (Huang et al., 2005). ZvySena hladina mRNA sporula¢nich genti
v mutantnim kmeni absB znamena, Ze by mRNA téchto geni mohla byt cilovym mistem
ribonukleolytického Stépeni enzymem AbsB. Nedavno bylo zjisténo, ze AbsB reguluje geny
souvisejici s morfologickou diferenciaci prostfednictvim endonukleolytického §tépeni
mRNA koédujici transkripéni faktor AdpA. (nebo-li BldH) regulujici morfologickou
diferenciaci (Xu et al., 2010b).

Dalsim piikladem dvouslozkového fosforylacniho systému, ktery se podili na
regulaci produkce antibiotik, je systétm AfsQ1-Q2-SigQ S. coelicolor. Za bé&znych
kultiva¢nich podminek nema delece gent afsQ1 pro senzorovou proteinkinazu a afsQ2 pro
transkrip¢ni regulator vliv ani na produkci sekundarnich metabolitd ani na morfologickou
diferenciaci (Ishizuka et al., 1992). Pokud se jako kultivaéni médium pouzije definované
minimalni médium s glutaméatem jako jedinym zdrojem dusiku, pak u mutantniho kmene
afsQ dochazi k vyznamnému snizeni produkce Act, RED, CDA (prostfednictvim regulace
specifickych transkrip¢nich regulatorti actll-ORF4, redD a cdaR — viz kap. 2.2.3.1) a navic
k urychleni ristu vzdudného mycélia (Shu et al., 2009). Delece genu sigQ, ktery je
lokalizovany pfed geny afsQ1-Q2 a koduje potencidlni o faktor RNA polymerazy, vede
k pred¢asné nadprodukci antibiotik a ke zpomaleni tvorby vzdusného mycélia, ovSem také
pouze na minimalnim mediu s glutamatem. Pravé tento gen se zda byt zodpovédny za
odlisny ucéinek AfsQ1-Q2 u S. coelicolor na médiu s glutamatem jako jedinym zdrojem

dusiku.

2.2.3.6 Systém AfsK/AfsR

Mezi dalsi systémy, které se podileji na regulaci sekundarniho metabolizmu
u S. coelicolor patii systém AfsK/AfsR. Umeyama a spol. (Lee et al., 2002; Umeyama
et al., 2002) navrhli nésledujici model ptisobeni AfsK/AfsR systému (obr. 2-7). Aktivaci
dosud nezndmym signalem Ser/Thr proteinkinazy eukaryotickeho typu AfsK (Matsumoto
etal.,, 1994) asociované s bunécnou membranou dochazi k autofosforylaci na Ser a Thr
zbytcich. Signal je prostfednictvim fosforylace ptenesen na globalni regulator sekundarniho

metabolizmu AfsR. AfsR je svou N-terminalni ¢asti podobny transkripénim regulatorim
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zrodiny SARP (Streptomycete Antibiotic Regulatory Proteins), kam patii i specifické
transkripéni aktivatory regulujici produkci antibiotik, jako je napt. Actll-ORF4
(Fernandez-Moreno et al., 1991) a RedD (Narva a Feitelson, 1990). AfsR funguje jako
transkripéni regulator, jehoz fosforylaci dochazi ke zvySeni DNA-vazebné aktivity. Ve
fosforylované formé se vaze k promotoru jednoho z cilovych genu afsS, ktery se podili na
regulaci Act a RED (Matsumoto et al., 1995) a indukuje jeho transkripci (Lee et al., 2002).
Kromé DNA-vazebnych vlastnosti ma protein AfsR také ATPazovou aktivitu nezbytnou pro
aktivaci transkripce cilovych genti (Lee et al., 2002). ATPazova aktivita AfsR ziejmé
dodava energii pro pieménu uzavieného komplexu RNA polymeraza-AfsR na otevieny
komplex umoznujici iniciaci transkripce genu afsS. Takto indukovany AfsS aktivuje dosud
neznamym zpusobem transkripci gend actll-ORF4 a redD, coz vede k produkci Act a RED.
Protoze AfsR dokaze stimulovat produkci téchto pigmenti i v nepfitomnosti AfsS,
predpoklada se, ze AfsR neaktivuje pouze tento jeden gen, ale také geny dalsi.

Navic bylo zjisténo, Ze globalni regulator AfsR nemusi byt fosforylovan pouze
proteinkinazou AfsK, ale také dalSimi Ser/Thr proteinkinazami: PkaG a AfsL (Sawai et al.,
2004).

Pied genem afsK ve sméru transkripce lezi gen kbpA, ktery je dulezitym regula¢nim
prvkem systému AfsK/AfsR. kbpA deficientni kmen produkuje vétsi mnozstvi Act, zatimco
nadprodukce KbpA zpusobuje sniZzeni produkce Act, coz nasvédCuje tomu, ze KbpA
funguje jako represor biosyntézy Act (Umeyama a Horinouchi, 2001). Gen kbpA je
piepisovan béhem cel¢ho zivotniho cyklu a jeho transkripce se zvySuje v momenté zacatku
produkce Act a RED. KbpA piimo reaguje s katalytickou doménou nefosforylované formy
AfsK, zatimco na autofosforylovanou formu se nevaze. Vazbou KbpA na AfsK dochazi tak
k inhibici autofosforylace AfsK, a tim celého systému AfsK/AfsR. Podle téchto pozorovani
se lze domnivat, Ze produkce antibiotik je regulovdna mechanizmem negativni zpétné vazby
zajisténé proteinem KbpA (Umeyama a Horinouchi, 2001).

U S. griseus system AfsK/AfsR ovliviiuje morfologickou diferenciaci, nikoliv viak
produkci sekundarnich metaboliti. Disrupce téchto genti se projevuje neschopnosti tvofit
vzdusné myceélium, ovSem tento fenotypovy projev je zavisly na koncentraci glukozy
v médiu a projevi se jen tehdy, pokud je jeji koncentrace v médiu vyssi nez 1% (Umeyama
et al., 1999). U S. avermitilis proteinkindza AfsK ovliviiuje jak produkci sekundarnich
metaboliti tak morfologickou diferenciaci. Mutantni kmen afsK je defektni ve sporulaci

a v produkci melaninu a avermektinu (Rajkarnikar et al., 2006).
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Obr. 2-7: Hypotetické schéma regulace sekundarniho metabolizmu AfsK-AfsR sytémem u S. coelicolor.
Podrobnéjsi popis modelu v textu (Lee et al., 2002).

2.2.3.7 bld mutanty a produkce sekundarnich metaboliti

V neposledni fad¢ produkci antibiotik u S. coelicolor ovliviiuje i vét§ina mutaci bld
(napf. v genech bldA, bldC, bldG, bldH a bldJ). Kromé¢ jejich neschopnosti tvofit vzdusné
mycélium nejsou také schopny produkce Act a RED (viz kap. 2.2.4.1).

2.2.4 Formovani vzdusného myceélia

Poznatky o genetickych a fyziologickych faktorech zodpovédnych za diferenciaci
vyplyvaji zejména ze studia mutant, které jsou riznym zpisobem defektni v morfologické
diferenciaci. Jedna se o né€kolik na prvni pohled nesouvisejicich systému, jako jsou geny
bld, komponenty dvouslozkového fosforyla¢niho systému (genovy shluk ram a rag) ¢i

nékteré autoregulatory (y-butyrolakton, faktor C, pamamycin a desferioxamin E).
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2.2.4.1 bld mutanty a jejich uplatnéni v diferenciaci

Pii studiu mutanti S. coelicolor neschopnych tvorby vzdusného mycélia a produkce
antibiotik bylo identifikovano nékolik genti nazvanych bld (z angl. bald - pleSaty). Mezi
bld mutanty patti: bldA, bldB, bldC, bldD, bldF, bldG, bldH, bldl, bldJ, bldK, bldL, bldM
a bldN. Mnoho znamych gent bld koduje regulaéni faktory s pleiotropnim G¢inkem na
morfologickou a fyziologickou diferenciaci.

Tyto mutantni kmeny nejsou schopné syntetizovat na komplexnim médiu malé
hydrofébni peptidy SapB (Small associated proteins) vyskytujici se na povrchu hyf
vzdusneho mycélia, které jsou nezbytné pro jeho vytvoreni (Willey et al., 1991). Ptidavek
purifikovaného SapB proteinu obnovuje u bld mutanti schopnost tvorby vzdus$ného
mycélia, ale bez nasledné sporulace (Tillotson et al., 1998). Jednad se 0 mimoribozomalné
syntetizovany protein, ktery je funkénim homologem hydrofobini eukaryotickych hub
deuteromycet. Hydrofobin SC3 produkovany houbou Schizophillum commune obnovuje
formovani vzdusného mycélia u bld mutantu S. coelicolor (Tillotson et al., 1998). Obnoveni
tvorby vzdusného mycélia u bld mutantt u S. coelicolor i S. tendae bylo dosazeno také
dalSim extracelularnim hydrofobnim peptidem streptofactinem objevenym u S. tandae
(Richter et al., 1998). VSechny tyto peptidy jsou povrchové aktivni latky a jako takové
nemaji pravépodobné funkci signalni, nybrz strukturni. Svou akumulaci na povrchu hyf
udéluji vlaknim vzduSného mycélia hydrofobni charakter, coz umoziuje jejich vzpiimeni
Z povrchu kultivaéniho média do vzduSného prostredi.

Vétsina bld mutanti mize byt extracelularné komplementovana divokym kmenem.
Pokud kolonie rostou v tésném sousedstvi kmene divokého typu vytvari normalni vzdusné
mycélium (Willey et al.,, 1991) a na rozdil od extracelularniho ptidavku SapB
k bld mutantim, dochazi i k nasledné sporulaci. Na zaklad¢ komplementa¢nich pokust byla
stanovena nasledujici hierarchie Bld proteint: 261 (J) < K/IL< A/H < G < C < D/M (Molle
a Buttner, 2000; Nodwell et al., 1996; Nodwell et al., 1999; Willey et al., 1993). To
znamend, Ze kazdy mutant je tedy schopen potlaéit deficit mutanta nachézejiciho se v této
hierarchii nalevo od né&j a naopak je sam komplementovan mutanty leZicimi napravo. Tato
hierarchie proteinii by mohla predstavovat mezibunécnou signalizacni kaskadu zacinajici

u proteinu BldJ a kon¢ici u BldD (obr. 2-8).
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Obr. 2-8: Geny bld u S. coelicolor A3 (2) a jejich Gloha v extracelularni signalizaci. Schéma je zalozeno na
modelu interakci mezi riznymi bld mutanty, které jsou dle stanovené hierarchie schopné obnovit tovrbu
vzdu$ného mycélia u jinych bld mutanti (pfevzato z Chater, 1998 a doplnéno dle nejnovéjsich poznatki).

Dilezitou vlastnosti vétsiny bld mutant je jejich defekt v regulaci metabolizmu
uhliku, coz se projevuje zavislosti fenotypu mutanti bld na zdroji uhliku v médiu. Pope
aspol. (1996) ukazali, Ze mutanty bldA, bldB, bldC, bldD, bldG a bldH se vyznacuji
konstitutivni, tj. galakt6zo-nezavislou a glukdzo-senzitivni expresi galaktozového operonu.
Za normalnich okolnosti se tento operon vyznacuje inducibilni expresi, kterd je fizena
mechanizmem katabolické represe. Pricinou plesatého fenotypu téchto mutant na
minimalnim médiu s glukézou je jejich neschopnost reagovat na hladovéni, a proto lokusy
bld ptimo nezodpovidaji za diferenciaci (Pope et al., 1996). Tuto hypotézu, Ze fenotyp bld
muze byt disledkem poskozeni primarniho metabolizmu, dale podporuje nésledujici
zjisténi. Béhem exponencialniho rdstu S. coelicolor produkuje do prostfedi organické
kyseliny, které jsou v prub¢hu formovani vzdu$ného mycélia resorbovany, ¢imz se prostiedi
zpétné neutralizuje. Naopak kmen s mutaci v genu pro adenylat cyklazu (viz kap. 2.2.3.2)
nebyl schopen neutralizace média a ani diferenciace ve vzdusné mycélium. Tento efekt byl
potlacen ptidanim cAMP ¢i pufrovanim média (Susstrunk et al., 1998).

Ackoliv mnoho bld mutanta bylo izolovano jiz pied asi 20 lety, pouze mala ¢ast jich
byla studovana na molekularni Grovni. Vétsina z nich byla charakterizovana u S. coelicolor.
Jednim z nich je kmen s mutaci v genu bldA kodujici tRNA schopnou uéinné ¢ist leucinovy

UUA kodédn, jehoZ ptitomnost je u streptomycet vzacna a ktery byl nalezen ptedevsim
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v genech ovliviiujicich sekundarni metabolizmus a morfogenezi (Leskiw et al., 1991).
Exprese genu bldA je konstitutivni, ale na po¢atku diferenciace se zvySuje. Hladina této
LUtRNA oviem neni regulovéna na Grovni transkripce, ale na Grovni posttranskrip&ni
modifikace jejiho 5°-konce, kterd je v prib&hu casnych vyvojovych fazich neucinna
(Leskiw et al., 1993). Gen bldA ziejmé piedstavuje translaéni regulator exprese gend
obsahujicich ve své sekvenci vzacny TTA kodén, ktery by jim umoznil translaci az
v uréitém stadiu vyvoje — a to na pocatku diferenciace (Nguyen et al., 2003; Takano et al.,
2003). Téchto genti s TTA koddnem ve vlastni sekvenci ovsem neni mnoho (Kelemen
a Buttner, 1998; Li et al., 2007). Podle kompletni sekvence genomu S. coelicolor bylo
piedpovézeno pouze 145 gent obsahujicich ve své sekvenci TTA kodon (Bentley et al.,
2002). Napf. ztrata schopnosti produkovat antibiotika Act a RED u S. coelicolor
v bldA mutantnim kmeni muze byt vysvétlena pravé piitomnosti vzacného TTA koddnu
v sekvenci gend actll-ORF4 a redZ, které koduji specifické transkripéni regulatory pro
syntézu téchto sekundarnich metabolitt. Intracelularni komplemenatce odhalila gen
nezbytny pro morfologickou diferenciaci, ktery koresponduje s pleiotropnim regulatorem
adpA. (homolog genu adpA ze S. griseus; viz kap. 2.2.3.3) u S. coelicolor. Nahrazeni
vzacneho leucinového TTA kodu v sekvenci genu adpA. mistné fizenou mutagenezi
leucinovymi kodony TTG ¢i CTC, které se bézné vyskytuji u streptomycet, zpusobilo
v mutantovi bldA obnoveni tvorby vzduSného mycélia. Toto pozorovani znamena, Ze
UUA koddén vsekvenci mRNA genu adpA; je hlavnim cilem regulacni drahy,
prostiednictvim kterého bIdA ovliviiuje morfologickou diferenciaci. Navic pozorovani, Ze
adpA mize komplementovat bldH mutantni fenotyp a gen adpA. klonovany z bldH mutanty
obsahuje v kddujici sekvenci jeden guanin navic, potvrzuji skute¢nost, ze adpA. predstavuje
mutaci vedouci Kk posunu ¢teciho ramce genu bldH (Nguyen et al., 2003; Takano et al.,
2003).

Kromé genu bldA a bldH byly na molekularni Grovni charakterizovany i jiné
bld lokusy: bldB (Pope et al., 1998), bldD (Elliot et al., 1998) a bldC (Hunt et al., 2005)
kodujici malé DNA-vazebné proteiny; bldG kodujici anti-anti-c faktor (Bignell et al.,
2000). Ackoliv n€kolik bld lokust koduje produkty ptimo souvisejici s genovou expresi,
produkt genu bldJ, dfive bld261 (Nodwell et al., 1999), je maly sekretovany peptid
oznacovany také jako ,,signal 1%, ktery je pravépodobn¢ importovan do bun¢k pomoci BIdK
oligopeptidoveho permeazového komplexu (Nodwell et al., 1996; Nodwell a Losick, 1998).
Lokus bldK se sklada z péti ORF, které¢ koduji komponenty oligopeptid permedz patfici
do rodiny ABC-transportérti. ProtoZze mutace bldK zptsobuje rezistenci k tripeptidovému
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antibiotiku bialaphos, lze wusoudit, ze se pravdépodobné¢ jednd o transporter
oligopeptidovych latek. Nedavno bylo zjisténo, ze bldK lokus neni esencialni pro tvorbu
vzdusSneho mycélia pouze u S. coelicolor, ale také u S. griseus. Proto se predpoklada, Ze
prenos extraceluldrniho signalu v podobé ptislusného peptidu pies membranu by mél byt
konzervovan mezi riznymi streptomycetami (Akanuma et al., 2011). Mutanty bldK nejsou
defektni v regulaci uhlikového metabolizmu a kultivace na minimalnim médiu s manitolem
jako jedinym zdrojem uhliku jejich fenotypovy projev z ¢asti suprimuje (Nodwell et al.,
1996).

Gen bldC koduje maly DNA-vazebny protein, ktery je piibuzny transkripénim
aktivatoram z rodiny MerR. Mutantni kmen s mutaci v genu bldC je defektni v diferenciaci
a produkci antibiotik. Tvofi aberantni vzdusné mycélium na minimalnim agaru a na
komplexnim agaru dochazi k opozdéné tvorbé vzdusného mycélia. Gen bldC, ktery je
exprimovan konstitutivné béhem vyvoje, je vyzadovan pro zdarnou expresi specifickych
transkrip¢nich aktivatorti sekundarnich metabolitd Act a RED u S. coelicolor (Hunt et al.,
2005).

Gen bldD koduje maly DNA-vazebny protein, ktery se nachazi pfevazné v rozpustné
form¢ jako homodimer (Elliot et al., 2003). BldD se sklada ze dvou domeén: C-terminalni
domény nezndmé funkce a N-termindlni domény, ktera zajiStuje vazbu na DNA
a dimerizaci proteinu (Lee et al., 2007). Krystalova struktura N-terminalni domény odhalila
podobnost s lambda represorem, transkripénim reguldtorem obsahujicim helix-turn-helix
DNA-vazebny motiv (Kim et al., 2006). Podobné jako mutant bldA, mutant bldD se
projevuje zablokovanim morfologické diferenciace v ¢asném stadiu vyvoje a navic
neprodukuje zadné ze Ctyf nejznaméjsich antibiotik (Act, RED, CDA ani methylenomicin)
(Elliot et al., 1998). Mutant bldD stoji na samotném vrcholku extracelularni
komplementacni hierarchie, a proto je schopen extracelularné komplementovat vSechny
znamé mutanty bld kromé sebe sama a mutanta bldM, ktery se nachazi v hierarchii na
stejném misté jako mutant bldD (Nodwell et al., 1996; Willey et al., 1993). Z toho Ize
usoudit, Ze by gen bldD mohl fungovat jako centrélni reguldtor pro morfologickou
diferenciaci a produkci antibiotik. Exprese genu bldD je casové regulovana. Béhem
vegetativniho rastu BldD piimo reprimuje ¢tyii vyvojové geny vazbou na promotor a/nebo
transkripéni pocatek; stejné tak pusobi jako represor vlastni transkripce (Elliot a Leskiw,
1999; Elliot et al., 2001; Elliot et al., 2003; Willey et al., 1993). Mezi zndmymi BldD-

regulovanymi geny jsou i tfi geny kédujici o faktory. Dva z nich (c®™, a ") hraji
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dulezitou tlohu v diferenciaci streptomycet (Bibb et al., 2000; Chater et al., 1989; Elliot et
al., 2001) a tieti (c") zajistuje buitkam odpovéd’ na okolni stres (Kelemen et al., 2001).

Piedpoklada se, Ze i gen bldB pravdépodobné funguje také jako autoregulator
transkripce a vaze se na vlastni promotor, ovSem piimy experimentalni dikaz zatim chybi.
Hladina exprese genu bldB je béhem vegetativniho ristu nizka a zvySuje se az pti vstupu do
stacionarni faze. U mutant bldB je exprese bldB ziejmé deregulovana, coz nasvédcuje tomu,
Ze produkt genu bldB se sam podili na regulaci vlastni transkripce (Pope et al., 1998).
Fenotyp mutantd bldB je pleiotropni. Kromé poruchy v iniciaci morfologické diferenciace je
zcela defektni v produkci antibiotik, v katabolizmu uhliku a na rozdil od ostatnich mutantt
bld nejsou mutanty bldB schopny obnoveni pivodniho fenotypu pii kultivaci na
minimalnim médiu s chudym zdrojem uhliku, jako je napi. manitol (Pope et al., 1996).

U obou mutantnich kment (bldB a bldD) byl identifikovan tyrozinovy zbytek
nezbytny pro funkci BldB a BIdD proteint, coZ podporuje domnénku, Ze fosforylaci téchto
tyrozinovych zbytkd jsou regulovany aktivity téchto proteini. U S. griseus se protein
fosforylovany na tyrozinu, ktery ma skoro stejnou molekulovou hmotnost jako bilkovina
BI1dD, objevuje na zacatku formovani vzdusného mycélia. Zda se, Ze tyto dvé bilkoviny jsou
vzajemné homologni (Elliot et al., 1998).

Podobné jako u mutantnich kment bldB také u mutantd bldG nedochazi ani
k formovani vzdusneho mycélia (na médiu s glukozou) ani k produkci antibiotik
(Champness, 1988). Gen bldG koduje anti-anti-c  faktor, ktery je homologem
anti-anti-o faktoru RsbV B. subtilis. V sousedstvi genu bldG se nachazi gen apgA kodujici
homolog anti-c faktoru RsbW u B. subtilis. Operon pro syntézu alternativniho o faktoru
(operon SigB), jehoz soucasti jsou i geny rsbV a rsbW, je dobie prostudovan u B. subtilis
(Hecker et al., 2007). Transkripéni analyza prokazala, ze oba geny (bldG a apgA) jsou
piepisovany spole¢né¢ bchem rlstu a jejich hladina je vyrazné vyssi v prubchu tvorby
vzdusneho mycélia a produkce antibiotik. Navic bylo prokazéno, Ze gen bldG se ptepisuje
také samostatné, a proto by produkt genu bldG mél byt v nadbytku nad produktem genu
apgA (Bignell et al., 2000). Bignell a spol. (2003) zjistili, Ze reverzibilni fosforylace na
konzervovaném serinovém zbytku proteinu BIdG je nezbytnad pro regulaci morfologické
diferenciace a produkce antibiotik. Parashar a spol. (2009) prokézali vzajemnou interakci
mezi anti-anti-c faktorem BIdG a anti-c faktorem ApgA, coZ potvrzuje hypotézu, Ze jejich
vzajemna interakce ovliviiuje regulaéni funkci jednoho nebo vice o faktora u S. coelicolor.
Nedavno se ukézalo, ze se anti-anti-o faktor BIdG miize vazat i na dalsi anti-c faktor UshX.
Gen ushX je soucasti operonu kodujici mimo jiné alternativni o faktor, ktery hraje

28



2. Literdrni prehled

dilezitou ulohu v regulaci odpovédi na osmoticky stres a vregulaci morfologické
diferenciace u S. coelicolor (Sevcikova et al., 2010). Piedpokladany model celé regulaéni
drahy je nasledujici. Dosud nezndmy signal monitorujici osmoticky stres v prostiedi zptisobi
defosforylaci BIdG prostiednictvim zatim neznamé fosfatazy, a tim dojde k jeho aktivaci
a vazb& na UshX. Jejich vzajemnou interakci dochazi k uvolnéni " faktoru z UshX. Volny
o' faktor se miZe navazat na jadro RNA polymerazy a vytvofit tak funkéni holoenzym,

H

ktery muze zacit piepisovat geny celého o regulonu. Navic defosforylovany BldG

interaguje s anti-o faktorem ApgA, coz vede podobné k uvolnéni dalsiho BldG-specifického
o faktoru a tim k jeho aktivaci (Sevcikova et al., 2010).

Produkt genu bldN je o faktor (c®) s extracytoplazmatickou funkci. Obsahuje
neobvyklou N-terminalni sekvenci cca 86 aminokyselin, kterd u ostatnich o faktor chybi.
o®™N je syntetizovan v podob& proproteinu, z kterého posttranslani modifikaci
(proteolytickym odstépenim neobvyklé N-terminalni sekvence) vznika maturovany
c®N faktor (Bibb a Buttner, 2003). Byl objeven izolaci dvou bodovych mutaci
indukovanych prostiednictvim NTG  (N-methyl-N"-nitro-N-nitrosoguanidine), které
ovlivnily morfologickou diferenciaci u S. coelicolor (Bibb et al., 2000; Ryding et al., 1999).
Dele¢ni mutant bldN neni schopen tvorit vzdusné mycélium (Bibb et al., 2000; Kelemen
a Buttner, 1998). Transkript bldN je béhem vegetativniho rastu téméf nedetekovatelny, ale
jeho mnozstvi se dramaticky zvySuje béhem formovani vzdusného mycélia; jeho exprese je
tudiz vyvojové regulovana. Dalsi téi bld lokusy se podileji na regulaci transkripce genu
bldN. Aktivace ptepisu bldN zavisi pfimo ¢i nepfimo na produktech gent bldG a bldH (Bibb
et al., 2000) a produkt genu bldD piimo reprimuje transkripci bldN vazbou na promotor
bldN (Elliot et al., 2001). Déale c®™ piimo aktivuje transkripci genu bldM, dalsi gen
nezbytny pro tvorbu vzdusného mycélia (Bibb et al., 2000). U S. griseus byl objeven
ortolog genu bldN, adsA, ktery je soucasti signalni kaskady A-faktoru a podléha piimé
aktivaci proteinem AdpA (viz kap. 2.2.3.3) (Ohnishi et al., 1999).

Lokus bldM, podobné¢ jako lokus bldN, byl nejprve identifikovan a oznacen jako
lokus whiK. Byl definovan pomoci tfi bodovych mutaci indukovanych prostfednictvim
NTG. Vsechny tfi mutace zpisobily tvorbu bilych kolonii a vyznacovaly se riznym
defektem ve sporulaci (Ryding et al., 1999). Proto byly nejprve oznaceny jako whi mutanty
(viz kap. 2.2.6). Dele¢ni mutant whiK vykazoval vSak ptekvapivé odlisny fenotyp. Nebyl
schopen tvorby vzdusného mycelia, a proto byl zafazen mezi mutanty bld a pfejmenovan na
lokus bldM. Rozdilny fenotypovy projev znamena, Ze ruzné alely tohoto lokusu mohou

blokovat vyvoj streptomycet v odliSném stadiu vyvoje. Gen bldM ziejmé koduje typicky
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transkripéni regulator dvouslozkového systému, jehoZ aktivita je obvykle regulovana
fosforylaci, kterou zajist'uje piisluSna senzorova proteinkinaza. Transkripce genu bldM je

pfimo aktivovana sigma faktorem >N (Bibb et al., 2000).

2.2.4.2 ramR a genovy shluk rag

Kli¢ovym transkripnim regulator hrajicim hlavni roli v aktivaci morfologicke
diferenciace u S. coelicolor, je produkt genu ramR. U kmene s mutaci v genu ramR
nedochdzi k produkci surfaktinu SapB a zaroven dochazi ke zpozdéni tvorby vzdusného
mycélia. Nadprodukce ramR zpusobuje obnoveni tvorby vzdusného mycélia a biosyntézy
peptidu SapB u vsech testovanych bld mutant. Protein RamR, podobné jako regulator
SpoO0A u Bacillus subtilis, mize spojovat rizné fyziologické signaly (napf. stres, dostupnost
Zivin, vyvojové stadium kultury atd.) k aktivaci rustu vzdusného mycélia. Molekularni
mechanizmus, prostiednictvim kterého tyto signaly mohou sméfovat k RamR, neni dosud
znam (Nguyen et al., 2002). RamR pusobi jako transkripéni aktivator operonu ramCSAB,
operonu pro biosyntézu peptidu SapB (Nguyen et al., 2002; O'Connor et al., 2002;
O'Connor a Nodwell, 2005). Protoze se jedna o transkripéni regulator dvousloZzkového
systému, predpokladalo se, Ze jeho aktivita je fizena prostfednictvi fosforylace (Nguyen
et al., 2002). Nedavna pozorovani ovSem naznacuji, Ze¢ RamR nema ptislusnou senzorovou
kindzu. Ve skuteCnosti nefosforylovand forma RamR je dimerni molekulou, ktera
kooperativné interaguje se tfemi vazebnymi misty na promotoru ramC. RamR neni
fosforylovan malymi molekulami slouzicimi jako donor fosfatove skupiny, z ¢ehoz se
usuzuje, Ze protein postrada fosfotransferazovou aktivitu (O'Connor a Nodwell, 2005).
Pfesto mutace aminokyselinového zbytku D53, coz je ptedpoklddané misto fosforylace, rusi
jeho funkci in vivo (Nguyen et al., 2002; O'Connor a Nodwell, 2005). Tuto skute¢nost 1ze
vysvétlit tim, ze aminokyselinovy zbytek D53 je dulezity pro tvorbu dimeri a také pro
vazbu na DNA (O'Connor a Nodwell, 2005). Aktivita RamR je regulovana na transkripéni
urovni. Bylo zjisténo, ze promotor ramR dosahuje nejvétsi aktivity kolem 34.-40. hodiny
kultivace, coz odpovida zacatku tvorby vzdusného mycélia (Keijser et al., 2002; Nguyen
et al., 2002). U S. griseus je transkripce ortologu ramR, amfR, aktivovana proteinem AdpA,
a je tudiz pod kontrolou signalni kaskady A-faktoru (obr. 2-6) (Yamazaki et al., 2003).
Podobnd AdpA-zavisla transkripéni aktivace genu ramR by se mohla vyskytovat také
u S. coelicolor, jelikoZz nadprodukce ramR zpisobuje obnoveni tvorby vzdusného mycélia
u mutanta adpA (bldH) (Nguyen et al., 2003).
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Obr. 2-9: Model regula¢ni ulohy
ramR a ragABKR v procesu
morfologické diferenciace. RamR je

Developmental gene bld bid hlavni transkripéni regulator, ktery
spojuje signaly zavislé na genech bld
pfi kultivaci na komplexnim médiu.
Vazbou na promotory operonl

Medium R2YE MM

Key regulator gene 2 famR XTfaclor  ramCSAB a ragABKR aktivuje jejich
" \ transkripci, ¢imz  dochazi ke
\ spousténi dvou vyvojovych
ragABKR ramCSAB nezavislych regulacnich drah
kW vedoucich K tvorb&  vzdugného
- mycélia a sporulaci. Na komplexnim
Surfactant (2) SapB Chaplins médiu, SapB (kone&ny produkt genu
v ramS) reprezentuje hlavni drahu pro
(1) Diffusible spusténi formovani  vzdu$ného
compound . . . .
mycélia. Druhd dréha je
\ zprostfedkovana  pfes  produkty
Structure Aerial hyphae operonu ragABKR. Ta by mohla

fungovat spusténim signdlni drahy,
ktera vede k pfepnuti ze vznikajiciho
Spores vzduSného mycélia na sporulujici
mycélium (1) a sekreci dosud
neidentifikované difuzibilni molekuly, ktera podobné jako SapB miZe vyvolat tvorbu vzdu§ného mycélia (2).
Schopnost RagR se vazat k promotoru ragABKR (te€kovana S$ipka) naznacuje existenci autoreguladni
smyCky, kterdA mize udrZovat expresi téchto genli po indukci RamR nebo jinym neznamym signdlem
(otaznik). Kromé& SapB a produktl operonu ragABKR je pro tvorbu vzduSného mycélia na minimalnim i na
bohatém médiu potfebnd pfitomnost dalsi skupiny morfogenetickych protein — chaplind (viz. kap. 2.2.5.3).
Jejich exprese je zavisla na genech bld, ale nezavisla na proteinu RamR a je pravdépodobné spousténa dosud
neznamym ,,faktorem X (pievzato ze San Paolo et al., 2006).

Pomoci technologie DNA microarray byly u S. coelicolor identifikovany geny,
jejichz transkripce byla ovlivnéna u kmena s nadprodukei ¢i s mutaci v genu ramR. Byl
objeven cely lokus aktivovany proteinem RamR ovliviiujici formovani vzdu$ného mycélia
i sporulaci na médiu R2YE nazvany genovy shluk rag (z angl. ramR-activated genes).
Nachazi se ve zcela jiné ¢asti chromozomu nez shluk ram, ale slozenim geni se mu vyrazné
podoba. Sklada se z genti ragA a ragB kodujici dvé podjednotky ABC transporteru, z genu
ragK pro potencidlni histidinovou kindzu a zgenu ragR pro transkripéni regulétor
dvouslozkového systému (San Paolo et al., 2006). RamR aktivuje transkripci ragABKR
piimo vazbou na tfi sekven¢ni motivy na promotoru ragABKR. Na rozdil od mutantniho
kmene ram je mutantni kmen rag schopen syntetizovat SapB. U vlaken vzdusného mycélia
dochazi k jejich neobvyklému vétveni pfipominajici substratové mycélium. Tvorba sept
a sporogeneze jsou zpomaleny. Nadprodukce gent ragK, ragR a nadprodukce aktivované
mutantni alely ragR (D53E) v mutantnich kmenech bld a ram vedly ke zjisténi, Ze operon
rag spousti sporulaéni program aktivaci regula¢ni drahy, kterd neni zavisla na peptidu SapB.

(San Paolo et al., 2006). Model této drahy je znazornén a popsan na obr. 2-9.
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2.2.4.3 Autoregulatory uplatiiujici se v morfologické diferenciaci

Dalsimi  signaly, které ptispivaji  kregulaci morfologické diferenciace
u streptomycet jsou jiz zminéné mikrobialni feromony, y-butyrolaktony.  Nejlépe
prostudovany y-butyrolakton je A-faktor u S. griseus, jehoZ signalni drdha byla podrobné&ji
popsana vyse (kap. 2.2.3.3). Centrélni pleiotropni regulator AdpA, ktery je soucasti této
drahy, pak mj. pfimo aktivuje transkripci morfologickych gent, jako jsou amfR a adsA
(ECF sigma faktor). Ac¢koliv se u S. coelicolor vyskytuji ortology gent arpA (cprA a cprB
uS. coelicolor (Onaka et al., 1998)), adpA (bldH nebo-li adpA. u S.coelicolor (Takano
et al., 2003); (Nguyen et al., 2003)), amfR (ramR u S. coelicolor (Ma a Kendall, 1994);
(Keijser et al., 2002)) a adsN (bldN u S. coelicolor (Bibb et al., 2000)) a maji podobnou
funkci v diferenciaci jako u S. griseus, jejich exprese je béhem vyvoje fizena odliSnymi
regulaénimi systémy. Napi. bldH (adpA:) neni pod kontrolou y-butyrolaktonu (Takano
etal.,, 2003) jako adpA u S. griseus a gen bldN neni aktivovan centralnim regula¢nim
proteinem AdpA jako ortolog adsA u S. griseus, ale je reprimovén regulaénim proteinem
BIdD (Bibb et al., 2000).

Funkci autoregulatorti uplatiujicich se pii morfologické diferenciaci maji i jiné
druhy molekul jako faktor C (Szabo et al. 1962), pamamycin S. alboniger (McCann
a Pogell, 1979) a desferioxamin E (Yamanaka et al., 2005).

Faktor C je protein o molekulové véze 31 kDa (Birko et al., 1999) popsany
u S. griseus 45H (Szabo et al., 1962), dnes oznacovany jako Streptomyces albidoflavus 45H
(Kiss et al., 2008), ktery je kddovan genem facC (Birko et al., 1999). Piidavek faktoru C
Kk bakterialni kultufe jiZ v tak nizké koncentraci, jako je 0,5 ng/ml, je dostate¢ny pro indukci
sporulace ve vhodném sporulaéné-deficientnim kmeni, jako je S. griseus 52-1 (Biro et al.,
1980; Szeszak et al., 1990). Extracelularni aplikace faktoru C také stimuluje sporulaci
u mutantnich kmena bld S. griseus rostoucich na agarovych miskach (Biro et al., 2000).
Jeho produkce je vyvojové regulovana, a tak k produkci faktoru C dochazi az po vycerpani
zivin v médiu (Biro et al., 2000). Bylo zjisténo, ze exprese faktoru C u mutanta S. griseus
deficientniho na syntézu A-faktoru obnovuje produkci nékterych sekrecnich proteint
patiicich k regulonu A-faktoru (Birko et al., 2007), coZz by mohlo znamenat, ze mezi témito
dvéma velmi odliSnymi molekulami existuje fyziologicka spojitost.

Desferioxamin E produkovany bakterii S. griseus urychluje morfologickou
diferenciaci u S. tanashiensis (Yamanaka et al., 2005). Tato molekula je fazena mezi

siderofory, které jsou produkovany riznymi streptomycetami.
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Pamamyciny, skupina makrolidovych antibiotik produkovanych bakterii
S. alboniger, stimuluji v subinhibi¢nich koncentracich tvorbu vzdudnych hyf, zatimco ve
vysokych koncentracich inhibuji rist vlaken u streptomycet neprodukujicich pamamycin

a jinych grampozitivnich bakterii (McCann a Pogell, 1979; Pogell, 1998).

2.2.4.4 Vliv hladiny GTP v buiice na morfologickou diferenciaci

Vzhledem ke skute¢nostem, Ze je ppGpp (viz kap. 2.2.3.2) syntetizovan z GTP a Ze
zaroven zvysujici se koncentrace ppGpp nepiimo inhibuje syntézu GTP v bunce (syntéza
ppGpp je doprovazena sniZzenim koncentrace GTP), je velice obtizné uréit, ktery faktor
ovliviluje morfogenezi. Ukazalo se, ze decoyinin inhibujici GMP syntetazu zpusobuje
sniZzeni hladiny GTP v buiice bez nasledné indukce syntézy ppGpp, coz se fenotypové
projevuje jako indukce formovani vzdusného mycélia, a proto Ochi a spol. (1986; 1987)
tvrdi, Ze se jedna o efekt zplsobeny pfimo snizenim hladiny GTP a nikoliv zvySenou
syntézou ppGpp. Navic byl objeven protein Obg, u kterého se piedpokladd, Zze by mohl
monitorovat intracelularni koncentraci GTP jako indikator fyziologického stavu vlaken
a iniciovat morfologickou diferenciaci. Pfitomnost genu obg ve vicero kopiich potlacuje

tvorbu vzdusného mycélia u S. griseus (Okamoto et al., 1997).

2.2.5 Morfogeny — SapB, chapliny a rodliny

Utinek mnoha genti bld S. coelicolor vede nakonec prostiednictvim extracelularni
signaliza¢ni kaskady (Willey et al., 1993) k produkci extracelularnich proteind, které se
piimo tcastni tvorby vzdusného mycélia. Jsou to proteiny: SapB (Tillotson et al., 1998)
a chapliny a rodliny, které tvoii charakteristické hydrofobni fibrilarni pouzdro na povrchu
vzdu$ného mycélia (obr. 2-10). (Claessen et al., 2002; Claessen et al., 2003; Claessen et al.,
2004; Elliot et al., 2003; Elliot a Talbot, 2004; Garcia, 1995; Glauert a Hopwood, 1961;
Wildermuth et al., 1971). Peptid SapB a chapliny se vyznacuji vysokou povrchovou
aktivitou, coz vedlo k ndzoru, Ze jejich hlavni funkci v burice je piekonat povrchové napéti
vodniho prostfedi obklopujici substratové mycélium a dovolit tak vzniku a rastu vzdusného
mycélia (Wosten a Willey, 2000).
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2.2.5.1 Protein SapB

Jak u vlaknitych hub, tak u vl&knitych bakterii se nezdvisle na sob& vyvinula
schopnost vytvafet vzdusné mycélium. Vlastnost vlaknitych mikroorganizmi tvofit
hydrofobni vladkna je nezbytnou podminkou pro jeho tvorbu. Studiem S. coelicolor bylo
zjisténo, Ze existuji vyrazné podobnosti v molekularni biologii diferenciace vzdusného
mycélia u hub a bakterii (Talbot, 2003).

VIaknité houby rostou vertikalné s podporou malych povrchové aktivnich molekul
nazvanych hydrofobiny, které jsou produkované rlznymi zastupci askomycet
a basidiomycet (Wosten, 2001). Prvni objevend morfogenetickd molekula ovliviiujici
formovani vzdusného mycélia u S. coelicolor je peptid SapB (z anglického spore associated
protein (Guijarro et al., 1988). Tato molekula je produkovana a sekretovana pouze béhem
kultivace na bohatych médiich (napf. R2YE médium) a zda se byt dulezita pro morfogenezi
za téchto podminek (Capstick et al., 2007). Nejpresved¢iveéjsim dikazem pro toto tvrzeni je
pozorovani, Ze aplikace purifikovaného SapB peptidu na mutantni kmeny bld zptisobila
obnoveni jejich schopnosti tvofit vzdusné mycélium (Willey et al., 1991). V souladu s timto
pozorovanim bylo dale zjisténo, ze biosyntéza peptidu SapB je zavisla na genech bld a je
omezend pouze na vyvojova stadia diferenciace odpovidajici vzduSnému mycéliu
asporulace (Willey et al., 1991). Navic tyto experimenty také ukézaly, Ze vzdusné
mycélium obnovené u bld mutanti vystavenych pusobeni SapB peptidu neni schopné
sporulace. Takové vzdusné mycélium se podoba spiSe kratce se vétvicim substratovym
hyfam, které opustily substrat a zacaly rust do vzduchu. Toto pozorovani koresponduje
s primérni Ulohou SapB jako povrchové aktivni latkou. Podobné jako u hydrofobint
(Wosten, 2001) polymeruje také SapB prostfednictvim hydrofobnich interakci na rozhrani
vzduch-kolonie, kde redukuje povrchové napéti a umoziuje vzpiimeni vzdusného mycélia
ze substratu (Obr. 2-10b). Funk¢ni podobnost mezi SapB a hydrofobiny hub byla dale
demonstrovana schopnosti hydrofobinu SC3 ze Schizophyllum commune obnovovat
formovani vzdusného mycélia u mutantd bld S. coelicolor (Tillotson et al., 1998), a to i pies
to, Ze SapB a SC3 nesdileji Zadné spole¢né strukturni vlastnosti, ale maji spole¢nou
vlastnost fungovat jako biosurfaktanty. Navic proteiny SapB i SC3 jsou schopny obnovovat
kompletni diferenciaci u mutanti ramS (Kodani et al., 2005; Willey et al., 1993). Kromé¢
SapB S. coelicolor byl u S. tendae izolovan dalsi peptid SapT podobny lantibiotikiim
(viz dale), ktery také zptsobuje obnoveni kompletni morfogeneze u mutantta ramS (Kodani

et al., 2005). U mutantt bld vSak vSechny tfi zminéné peptidy nejsou schopny navodit
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kompletni diferenciaci a zpusobuji pouze vzptimeni vzdu$ného mycélia s aberantni
morfologii bez nasledné sporulace (Kodani et al., 2005; Tillotson et al., 1998). Povrchové
aktivni latky z Bacillus subtilis (surfaktin a fengicin) a z Pseudomonas aeruginosa
(viskosin) nemély Zadny efekt na diferenciaci mutanti bld (Richter et al., 1998).

Kodani a spol. (2004) zjistili, Ze SapB je molekula podobna lantibiotikiim (skupina
ribozomaln¢ syntetizovanych antibiotik u grampozitivnich bakterii obsahujicich
modifikované cysteinové zbytky spojené lanthioninovymi mustky). Jedna se o peptid
slozeny z 42 aminokyselin, ktery je produktem genu rams, soucasti genového shluku ram.
Genovy shluk ram (z angl. rapid aerial mycelium formation gene cluster) je u S. coelicolor
ortologem ke genovému shluku amf u S. griseus a je vysoce konzervovany u mnoha
streptomycet. Nadprodukce genu amf u S. griseus zptsobuje obnoveni tvorby vzdusného
mycélia u A-faktor deficientnich mutantnich kment (Ueda et al.,, 1993). Podobné
u S. coelicolor vétsi pocet kopii gentt ram zpusobuje rychlou tvorbu vzdusného mycélia (Ma
a Kendall, 1994). Genovy shluk ram (amf) se sklada ze ¢ty gent tvorici operon — ramCSAB
(amfTSAB) (Keijser et al., 2002; Nguyen et al., 2002) a monocistronického genu ramR
(amfR), ktery se naché&zi na komplementarnim vldknu DNA (viz kap. 2.2.4.2). Pfeména
inaktivniho prepeptidu RamS na SapB je charakteristicka rozsdhlymi posttranslaénimi
modifikacemi, béhem kterych dochéazi k tvorbé lanthioninového mustku. Peptid je poté
exportovan z bunky. Specifickou peptidazou je odstépena vedouci sekvence a tim je zraly
SapB peptid uvolnén do média. Peptid SapB vykazuje amfifilni charakter, ktery je
podminkou toho, aby mohl slouZit jako povrchové aktivni latka. Na rozdil od lantibiotik se
zda, Ze SapB nevykazuje Zadnou antimikrobialni aktivitu (Kodani et al., 2004). Mutace
V genu ramS zpisobuje vyrazné zpozdéni tvorby vzdusného mycélia na komplexnim médiu
(Nguyen et al., 2002). Diky genetickym studiim a analyzam zaloZzenym na sekvencni
homologii proteinit byla pfedpovézena funkce 1 dalSich clentt operonu ramCSAB.
Ptredpoklada se, ze proteiny RamA a RamB, které koduji podjednotky ABC transportert,
zajistuji export SapB. Podle sekvenéi podobnosti mezi C-termindlni doménou
a dehydratazami typu LanM (LanM-type dehydratases), CinM a MrsM, lze ptedpokladat, Ze
RamC je enzym zodpovédny za modifikaci produktu genu ram$S (Kodani et al., 2004). Tyto
dehydratazy CinM a MrsM jsou potfebné pro syntézu lantibiotik, mersacidinu
a cinnemycinu (Altena et al., 2000; Widdick et al., 2003). Mén¢ jasna je ovSem role
N-terminalni domény proteinu RamC, ktera obsahuje sekvenéni motivy piibuzné s motivy
nalezenymi u Ser/Thr kindz a také doménu potiebnou pro homodimerizaci a asociaci

s plazmatickou membranou (Hudson et al., 2002; Hudson a Nodwell, 2004). Dilezitost
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genu ramC v diferenciaci byla potvrzena genetickymi studiemi. Ve skute¢nosti dochazi
u mutanta ramC podobné jako u mutanti bld k blokovani tvorby vzdusného mycélia, ale
produkce antibiotik ovlivnéna neni (Hudson et al., 2002; Nguyen et al., 2002; O'Connor
etal., 2002). Klicovou ulohu v regulaci shluku ram ovSem hraje gen ramR. Jednd se
0 transkripéni regulator dvouslozkového systému, ktery piimo aktivuje expresi operonu

ramCSAB a jeho funkce byla podrobné&ji popsana v kap. 2.2.4.2.

a
O *..\ ‘--..._‘. Kratke chapliny
.‘ ‘\‘ “‘
L@ —@mn—
"
s Peptidoglykan
D)
! SecYEG ~ Sortaza Cytoplazmaticka membrana
QK Diouhé chapliny
b
© SapB
o Chapliny
o Rodliny

Obr. 2-10: Model uplatnéni SapB a chaplini v morfogenezi. a) Dlouhé chapliny (ChpA-C) jsou
exportovany prostiednictvim sekrecniho systému Sec a kovalentné se vdZou na bunécnou sténu vzdusnych hyf
pomoci sortazy. Centralni domény dlouhych chaplinii prochazi peptidoglykanem bunééné stény a N-terminalni
doména nese signalni peptid pro Sec sekrecni systém. Kratké chapliny (ChpD-H) jsou rovnéz exportovany
sekre¢nim systémem Sec a polymerizaci s dlouhymi chapliny vytvareji rozsahla hydrofobni chaplinova vlakna
na povrchu bunék. b) SapB sekretovany b&hem ristu substratového mycélia obaluje vznikajici vzdusné hyfy
aaké se hromadi na rozhrani vzduch-voda za uéelem usnadnéni vzptimeni vzdu$nych hyf do atmosféry.
Sekretované chapliny a rodliny polymerizuji, ¢imz vytvateji hydrofobni obal kolem vzdusnych hyf, a podileji
se na usnadnéni uvolnéni vzdusnych hyf do vzduchu (Fl&rdh a Buttner, 2009).
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2.2.5.2 Rodliny

Postradatelnost SapB pro formovani vzdu$ného mycélia na minimalnim médiu jasné
ukazala, Zze u S. coelicolor musi existovat alternativni draha pro tvorbu vzduSnych hyf
(Willey et al., 1993). Toto pozorovani vedlo k nasledné izolaci tzv. rodlina (Claessen et al.,
2002). Rodliny jsou kddovany homolognimi geny, rdIA a rdIB, které jsou podobné jako
hydrofobiny u hub potiebné pro vytvoreni charakteristické vrstvy s ty¢inkovitym designem
(tzv. rodlet layer). Interakci rodlinti s vlakny polymerizovanych chaplini (obr. 2-10b)
vznika vrstva tvofena mozaikou z 8-10 nm Sirokymi paralelné uspofadanymi tyCinkami,
které se nachazeji na povrchu vzduSného mycélia a spor. Toto hydrofobni pouzdro
s ty¢inkovym designem udéava povrchu spor u S. coelicolor vzhled pfipominajici proutény
koSik (Claessen et al., 2002; Claessen et al., 2004; Wildermuth et al., 1971). Tato
proteinova vrstva chybi u spor S. avermitilis, cozZ je ale také v souladu s nepfitomnosti gent
rdl v genomu této bakterie. Dikazem postradatelnosti rodlini pro sporulaci je absence
fenotypového projevu u kment s deletovanymi geny rdl (Claessen et al., 2002).

Rodliny jsou nezbytné pro adhezi k hydrofobnim povrchtim, ale nikoliv pro
vzpiimovani vzdu$ného mycélia z kultivaéniho média do vzduchu (Claessen et al., 2002;

Claessen et al., 2004).

2.2.5.3 Chapliny

Skupina proteinit zodpovédnych za tvorbu vzdusného mycélia na nékolika riznych
kultivaénich médiich (napf. R2YE, MS a modifikovany NMMP agar) byla nazvana chapliny
(tzv. ,,coelicolor hydrophobic aerial proteins*) (Claessen et al., 2003; Claessen et al., 2004;
Elliot et al., 2003). Jedna se o skupinu osmi amfipatickych bilkovin, které obsahuji vysoce
konzervované hydrofobni domény o velikosti 50 aminokyselin nazvané chaplinové domény.
Chapliny se déli do dvou skupin: dlouhé chapliny se dvéma chaplinovymi doménami
(ChpA, B, C) a kratké chapliny s jednou chaplinovou doménou (ChpD, E, F, G, H). Dlouhé
chapliny nesou na N-terminalnim konci signal peptid pro Sec sekre¢ni systém, ktery
zajist'uje jejich export z bunky. Jejich C-terminalni ¢ast obsahuje rozpoznavaci misto pro
enzym sortazu zajiSt'ujici inkorporaci proteini do peptidoglykanu bunééné stény (Elliot
etal., 2003). Dlouhé chapliny jsou tedy prostfednictvim sortazy kovalentné navazany na
bunécnou sténu a vytvareji na povrchu hyt jakési leSeni, které pravdépodobné usnadiiuje

navazani kratkych chaplinii (ve své sekvenci neobsahuji kotvici doménu pro vazbu na

37



2. Literdrni prehled

bunéénou sténu) na bunéény povrch nové vznikajicich vzdudnych hyf, ¢imz dohromady
tvoii povrchové aktivni film amyloidniho charakteru (Claessen et al., 2003), ktery
usnadiiuje prolomeni interfaze vzduch-voda a uvolnéni vzdusnych hyf ze substratu
(obr. 2-10a). Mutantni kmen ve v3ech genech chp nebyl schopen tvofit vzdusné hyfy na
minimalnim médiu a na bohatém médiu vykazoval vyrazny defekt v tvorbé vzdusného
mycélia (Capstick et al., 2007; Claessen et al., 2004). Kmeny neschopné produkovat SapB
a chapliny vykazovaly fenotyp bld za vSech ristovych podminek (Capstick et al., 2007), coz
je v souladu s jejich predpokladanou funkci biosurfaktanti. Mutantni kmen nesouci pouze
tii funkéni chp geny chpC, E a H, tedy pouze ty, které jsou konzervované ve vsech
sekvenovanych genomech streptomycet a které jsou vice ¢i méné exprimovany
konstitutivné, vykazoval téméf shodnou morfologii vyvoje vzdusného mycélia s divokym
typem, coZz je vsouladu s nasledujicim modelem (Chater et al., 2010). ChpC se vaze
prostiednictvim sekvence rozpozndvané sortdzou na bunécnou sténu a tim umoZziuje
navazani polymerujiciho ChpH na povrch buiiky, zatimco esencialni ChpE hraje podptrnou
ulohu v polymerizaci ChpH (Di Berardo et al., 2008).

Krom¢ jejich funkce ve formovani vzdusného mycélia jsou chapliny spolecné
s rodliny zodpovédné za tvorbu tzv. ,rodlet” ultrastruktury, typické vrstvy s ty¢inkovitym
designem na povrchu vzdusného mycélia a spor (Claessen et al., 2004; Claessen et al.,
2006).

Vyznamnou roli v diferenciaci vzduSného mycélia ve spojeni s chapliny a rodliny
hraje celuloza (obr. 2-11). Nedavno bylo zjisténo, ze B-glukany (napft. celuldza a chitin)
ataké enzym pro syntézu celulézy CslA (z angl. cellulose synthase-like protein) se
piednostné vyskytuji ve vrcholcich hyf, tedy na mistech, kde probihd rist bunétné stény
(Xu et al., 2008a). Delece genu cslA zptsobuje fenotyp bld a ztratu B-glukant z vrcholki
hyf. K obnoveni fenotypu dochazi ¢astetné po pridani extraktu chaplini a rodlini. Toto
pozorovani vedlo k domnénce, ze B-glukany syntetizované enzymem CslA funguji jako
jakysi druh bandaze obalujici vrcholky vldken a zpusobujici stabilizaci materidlu
vznikajiciho hydrofobniho pouzdra, jako jsou chapliny a rodliny, které jsou uvoliiovany
béhem ristu vzdusného mycélia (Xu et al., 2008a)

Chapliny také hraji dalezitou ulohu ve schopnosti adheze S. coelicolor k podkladu.
Ptilnavost k povrchu je zprostiedkovana pomoci extracelularnich fimbrii, které se vytvareji
z malych hrbolki lokalizovanych podél lateralni stény hyf a jsou pievazné sloZene
z amyloidnich vlaken tvofenych z chaplind (de Jong et al., 2009b). Schopnost adheze

K povrchu a tvorba fimbrii je u kmend s nefunkénimi geny chp (chpA-H) zcela potlacena.
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Misto toho se u téchto mutantnich kment objevuji velmi tenka vldkna vycCnivajici
ze stejnych hrbolki na bunécné sténé, ktera jsou citliva k celulaze. Plsobeni celuldzy
u divokého typu také zplsobuje uvolnéni fimbrii z bunééného povrchu, ¢imz se zrusi
schopnost pfilnavosti k povrchu. Snizend schopnost pfilnavosti u kment s nefunkénim
genem pro CslA také naznacuje ulohu celuldézy v tomto procesu a potvrzuje domnénku, ze
zakladem fimbrii je celul6za slouzici jako kotva pro uchyceni k bunééné stén¢ a jako leSeni,
na kterém se nasledné vytvareji amyloidni vlakna slozena z chaplind (obr. 2-11) (de Jong

et al., 2009Db).
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2.2.6 Bilé mutanty a sporulace

Mutantni kmeny schopné tvorby vzdusného mycélia, ale neschopné standardni
sporulace, se nazyvaji mutanty whi (z angl. white — bily). U vlaken tedy nedochazi
k diferenciaci spor a to je dtvod, pro¢ i po delsi dobé kultivace zustavaji bile zbarvena

a postradaji Sedy pigment typicky pro spory.
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Podle toho, zdali je ¢i neni pfislusny mutant whi schopen tvorby sporula¢nich sept,
se whi geny déli na dvé skupiny: ¢asné whi geny (whiA, B, G, H, I, J, L, M, O a ssgB)
a pozdni whi geny (whiD, E, sigF, ssgA a ssgR) (Chater, 1972; Ryding et al., 1999). Vétsina

casnych sporula¢nich gentl je vyzadovana pro expresi pozdnich genil, a to prostfednictvim

WhiG WhiG

minimalné dvou samostatnych ¢asnych regulacnich drah (o zavisla a o nezavisla
regulaéni draha) smétujicich k aktivaci pozdnich sporula¢nich genti (Chater, 2001).

Podobné jako u gend bld byla také pro ¢asné whi geny stanovena hierarchie: whiG,
whiJ > whiA,whiB > whiH > whil (Chater, 1993) (obr. 2-12). Tyto geny jsou potiebné pro
navozeni Casné faze sporulace: typického rustu vzduSnych hyf a tvorbu jednojadernych
presporovych kompartmenttl. Casné geny whi navic aktivuji transkripci pozdnich whi gent,
které zodpovidaji za tvorbu buné¢né stény spor a zrani spor (Chater, 1998).

Zésadnim genem pro iniciaci sporulace u S. coelicolor je gen whiG (Chater, 2001;
Flardh et al., 1999). Jedna se o alternativni o faktor podobny o faktorim, které u mnoha
bakterii tidi pfepis nékterych genti zodpovédnych za motilitu a chemotaxi (Chater et al.,
1989; Tan et al., 1998). whiG mutanty se projevuji charakteristickymi rovnymi vzduSnymi
vldkny bez spirdlovitého staCeni, ktera maji normdaln¢ piehradkovana septa podobna
substratovym hyfam a ziidka se vétvi. Nadprodukce whiG zpusobuje piedc¢asnou ektopickou
sporulaci substratového mycélia (Flardh et al., 1999). Hladina mRNA genu whiG je
Vv pribéhu zivotniho cyklu vice ¢i méné konstantni, a proto se predpokladalo, ze aktivita
"™ je pravddpodobné fizena neznamym anti-c faktorem (Kelemen et al., 1996). Proto
zjisténi, ze piepis genu whiG je reprimovan genem bldD, bylo piekvapivé. U mutanta bldD
je exprese genu whiG v ¢asnych fazich rastu zvySena, coz koresponduje s represni funkci
BIdD vuci whiG béhem rustu substratového mycélia. Na zacatku sporulace ov§em dochazi
u mutanta bldD k razantnimu sniZeni exprese genu whiG aZ na nedetekovatelnou hladinu.
(Elliot et al., 2001). " jako soucast kompletni RNA polymerdzy aktivuje transkripci
dalsich dvou ¢asnych sporula¢nich genti — whiH (Ryding et al., 1998) a whil (Ainsa et al.,
1999).

Oba geny jsou autoregulatory; exprese jejich mRNA v mutantich kmenech whiH ¢i
whil se vyrazné zvySuje. Hladina mRNA u obou gent v divokém typu se zvySuje v dobg,
kdy dochazi k tvorbé sporulacnich sept, coz znamend, Ze by néjaky dosud neznamy signdl
mohl zpusobit zruSeni autoreprese. WhiH a Whil jsou fazeny do dvou odlisnych rodin
transkrip¢nich regulatorti (Ainsa et al., 2000; Ryding et al., 1998). WhiH je fazen do rodiny
transkripénich reguldtortt typu GntR. Mnoho téchto transkripénich faktorti reaguje na

metabolické meziprodukty charakteru karboxylovych kyselin (Ryding et al., 1998). Protein
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WhiH by tak mohl ménit svou regulacni aktivitu podle ménici se koncentrace néjakého
metabolitu ve vzdusném mycéliu a zprostfedkovavat tak koordinaci ¢asnych a pozdnich fazi
sporulace (Flardh et al., 1999). Zda se, ze WhiH indukuje silné¢ vyvojové kontrolovany
promotor ftsZp2 genu ftsZ (viz dale) zpusobujici tvorbu sporula¢nich sept (Flardh et al.,
2000). Mutace v genu whiH se projevuje redukci sporového pigmentu a vznikem z velké
¢asti nediferencovanych vzdusnych vlaken s ojedin€lymi sporula¢nimi septy a nepravidelné
rozdélovanym nukleoidem (Fl&ardh et al., 1999; Schwedock et al., 1997).

Protein Whil se skladd ze dvou domén — z fosforyla¢ni domény transkripéniho
regulatoru dvouslozkového systéemu na N-terminalni konci a z potencialni helix-turn-helix
DNA-vazebné domeny na C-termindlnim konci bilkoviny. Whil se tedy podobéa
transkripénim regulatorim dvouslozkoveho systému, ovSem s tim rozdilem, Ze jim chybi
nékteré konzervované aminokyselinové zbytky typické pro fosforylaéni kapsu. Je tak
nepravdépodobné, ze by regulator Whil byl fosforylovdn senzorovou histidinovou
proteinkinazou. Pfedpoklada se, ze spiSe nez histidinovou proteinkinazou, je fosforylovan
fosforylovanymi intermediaty metabolizmu (Tian et al., 2007; Chater a Chandra, 2006). Zda
se tedy, ze kromé Ulohy casného sporula¢niho regulatoru hraje také dtlezitou roli jako
pozdni sporulacni regulator, jelikoZz aminokyseliny odpovidajici konzervovanym
aminokyselinovym zbytkiim ve fosforyla¢ni kapse jsou dulezité pravé v pozdnich fazich
sporulace. Pomoci DNA microarray technologie bylo u mutanta whil identifikovano
nékolik gent pozdni sporulace jejichz exprese byla v porovnani sdivokym kmenem
vyznamné ovlivnéna (Tian et al., 2007). Mutace v genu whil se projevuje neschopnosti
tvorby sept a na rozdil od mutace v genu whiH nedochazi u mutanty whil ke kondenzaci
nukleoidu (Ainsa et al., 1999).

Na zéklad¢ téchto pozorovani byla vyslovena hypotéza, ze WhiH a Whil plivodné
funguji jako represory neznamych cilovych genti a Ze signaly generované béhem vzdus$ného
rustu zpuasobuji jejich konformacni zménu, ve které ztraceji autorepresorovou funkci
a stdvaji se aktivatory genil ucastnicich se formovéni septa pii sporulaci. Tento model je
v souladu s pozorovanim, ze k expresi pozdnich sporula¢nich gent ftsZ a sigF nedochazi
u mutanta whiH a whil (Fl&rdh et al., 2000; Kelemen et al., 1996) (obr. 2-12).
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Obr. 2-12: Sporulaéni regulaéni kaskada u S. coelicolor. V substratovém mycéliu pfipravujicim se na
tvorbu vzdusného mycélia je pritomnost funk&niho proteinu BIdG nezbytna pro transkripci genu bldN.c=™
Fidi transkripci bldM, ktery kéduje transkripéni regulator dvouslozkového fosforylaéniho systému potiebny pro
tvorbu vzdu$ného mycélia. V rostoucich vzdusnych hyfach ¢"¥"® aktivuje transkripci genii whiH a whil. V této
fazi pasobi BldD, ktery se vaZze na promotory gent bldN a whiG a tim reprimuje jejich expresi v rostoucim
substratovém mycéliu. Signaly uvoliyjici tuto represi ve vzdudnych hyfach nejsou dosud znamé. Vzdusné
hyfy také obsahuji proteiny WhiA a WhiB, které vnimaji zpomaleni vzdusného riistu, coz zptsobuje jejich
pfeménu na modifikované formy WhiA* a WhiB*, které zpisobuji zastaveni ristu. Pfedpoklada se, Ze
zastaveni riistu vyvola vznik signalu navozujici u WhiH a Whil alternativni konformaci (WhiH* a Whil*),
diky které ztraceji autorepresni aktivitu a stavaji se aktivatory sporula¢nich procesu tykajicich se tvorby sept.
Nasleduje spousténi procest spojenych s maturaci spor a tvorbou pigmentu zajisténych pozdnimi sporulaénimi
regulatory jako je WhiD a SigF. Regula¢ni kroky jsou znazornény silnymi ¢arami (plnymi — fadné prokazano;
carkovanymi — prokazdno s omezenim) a piedpokladané kontrolni mista tenkymi Carkovanymi Carami
(pfevzato z Chater, 2001).

Dalsi dva ¢asné regulacni geny whi potiebné pro spusténi sporulace jsou geny whiA
a whiB (Ainsa et al., 2000; Chater, 2001; Flardh et al., 1999). Kazdy z nich ma dva
promotory — slaby konstitutivni promotor umoznujici bazalni hladinu exprese a silny
promotor umoznujici transkripci na zacatku tvorby vzdusného mycélia. Mutanty whiA
a whiB maji neobvykle dlouha a spiralovité stocena vlakna, kterym zcela chybi sporulaéni
septa (Flardh et al., 1999). Predpoklada se, ze proteiny WhiA a WhiB jsou vyzadovany pro

zastaveni rastu vzdu$nych hyf a je pfitom mozné, ze formovani pfepazek miZe probihat
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pouze v nerostoucich hyfach. Proteiny WhiA a B jsou tedy vyZadovany pro zdarné
formovani ptepazek pii sporulaci, kondenzaci nukleoidu, syntézu spérového pigmentu a pro
transkripci genu sigF (viz dale) (Kelemen et al., 1996). Vyvojové kontrolovana exprese
gent whiA a whiB se zda byt nezavisla na ¢""'® (Ainsa et al., 2000; Soliveri et al., 1992).

Predpokladany molekularni mechanizmus, diky kterému WhiB reguluje expresi
cilovych genti poskytla biochemicka charakterizace pozdniho sporula¢niho proteinu WhiD
(homolog proteinu WhiB) (Jakimowicz et al., 2005). Proteiny WhiB i WhiD jsou fazeny do
skupiny malych potenciélnich transkripénich faktort Wbl (WhiB-like), které se vyskytuji
pouze u actinomycet (Molle et al., 2000; Soliveri et al., 2000). Ptestoze role proteinii Wbl je
pon¢kud kontroverzni (den Hengst a Buttner, 2008), podle nedavnych biochemickych
experimentt Se zda, ze funguji skuteéné jako transkripéni faktory (Guo et al., 2009; Singh
etal.,, 2009; Steyn et al., 2002). Tyto proteiny obsahuji Ctyfi esencialni konzervovane
cysteinové zbytky, které vaZzou jako kofaktor komplex [4Fe-4S], ktery odpovida na redoxni
zmény v extracelularnim prostiedi (Jakimowicz et al., 2005). Takové zmény mohou ménit
konformaci proteinti a tim aktivitu téchto proteinti. Lze piedpokladat, ze zpomaleni ristu
muze zpusobit endogenni oxidativni stres ve vzdusnych hyfach, ktery miZze byt vniméan
proteinem WhiB, coz miize vést ke zménam v expresi gent regulovanych proteinem WhiB
a tim zastaveni rastu vzdusného mycélia (Chater, 2001).

V souladu s uvazovanou funkci proteinhi Wbl jako transkripcnich faktort
zpusobovaly mutace v riznych genech wbl u streptomycet i mykobakterii rizné fenotypové
projevy. Na rozdil od whiB tvoii mutant whiD normalni vzdusné mycélium, ovSem se
snizenou schopnosti sporulace. Je schopen tvofit sporulacni septa, ale vzniklé spory se od
spor divokeho typu lisi v citlivosti k vyssim teplotam, v nachylnosti k lyzi, v nepravidelné
velikosti spor a v tloust'ce bunééné stény. Navic uvnitt spor se v blizkosti jejich pola nékdy
nachdzeji jesté¢ dalsi nedokonald sporulacni septa, ktera oddé€luji ve spérach nepravidelné
minikompartmenty postradajici chromozomalni DNA (Molle et al., 2000).

Zda se, Zze gen whiJ kodujici potencialni DNA-vazebny protein pisobi jako represor
sporula¢nich gent, jehoZ funkce je regulovana vazbou proteinu SCO4542. Model plisobeni
WhiJ represoru je nasledujici (Ainsa et al., 2010). Whil je represor dosud neznamych genti
potifebnych pro rast vzdudnych hyf a produkci antibiotik. Produkt sousedniho genu
SCO04542 leziciho ve sméru transkripce genu whiJ interaguje s proteinem WhiJ a brani tak
vazb¢ WhiJ na cilovou DNA. Neznamy signal zptsobi uvolnéni WhiJ z proteinu SC04542,
¢imz dochézi k vazbé represoru Whil na cilovou DNA a represi genli uplatitujicich se pfi

ristu vzduSného mycélia a produkci antibiotik. Za laboratornich podminek se zd4 byt tento
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signal neptitomny, a proto je diferenciace na WhiJ nezavisla. Tento piedpoklad je v souladu
s pozorovanim, Ze kompletni delece genu whiJ neméla na fenotyp zadny vliv. Naopak
mutaci v genu SC0O4542 dochazi ke konstitutivni vazbé Whil k cilové DNA a tim k represi
diferenciace, coz se projevuje jako fenotyp bld. Fenotyp bld mutanta SCO4542 byl potlacen
zavedenim dalSi delece a to v genu whiJ. Za urcitych podminek (napf. rist na R2YE médiu)
je WhiJ modifikovan a tvoti WhiJ*, ktery nemutze reprimovat vzdusny rust, ale reprimuje
sporulaci. | vtomto stavu je funkce WhiJ* fizena interakci s proteinem SCO4542.
Nefunkénost nékterych testovanych mutantnich alel (C77 a C53) v genu whiJ, které
vykazuji spolecny fenotyp bilych kolonii, miize byt diisledkem neschopnosti téchto mutant
mimikujicich WhiJ* formu interagovat s proteinem SC0O4542 (Ainsa et al., 2010).

Jeden z genu potiebnych pro pozdni fazi sporulace je gen sigF (homolog sigB
B. subtilis) (obr. 2-12) kddujici alternativni o faktor RNA polymerazy (Potuckova et al.,
1995). Mutant sigF tvofi mensi deformované spory s tenkou bunécnou sténou, ktera jim
udéluje vétsi citlivost vici detergentlim. Spory jsou navic vice ¢i méné nepigmentované
a obsahuji nekondenzovanou DNA. Gen sigF neni piepisovan v whiA, B, G, H, | a J
mutantnich kmenech (Kelemen et al., 1996). Dosud nebyl uréen zadny cilovy gen
regulovany faktorem o, ale bylo zjisténo, Ze jeden z promotort WhiE (WhiEP2) je neaktivni
v mutantnim kmeni sigF (Kelemen a Buttner, 1998; Kelemen et al., 1998).

Tvorba sporulacnich sept a zrani spoér vyzaduje navic transkripci ndasledujicich
pozdnich genti: gent fts, ssg(ABCDEFG) a lokusu whiE.

Geny fts se ucastni buné¢ného déleni a u vétsiny bakterii jsou esencialni. Klicovym
proteinem je tzv. bakteridlni tubulin FtsZ (McCormick et al., 1994; Schwedock et al., 1997)
polymerujici v charakteristicky Z kruh, ktery urcuje misto déleni bunky. U streptomycet
neni ztrata ftsZ protinu letalni, ale mutantni kmen nemuze sporulovat. Jeden z promotora
genu ftsZ, ftsZ2p je vyvojoveé regulovan a ve sporulujicich vzdusnych hyfach dochazi k silné
transkripci genu ftsZ z tohoto promotoru. Toto zvySeni exprese je podminéno funkénosti
gend WhiA, B, G, H a |, coz je také divod, pro¢ mutace v téchto genech whi zpisobuje
neschopnost tvofit sporulaéni septa (Flardh et al., 2000).

Dalsim z genu fts, ktery kdduje membranovy protein a jehoZz mutace vede k defektni
tvorbé bunéénych prepazek a k nadprodukci aktinorodinu, je ftsQ (McCormick et al., 1994).
Na rozdil od mutace v genu ftsZ v3ak nedochazi k Gplnému bloku tvorby piepazek, jejich
pocet se pouze snizuje na desetinu (McCormick a Losick, 1996).

Maly cytoplazmaticky protein SsgA je zodpovédny za pozitivni kontrolu bunécného

déleni jak u S. coelicolor, tak u S. griseus, ale sam neni soucasti d€liciho aparatu. Gen SSgA
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je vyvojove regulovan a je vyzadovan pro tvorbu spor. Mutant ssgA je defektni ve sporulaci,
ale tvofi zfejm¢ normalni septa v substratovém mycéliu (Jiang a Kendrick, 2000; van Wezel
et al., 2000). U. S. griseus je soucasti regulonu AdpA (viz kap. 2.2.3.3), ale u S. coelicolor
je regulovan produktem genu ssgR, ktery lezi v tésném sousedstvi genu SSgA na
chromozomu (Traag et al., 2004). S. coelicolor ma celkem sedm genti podobnych ssgA
(ssgA,B,C,D,E,F,G), téz ozna¢ovanych jako SALP geny (z angl. SsgA-like proteins) (Flardh
a van Wezel, 2003). Gen ssgB rovnéz ovliviiuje sporulaci a jeho mutace zptsobuje defekt ve
tvorbé sporulacniho septa a projevuje se napadné velkymi bilymi koloniemi (Keijser et al.,
2003). Gen ssgC je zodpovédny za spravnou segregaci a kondenzaci DNA pfi sporulaci, gen
ssgD za syntézu bunééné stény spor, gen SSQE a ssgF za autolytické uvolnéni zralych spor
a gen ssgG za urceni lokalizace septa (Noens et al., 2005).

WhiE je lokus slozeny z osmi genl, z nichz vétSina koduje enzymy pro syntézu
polyketidii. Geny jsou uspofadany do dvou transkripénich jednotek piepisovanych
z promotoru P1 (geny I — VII) a P2 (gen VIII), které jsou vyvojové regulovany. Geny whikE
jsou prepisovany v pozdni fazi sporulace a zajiStuji syntézu Sedého sporového pigmentu
polyketidového charakteru, ktery se uklada ve sténach spor. Exprese lokusu whikE je nulova
u mutantt WhiA, B, G a J a snizena u mutanti whiH a | (Kelemen et al., 1998).

Gen samR obsahujici ve své sekvenci DNA-vazebny motiv helix-turn-helix se
rovnéz podili na regulaci sporulace. Vice kopii genu samR zplsobuje urychleni tvorby
vzduSneho mycélia u S. ansochromogenes a disrupéni mutant v tomto genu se vyznacuje
fenotypem bld a neni schopen tvofit vzdusné mycélium ani spory. Piekvapivé je, Ze mutace
v témét identickém genu u S. coelicolor zpisobila zcela odlisny fenotyp. Mutant byl
schopny diferenciace vzdusného mycélia, ale misto tvorby Sedych spor zistal zbarven bile
a bez schopnosti sporulace (Tan et al., 2002).

Podobné jako samR, crgA ovlivituje diferenciaci odliSnym zplisobem u rtznych
druht streptomycet. Gen crgA koduje maly protein vazany na membranu, ktery inhibuje
predCasnou tvorbu sporula¢nich ptepazek u S. coelicolor. U mutanty crgA dochazi
k pfedcasné tvorbé vzdusného mycélia a sporulaci a také k pred¢aasné produkci Act. Na
druhou stranu ma mutant crgA u S. avermitilis bilé, spiralovité stocené a ¢asto nesporulujici
vzdusné mycelium. Vice kopii genu crgA zpisobuje v obou piipadech bilé zbarveni kolonii,
ve kterych ve vzdu$ném mycéliu nedochazi k tvorbé sporulac¢nich sept (Del Sol et al.,
2003).
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Priprava sporovych suspenzi

Sporové suspenze byly ptipraveny podle laboratorniho manudlu Practical
Streptomyces Genetics (Kieser et al., 2000) a uchovavany dlouhodobé ve 20 % glycerolu
v -80 °C a nebo kratkodobé v 10 mM MOPS; 100 mM NaCl pufru, pH 7,2 ve 4 °C
(Petrickova et al., 2006).

3.2 Analyza in silico

Pro analyzu sekvenci byly pouzivany programy Lasergene (Dnastar). Mapy
klonovacich vektort byly sestrojeny pomoci programii Lasergene (Dnastar) a pDRAW32

verze 1.0 (www.acaclone.com).

Informace o genomové sekvenci S. coelicolor byly ziskany z internetovych stranek

StrepDB — The Streptomyces Annotation Server (http://strepdb.streptomyces.org.uk).

Konzervované proteinové domény byly vyhledany pomoci databdze Pfam verze 25.0
(http://pfam.sanger.ac.uk/), Smart (http://smart.embl-heidelberg.de/) a  Scanprosite

(http://expasy.org/tools/scanprosite/).

3.3 Bakterialni kmeny

Seznam kmenu Escherichia coli pouZitych pro klonovani:
e E. coli XL1-Blue pro klonovani (Stratagene): F::Tn10 proA™B* lacl? A(lacZ)
M15/recAl endAl gyrA96 (Nal") thi hsdR17 (ri’ my”) supE44 relAl lac
e E. coli GM2929 (Berlyn, 1998) pro pfipravu nemetylované DNA potiebné pro
transformaci do streptomycet: F ara-14 leuB6 thi-1 fhuA31 lacYl tsx-78 galK2
galT22 supE44 hisG4 rpsL136 (Str") xyl-5 mtl-1 dam13::Tn9 (Cam') dcm-6 mcrB1
hsdR2 (r’ mi") mcrA recF143
Seznam kmenu Escherichia coli pouZitych pro expresi:
e E. coli K12 TB1 pro klonovani a expresi z pMAL systému (New England Biolabs):
F ara A(lac-proAB) [@80dlac A(lacZ)M15] rpsL(Str®) thi hsdR
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e E. coli CAG629 pro klonovani a expresi z pMAL systému (New England Biolabs):
F’lacZ(am) pho(am) lon supC(ts) trp(am) rpsL rpoH(am)165 zhg::Tn10 mal(am)
Seznam kmenii streptomycet pouzitych pro klonovani ¢i fyziologické pokusy:
e Streptomyces coelicolor M145 (Kieser et al., 2000) pro fyziologické experimenty:
bezplazmidovéa forma divokého kmene A3(2) (SCP1°, SCP2); prototrof
e Streptomyces lividans TK24 (Kieser et al., 2000) pro klonovani do vektoru plJ486
a plJ622: bezplazmidova forma divokého kmene S. lividans 66 (SLP2", SLP3), str-6

(rezistence k streptomycinu)

3.4 Vektory

Pro klonovani v E. coli byly pouzity komeréné¢ dostupné vektory pGEM-7Zf+
(Promega), pTZ18R (United States Biochemicals), pBluescript 11 SK™ (Fermentas). Pro
expresi genti wdpB a wdpC v E. coli byl pouZit expresni vektor pMAL-c2g™ (New England
Biolabs).

Pro disrupci genu u streptomycet byl pouZit vektor s teplotné senzitivni replikaci
pGM160 (Muth et al., 1989). Vysokokopiové vektory plJ486 (Ward et al., 1986) a plJ622
(Petricek et al., 2006) byly pouzity pro klonovani a konstrukci kmeni s vys$§im poctem
kopii gent wdpB, resp. wdpC na chromozom S. coelicolor. Jako zdroj genu aac(3)IV
kodujici apramycin acetyltransferazu, ktery je zodpovédny za rezistenci vici apramycinu,

byl plazmid pAPR3 (Petricek et al., 2006).

3.5 Kultivacni pudy

Slozky vSech uvedenych kultivacnich pid jsou udavany na 1 1 média. Do
selektivnich pud byla ptidavana antibiotika (u pevnych pid po zchladnuti pod 50 °C) ve
finalni koncentraci: ampicilin 100 ug/ml, tetracyklin 10 pg/ml pro kultivaci E. coli
a thiostrepton (BioChemica) 30 pg/ml, apramycin (Sigma) 25 upg/ml pro Kultivaci
streptomycet. PouZité chemikalie byly zisk&ny od firem Oxoid (trypton, yeast extract, malt
extract, pepton, agar), Difco (casaminoacids), Sigma (TES pufr, (NH)sM07024.4H,0),

Biosera (L-prolin, glicin ) a Lach-ner (vSe ostatni).
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3.5.1 SloZeni zivnych pad pro kultivaci E. coli

LB médium (Luria-Bertani médium): trypton 10 g; yeast extract 5 g; NaCl 10 g; pH
7,5.

LB agar: trypton 10 g; yeast extract 5 g; NaCl 10 g; bakteriologicky agar; pH 7,5.

SOB médium — trypton 20 g; yeast extrakt 5 g; NaCl 0,58 g; KCI 0,186 g; po sterilizaci
ptidano: 1 M MgCl, 10 ml; 1 M MgSQO,4 10 ml.

3.5.2 SloZeni Zivnych pitid pro Kkultivaci streptomycet

SFM (Mannitol soya flour medium, MS; Hobbs et al, 1989): manitol 20 g; séjova
mouka 20 g; bakteriologicky agar 20 g; doplnit vodu z kohoutku.

R2YE (Thompson et al., 1980): sachar6za 103 g; K,SO, 0,25 g; MgCl,.6H,0 10,12 g;
glukoza 10 g; casaminoacids 0,1 g a doplnit vodou do 800 ml. Rozdélit po 80 ml do
250 ml Erlenmayerovych banék, do kazdé baiky ptidat 2,2 g bakteriologického agaru
a vyklavovat. Pfed pouzitim piidat do kazdé banky tyto sterilni roztoky: KH,PO,
(0,5%) 1 ml; CaCl,.H,O (3,68 %) 8 ml; L-prolin (20 %) 1,5 ml; TES pufr (5,73 %,
pH 7,2) 10 ml; roztok stopovych prvka 0,2 ml; NaOH (1N) 0,5 ml; yeast extract (10 %)
5ml.

SloZeni roztoku stopovych prvki: ZnCl, 40 mg; FeCl;.6H,0 200 mg; CuCl,.2H,0 10
mg; MnCl,.4H,0 10 mg; Na,B;07.10H,0 10 mg; (NH4)sM070,4.4H,0 10 mg.
Modifikovany R3 (mR3) agar: gluk6za 10 g; yeast extract 5 g; casaminoacids 100 mg;
L-prolin 5 g; MgCl,.6H,0 10 g; K;SO4 200 mg; KH,PO, 50 mg; TES pufr 5,6 g;
bakteriologicky agar 20 g; pH 7,2; po klavovani piidano 100 ml sterilniho 10 %
peptonu.

GYM (Hesketh a Ochi, 1997): glukdza 4 g; yeast extract 4 g; malt extract 10 g; pepton
1 g; NaCl 2 g; bakteriologicky agar 20 g; pH 7,2.

YEME (Yeast extract-malt extract medium; Kieser et al., 2000): yeast extract 3 g;
peptone 5 g; malt extract 3 g; glukoza 10 g; sachardza 340 g. Po klavovani ptidany 2 ml
2,5 M MgCl,.6H,0 a pro piipravu protoplasti jesté pfidano 25 ml 20 % glycinu.
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3.6 Manipulace s DNA

DNA manipulace v E. coli byla provadéna podle laboratorniho manualu Current
Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., 1995). Veskeré restrikéni endonukleazy,
ligazy a modifika¢ni enzymy (vétSinou od firmy New England Biolabs) byly pouzity podle

navodu doporuc¢eného vyrobcem.
3.6.1 lzolace plazmidové DNA z E. coli

Izolace plazmidové DNA alkalickou lyzi byla provedena podle Sambrooka et al.
(1989). 1,5 ml pres noc narostlé kultury s pfislusnym antibiotikem bylo stoceno a peleta
resuspendovana ve 100 ul roztoku I (25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 50 mM glukéza).
Bylo ptidano 200 ul roztoku 11 (0,2 M NaOH, 1 % SDS), 150 ul roztoku Il (3 M octan
draselny, pH 4,8) a vzorky byly inkubovany 5 min na ledu. Nésledovala centrifugace
10 min, 12000 g a peleta byla promyta 200 pl 70 % etanolu. Vzorky opét sto¢eny 5 min,
12000 g. Peleta ususena a rozpusténa ve 20 ul pufru TE s RNazou (40 ug/ml).

Kromeé izolace plazmidové DNA alkalickou lyzi byla za ucelem ziskani plazmidové

DNA vysoké &istoty pouzita komer&né dostupna sada QIAprep®Spin Miniprep kit (Qiagen).
3.6.2 lzolace chromozomalni DNA ze streptomycet

1,2 g vlhkého mycélia bylo resuspendovano v5 ml roztoku 50 mM Tris-HCI,
50 mM EDTA, pH 8,0 a k suspenzi bylo pfidano 0,5 ml lysozymu (10 mg/ml) v 25 mM
Tris-HCI pufru, pH 8,0. Vzorky byly inkubovany 45 min v ledu a poté byl pfidan 1 ml
roztoku K (0,5 % SDS, 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,4 M EDTA, 1 mg/ml proteinazy K).
Vzorky byly inkubovany 1 hod pti 50 °C s ob¢asnym Setrnym michanim. Poté bylo pfidano
6 ml smési fenol-chloroform (1 : 1), vzorky byly n¢kolikrat promichany pieklapénim
a inkubovany 10 min pfi laboratorni teploté. Vzorky byly stoceny 15 min, 1000 g pii 4 °C,
byla odebrana vodni faze ustfizenou S$pi¢kou a fenol-chloroformova extrakce byla
opakovéana. K vodni fazi byla pfidana 1/10 objemu nepufrovaného 3 M octanu sodného
a 2 objemy koncentrovaneho etanolu a vzorky byly ponechany 30 min na ledu. Vysrazena
chromozomalni DNA byla navinuta sklenénou ty¢inkou, suSena 5-10 min na stole a nakonec
rozpusténa v TE pufru (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0).
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3.6.3 Elektroforeticka separace DNA a izolace DNA fragmentu z agar6zoveho

gelu

Pro separaci DNA byla pouzita horizontalni elektroforéza a DNA byla délena
v 0,8-1,5 % TAE-agar6zovém gelu podle velikosti separovanych molekul DNA. Ke vzorku
byla pifidana 1/5 objemu vzorkového pufru (50 mM EDTA, 60 % glycerol, 0,05 %
bromfenolovd modi). Separace probihala pfi napéti 10 V/cm. Pro vizualizaci byla DNA
obarvena fluorescencni barvickou GelRed (Biotium) a prouzky separované DNA byly
detekovany na UV transiluminatoru InGenius LHR (Syngene) pii vinové délce 312 nm. Pro
odecteni pfiblizné velikosti testovanych molekul DNA byl pouzit DNA marker o Skale
75-20 000 pb (GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Plus od firmy Fermentas).

Pro izolaci DNA fragmentd z gelu byla pouzita komeréni souprava Gel Extraction
Kit od firmy Qiagen. Izolace probihala podle navodu doporuc¢eného vyrobcem.

TAE pufr: 40 mM Tris base; 20 mM kyselina octova; 2 mM EDTA, pH 8,5.

3.6.4 Piiprava kompetentnich bunék E. coli

Kompetentni bunky byly pfipraveny a transformace E. coli plazmidovou DNA byla
provedena podle (Inoue et al., 1990). 100 ml SOB média bylo inokulovano 400 ul pies noc
narostlé buné¢né kultury a bunky byly kultivovany pii 18-20 °C do ODggo = 0,6 pii teploté
37 °C. Kultura byla ochlazena 10 min na ledu, buriky sto¢eny 10 min, 2500 g pii 4 °C
a bunécna peleta resuspendovéana v 32 ml ledového TB pufru. Buiiky inkubovany 10 min na
ledu, sto¢eny 10 min, 2500 g pii 4 °C a buiky resuspendovany v 8 ml TB pufru. K buitkam
byl pfidan dimetylsulfoxid ve vysledné koncentraci 7 %. Nasledovala inkubace 10 min na
ledu a zmrazeni buné¢k v kapalném dusiku. Kompetentni buiiky byly uchovavany v -80 °C.

SloZzeni TB pufru: 10 mM PIPES; 15 mM CaCl,; 250 mM KCI; pH 6,7; po
sterilizaci filtraci bylo pfidano: MnCl; do vysledné koncentrace 55 mM.

3.6.5 Transformace kompetentnich bunék E. coli plazmidovou DNA

Pro transformaci bylo ke 100 ul kompetentnich bunék pfidano 10 pl legacni smési
avse bylo inkubovano 30 min na ledu. Vzorky byly vystaveny tepelnému Soku 90 s pii

42 °C, pak ochlazeny 90 s na ledu a po ptidani 400 pl LB média byly inkubovany 1 hod pfi
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37 °C. Bunky byly vysety na misky s LB agarem a pfisluSnym antibiotikem a inkubovany
pies noc pii 37 °C.

3.6.6 Transformace protoplastii streptomycet plazmidovou DNA

Do streptomycet byla plazmidovda DNA pfenesena metodou transformace
protoplastta (Kieser et al., 2000). Bunky z obdobi pfechodu do stacionarni faze rdstu
(zacatek produkce RED) kultivované v YEME médiu s glycinem pi#i 30 °C byly sklizeny
centrifugaci (1000 g, 10 min), peleta byla 2x promyta sterilni 10,3 % sachar6zou, sediment
byl resuspendovén ve 4 ml lysozymového roztoku (1 mg/ml lysozymu v P pufru) a vzorky
inkubovany 1 hod pii 30 °C. Bunky byly promichdny protazenim sklenénou pipetou (3x)
a inkubovany 15 min pii 30 °C. K buiitkam bylo ptfidano 5 ml P pufru, bufiky byly opét
promichény protazenim sklenénou pipetou (3x) a inkubovéany dalSich 15 min pii 30 °C.
V pribéhu inkubace byl vznik protoplastli monitorovan mikroskopicky. Protoplasty byly
sterilné prefiltrovany pfes vatu, stoceny 7 min, 1000 g a resuspendovany v 1 ml P pufru.
Protoplasty byly v 50 ul alikvotech uchovavany v -80 °C. Pro ptipravu protoplasti byly
pouzivany Spicky a pipety s ustfizenym koncem.

Pro transformaci protoplasti streptomycet bylo smichano 50 ul protoplastd s 5 pl
plazmidové DNA, promichano poklepem na mikrozkumavku a ptidano 200 pl T pufru.
Smés byla promichana pomoci pipetmana (3x) a ihned nanesena na misky R2YE. Misky
byly kultivovany pii 30 °C a po 18-20 hod kultivace byly ptelity 1 ml vody s pfislusSnym
antibiotikem a kultivovany dalsi cca 3 dny pii 30°C.

P pufr: na 80 ml roztoku: 10,3 g sychardzy; 0,025 g K,SO,,; 0,202 g MgCl,.6H,0;
0,2 ml roztoku stopovych prvka (viz kap. 3.5.2); vSe vyklavovano a ptidan sterilni 1 ml
0,5 % KH2POy4; 10 ml 3,68 % CaCl,.2H,0; 10 ml 5,73 % TES pufru, pH 7,2.

T pufr: 2,5 ml 10,3 % sachardzy; 7,5 ml dest. H,O; 0,2 ml roztoku stopovych prvku
(viz kap. 3.5.2) a 1 ml 2,5 % K,SOy; 9,3 ml tohoto roztoku bylo smichano s0,2 ml 5 M
CaCl,.2H,0 a 0,5 ml Tris-maleinového pufru (tj. 1M Tris upraveny Kys. maleinovou na
pH 8,0).
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3.6.7 PCR amplifikace a pouzité oligonukleotidy

Oligonukleotidy pouZité v této préci byly navrzeny programem Primer 3 verze 0.4.0.

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) a Primer select (Lasergene). Byly syntetizovany firmou

Metabion International AG. Jejich seznam je, kromé oligonukleotidi navrzenych pro
gRT-PCR uvedenych vtab. 3-3 a oligonukleotid pro analyzu koexprese uvedenych
v tab. 3-2, uveden v tabulce 3-1. Pro kazdy oligonukleotid je uveden nazev, sekvence, ucel
pouZiti a pfipadné umisténi navrzeného restrikéniho mista. Pro kontrolni PCR reakce byla
pouzivana Taq polymeraza (Taq PCR Core Kit od firmy Qiagen). Slozeni reakéni smési
a podminky amplifikace byly dodrzovany podle pokynt vyrobce. Pro klonovaci ucely, pfi
konstrukci expresnich plazmidi, byla pouzita LA DNA polymeraza (Top-Bio). SloZeni
reakéni smési a amplifikacni podminky byly dodrzovany podle pokynli vyrobce.

Bezchybnost amplifikace byla ovéfena sekvenaci.

Gen Oz.nacenl Sekvence primeru ve sméru 5°-3" Uéel poutziti
primeru

SC02244 FwdpC CGCCAAGGACAGCGGTGT syntéza DNA sondy pro ovéreni AwdpC
RwdpC ACCTCGCCTTCGCCGAA

SCO5953 FwdpB ATCACCTACAACATGTCCGA syntéza DNA sondy pro ovéreni AwdpB
RwdpB TCGCATTTGTCGCCGTTGAC

SC02244 F2wdpC GTATCGAGGAATCGGCCTAC PCR pro ovéreni AwdpC
R2wdpC GTGACGAACTTGTGGGTGAG

SCO5953 F2wdpB GGTGTCCTGAGCCTGTCCTA PCR pro ovéreni AwdpB
RwdpB TCGCATTTGTCGCCGTTGAC

SCO5953 B3N_F CGTAGAGCTCGGCGGCGGCGACGGCAGGCGG konstrukce expresniho plazmidu pMALWDBg

B3N_R GCCAGGGAAGTGGTGGTG

Tab. 3-1: Seznam pouzitych oligonukleotidi pro ovéfeni disrupénich konstruktii a pro Kkonstrukci
expresniho plazmidu. Podtrzena sekvence oznaduje restrikéni misto pro enzym Sacl.

3.6.8 Southerniiv prenos

Elektroforeticky 0,8 % agar6zovy gel srozdélenymi restrikéni fragmenty
chromozomalni DNA byl umistén na Hybond-N membranu (Amersham) na vakuovém
zafizeni VacuGene XL Vacuum Blotting Systém (GE Healthcare). Podtlakem byl gel
promyvan nejprve 2x 15 min denatura¢nim roztokem (1,5 M NaCl; 0,5 N NaOH) a pote 2x
10 min neutralizatnim roztokem (1 M Tris-HCI; 1,5 NaCl; pH 7,4). Samotny pienos
probihal 75 min v blokovacim roztoku 20x SSC (3 M NaCl; 0,3 M citrat sodny; pH 7,0). Po

pfenosu a oschnuti membrany byla DNA na mebran¢ fixovana 3—4 min pod UV zatfenim.
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3.6.9 Priprava sond a hybridizace

Metoda hybridizace restrikénich fragmenti chromozomaélni DNA s piisluSnou
DNA sondou byla pouzita k ovéfeni disrupénich mutantt AwdpB a AwdpC.

Digoxigeninem znac¢ené DNA sondy byly pfipraveny standardni PCR reakci s Taq
polymerazou a znacenym 10 mM DIG-dUTP (Roche), 190 uM dTTP, 200 uM dATP,
dGTP a dCTP (Promega). Oligonukleotidy pouzité pro pfipravu DNA sond navrzenych pro
ovéteni disrupCnich kmentt AwdpB a AwdpC jsou uvedeny v tab. 3-1. DNA sondy byly
precipitovany z roztoku a rozpustény v TE pufru.

Hybond-N membranu (Amersham) s navazanou DNA byla prehybridizovana
v 20 ml hybridiza¢niho roztoku 1 hod pti 68 °C. Samotné hybridizace probihala 16 hod pii
68 °C ve 20 ml hybridiza¢niho roztoku s denaturovanou (100 °C, 5 min) DNA sondou
znacenou digoxigeninem a poté nasledovalo promyvani: 2x 5 min v 2x SSC roztoku s 0,1 %
SDS pfi laboratorni teploté a 2x 15 min v 0,1x SSC roztoku s 0,1 % SDS pii 68 °C.
Membrana byla rychle omyta pufrem 1 50,3 % Tween 20, inkubovana 30 min v 100 ml
pufru 2. Poté byla inkubovana 30 min ve 20 ml pufru 2 s protilatkou (1 : 5000)
anti-digoxigeninem konjugovanou s alkalickou fosfatazu (Roche). Membrana byla
promyvana 2x 15 min ve 100 ml pufru 1, ekvilibrovana 2 min ve 20 ml pufru 3
a inkubovana ve tmé¢ v 10 ml Cerstvé pfipraveného roztoku barevného substratu, ktery je
katalytickym uc¢inkem alkalické fosfatdzy pfeménovan na modry nerozpustny precipitat.
Reakce byla zastavena oplachnutim membrany destilovanou vodou.

Pufr 1: 0,1 M kys. maleinové; 0,15 M NaCl; pH 7,5

Blokovaci zasobni roztok: blocking reagent (Roche) rozpustény v pufru 1 do finalni

koncentrace 10 %, promichén, zahtdn a kldvovan
Pufr 2: blokovaci zasobni roztok nafedény 1 : 10 v pufru 1
Pufr 3: 100 mM Tris-HCI; 100 mM NaCl; 50 mM MgCl,; pH 9,5
Roztok barevného substratu: 45 ul roztoku NBT (Sigma) a 35 ul X-fosfatu (Sigma)

v 10 ml pufru 3
Hybridiza¢ni roztok: 5x SSC; 1 % blocking reagent (Roche); 0,1 %
N-lauroylsarcosine (Sigma); 0,02 % SDS

53



3. Materidl a metody

3.7 Manipulace s RNA

Vsudypiitomné RNazy znacné komplikuji praci s RNA, a proto bylo nutné
dodrzovat néktera nezbytna a zvlastni opatieni pii manipulaci s RNA. Veskeré pouzité sklo
bylo sterilizovano 4 hod v troubé pii 180 °C a material z plastu pies noc pti 130 °C. Pro
praci s RNA byly pouzity RNse-free $picky s filtrem (Axygen) a RNse-free mikrozkumavky
(Axygen). Roztoky byly pfipravovany z 2x klavované deionizované H,O (sterilizace 2x
20 min pifi 120 °C). Pipetmany a pracovni plocha byly vzdy pied praci otfeny roztokem
RNaseZap® (Sigma).

3.7.1 lzolace celkové RNA ze streptomycet

Izolace RNA byla provedena podle Mikulika a spol. (2008). Vzorky uréené pro
izolaci RNA byly kultivovany na modifikovaném R3 agaru pii 30 °C. Skalpelem sklizené
mycelium zcca ' kultivainmisky bylo pfeneseno do mikrozkum avky uréené pro
mechanické rozbijeni bunék se sklenénymi kulickami o priméru 0,1 mm (Biospec) a 0,5 ml
ledovée RNA Blue (Top-Bio). Vzorky byly mechanicky dezintegrovany v homogenizatoru
Fast Prep (Qbiogene) celkem v péti cyklech. Kazdy cyklus trval 25 s pfi rychlosti 5,5 m/s
amezi jednotlivymi cykly byly vzorky chlazeny 2 min na ledu. K buiikam bylo piidano
25 ul 10 % N-lauroyl-sarcosinu (Sigma), vzorky byly protfepany a ponechany 5 min pfi
laboratorni teploté. Poté bylo pfidano 120 ul chloroformu, vzorky byly promichany
a stoeny 10 min, 12000 g pii 4 C °C. Po stoceni byla odebrana vodni faze a extrakce
vV RNA Blue a chloroformu byla opakovana. Vzorky byly opét stoceny, k vodni fazi byl
ptidan 0,1 objem 3M octanu sodného a 1 objem izopropanolu. Poté byly vzorky
promichédny, inkubovany 20 min na ledu a stoceny 10 min, 12000 g pfi 4 °C. Peleta byla
promyta v 800 pl 70 % etanolu a vzorky byly opét stoceny 5 min, 12000 g pti 4 °C. Peleta
byla suSena na vzduchu po dobu 5 min apoté rozpusténa ve 200 ul RNase-free H,O.
Vzorky byly uchovavany v -80 °C.

Zbytkova kontaminujici DNA byla odstranéna ze vzorkli ptisobenim DNazy I
(RNase-free Dnase Set od firmy Qiagen) dle instrukci v manuélu vyrobce. Na zavér byly
vzorky precistény pies kolonky zkomer¢ni soupravy RNeasy Mini Kit (Qiagen) dle

instrukci v manualu.
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Koncentrace izolované celkové RNA byla stanovena spektrofotometricky absorbanci
pii 260 nm a ¢istota vzorku byla zkontrolovana z naméfeného poméru absorbanci Azgo/Azso,
ktery nebyl u pouzitych vzorkl nizsi nez 1,8. Kvalita izolované RNA byla testovana pomoci
elektroforézy v 1,5 % TAE-agarézovém gelu a posuzovana podle integrity ribozomalnich
23S a 16S rRNA. Prouzky 23S a 16S rRNA na gelu by mély byt ostré a jejich pomér by mél
byt piiblizné 2:1.

3.7.2 Reverzni transkripce

Pro syntézu cDNA byla pouZita reverzni transkripdza Superscript 11 (Invitrogen).
5 ng totalni RNA bylo smich&no s 2 pg nahodnych primert (Invitrogen) a doplnéno vodou
do 8,8 ul. Smés byla inkubovana 10 min pti 70 °C a poté ochlazena 2 min na ledu. Nasledné
byly do reak¢éni smési pridany: 3 ul 5x First-strand buffer, 0,3 ul 25 mM dNTPs (Promega),
0,4 ul RNasin (Promega), 1,5 ul 0,1 M DTT a 1 ul Superscript III. Smés byla inkubovana
10 min pfi 25 °C a samotna reverzni transkripce probihala 2 hod pii 50 °C. Nasledovala

inaktivace reakce 15 min pti 70 °C. Vzorky byly uchovéavany v -80 °C.

3.7.3 Kotranskrip¢ni analyza a RT-PCR

Pro semikvantitativni analyzu metodou RT-PCR byla pouZita Taq polymeréaza
(Taq PCR Core Kit od Qiagenu). Slozeni reak¢ni smési a podminky amplifikace byly
dodrzovany podle pokynt vyrobce. Na jednu reakci bylo pouzito 20-50 ng templatové
cDNA. Jako negativni kontrola byla pouzita cDNA syntetizovana bez ptidavku reverzni
transkriptazy.

Seznam oligonukleotidt pouzitych pro koexpresni analyzu je uveden v tab. 3-2.
Kromé sekvence, oznaceni oligonukleotidu a jeho zkratky je v tabulce uvedena kombinace
paru pouzitych oligonukleotidii a velikost jejich PCR produktu. Pouzité oligonukleotidy
byly navrzeny jednak pro ovéfeni pfitomnosti jednotlivych testovanych genti a jednak pro
testovani pritomnosti transkriptu spoleéného vzdy pro dva sousedni testovane geny
(viz obr. 4-11 a 4-12).
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Kombinace primerti / velikost PCR

¢eni roduktu
Gen Oz_nacenl Zkratka Sekvence ve sméru 5°-3° P
primeru

koexprese

jednotlivé gen , o
) e geny seousednich gent

SC02244 wdpC_downF Fa CTCACCCACAAGTTCGTCAC
Fa +Ra/ 103 pb
wdpC_downR Ra GCCAGGTTCCACAGGAGTA
R2wdpC_up Re GTGCGTCCGAGGTAGACG Fb+ Re / 319 pb
SC02245 SC02245 _F Flcl; ATGACCGGTAAGGACACACC Fb+Rb /188 pb
SC02245_R R ACGAACATCGTCCAGGTCAC Fc+Rb /536 pb
SC02246 SC02246_F Fc TCCGGAACTCAGTTTTGTCC
- Fc + Rc /100 pb
o247 SC02246_R R: CTCCACTTCCAGCAGGTGTT Fd+ Rc/ 788 pb
22
SC02247_F F AAATCCCGGACAGGCTAATC Fd +Rd /134 pb
SC02247_R Rd ATACGGCCACTGTGTCACTC
SCO5951 SCO5951_R R1 GTGTTGAGCAGCGCGTAGTA F1+R1/236 pb
1 1
SCO5951_F F GTCGTCAGGACGCTCGAC F1+R2 /1043 pb
SCO5952 SCO5952_R R2 ATGGTGATCGCCAGGTACTC F2+R2/237 pb
SCO5952_F F2 ACTGAGCGAACTGACCTTCG F2 +R3 /930 pb
SCO5953 wdpB_upR R3 CTCGAAGTACCCCGACAGAC F3+R3 /153 pb
wdpB_upF F3 GCCAAGGAGATCGAGTTCTG
FwdpB F4 ATCACCTACAACATGTCCGA FA+R5 /1334 pb
SCO5954 SCO5954R R5 GAGGTTCTCGAAGGCGTAGT
F5+R5/120 pb
SCO5954F F5 CTCAAGGTCGGGTACTTCGT

Tab. 3-2: Seznam pouZitych oligonukleotidi pro kotranskripéni analyzu. Navrzené oligonukleotidy byly
pouzity jednak pro amplifikaci €asti jednotlivych gent a jednak pro amplifikaci ¢asti vzdy dvou sousednich
gentl.

3.7.4 Microarray analyza

Vzorky urcené pro izolaci RNA byly kultivovany na modifikovaném R3 agaru pfti
30 °C a sklizeny v dobé¢, kdy se zacinal projevovat u mutantnich kmenti aberantni fenotyp;
tj. v 48. hod kultivace byl sklizen kmen AwdpB a v 64. hod kultivace kmen AwdpC. Divoky
kmen byl sklizen v obou zminénych ¢asech. Nasledovand izolace celkové RNA probihala
podle protokolu uvedeného v kap. 3.7.1.

Kompletni analyza transkriptomu od syntézy cDNA aZ po normalizaci ziskanych dat
byla provedena komeréni firmou Oxford Gene Technology (Velka Britanie). Syntéza cONA
probihala v ptitomnosti fluorescenéné zna¢eného nukleotidu Cy3-, resp. Cy5-dCTP. DNA
microarrays analyza byla provedena ze tii nezavislych experimenti v tzv.
»dye swap“ uspotadani, kdy byl jeden vzorek znacen nejprve fluorescencnim nukleotidem
Cy3-dCTP adruhy fluorescenénim nukleotidem Cy5-dCTP a pak obracené. Smés vzorkl
Cy3-cDNA a Cy5-cDNA byla nanensena na jeden DNA c¢ip a hybridizovana. Na jednom
hybridizaénim skle byly vZzdy porovnavany dva kmeny: divoky typ M145 vs. mutantni
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kmen AwdpB, resp. AwdpC. Celkové bylo provedeno 6 hybridizaci ze 3 nezavislych izolaci
RNA divokého a mutantniho kmene AwdpB, resp. AwdpC. Ziskané poméry fluorescence
Cy3/Cy5 byly transformovany jako log,x a data byla normalizovana podle linearni
LOWESS normalizace. Ziskana normalizovand data byla zprimérovana a nasledné byla
urcena statistickd vyznamnost zmény exprese jednotlivych geni pomoci Studentova t-testu
v programu Microsoft Excel. Jako statisticky vyznamné geny s ovlivnénou expresi
u mutantnich kment AwdpB a AwdpC byly povazovany geny s minimalni zménou exprese
2x a zaroven s hladinou vyznamnosti P-value mensi nez 0,05. V ojedinélych piipadech byla
u skupin genti, u nichZ bylo prokdzano vyznamné ovlivnéni exprese, dodate¢né¢ zvolena
vysSi hladina vyznamnosti P-value za ucelem detekovani ptipadnych dalSich funkéné
ptibuznych genti, které mohou byt kontrolovany produktem genu wdpB, resp. wdpC.
Vysledky ziskané analyzou transkripénich profild byly u vybranych genli ovéfeny

prostiednictvim kvantitativni PCR v redlném ¢ase (viz kap. 3.7.5).

3.7.5qRT-PCR

Metodou kvantitativni PCR v realném ¢ase byly ovéfeny vysledky ziskané analyzou
transkripénich profili pomoci technologie DNA microarray a navic byla tato metoda
pouZita ke stanoveni zmény exprese vybranych genl v Case, a to jak pro disrupéni mutanty
AwdpB a AwdpC, tak pro nadprodukujici kmeny wt + pWDS41 a wt + pWDC622.

Oligonukleotidy ur¢ené pro kvantitativni PCR v redlném case byly navrZeny pro

vybrané geny pomoci programu Primer 3 verze 0.4.0. (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/)

a Primer select (Lasergene). Navrzené oligonukleotidy spliiovaly nasledujici kritéria: délka
oligonukleotidi 15-21 pb, teplota tani 56-60 °C a délka PCR produktu v rozmezi piiblizné
80-200 pb. Seznam v3ech pouZitych oligonukleotidi (a tedy i testovanych gentl) je uveden
v tabulce 3-3.

PCR reakce byla provedena pomoci 2x koncentrované komeréni soupravy SYBR®
Green JumpStart™ Taq ReadyMix™ for Quantitative PCR (Sigma), ktery obsahoval
PCR mix slozeny z fluorescen¢ni barvicky SybrGreen I, DNA polymerazy, dNTPs
areakéniho pufru. Ktéto smési byla pridana jako referencni fluorescencni barvicka
fluorescein ve finalni koncentraci 12,5 nM, 20 ng testovana cDNA a piislusné
oligonukleotidy ve finalni koncentraci 0,5 uM. Ve vyjime¢nych pfipadech bylo ptidano do

PCR reak¢ni smési jesté¢ aditivum DMSO ve vysledné koncentraci 4 %, které zvysSuje
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ucinnost a specificitu PCR zejména u GC bohatych organizmi a lze jej pouzit i v gRT-PCR
(Jung et al., 2001).

Amplifikace cDNA probihala na cycleru iQ5 real-time PCR detection system
(BioRad) vzdy v triplikatech pro kazdy ze tii nezavislych experimentii, pouze negativni
kontrola, kterou predstavuje PCR reakce bez ptredeslé reverzni transkripce, byla provedena
v duplikatech. PCR reakce probihala za nasledujicich podminek: poc¢ate¢ni denaturace
94 °C, 2 min; nasledovalo 45 amplifikaénich cykld slozenych ze tii krokl: denaturace
94 °C, 15 s, hybridizace oligonukleotidi 56-60 °C 25 s a prodluzovani fetézce 72 °C 25 s;
zavereéna analyza teplot tani produkti: 95 °C 1 min, 54 °C 1 min a gradient 54-94 °C, kdy
se kazdych 10 s méni teplota o 0,5 °C. Specificita PCR produkta byla ovéfena analyzou
disociacnich ktivek (teplot tani).

Ze ziskanych dat byla metodou relativni kvantifikace podle Pfaffla (Pfaffl, 2001),
tzv. AACt metoda, stanovena zména exprese u vybranych testovanych genti, kdy se mezi
sebou porovnavaji hladiny exprese geni u mutanta a divokého kmene. Gen hrdB
(SC0O5820) kddujici vegetativni sigma faktor u S. coelicolor byl pouzit jako referenéni gen,
jehoZ exprese je konstantni v celém pribéhu Zivotniho cyklu, a to jak u divokého kmene, tak

u mutantd AwdpB a AwdpC a ktera se pouZiva pro normalizaci vyslednych dat.
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Gen Oz.naéem’ Sekvence ve sméru 5°-3" Gen Oz_na(":em’ Sekvence ve sméru 5°-3°
primeru primeru
SC00194 SCO0194F GTACTCGACCGCGTACTGCT SC04677 SCO4677F GCTCACCCTGTACGTCGTC
SCO0194R GCGTCAGGTCCTCGTAGAAG SCO4677R GTCGGAGGCAGGCTTTT
SCO0492 SCO0492F TTCGTCCTCCAGAACTTCCT SCO5074 SCO5074F CACCCGGTCTACGACTACG
SCO0492R ACCCAGGTGAAGGGATAGTG SCO5074R CTGGTTGTACTCGGCGAAG
SCO0498 SCO0498F ACAGCGGCTGATGGACTAC SCO5080 SCO5080F GTCAGCGTCGTGGATCACT
SCO0498R ACCTTCTCCCGGTACATCTG SCO5080R CTGTCGACGATCCCGTACT
SCO0828 SCO0828F GCGCTACTCGCTCTACAAGA SCO5085 SCO5085F TGGGACGTGTCCATGTAATC
SCO0828R CGTAGTTGTTCTCGGTCTCG SCO5085R CACAACTCCTCGATGAGCAC
SCO1674 SCO1674F2 GGTGGGGACCACTCGAC SCO5087 SCO5087F AGGAGCTGTTCGGATTGAAG
SCO1674R2 GGCTTGTCCGGGGTATC SCO5087R GAGGTGAGCAGTTCCCAGA
SCO1675 SCO1675F GGCAACGTCGTTCAGGTT SCO5318 SCO5318F GATGAGCTCCATCAAGTCCA
SCO1675R TCACTTGTTGATGCAGACGTT SCO5318R CGTAGTCCAGGTCGCACTC
SCO1800 SCO1800F CCGGTGGCCTGATCG SCO5321 SCO5321F CTCTTCCACAACGTCAGCAT
SCO1800R GTTGACCGGGATGTGGAT SCO5321R GTTCTCGTCCGTCAGGTAGC
SCO1845 SCO1845F ACACGATCTCCAAGGGTCTC SCO5819 SCO5819F GAGGACGTCCAGCAGAGG
SCO1845R GTCAGGAGGTTCCAGAGGAT SCO5819R AGGGTGTGGAACTCGGTATC
S$C02217 SCO2217F ACACAAGAAAACGCCGTACA SCO5877 SCO5877F2 GACCTGGTGGACGAACTGT
SCO2217R TAGAAGTTGGCCCAGACCAG SCO5877R2 ACGCTCGTTGAGCACTTTC
SC02244 wdpC_downF CTCACCCACAAGTTCGTCAC SCO5881 SCO5881F CATCAGAACCATCACCGAAG
wdpC_downR GCCAGGTTCCACAGGAGTA SCO5881R CCCTGGGTCAGTAAGAGGAG
SC02245 SCO2245_F ATGACCGGTAAGGACACACC SCO5953  wdpB_upF GCCAAGGAGATCGAGTTCTG
SC02245_R ACGAACATCGTCCAGGTCAC wdpB_upR CTCGAAGTACCCCGACAGAC
SC02717 SCO2717F GGCAACGTCATCCAGGTT SCO5954 SCO5954F CTCAAGGTCGGGTACTTCGT
SCO2717R CAGTCGTTCTCGCACTTGTT SCO5954R GAGGTTCTCGAAGGCGTAGT
SCO2718 SCO2718F AGCTGTCGCTGGTCGAG SCO6029 SCO6029F ACCCTCCTCTCGGAGACC
SCO2718R AGGACGTTGATGTCCTGGAT SCO6029R TGACGACGTAGCCCTTGAC
SCO2719 SCO2719F GTACTTCGGCAACTCGATGA SCO6073 SCO6073F ACTTCTTCGGCGTCGACTAT
SCO2719R ACCAGACCGATGACACTGAC SCO6073R GAGAGCTGGAAGTCGTCGTA
SC03217 SCO3217F TGCGCTACTACCTGATGCTC SCO6099 SCO6099F GACCTGCGCATCGAGTC
SCO3217R AGGTCGGTACCCAGTTCAAG SCO6099R CAGTCCCCTTTCGGTGAG
SCO3230 SCO3230F AACGTCGTACGGCTCTTCTC SC06273 SCO6273F GAGATGATGACGTCGGACAC
SCO3230R CACACCGAGAAGTCGAAGG SCO6273R GGCCACATACTTCTCGAACA
SC03231 SCO3231F GAGATCGAAACCACCCTCAC SC06277 SCO6277F CAACAACCTCCTCGGTGAC
SCO3231R CACGGTGTTCTCGTCGTATC SCO6277R GGTGACGTACTCCTCGGTCT
SC03236 SCO3236F TTCCTGCCGGAGAAGAAC SC06279 SCO6279F GGTTCTTCGGCTACTTCGTC
SCO3236R GTTCTCGTTGTGGAACGTCA SCO6279R TCTCCTCGTCCGTGACATAC
SCO3476 SCO3476F GATCATCAACCTCGCATCAC SC06681 SCO6681F GAGACTGGCCGAGTACACC
SCO3476R ATTCATTGCACAGAGCCTTG SCO6681R CAGGTCGTTGAAGACCACAC
SCO3480 SCO3480F GGCTACACCTACACGGTCAA SC06682 SCO6682F ACCTGCAGTCGATGGAGAC
SCO3480R TCGACTGCCATATCTTCTCG SCO6682R TACAGGTGGTGATGCTCAGG
SCO3483 SCO3483F AACGCCTATCCGCTCTTCTA SC06685 SCO6685F ACTGCTCAGATCCGACGAC
SCO3483R AAGGCGGTCGTGTAGTTCTC SCO6685R TCCGTCCACGACACAGAC
SC04002 SCO4002_F ACGACAACAACGGCAACTC SC06992 SCO6992F GGACCTTCCACAACATCCTG
SCO4002_R CTGGTTGATCGACGTGAAG SCO6992R GGAGAACGGGTACTCCATGA
SC04142 SCO4142F2 CGAAGAAGGTCTGCAAGGAC SCO7035 SCO7035F CTGATGACCTCCGAGATGG
SCO4142R2 TTGGTGATCTTGCTGTCGAA SCO7035R GAGAACCAGCGGAAGAACTC
SCO4173 SCO4173F CTGCTGGACTCGCTCCTG SCO7257 SCO7257F GAAGGAAGCGGAAAGGATTC
SCO4173R CCTCCTGCACGAAGACCTG SCO7257R GAGTCGTTCGTCGACTCGT
SCO4174 SCO4174F GACTGCCCTACGAGGAGTG SCO7701 SCO7701F GCACAGCGAGTACGAGAAGA
SCO4174R GGTGGTCCGGATGGAAC SCO7701R GAGGTGGTCCATGAGGAACT
SCO4175 SCO4175F AACAGAACCGGCCACCTAC SCO5820 hrdBF CGGTCAGCTTCACACTGCT
SCO4175R AGCGGTCGGAGCAGCAC (hrdB) hrdBR GTACACCTTGCCGATCTCGT
SCO4214 SCO4214F2 ATCGACCGTTATCCGTGTG
SCO4214R2 GCTGGTAGGGAGTGACGAAC
Tab. 3-3: Seznam oligonukleotidi pouzitych pro qRT-PCR.
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3.8 Manipulace s proteiny

3.8.1 Izolace proteini ze streptomycet

Buriky byly sklizeny z mR3 misek v riznych vyvojovych stadii a resuspendovany
v ledovem standardnim pufru (20 mM Tris; 10 mM MgCl,) s 1x koncentrovanym koktejlem
inhibitorti proteaz ,,Complete, EDTA-free (Roche). K suspenzi byl pfidan lysozym ve
findlni koncentraci 2 mg/ml a buniky byly inkubovany 40 min na ledu. Buiky byly
dezintegrovany sonikaci 4x 15 s a mezi jednotlivymi cykly byly vzorky chlazeny 1 min na
ledu. Poté byla piidana benzonaza (1 ug / ml) (Roche), vzorky byly inkubovany 10 min na
ledu a stoceny 10 min, 9000 g pii 4 °C. Ziskany supernatant piedstavoval celkovy
proteinovy lyzat.

Koncentrace proteinti ve vzorcich byla stanovena komeréni soupravou BCA protein
assay reagent (Pierce). Jako standard pro tvorbu kalibraéni ptimky byly pouzity rizné

koncentrace BSA.
3.8.2 SDS-PAGE a barveni geli

Proteiny byly analyzovany na vertikalni SDS-polyakrylamidové gelové elektroforéze
(SDS-PAGE) v SDS-elektroforetickém pufru podle laboratorniho manuélu (Ausubel et al.,
1995). Byl pouZit 7-12 % separa¢ni gel a 4 % zaostiovaci gel. Na drdhu bylo naneseno
30 pg celkového proteinového lyzatu. Proteiny rozdélené na SDS-PAGE byly pfeneseny na
PVDF membréanu, a nebo barveny pomoci Coomassie blue R-250 nasledujicim zptsobem:
(@) barveni gelu roztokem Coomassie blue (40% methanol, 10% kyselina octova, 0,1%
Coomassie blue R-250) 30 min (b) odbarveni gelu odbarvovacim roztokem (40% methanol,

10% kyselina octovd).
3.8.3 Westerniiv pienos (,,Western blotting*)

Za ucelem imunodetekce byly proteiny rozdélené pomoci SDS-PAGE pieneseny
western pfenosem na PVDF membranu (Amersham) pomoci mokrého elektroblotu. Pfenos
probihal 1 hod pfi 250 mA v pienosovém pufru o slozeni 48 mM Tris, 39 mM glycin,
0,04 % SDS, 20 % methanol. Pro potvrzeni Gispésného prenosu byly nakonec proteiny na
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membrané obarveny amidocerni (0,1 % amidocern; 25 % isopropanol; 10 % octova

kyselina).

3.8.4 Imunodetekce

Imunodetekce imobilizovanych proteint na PVDF membran¢ (Millipore) byla
provedena pomoci komeréné¢ dostupné soupravy ECL Advance Western Blotting Detection
Kit (Amersham). Blokovani membrany probihalo pies noc a inkubace s krali¢i polyklonalni
protilatkou anti-WdpB ¢i anti-WdpC trvala 1 hod (fedéni 1 : 2000). Jako sekundarni
protilatka byla pouzita komeréné dostupna krali¢i protilatka konjugovand s kienovou
peroxiddzou od firmy Sigma (inkubace 1 hod; fedéni 1 : 10000). Pro
zachyceni chemiluminiscen¢niho signalu byly pouzity rentgenové filmy MEDIX XBU

(Foma Bohemia).

3.8.5 Priprava polyklonalnich protilatek

Polyklonalni protilatky anti-WdpB, resp. anti-WdpC byly produkovany ve dvou
kralicich po n€kolikanasobné inokulaci purifikovanym fuznim proteinem WdpB-MBP, resp.
WdpC-MBP (0,3-0,5 mg na jednu davku) s nekompletnim adjuvans. Z odebraného séra
byla izolovana IgG frakce (Harboe a Ingild, 1973), kterd byla dale ¢isténa pomoci afinitni
chromatografie. Purifikované antigeny (fazni proteiny WdpB-MBP, resp. WdpC-MBP) byly
navazany na aktivovanou NHS-Sepharosu (N-hydroxysuccinimide-Sepharosa), a takto
vytvofené afinitni nosi¢e byly pouzity na purifikaci IgG protilatek ze séra vazbou na
pfislusny antigen. Afinitni chromatografie probihala podle instrukei doporucenych
vyrobcem NHS-Sepharosy (GE Healthcare). Koncentrace purifikovanych 1gG protilatek
vroztoku byla stanovena zhodnot naméfenych pii  Azgy a pomoci vzorce
Aggo = 1,34 X koncentrace IgG (mg/ml). Pro imunodetekci byly protiladtky dale fedény

Vv poméru az 1 : 2000.
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3.9 Stanoveni ristové kiivky a koncentrace antibiotik

3.9.1 Stanoveni ristové krivky

Kinetika ristu byla stanovena jako pfirtistek suché biomasy v ¢ase. Divoky kmen
a oba disrupéni kmeny AwdpB a AwdpC byly kultivovdny na modifikovaném R3 agaru
s celofanem pii 30 °C a mycélium bylo skalpelem sklizeno v riiznych ¢asovych intervalech.
Sklizené¢ mycélium bylo pieneseno do predem zvazenych mikrozkumavek a suSeno pfii
105 °C ptes noc az do momentu, kdy je hmotnost biomasy konstantni (Kaprélek, 1999).
Zvézend hmotnost suSiny byla po odecteni hmotnosti mikrozkumavky a zprimérnovani
hodnot ze Ctyf nezavislych experimenti vynesena do grafu v zéavislosti na Case odbéru

kultury.

3.9.2 Stanoveni undecylprodigiosinu

Mycélium kultivované na mR3 agarovych miskach o praiméru 5 cm bylo sklizeno
v riznych Casovych intervalech skalpelem do 500 pl chloroformu, dikladné promichano
aRED pigment byl extrahovan inkubaci 30 min na rotaéni michacce za obcasného
dikladného promichani na vortexu. Poté byly vzorky stoCeny a ke chloroformovému
extraktu byla pfidana kapka koncentrované chlorovodikové kyseliny, vzorky promichany
a chloroformovy extrakt byl pouZit k spektrofotometrickému stanoveni RED pii Aszo
(Adamidis a Champness, 1992).

3.9.3 Stanoveni celkového aktinorodinu

Stanoveni celkoveho Act bylo provedeno podle upraveného protokolu
z laboratorniho manudlu Practical Streptomyces Genetics (Kieser et al., 2000). Mycélium
kultivované na mR3 agarovych miskach o priméru 5 cm bylo vcetné agaru sklizeno
Vv riznych ¢asovych intervalech skalpelem a nasekano na drobné kousky. K takto sklizenym
vzorklim bylo pfidano 10 ml IN KOH, dikladné promichano cca 30 s a stoceno 9000 g,
5min pii laboratorni teploté. Extrahovany Act v supernatantu byl pouZit

k spektrofotometrickému stanoveni Act pii Agsp.
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3.10 Rastrovaci elektronova mikroskopie

Mycélium streptomycet sklizené z mR3 ¢i GYM misek s celofanem po kultivaci pii
30 °C bylo fixovano v parach 2% vodného roztoku oxidu osmic¢elého po dobu nékolika dni.
Poté byly vzorky vysuSeny v exsikatoru v parach osmia. Suché vzorky byly pokryty vrstvou
zlata (pfilizné 20 nm) ve Sputter-Coateru (Polaron). Ptipravené preparaty byly pozorovany
pomoci elektronového mikroskopu Aquasem (TESCAN, Brno) pii napéti 15 kV.

3.11 Konstrukce disrupénich mutantnich kmeni

U obou gent (wdpB a wdpC) byla podstatna ¢ast kodujici sekvence nahrazena
genem aac(3)IV pro apramycin acetyltransferazu, ktery je zodpovédny za rezistenci vuci
apramycinu a umoziuje selekci pfipravenych mutantnich kmend. Zadména divoké alely za
mutantni byla provedena homologii rekombinaci za pomoci replikonu pGM160 s teplotné
senzitivni replikaci (Muth et al., 1989). Spravnost ziskanych rekombinantnich dele¢nich
mutantd byla ovéfena pomoci PCR s vhodné navrzenymi oligonukleotidy (viz tab. 3-1)
ataké prostiednictvim hybridizace restrikénich fragmenti chromozomalni DNA

S ptislusnymi neradioaktivné znacenyni DNA sondami (viz tab. 3-1).
3.11.1 Konstrukce mutanta AwdpB

Fragment EcoRV-Xhol z kosmidu St7H1 nesouci gen wdpB byl vloZzen do vektoru
PGEM-7Zf+ s$tépeného restriktazami Smal-Xhol za vzniku plazmidu pWDB1. Vnitini
fragment EcoRI-Bglll z plazmidu pWDB1 kddujici sekvenci obsahujici 2.-12. WD-40
domenu genu wdpB byl vyménén za fragment EcORI-BamHI vystépeny z vektoru pAPR3
nesouci gen kodujici rezistenci k apramycinu. Fragment Xbal-Hindlll ze vzniklého vektoru
PWDA1 byl vlozen do vektoru pGM160 stépeného Xbal-Hindlll za vzniku plazmidu
pWDBAL. Vysledny plazmid pWDBAL1 byl izolovan z E. coli XL1-Blue, transformovan do
E. coli GM2929 pro piipravu nemetylované DNA, opét izolovan a transformovan do
protoplasti S. colicolor M145. Selekce rekombinantnich dele¢nich kment byla provedena
podle Muth a spol. (1989).
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3.11.2 Konstrukce mutanta AwdpC

Pti ptipravé disrupéniho kmene AwdpC se nepodatilo jednoduSe a najednou nahradit
¢ast kodujici sekvence genu wdpC genem aac(3)IV kodujicim rezistenci k apramycinu,
aproto bylo nutné postupné naklonovat levé a pak pravé rameno genu wdpC ke genu
aac(3)IV. Jako ramena byly oznaceny ty Casti sekvence genu wdpC, které po nahrazeni ¢asti
kodujici sekvence genu wdpC zistavaji ptitomny v deleénim konstruktu, obklopuji gen pro
rezistenci k apramycinu a jsou nezbytné pro homologii rekombinaci u S. coelicolor. Pti
konstrukci mutantniho kmene AwdpC se vychazelo z kosmidu St1G2 nesouciho gen wdpC.
Fragment Bglll kosmidu St1G2 byl vloZen do vektoru pTZ18R stépeného BamHI za vzniku
plazmidu pWDCI. Tento plazmid pWDCI1 byl Stépen restriktazou Apal. Poté byla restrikéni
reakce presrazena a smés fragmentd zatupena Klenowem. Pomoci elektroforézy byla obé
klonovana ramena rozdélena a izolovana z gelu (levé rameno: 2017 pb, pravé rameno:
2411 pb). Levé rameno genu wdpC bylo Stépeno Nhel restriktazou a vznikly fragment
Nhel-tupy konec (vznikly zatupenim Apal konce) obsahujici levou koncovou ¢ast
wdpC genu byl vloZen do vektoru pAPR3 Stépeného Spel-Smal za vzniku vektoru pWC31.
Pravé rameno bylo Stépeno BamHI a vznikly fragment tupy konec-BamHI (vznikly
zatupenim Apal konce) byl vlozen do vektoru pTZ18R $tépeného BamHI-Smal za vzniku
plazmidu pWC32. Fragment EcoRI-Hindlll z pWC32 byl klonovan do vektoru pBluescript
Il KS a ze vzniklého vektoru pWC33 byl fragment EcoRI-Xhol klonovan do vektoru
pWC31 stépeného EcoRI-Sall za vzniku pWC34. Xbal fragment z tohoto plazmidu byl
naklonovan do vektoru pGM160 a vysledny plazmid pWC35 byl izolovan z E. coli
XL1-Blue, transformovan do E. coli GM2929 pro pfipravu nemetylované DNA, opét
izolovan a transformovan do protoplasti S. colicolor M145. Ve vysledném plazmidu
pWC35 byla tedy sekvence kodujici prvni tii WD-40 domény a Cast proteinkinazové
domény nahrazena genem aac(3)IV pro rezistenci k apramycinu. Selekce rekombinantnich

dele¢nich kmenti byla provedena podle Muth a spol. (1989).

3.12 Konstrukce kmenit s vy$§im po¢tem Kkopii gent wdpB, resp.

wdpC u S. coelicolor

Fragment Hindlll-Xbal z plazmidu pWDB1 (viz kap. 3.11.1) byl vlozen do vektoru

plJ486 za vzniku plazmidu pWDS41 nesouciho pravdépodobnou promotorovou oblast
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a funkéni geny SCO5952, wdpB (SCO5953) a ¢ast genu SCO5954. Vysledny plazmid
pWDS41 byl izolovan z S. lividans TK24 a transformovan do protoplasti S. colicolor
M145.

Pti ptipravé plazmidu pWDC622 nesouciho pravdépodobnou promotorovou oblast
ageny SC02242-5, tedy vcetné genu wdpC (SCO2244) byl nejprve fragment
EcoRI-HindlIll vloZzen do vektoru pBluescript 1l SK™ za vzniku plazmidu pWDC2.
Z plazmidu pWDC2 byl poté vystépen fragment Pstl-Sacl a vlozen do vektoru plJ622.
Vysledny plazmid pWwDC622 byl také izolovan z S. lividans TK24 a transformovan do
protoplastt S. colicolor M145.

3.13 Konstrukce nadprodukénich kmenu v E.coli

3.13.1 Priprava expresnich konstrukti

Pii konstrukci expresniho plazmidu nesouciho gen wdpB se vychédzelo z PCR
amplifikace 5°koncové sekvence genu wdpB, ktera byla ligovana s 3" koncovou sekvenci
wdpB. PCR produkt B3N ovétfeny sekvenaci (pouzité oligonukleotidy viz kap. 3-1) byl
Stépen restriktdzami Sacl-EcoRI a vloZen do vektoru pGEM-7Zf+ do Sacl-EcoRI mista za
vzniku plazmidu pWDB3N. Zplazmidu pWDBI1 byl vystépen fragment EcoRI-Xhol
a vloZen do mista EcoRI-Xhol na plazmidu pWDB3N. Ze vzniklého plazmidu pWDB3 byl
klonovan fragment Ecl13611-Xhol do vektoru pMALc2g S$tépeného restriktazami
SnaBl-Sall. Vysledny expresni plazmid pMALWDBg nesouci kompletni gen wdpB byl
nakonec transformovan do expresniho kmene E. coli CAG629.

Expresni plazmid p?WDCM1D nesouci C-koncovou ¢ast genu wdpC kddujici WD-40
domény byl vytvofen vloZzenim fragmentu BamHI-Xhol z pWDC1 do vektoru pMALc2g
s maltézo-vazajici kotvou (MBP) linearizovaného restrikénimi  endonukledzami
BamHI-Sall. Vysledny ovéfeny plazmid pWDCMI1D byl transformovan do expresniho
kmene E. coli TB1. Zadné funkéni konstrukty pro expresi kompletniho genu wdpC ¢&i jeho

proteinkindzové domény se piipravit nepodafilo.
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3.13.2 Exprese genu WdpB, resp. wdpC pomoci expresnich plazmidi

Pies noc narostla bakterialni kultura E. coli CAG629 nesouci rekombinantni plazmid
PMALWDBg byla inokulovana do Rich meédia (10 g trypton; 5 g yeast extract; 5 g NaCl;
2 g glukdza) s tetracyklinem a ampicilinem a bakterie byly kultivovany pii 30 °C. Pii
ODgoo = 0,5 byla syntéza proteinu WdpB-MBP indukovana pfidavkem 0,3 mM IPTG a po
indukci byly buiky kultivovany 2—4 hod. Bunky byly sklizeny centrifugaci 20 min, 4000 g
pii 4 °C, resuspendovany v kolonovém pufru (20 mM Tris-HCI; 200 mM NaCl; 1 mM
EDTA; 1 mM DTT; 1 mM azid sodny) a zmrazeny v -20 °C pies noc. Poté byly bunky
rozmrazeny v ledové vode a za neustalého chlazeni dezintegrovany sonikaci v kratkych 15 s
pulzech (celkova doba sonikace 2 min). Vzorky byly sto¢eny 30 min, 9000 g a supernatant
predstavujici hruby proteinovy extrakt byl zamrazen v -80 °C.

Kultivace bakterialni kultury E. coli TB1 nesouci rekombinantni plazmid pWwDCM10
probihala za stejnych podminek jako kultivace E. coli CAG629 s plazmidem pMALWDBg
v tomto piipadé¢ byla vSak pouzita kultivaéni teplota 37 °C a Rich médium pouze
s ampicilinem. Indukce syntézy proteinu WdpC-MBP, sklizeni bunék a izolace fazniho
proteinu WdpC-MBP probihaly rovnéz za stejnych podminek jako u kmene E. coli CAG629
s plazmidem pMALWDBg.

Vzorky proteinit izolovanych z bunék pfed a po indukci byly analyzovany

prostiednictvim SDS-PAGE.

3.13.3 Purifikace faznich proteint

Fazni proteiny WdpB-MBP, resp. WdpC-MBP byly z hrubého proteinoveho
extraktu izolovany pomoci afinitni chromatografie podle instrukci vyrobce (pMAL™
Protein Fusion and Purification System Instruction Manual, New England Biolabs). Cisté
fuzni proteiny byly pouzity na produkci a purifikaci krali¢ich polyklonalnich protilatek
anti-WdpB a anti-WdpC (viz kap. 3.8.5).
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4. VYSLEDKY

Experimentalni ¢ast této dizertacni prace navazuje na vysledky ziskané v rdmci
grantového projektu GA CR 204/02-D120 feeného v letech 20032005 ,,Eukaryotic-type
regulatory proteins in streptomycetes: The role of WD-40 proteins and protein Ser/Thr
kinases” (fesitel K. Pettickova). V této dizertacni praci byly pouzity nasledujici plazmidové
konstrukty piipravené feSitelkou vySe zminéného projektu: disrupcni plazmidy pWDBA1
apWC35, expresni plazmidy pMALWDBg a pWDCM1D a multikopiové plazmidy
pWDS41 a pWDC622.

4.1 Genom Streptomyces coelicolor obsahuje 6 gent kédujicich

potencialni proteiny s WD-40 repetitivhimi doménami

Jako modelovy bakterialni organizmus byl zvolen bakterialni kmen Streptomyces
colicolor M145. Diky dokoncené sekvenaci genomu S. coelicolor M145 (Bentley et al.,

2002) (http://strepdb.streptomyces.org.uk) bylo na zakladé sekvenéni homologie zjisténo, ze

tento mikroorganizmus nese 6 potencialnich genu, které koduji WD-40 repetitivni motivy.
Tyto geny byly oznaceny jako wdpA, B, C, D, E a F. Schematické znazornéni jednotlivych
produktui téchto gent wdp u S. coelicolor je uvedeno na obr. 4-1.

Ukolem tohoto projektu je porozumét uloze 2 vybranych gent kédujicich WD-40
proteiny. Jedna se o geny wdpB (SC05953) a wdpC (SC02244).
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Obr. 4-1: Schematické znazornéni proteinti s WD-40 repeticemi u S. coelicolor. Kromé& WD-40 domén se
u téchto proteinii vyskytuji dal$i funkéni domény: Toll a interleukin-1 receptorovd doména (TIR),
proteinkinazova doména (PK) a transmembranova doména (TM).
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Rozlozeni gent wdp na chromozomu je znazornéno na obr. 4-2. Geny wdpA, C a F
jsou umistény v Kkonzervativni ¢asti chromozomu (gen wdpA dokonce v blizkosti
replikacniho pocatku oriC), zatimco geny wdpB, D a E jsou lokalizovany mimo

konzervativni ¢ast na ramenech chromozomu.

chromozom S. coelicolor

8667507pb .-

Obr. 4-2: Rozmisténi genii s WD-40 repeticemi na chromozomu u S. coelicolor. Modie je ozna¢eno
konzervativni jadro chromozomu obsahujici esencialni geny, zlut¢ ramena chromozomu nesouci spiSe
postradatelné geny a Gervené replikaéni pocatek oriC.

4.2 Slozeni funk¢énich domén u genu wdpB a wdpC a analyza

prislusnych genovych lokusu

Sekvencni analyza predpokladaného proteinu WdpB (SC05953) odhalila pfitomnost
14 WD repetic na C-konci. Na N-konci je lokalizovana tzv. TIR doména, nazvana podle tzv.
Toll a interleukin-1 receptori, u kterych byla poprvé popsana. Ob¢ tyto domény jsou od
sebe oddéleny predikovanym transmembranovym usekem. TIR domény se u eukaryot
ucastni protein-protein interakci v riznych signalnich drahach, ovliviiuji napt. embryonalni
vyvoj, ¢i hraji kliCovou roli v pfirozené antibakteridlni a antifungalni imunitni odpovédi. U
prokaryot se v8ak vyskytuji pouze ziidka a jejich funkce neni znama. Pfed genem wdpB se
na chromozomu nachazi gen SCO5951 kddujici domnély transkripéni regulator, ktery je
podobny regulatoru pro export antibiotik u S. hygroscopicus. Dale pak gen SC05952
kodujici membranovy protein, ktery t€sné navazuje na gen wWdpB a pravdépodobné s nim
vytvaii transkripni jednotku. Pfed genem wdpB neni konsenzualni ribozomalni vazebné
misto. Za genem wdpB leZi gen SCO5954 kodujici piedpokladany sekretovany protein

podobny chitinazam.
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Piedpokladany protein WdpC (SC0O2244) méa na N-konci Ser/Thr proteinkindzovou
doménu eukaryotického typu a na C-konci 7 WD repetic. Protein WdpC je sloZenim
funkénich domén podobny proteinu PkwA z termofilni aktinomycety Thermomonospora
curvata (Petrickova et al., 2006). Pied genem wdpC se ve stejném sméru transkripce
nachazi maly gen SC02245 kodujici protein podobajici se fadé hypotetickych proteinti ve
streptomycetach, jako napt. produktu genu ORFD z lokusu abaA, ktery ovlivituje produkci
antibiotik (Fernandez-Moreno et al., 1992). Za genem wdpC leZi v opaéném sméru ¢teni
gen SC0O2243 kodujici predpokladany transkripéni regulator z rodiny TetR regulatord; TetR

fidi expresi tet gent zodpoveédnych za rezistenci vici tetracyklinu.

4.3 Disrupce geni wdpB a wdpC u S. coelicolor M145 a jejich

fenotypovy projev

4.3.1 Priprava disrup¢nich mutantnich kmeni

Za Gcelem objasnéni, jakou Ulohu v Zivotnim cyklu streptomycet hraji produkty gent
wdp, jsme se pokusili pfipravit disrupéni mutanty ve tfech ze Sesti potencialnich gent
kodujicich WD-40 domény, coz se u dvou gent ze tii, u gentt wdpB (SCO5953) a wdpC
(SCO2244), podatilo. U genu wdpA (SCO3869) se dele¢niho mutanta pfipravit nezdafilo
(Petfickova, nepublikovano). ProtoZze gen wdpA leZzi v konzervované ¢asti chromozomu
S. coelicolor a navic se nachazi v blizkosti replika¢niho pocatku, Ize se domnivat, Ze by se
mohlo jednat o esencialni gen. Tato prace se bude nadale zabyvat pouze geny wdpB a wdpC.

U gent wdpB a wdpC byla podstatna ¢ast kodujici sekvence vyjmuta a nahrazena
genem aac(3)IV pro apramycin acetyltransferazu, udéjujici mutantnim kmeniim rezistenci
K apramycinu a umoznujici selekci rekombinantnich dele¢nich mutantii. Proces vymény
divokych alel za mutantni byl proveden prostiednictvim homologni rekombinace s vyuZitim
plazmidu s teplotn¢ senzitivni replikaci pGM160. Spravnost pfipravenych mutantnich
kment byla ovéfena pomoci PCR s vhodné navrzenymi oligonukleotidy (viz tab. 3-1), a
také pomoci hybridizace restrikénich fragmentti chromozomalni DNA s piislusSnymi DNA

sondami (viz tab. 3-1).
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4.3.2 Vliv mutantnich kmena AwdpB a AwdpC na produkci sekundarnich

metabolitu

Za ucelem charakterizace fenotypovych projevli byly pfipravené mutantni kmeny
AwdpB a AwdpC kultivovany paralelné s divokym typem na n¢kolika minimalnich
a kompletnich médiich, agarovych i tekutych. Bylo zjisténo, Ze u obou mutantti dochazi
jednozna¢né¢ ke zménam ve fenotypu ve srovnani s divokym kmenem, avdak mira
fenotypoveho projevu je zavisla na podminkach kultivace. Nejvyraznéjsiho fenotypového
rozdilu oproti divokému kmeni bylo dosazeno kultivaci na modifikovaném R3 médiu. Pro
otestovani zmén fenotypii u mutantnich kmenti v porovnani sdivokym kmenem byly
pouzity metody stanoveni produkce sekundarnich metaboliti - aktinorodinu
a undecylprodigiosinu, coz jsou dva nejcastéji pouzivané a zaroven jednoduse stanovitelné
znaky sekundarniho metabolizmu u S. coelicolor. Produkce undecylprodigiosinu byla
u obou mutantnich kmentt AwdpB a AwdpC ve srovnani s divokym typem vyrazné snizena
(graf 4-2). U mutanta AwdpC je produkce aktinorodinu opozdéna (graf 4-3; obr 4-3),
zatimco mutantA wdpB se v produkci aktinorodinu od divokého typu nelisi. Ristova
rychlost u obou mutantnich kmenti méfena jako piirustek suSiny v Case byla shodna

s divokym typem (graf 4-1).
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Graf 4-1: Rustova k¥ivka. Divoky typ (wt) a oba mutantni kmeny AwdpB a AwdpC byly kultivovany na
modifikovaném R3 agaru. Rustova kinetika byla sledovana jako pfirtistek suché biomasy v zavislosti na Case.
Cely experiment trval 14 dni. Graf znazoriuje primérné hodnoty ze Ctyf nezavislych méteni provedenych
vzdy ve dvou paraleldch. Chybové usecky reprezentuji stiedni chybu priméru.
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Graf 4-2: Produkce undecylprodigiosinu. Divoky typ (wt) a oba mutantni kmeny AwdpB a AwdpC byly
kultivovany na modifikovaném R3 agaru. Produkce RED pigmentu v ¢ase byla méfena spektrofotometricky
jako Asz a vztazena na 1 mg biomasy. Cely experiment trval 14 dni. Graf znazoriiuje primérné hodnoty ze
Syt nezavislych méfeni provedenych vzdy ve dvou paralelach. Chybové Gsecky reprezentuji stfedni chybu

praméru.
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Graf 4-3: Produkce aktinorodinu. Divoky typ (wt) a oba mutantni kmeny AwdpB a AwdpC byly kultivovany
na modifikovaném R3 agaru. Produkce Act pigmentu v ¢ase byla méfena spektrofotometricky jako Agg
a vztazena na 1 mg biomasy. Cely experiment trval 14 dni. Graf znazorfiuje reprezentativni experiment ze tii
nezavislych méteni provedenych vzdy ve dvou paralelach.
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4.3.3 Vliv mutantnich kmenid AwdpB a AwdpC na morfologickou

diferenciaci

4.3.3.1 Makroskopické snimky z kultivace na pevnych ptidach

Pro urceni fenotypového projevu mutantnich kmentt AwdpB a AwdpC byly bakterie
kultivovany na mR3 agaru a v riznych vyvojovych stadiich byly pofizeny makroskopické
snimky.

U mutanta AwdpB byla zaznamenana prokazatelné¢ vyraznd redukce tvorby
vzduSného mycélia na agarové plotné, potazmo defekt v buné¢né diferenciaci (obr. 4-3;
4-4), zatimco u mutanta AwdpC se tvorba vzdu$ného mycélia redukovala pouze nepatrné

a viceméng¢ se fenotypové podobal divokému kmeni (obr. 4-3).

3. den 4. den 5. den

Obr. 4-3: Formovani vzdusného mycélia u mutantnich kmeni AwdpB a AwdpC a produkce antibiotik ve
srovnani s divokym typem. Divoky kmen (wt) a oba mutantni kmeny AwdpB a AwdpC byly kultivovany
5 dni na modifikovaném R3 agaru. Snimky pochazeji ze 3., 4. a 5. dne kultivace. U mutanta AwdpB byla
pozorovana vyrazna redukce tvorby vzduSného mycélia a snizena produkce RED. U mutanta AwdpC dochazi
k mirné redukci tvorby vzdu$ného mycélia v porovnani s divokym typem a ke zpomaleni produkce Act
a RED.
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wt AwdpB

Obr. 4-4: Srovnani tvorby vzduSného mycélia u jednotlivych kolonii wt a AwdpB. Snimky divokého
a mutantniho kmene AwdpB byly potizeny binokularni lupou (zvétSeni 10x) na vzorcich po pétidenni kultivaci
na mR3 agaru. Mutant AwdpB je defektni v tvorbé vzduiného mycélia oproti divokému typu.

4.3.3.2 Snimky z rastrovaci elektronové mikroskopie

Pro podrobngjsi analyzu morfologie vzdu$ného mycélia byly mutantni kmeny
podrobeny rastrovaci elektronové mikroskopii, ktera potvrdila fenotypy pozorované jiz na
agarovych miskach: defekt ve vyvoji vzduSnéeho mycélia u mutantniho kmene AwdpB
a zaroven niz$i hustotu vzdusného mycélia u AwdpC (obr. 4-5a, b).

Z divodu snizené tvorby spor na modifikovaném R3 agaru byl pro dalsi
morfologické studie zvolen GYM agar, kde S. coelicolor roste pomaleji a sporulace je
mnohem intenzivngj§i. Navic fenotypovy projev mutantnich kmena se zda byt na prvni
pohled podobny fenotypu pozorovanému na miskach s modifikovanym R3 agarem.

Po 6 dnech kultivace na GYM agaru se u obou mutantli objevuje Casta predcasna
lyze vlaken, ktera je vyrazna predevsim u AwdpC a na snimcich se projevuje v podobé
prazdnych pomackanych vlaken (obr. 4-6).

Po 4 dnech kultivace na GYM agaru dochazelo u mutantniho kmene AwdpB
k abnormalnimu vétveni vzdusného mycélia (obr. 4-6). U tohoto kmene byla dale
pozorovana opozdéna tvorba piepazek pii sporulaci. Ke kompletni sporulaci s pravidelnymi
septy mezi jednotlivymi sporami u AwdpB dochazelo az v 8.dni kultivace, zatimco
u divokého typu byly fetizky spor s pravidelnymi piepazkami patrné jiz 6. den (obr. 4-6).

U AwdpC byl pozorovan defekt v diferenciaci vzduSného mycélia ve srovnani
s divokym kmenem. Zatimco u wt bylo mozné pozorovat spiralovité staceni vzdusnych
vlaken jiz 4. den rustu, u AwdpC se spiralovité stoCend vlakna objevuji 4. den pouze
vyjimeéné a k jejich typickemu krouceni dochazelo ve vétsi mite az 6. den rastu (obr. 4-5b,
4-6). 8. den se zdala byt morfologie sporulujicich vlaken u mutaita wdpC shodna s wt
(obr. 4-6).
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Obr. 4-5: Snimky z elektronového mikroskopu — redukce tvorby vzdudného mycélia a morfologie
vzdusného mycélia u AwdpB a AwdpC v porovnani s wt. U AwdpB dochazi ke znaéné redukci vzdu$ného
mycélia, u AwdpC je redukce vzdusného mycélia pouze mirn&jsi (a). U mutanta AwdpC je zpomalena tvorba
typického spiralovitého staceni vzdusnych hyf na za¢atku sporulace, které se u né&j po 4 dnech rustu vyskytuji
pouze sporadicky na rozdil od wt. Tvorba spiralovité sto¢enych hyf je u AwdpB podobné wt (b). Snimky byly
potizeny 3. den ristu z modifikovaného R3 agaru a 4. den z GYM agaru.
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Obr. 4-6: Snimky z elektronového mikroskopu — morfologie vzdu$ného mycélia a sporulace u AwdpB
a AwdpC v porovnani s wt. U AwdpB dochazi k aberantnimu vétveni vzdus$ného mycélia (bilé krouzky).
Navic kmen AwdpB ¢asteéné piedGasné lyzuje a tvorba piepazek pfi sporulaci je opozdéna (bilé Sipky).
U kmene AwdpC dochazi k vyrazné pied¢asné lyzi vlidken ak opozdéni tvorby spiralovité stoCenych
vzdusnych vldken. Bakterie byly kultivovany 8 dni na GYM agaru. Snimky byly potizeny 4., 6., a 8. den
kultivace. Ke kazdému snimku z elektronového mikroskopu byl pfifazen maly nahled makroskopického
snimku kultury na agarové misce.
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4.4 Extracelularni komplementace mutanta AwdpB

JelikoZ mutantni kmen AwdpB vykazoval na nékterych kultivacnich pudach tzv.
fenotyp bld, nastala otazka, zdali u né&j nedochazi k supresi fenotypu bld tzv. extracelularni
komplementaci, kterd je charakteristicka pro mutanty bld (viz kap. 2.2.4.1). Proto byly
bakterie divokého a mutantniho kmene AwdpB kultivovany v tésném sousedstvi a byl
sledovan efekt extracelularni komplementace. Z obrazku 4-7 jasné vyplyva, ze u AwdpB
dochazi ¢aste¢né k obnoveni tvorby vzdusného mycélia vlivem kultivace v blizkosti

divokého kmene.

wt
Bl

-

Obr. 4-7: Stimulace tvorby vzdusného mycélia
u mutantniho kmene AwdpB p¥i kultivaci v sousedstvi
wt. Bakterie wt a AwdpB byly kultivovany ve vzajemné
blizkosti na spole¢né misce s modifikovanym R3 agarem
po dobu 6 dni. Oranzovymi Sipkami jsou ozna¢ena mista
stimulace tvorby vzdu3ného mycélia u AwdpB zpisobena
vlivem wt kultivovaného v blizkosti mutanta.

*

e )

Pii alternativnim uspotadani experimentu bylo prok&zano, Ze ke stimulaci formovani
vzdusného mycélia dochazi i po kultivaci mutantniho kmene AwdpB na agaru, na kterém
byl pavodné kultivovan divoky kmen, coz dokazuje, ze k extracelularni komplementaci

AwdpB neni zapotiebi pfimé pfitomnosti mycélia divokého kmene (obr. 4-8).

extracelularni komplementace
AwdpB

wt AwdpB

Obr. 4-8: Stimulace tvorby vzdusného mycélia u mutantniho kmene AwdpB médiem pouZitym pro
kultivaci wt. Po 98 hodinach (cca 4 dnech) kultivace byly potizeny snimky bakterii kultivovanych na Cerstvém
modifikovaném R3 agaru (wt a AwdpB) a na agaru, kde byl piivodné kultivovan divoky kmen (extracelularni
komplementace AwdpB). Vzorek AwdpB pouZzity pro testovani extracelularni komplementace byl po
38 hodinach kultivace pfenesen i s celofanem na misku, kde byl pivodné kultivovan divoky kmen. Oranzové
$ipky oznaduji vyraznd mista stimulace formovani vzdusného mycélia u mutants wdpB, které je zptisobeno
u¢inkem extracelularni signalni molekuly sekretované divokym kmenem.
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4.5 Piepis geni wdpB a wdpC v pribéhu Zivotniho cyklu

Testovani transkripce geni wdpB (obr. 4-9) a wdpC (obr. 4-10) v ruznych
vyvojovych fazich rastu pomoci metody RT-PCR ukazalo, Ze oba geny jsou piepisovany
konstitutivné a jejich exprese neni tudiz zavisla na vyvojovém stadiu mycélia. Pro tuto
analyzu byly bakterie kultivovany na mR3 agaru a sklizeny v riznych ¢asovych intervalech

a Z nich izolovana celkova RNA byla piepsana do cDNA a nasledné pouzita pro RT-PCR

analyzu.
sporulace sporulace
vzdusné mycélium > vzdusné mycélium >
18 24 36 48 72 M 18 24 36 48 72 hod.
gen wdpB =

@ RT-PCR S © RT-PCR

Obr. 4-9: P¥itomnost transkriptu genu wdpB stanovend metodou RT-PCR v pritbéhu Zivotniho cyklu
S. coelicolor M145. Celkova RNA extrahovana z mycélia po 18, 24, 36, 48 a 72 hodinach rustu na pevném
mR3 agaru byla podrobena cDNA syntéze a nasledné RT-PCR. Pro RT-PCR byla pouZita cDNA
syntetizovana v pfitomnosti (+) a v nepfitomnosti (-) reverzni transkriptaézy. Gen hrdB byl pouzit jako
referenéni gen s konstantni expresi béhem zivotniho cyklu (data nejsou prezentovana). PCR produkty byly
rozdéleny v 1,5 % TAE-agar6zovém gelu. M — marker molekulovych hmotnosti

sporulace sporulace
vzduiné mycélium N vzduiné mycélium .
Ll L

18 24 36 48 72 M 18 24 36 48 72 hod.

gen wdpC =

@ RT-PCR ' © RT-PCR

Obr. 4-10: Pritomnost transkriptu genu wdpC stanovend metodou RT-PCR v priibéhu Zivotniho cyklu
S. coelicolor M145. Celkovd RNA extrahovéna z mycélia po 18, 24, 36, 48 a 72 hodinach ristu na pevném
mR3 agaru byla podrobena cDNA syntéze a nésledné RT-PCR. Pro RT-PCR byla pouZita cDNA
syntetizovana v piitomnosti (+) a v nepfitomnosti (-) reverzni transkriptdzy. Gen hrdB byl pouZit jako
referenéni gen s konstantni expresi béhem zivotniho cyklu (data nejsou prezentovéna). PCR produkty byly
rozdéleny v 1,5 % TAE-agar6zovém gelu. M — marker molekulovych hmotnosti

7



4. Vysledky

4.6 Analyza transkriptomt mutantnich kmeni AwdpB a AwdpC

Vyrazné fenotypové zmény u kmentA wdpB a AwdpC naznauji, ze by oba
testované geny mohly hrat dileZitou ulohu v diferenciaci a produkci sekundarnich
metabolitd. Proto byla provedena analyza transkripénich profili u obou mutantnich kmenti
prostfednictvim metody DNA microarray (Oxford Gene Technology). Bakterialni kmeny
byly kultivovany na modifikovaném R3 agaru a jejich mycélium sklizeno v dob¢, kdy se
u mutantnich kment zacinal projevovat aberantni fenotyp; tj. v 48. hod kultivace byl sklizen
kmen AwdpB a v 64. hod kultivace kmen AwdpC. Mycélium divokého kmene bylo sklizeno
Vv obou zminénych casech. Syntéza cDNA byla provedena v pfitomnosti fluorescencné
zna¢enych nukleotid Cy3-dCTP, resp. Cy5-dCTP v tzv. ,,dye swap* uspotradani (viz kap.
3.7.4). Celkové bylo provedeno 6 hybridizaci ze 3 nezavislych izolaci RNA divokého
a mutantniho kmene AwdpB, resp. AwdpC. Ziskané vysledky byly ovéfeny pomoci metody
real-time PCR.

4.6.1 Transkriptom mutantniho kmene AwdpB

U mutantniho kmeneA wdpB bylo identifikovano celkem 293 gent s vyznamné
zménénou hladinou exprese (> 2x) v porovnani s divokym kmenem, coz piedstavuje téméf
4 % genomu S. coelicolor. Seznam vybranych gent uspofadanych podle funkce, jejichz

exprese byla ovlivnéna v mutantnim kmeni AwdpB, je uveden v tabulkéch 4-1 a 4-2.
4.6.1.1 Klasifikace geni se zvySenou expresi u mutantnino kmene AwdpB

Bylo identifikovano celkem 51 gend, jejichz hladina mRNA byla u AwdpB zvySena
vice nez dvojnasobné v porovnani s wt (tab. 4-1). Kromé gentd se zcela neznamou funkect,
které tvoii pfevaznou ¢ast této skupiny, dochazi u AwdpB ke zvy3eni exprese genu kddujici
sporulaéni protein Whil, ktery se podili na tvorbé septa a kondenzaci nukleoidu ve sporach
(Flardh a Buttner, 2009), a také ke zvySeni exprese samotného genu wdpB (SC05953)

a k nému prilehlého genu SCO5954 (pravdépodobna chitinaza) ve sméru transkripce.
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4. Vysledky

. , , . Zména
Kategorie Nazev lokusu Nazev genu, produkt genu (anglicky) P-value exprese
1. Gen wdpBa sousedni gen SCO5954
SCO5953 wdpB, putative membrane protein with WD-40 repetitive 0,000 2,92
domains
SCO5954 probable chitinase (putative secreted protein) 0,001 12,43
2. Sporulace
SC06029 whil, two-component regulator 0,000 3,79
4. Ostatni a hypotetické geny
SC07019 aml, secreted alpha-amylase 0,011 2,00
SCO0983 aceB2, malate synthase 0,005 2,07
SCO1739 putative DNA polymerase Ill, alpha chain 0,001 2,84
SC06479 probable secreted peptidase 0,006 2,53
SC06480 hypothetical protein 0,002 2,43
SC06481 conserved hypothetical protein 0,000 3,37

Tab. 4-1: Seznam vybranych gent, jejichZ exprese byla zvySema u mutanta AwdpB v porovnani
s divokym kmenem M145. Zména exprese udava pomér transkripce genu u mutanta AwdpB ku divokému
kmeni S. coelicolor M145. Jeji kladna hodnota znamena, Zze exprese gentt u AwdpB se vii¢i divokému kmeni
zvysila. Pouzita hladina vyznamnosti P-value < 0,05.

4.6.1.2 Klasifikace geni se snizenou expresi u mutantniho kmene AwdpB

Celkem bylo identifikovano 242 gent, jejichz hladina mRNA byla u AwdpB sniZzena
vice nez dvojnasobné v porovnani swt (tab. 4-2). U tohoto mutanta dochazi k represi
exprese geni kodujicich proteiny, které se podileji na tvorbé vzdusného mycélia — rodliny,
chapliny a kompletni genovy shluk ram. Dale se jedna o nékolik sporula¢ni gend, a také
0 genové shluky pro syntézu nasledujicich sekundarnich metaboliti: coelichelinu,
karotenoidu, kalcium-dependentniho antibiotika, methylisoborneolu a geosminu. Poslednimi
ovlivnénymi skupinami gend se snizenou hladinou transkripce u AwdpB jsou geny

primarniho metabolizmu a déale fada neznamych geni.

Chapliny. SniZena exprese byla zaznamenana u gent chpB, C, D, E a H, z ¢ehoz byl
nejvetsi pokles transkripce zaznamenan u chpC (3,4x) a chpD (3,8x). Kromé jejich funkce
ve formovani vzdu$ného mycélia jsou chapliny spole¢né s rodliny zodpovédné za tvorbu
tzv. ,rodlet” ultrastruktury (Claessen et al., 2004; Claessen et al., 2006) a dale hraji
dilezitou ulohu ve schopnosti ptichyceni bakterie S. coelicolor k podkladu (de Jong et al.,
2009b).

Genovy shluk ram. Druhou skupinou morfogenti podilejicich se na formovani
vzdusného myecélia, u které byla detekovana snizena hladina exprese u mutantniho kmene

AwdpB, je cely shluk ram, v¢etn¢ genu ram$S kodujiciho povrchové aktivni peptid SapB.
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4. Vysledky

Rodliny. Dalsi skupinou gend, u nichz byla zaznamenana snizena hladina exprese u
mutanta AwdpB, jsou rodliny (rdIA, 13,5x a rdIB, 6,3x), které se zda, Ze pIni u S. coelicolor
funkci predevSim strukturni a spolu s chapliny vytvéreji charakteristickou povrchovou
strukturu, tzv. ,,rodlet” ultrastrukturu (Claessen et al., 2004; Claessen et al., 2006).

Sporula¢ni geny. Mezi geny, jejichZz exprese byla u mutanta AwdpB reprimovéana,
patii také sporula¢ni gen whiH (2,6x) zodpovédny za tvorbu sept pii sporulaci a za segregaci
chromozomu pii déleni bunék (Flardh a Buttner, 2009) a gen whiE-ORFVIII (2,1x)
podilejici se na syntéze Sedého sporulaéniho pigmentu. Dal§i geny, u nichz byla
zaznamenana snhiZzend exprese u mutanta AwdpB, jsou hypotetické geny SCO4675,
SCO4676 a hned k nim prilehly gen SCO4677 (rsfA) kédujici anti-sigma faktor pro o',
ktery ovliviiuje pozdni sporulaci (viz kap. 2.2.6). Delece genu SCO4677 zpusobuje zvySeni
produkce Act a urychluje sporulaci (Kim et al., 2008).

Poslednim z genti uplatiiujicich se pii morfologické diferenciaci jehoZ exprese byla
u AwdpB sniZena, je gen nepA (2,6x), ktery je zodpovédny za udrzeni dormance u Spor
(de Jong et al., 2009).

Biosyntéza sekundarnich metaboliti. U celkem 26 genti CDA biosyntetického
shluku z moznych 40 byla zaznamenéana 2-3x sniZena exprese. Podobné byla zaznamenana
2-5,6x snizena exprese u genového shluku crt pro syntézu karotenoidi a cca 2x snizena
exprese 6 z celkem 11 moznych geni genového shluku cch pro biosyntézu coelichelinu.
Dale témé&f 3x sniZzenou expresi u mutantniho kmene AwdpB vykazoval gen geoA
(SC0O6073) pro biosyntézu geosminu a 3—4x sniZzenou expresi vykazovaly geny SCO7700
a SCO7701 pro biosyntézu methylisoborneolu. V bezprostiednim sousedstvi genu SCO7700
proti sméru transkripce lezi gen eshA (SCO7699), jehoz exprese byla rovnéz snizena. Jedna
se o gen kodujici protein sdilejici znaénou podobnost se sporulaénim specifickym proteinem
EshA S. griseus (Kwak et al., 2001). U S. coelicolor ovliviiuje produkci Act (Kawamoto
etal., 2001). V neposledni fadé byla zaznamendna cca 3,5x snizena hladina transkripce
genu absR1, coz je potencialni aktivator sekundarniho metabolizmu.

Primarni metabolizmus. Mezi geny primarniho metabolizmu, jejichZ exprese byla
vyrazné snizena, patii komponenty regulonu PhoP, ktery umoznuje buiikdm monitorovat
dostupnost fosfatu. U mutanta AwdpB je pozorovana represe exprese operonu pst
(vysokoafinitni systém pro transport fosfatu), genu pitH2 (nizkoafinitni systém pro transport
fosfatu) a genu ppk pro polyfosfatkinazu zajist'ujici reverzibilni polymeraci zasobniho
polyfosfatu. Kromé gent pro transport a ukladani fosfatu dochazi u AwdpB Kk sniZeni

exprese genl pro metabolizmus siry (2-5,4x), dusiku (2,3-2,7x), aminokyselin argininu
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aprolinu (2-3,3x) a gent velkého genového shluku (SCO3472-3496) nezname funkce

s pravdépodobnou tlohou v metabolizmu cukrt.

Zacatek tab. 4-2

Nazev Zména

Kategorie lokusu Nazev genu, produkt genu (anglicky) P-value exprese*

1. Tvorba a diferenciace vzdusného mycélia

a) Chapliny
SCO7257 chpB 0,032 -2,11
SCO1674 chpC 0,000 -3,40
SC02717 chpD 0,000 -3,83
SCO1800 chpE 0,003 -1,76
SCO1675 chpH 0,000 -2,66
b) Rodliny
SC02718 rdIA 0,000 -13,50
SCO2719 rdIB 0,001 -6,29
c) Genovy shluk ram
SC06681 ramC, putative serine/threonine protein kinase 0,001 -3,87
SCO06682 rams, surface-active peptide SapB 0,000 -5,95
SCO6683 ramA, probable ABC transporter 0,003 2,20
SCO06684 ramB, probable ABC transporter 0,001 -2,42
SCO06685 ramR, two-component system response regulator 0,004 -2,25
d) Gen nepA
SC04002 nepA 0,000 -2,61
2. Sporulace
SCO5321  whiE, ORFVIII polyketide hydroxylase 0,011 -2,08
SCO5819  whiH, sporulation transcription factor 0,004 -2,64
SC04675 conserved hypothetical protein 0,000 -2,69
SCO4676 hypothetical protein 0,000 -2,00
SCO4677 rsfA, putative regulatory protein (probably anti-c’ factor) 0,000 -2,04
3. Sekundarni metabolizmus
SC06992 absR1, regulatory protein 0,013 -3,45
a) Kalcium-dependentni antibiotikum
SC03210 probable 2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase 0,010 -2,20
SCO3214 trpE2, probable anthranilate synthase component | 0,018 -2,95
SC03215 hypothetical protein 0,002 -2,07
SC03218 putative small conserved hypothetical protein 0,003 -2,07
SCO3220 putative secreted protein 0,000 -2,90
SC03221 probable oxidoreductase 0,000 -2,91
SC03222 possible small secreted protein 0,000 -2,55
SCO3227 putative aminotransferase 0,001 -2,70
SCO3229 putative 4-hydroxyphenylpyruvic acid dioxygenase 0,000 -2,97
SCO3230 cdaPS1, CDA peptide synthetase | 0,004 -2,41
SCO3231 cdaPS2, CDA peptide synthetase Il 0,005 -2,14
SC03232 cdaPS3, CDA peptide synthetase IlI 0,016 -2,15
SC03233 probable hydrolase 0,001 -2,32
SC03234 possible phosphotransferase 0,000 -2,11
SC0O3235 probable ABC transporter 0,000 -2,07
SCO3236 possible oxygenase 0,000 -2,36
SC03237 conserved hypothetical protein 0,009 22,26
SC03239 conserved hypothetical protein 0,001 -3,22
SC03241 possible isomerase 0,019 -2,14
SC03243 possible myo-inositol phosphate synthase 0,000 22,10
SCO3244 putative secreted protein 0,000 2,30
SCO3245 possible salicylate hydroxylase (putative secreted protein) 0,004 -2,28
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Pokracovani tab. 4-2

Na . . Zmé
azev Nazev genu, produkt genu (anglicky) P-value mena

Kategorie
lokusu exprese

a) Kalcium-dependentni antibiotikum (pokracovani)

SC03246 fabH4, probable 3-oxoacyl-[acyl carrier protein] synthase llI 0,002 -3,12
SC03247 possible acyl CoA oxidase 0,002 -2,32
SC03248 fabF3, probable 3-oxoacyl-[acyl carrier protein] synthase Il 0,000 -2,51
SC03249 probable acyl carrier protein 0,000 -2,32
b) Coelichelin
SC00489 conserved hypothetical protein 0,007 -2,59
SCO0490 cchl, putative esterase 0,017 -2,33
SCO0492 cchH, putative peptide synthetase 0,022 -2,07
SCO0494  cchF, putative iron-siderophore binding lipoprotein 0,010 -1,98
SCO0498 cchB, putative peptide monooxygenase 0,012 -2,60
SCO0499 putative formyltransferase 0,018 -2,27
c) Karotenoidy
SCO0191 crtY, probable lycopene cyclase 0,018 -2,18
SCO0193  IitR, putative DNA-binding regulator 0,000 -2,08
SCO0194  IitS, putative sigma factor 0,001 -5,58
SCO0195 litA, putative lipoprotein 0,001 -3,64
SCO0196 litB, hypothetical protein 0,002 -2,33
d) Methylisoborneol
SCO7699 eshA, nucleotide-binding protein 0,005 -2,65
SCO7700 possible cyclase 0,002 -3,25
SCO7701 2-methylgeranyl diphosphate synthase 0,035 -4,02
e) Geosmin
SCO6073 geoA, possible cyclase 0,001 -2,77

4. Primarni metabolizmus
a) Meatabolizmus fosforu

SC04139 pstB, phosphate ABC transport system ATP-binding protein 0,004 -6,31
SC04140 pstA, phosphate ABC transport system permease protein 0,017 -4,08
SC04141  pstC, phosphate ABC transport system permease protein 0,025 -2,64
SC04142 pstS, phosphate-binding protein precursor 0,012 -4,08
SC04143  putative mutT-like protein 0,054 -1,71
SC04144 conserved hypothetical protein 0,022 -1,82
SC04145 ppk, polyphosphate kinase 0,000 -2,09
SCO1845 pitH2, low-affinity phosphate transport protein 0,021 -2,20
b) Meatabolizmus siry
SCO6095 probable ABC transporter ATP-binding protein 0,009 -3,04
SCO6096 probable lipoprotein 0,008 -3,32
SCO6098 cysD, sulfate adenylyltransferase subunit 2 0,251 -2,19
SCO6099 cysC, adenylylsulfate kinase 0,013 -2,24
SCO06100 cysH, phosphoadenosine phosphosulfate reductase 0,050 -2,17
SCO06101 hypothetical protein 0,052 -4,43
SC06102 probable nitrite/sulphite reductase 0,034 -5,42
c) Meatabolizmus dusiku
SC02404 putative sugar-binding receptor 0,011 -2,61
SC0O2405 putative sugar-transport ATP binding protein 0,029 -2,28
SC02407 putative aldose 1-epimerase 0,026 -2,70
c) Meatabolizmus aminokyselin argininu a prolinu
SCO5976 arcB, ornithine carbamoyltransferase 0,002 -2,05
SCO5980 possible bifunctional hydroxylase/oxidoreductase 0,004 -2,04
SCO5983 possible fatty acid-CoA ligase 0,000 -2,47
SCO7034 aminotransferase (fragment) 0,010 -2,84
SCO7035 gabD, succinate-semialdehyde dehydrogenase (fragment) 0,003 -3,32
SCO7036 arggG, argininosuccinate synthase 0,004 -1,82
SC02298 kdgA, KHG/KDPG aldolase 0,001 -1,99
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Pokracovani tab. 4-2

Na . . Zmé
azev Nazev genu, produkt genu (anglicky) P-value mena

Kategorie
lokusu exprese

d) Klastr neznamé funkce - pravdépodobné tloha v metabolizmu cukrt

SCO3472 putative transposase remnant 0,019 -2,42
SCO3473 putative aldolase 0,014 -3,47
SCO3474 putative sugar kinase 0,022 -2,85
SCO3475 putative isomerase 0,031 -2,92
SCO3476 putative short-chain dehydrogenase 0,023 -3,07
SCO3477 putative dehydrogenase 0,027 -3,02
SCO3478 putative dehydrogenase 0,017 -3,27
SC03479 putative beta-galatosidase 0,029 -2,75
SC0O3480 putative racemase 0,028 -2,86
SC03481 hypothetical protein 0,032 -2,75
SCO3482 putative sugar-permease 0,039 -2,99
SCO3483 putative integral membrane transport protein 0,030 -3,07
SCO3484 putative secreted sugar-binding protein 0,019 -3,21
SCO3485 putative lacl-family transcriptional regulator 0,032 -1,65
SCO3486 putative aldehyde dehydrogenase 0,018 -2,17
SCO3487 putative hydrolase 0,044 -2,39
SCO3496 putative lyase precursor 0,001 -3,24
5. Ostatni a hypotetické geny
SCO3540 slpD, proteinase (putative secreted protein) 0,006 -2,01
SCO3595 ddIA2, vanA, probable D-alanine:D-lactate ligase 0,015 -3,74
SCO04873 hypothetical protein 0,047 -2,19
SC04879 conserved hypothetical protein 0,042 -4,40
SCO4880 putative transferase 0,067 -2,52
SCO04881 putative polysaccharide biosynthesis related protein 0,030 -5,46
SC04882 hypothetical protein 0,004 -7,36

Tab. 4-2: Seznam vybranych gent, jejichZ exprese byla snizena u mutanta AwdpB v porovnani
s divokym kmenem M145. Zména exprese udava pomér transkripce genu u mutanta AwdpB ku divokému
kmeni S. coelicolor M145. Jeji kladna hodnota znamena, ze exprese gentt v wdpB se vii¢i divokému kmeni
zvysila. Pouzita hladina vyznamnosti P-value < 0,05; vy3Si hladina vyznamnosti P-value (*) pouZita pouze ve
vyjimecnych piripadech (viz kap. 3.7.4)

4.6.2 Transkriptom mutantniho kmene AwdpC

U mutantniho kmeneA wdpC bylo identifikovano celkem 205 gent s vyznamné
zménénou hladinou exprese (> 2x) Vv porovnani s divokym kmenem, coz ptedstavuje pies
2,5 % genomu S. coelicolor. Seznam vybranych genti uspotadanych podle funkce, jejichz

exprese byla ovlivnéna v mutantnim kmeni AwdpC, je uveden v tabulkach 4-3 a 4-4.
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4.6.2.1 Klasifikace geni se zvySenou expresi u mutantniho kmene AwdpC

Celkem bylo identifikovano 76 gen, jejichz hladina mRNA byla u AwdpC zvy3ena
vice nez dvojnasobné v porovnani swt (tab. 4-3). Nejvyssi indukce exprese byla
zaznamenana u samotneho genu wdpC (SC02244) (28x), u pravdépodobného AbaA-like
regulacniho genu SCO4214 (29x) a u ptedpokladaného operonu SCO4173-5 (6-17x). Déle
dochazi k indukci exprese u sporulacniho genu whil (4,4x) kodujici protein, ktery se podili
na tvorbé septa a kondenzaci nukleoidu ve sporach (Flardh a Buttner, 2009). ZvySena
hladina exprese byla rovnéZ zaznamenana u mnoha hypotetickych genid a u nékterych
komponent c" regulonu (cca 3x). Deregulace aktivity ¢” zptsobuje fenotyp bld a zpozdéni
produkce Act (Gehring et al., 2001).

Kategorie I:ﬁf::: Nazev genu, produkt genu (anglicky) P-value :xr:f::e

1. Gen wdpC

SC02244  wdpC, probable serine/threonine protein kinase with WD-40 0,000 8,77
repetitive domains

2. Sporulace
SC06029  whil, two-component regulator 0,004 4,44

3. Komponenty o’ regulonu
SCO0644 putative membrane protein. 0,012 2,98
SCO0930 putative lipoprotein 0,025 2,87
SC02217 putative secreted protein 0,000 2,91
SCO0828 phoC, putative alkaline phosphatase 0,009 3,05

4. Ostatni a hypotetické geny
SCO7511 gap2, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 0,000 3,27
SCO4173 hypothetical protein SCD66.10c 0,000 14,97
SCO4174 putative integral membrane protein 0,000 6,05
SCO4175 hypothetical protein SCD66.12¢ 0,000 16,75
SCO4176 conserved hypothetical protein 0,001 2,15
SCO4214  putative AbaA-like regulatory protein 0,000 28,47
SCO0162 conserved hypothetical protein 0,002 2,15
SCO0163 conserved hypothetical protein 0,024 2,08
SCO0168 possible regulator protein 0,001 2,03
SCO0169 conserved hypothetical protein 0,000 2,03
SCO0170 conserved hypothetical protein 0,001 2,40
SCO0171 conserved hypothetical protein 0,002 2,01
SCO0180 conserved hypothetical protein 0,018 2,06
SCO0181 hypothetical protein 0,005 2,05
SC00184 conserved hypothetical protein 0,001 3,04

Tab. 4-3: Seznam vyznamnych genu, jejichZ exprese byla zvySena u mutanta AwdpC v porovnani
s divokym kmenem M145. Zména exprese udava pomér transkripce genu u mutanta AwdpC ku divokému
kmeni S. coelicolor M145. Jeji kladna hodnota znamena, ze exprese gentt u AwdpC se vii¢i divokému kmeni
zvysila. Pouzita hladina vyznamnosti P-value < 0,05.
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4.6.2.2 Klasifikace geni se snizenou expresi u mutantniho kmene AwdpC

Celkem bylo identifikovano 129 gent, jejichz hladina mRNA byla u AwdpC sniZena
vice nez dvojnasobné v porovnani swt (tab. 4-4). U mutantniho kmene AwdpC dochazi
ke snizeni exprese celych genovych shlukt sekundarniho metabolizmu jako jsou: Act, CDA,
coelichelin a sekundarnich metaboliti kédovanych genovym shlukem cpk. SniZena hladina
mRNA byla dale zaznamenana u gend podilejicich se na morfologické diferenciaci.
V neposledni fadé byla u AwdpC zaznamenana sniZzena exprese u gend primarniho

metabolizmu, a také u fady hypotetickych genti.

ramS. Mezi morfogeny, jejichZz exprese byla u AwdpC sniZena pftiblizné¢ 2x, patii
také gen ramS kodujici povrchové aktivni peptid SapB usnadiujici pfechod substratového
mycélia ve vzdusné mycélium.

Sporulacni gen. Také u jednoho ze sporulac¢nich genii byla zaznamenana snizena
hladina exprese (3,8x). Jedna se o pozdni sporulaéni gen whiE ORF3 podilejici se na
syntéze Sedého sporula¢niho pigmentu.

Biosyntéza sekundarnich metaboliti. Nejvétsi skupina gent, jejichZ exprese byla
u mutantniho kmene AwdpC reprimovana, jsou geny sekundarniho metabolizmu. Celkem
u 20 ze zndmych 23 genti biosyntetického genoveho shluku act byla zaznamenana pfiblizné
2—6X sniZzena exprese, a to vcetné specifického transkripéniho aktivatoru actll-ORF4 (3,4x).
Podobné byla zaznamenadna sniZzena exprese 18 genti z moznych 40 u biosyntetického
genového shluku cda (2-3,4x), 5 genti z 11 u genového shluku cch pro biosyntézu
coelichelinu (2-3x) a 2 genti z genového shluku cpk (2x).

Primarni metabolizmus. Mezi geny primarniho metabolizmu, jejichZ exprese byla
vyrazné reprimovana u mutanta AwdpC, patii komponenty regulonu PhoP, ktery umoziiuje
bunikdm monitorovat dostupnost fosfatu. Byla pozorovana snizena hladina exprese operonu
pst (vysokoafinitni systém pro transport fosfatu) (pfiblizné¢ 2x) a genu ppk pro
polyfosfatkindzu (2x) zajiStujici reverzibilni polymeraci zasobniho polyfosfatu. Kromé
gend pro transport a ukladani zasobniho fosfatu dochazi u AwdpC Kk represi exprese gent

pro metabolizmus siry (2x).
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Pokracovani tab. 4-4

Na . . Zmé
azev Nazev genu, produkt genu (anglicky) P-value mena

Kategorie
lokusu exprese

1. Sekundarni metabolizmus
a) Aktinorodin

SCO5070 actVI ORF B, ORFB hydroxylacyl-CoA dehydrogenase 0,006 -2,44
SCO5071 actVI ORF A, ORFA hydroxylacyl-CoA dehydrogenase 0,000 -4,84
SCO5072 actVI ORF 1, ORF1 hydroxylacyl-CoA dehydrogenase 0,000 -3,88
SCO5073  actVI ORF 2, putative oxidoreductase 0,001 -3,86
SCO5074 actVI ORF 3, putative dehydratase 0,000 -4,41
SCO5075 actVI ORF 4, possible oxidoreductase 0,000 -3,76
SCO5076 actVA1, integral membrane protein 0,029 -2,68
SCO5077 actVA2, hypothetical protein 0,000 2,25
SCO5078 actVA3, hypothetical protein 0,000 -3,32
SCO5079 actVA4, conserved hypothetical protein 0,000 -4,49
SCO5080 actVAS5, putative hydrolase 0,001 -3,33
SCO5081 actVA6, hypothetical protein 0,002 -3,66
SCO5085  actll-ORF4, actinorhodin cluster activator 0,001 -3,43
SC05086  actlll, ketoacyl reductase 0,000 -4,59
actl-ORF1, actinorhodin polyketide beta-ketoacyl synthase
SCO5087 alpha subunit 0,005 -3,72
actl-ORF2, actinorhodin polyketide beta-ketoacyl synthase
SCO5088 beta subunit 0,002 -4,66
actl-ORF 3, actinorhodin polyketide synthase acyl carrier
SCO5089 protein 0,000 -6,16
SCO5090 actVll, actinorhodin polyketide synthase bifunctional 0,000 -4,57
cyclase/dehydratase
SC05091 actlV, cyclase 0,002 -3,74
SCO5092 actVB, actinorhodin polyketide possible dimerase 0,018 -3,50
b) Kalcium-dependentni antibiotikum
SCO3218 putative small conserved hypothetical protein 0,001 -3,22
SC03220 putative secreted protein 0,000 -3,41
SC03221 probable oxidoreductase 0,001 -3,04
SC03222 possible small secreted protein 0,000 -2,85
SC03227 putative aminotransferase 0,021 -2,61
SC0O3229 putative 4-hydroxyphenylpyruvic acid dioxygenase 0,005 -2,77
SC03230 cdaPSl, CDA peptide synthetase | 0,010 -2,66
SC03231 cdaPS2, CDA peptide synthetase Il 0,013 -2,60
SC03232 cdaPS3, CDA peptide synthetase llI 0,022 -2,21
SC03233 probable hydrolase 0,040 -2,43
SC03234 possible phosphotransferase 0,002 -2,98
SC03235 probable ABC transporter 0,003 -2,58
SC03236 possible oxygenase 0,003 -2,37
SCO3244 putative secreted protein 0,000 -2,86
SCO3245 possible salicylate hydroxylase (putative secreted protein) 0,035 -1,98
SC03247 possible acyl CoA oxidase 0,011 -2,42
SCO3248 fabF3, probable 3-oxoacyl-[acyl carrier protein] synthase Il 0,000 -2,40
SC03249 probable acyl carrier protein 0,000 -2,67
c) Coelichelin
SC00489 conserved hypothetical protein 0,001 -2,90
SCO0490 cchlJ, putative esterase 0,011 -2,05
SCO0492 cchH, putative peptide synthetase 0,007 -2,29
SCO0498 cchB, putative peptide monooxygenase 0,010 -3,14
SCO0499 putative formyltransferase 0,016 -2,25
d) Zluty pigment (produkt cpk genového klastru)
SC06272 possible secreted FAD-binding protein 0,044 -1,96
SC06273  cpkC, probable type | polyketide synthase 0,006 -2,40
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Pokracovani tab. 4-4

Naze . . Zmé
zev Nazev genu, produkt genu (anglicky) P-value mena

Kategorie
lokusu exprese

2. Morfologicka diferenciace
a) Tvorba vzdusného mycélia

SCO06681 ramC, probable SapB synthetase 0,024 -2,35

SCO6682 ramsS, peptide SapB 0,000 -2,42
b) Sporulace

SCO5318  whiE-ORFIII, polyketide beta-ketoacyl synthase alpha 0,000 -3,80

3. Primarni metabolizmus
a) Metabolizmus fosforu

SCO04139 pstB, phosphate ABC transport system ATP-binding protein 0,000 -2,44
SCO4140 pstA, phosphate ABC transport system permease protein 0,019 -2,98
SCO04141 pstC, phosphate ABC transport system permease protein 0,000 -1,97
SC04142 pstS, phosphate-binding protein precursor 0,004 -2,30
SC04145 ppk, polyphosphate kinase 0,002 -2,03
b) Metabolizmus siry
SCO6099  cysC, adenylylsulfate kinase 0,002 -2,27
SC06102 putative nitrite/sulphite reductase 0,022 -2,16
4, Ostatmi
SCO3595 ddIA2, vanA, probable D-alanine:D-lactate ligase 0,001 -4,01
SC04873 hypothetical protein 0,020 -2,39
SCO04874  possible integral membrane protein 0,002 -2,91
SC04879 conserved hypothetical protein 0,001 -3,81
SCO04880 possible transferase 0,004 -2,06
SC04881 possible polysaccharide biosynthesis related protein 0,002 -3,83
SC04882 hypothetical protein 0,000 -6,02

SC0O2828 probable amino acid ABC transporter protein, solute-binding 0,016 -2,31
component

SC02829 amino acid ABC transporter protein, integral membrane 0,014 -2,13
component

SC02830 probable amino acid ABC transporter protein, integral 0,000 -1,98
membrane component

SC02831 probable amino acid ABC transporter protein, ATP-binding 0,002 -1,97
component

Tab. 4-4: Seznam vyznamnych geni, jejichZz exprese byla snizena u mutanta AwdpC v porovnani
s divokym kmenem M145. Zména exprese udava pomér transkripce genu u mutanta AwdpC ku divokému
kmeni S. coelicolor M145. Jeji zaporna hodnota znamena, ze hladina exprese gentt u AwdpC se vaci divokému
kmeni snizila. Pouzita hladina vyznamnosti P-value < 0,05.
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4.6.3 Ovéreni vyslednych dat ziskanych z DNA ¢ipi pomoci metody
gRT-PCR.

K ovéteni ziskanych dat z analyzy transkriptomu obou mutantnich kmena byla
pouzita metoda gRT-PCR umoznujici kvantifikaci exprese genu v realném case. Bylo
testovano celkem 33 gent pro mutantni kmen AwdpB a 21 gent pro AwdpC, jejichz exprese
byla podle vysledkl analyzy transkriptomu vyznamné ovlivnéna. Kromé téchto gent bylo
navic testovano jesté nasledujicich 6 geni: (i) Gen cdaR kodujici specificky transkripéni
aktivator CDA genového shluku, jehoZ exprese se z analyzy transkriptomu zda byt
neovlivnéna, piestoze exprese velké ¢asti CDA genového shluku je reprimovana u obou
mutantnich kment; (ii) geny redD a redZ kodujici specifické transkripéni aktivatory RED
genoveho shluku, jejichZ exprese (stejné tak exprese celého RED shluku) se rovnéz zda byt
Z analyzy transkriptomu neovlivnéna, ale podle fenotypového projevu dochazi u obou
mutantt k redukci tvorby RED pigmentu; (iii) gen SCO2245 leZici na chromozomu
Vv tésném sousedstvi pred genem wdpC; (iv) geny SCO6277 a SCO6279, které jsou soucasti
genoveho shluku cpk a mohly by pfispét k objasnéni, zdali je cely genovy shluk cpk
reprimovan, jak naznacuje transkriptom mutantniho kmene AwdpC.

Pro tuto analyzu byly pouZity stejné izolaty RNA jako pro analyzu pomoci DNA
¢ipt. Ziskana vysledna data jsou primérem ze tii nezavislych experimentti a jsou uvedena
v tabulce 4-5 pro mutanta AwdpB a v tabulce 4-6 pro AwdpC.

Pomoci metody qRT-PCR byly u valné vétsiny genii potvrzeny vysledky ziskané
Z analyzy transkrip¢nich profil pomoci DNA ¢ipu (tab. 4-5 a 4-6). V mnoha piipadech byla
dokonce hodnota zmény relativni genové exprese vyrazné veétsi (pro indukované, resp.
reprimované geny vyrazné vy$si, resp. nizsi) nez v globalni analyze transkriptomu
piislusnych mutant, coZz bylo patrné piedev$im u exprese gent SCO4173-5, SCO4214
awdpC (SC02244) vyrazné indukovanych u mutantniho kmene AwdpC a také u exprese
genu wdpB, ktery byl indukovan u mutantniho kmene AwdpB. Pouze u nékolika malo genti
(pitH2, whiE ORFVIII, chpB a cdaR pro AwdpB; cchB, phoC a ramC u AwdpC) nebyla
zména jejich exprese zaznamenana. Pouze dva geny (whiJ a whiE ORFIII) se nepodatilo
pomoci gRT-PCR amplifikovat.

Navic byla zjisténa zvySena exprese genu SCO2245 (16,5x) a mirn€ sniZena exprese
cdaR (-2,15x) kodujici transkripéni aktivator pro CDA biosynteticky shluk u mutanta
AwdpC. Exprese genu pro transkripéni aktivatory RedD a RedZ nebyla ani u jednoho
z mutantnich kment v porovnani s divokym kmenem ovlivnéna.
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Zména exprese

Nazev Nazev genu, produkt genu (anglicky)
lokusu DNA
. qRT-PCR
microarrays
SC00194  litS, putative sigma factor -5,58 -4,65 (£ 0,92)
SCO0492  cchH, putative peptide synthetase -2,07 -2,45 (£ 0,33)
SCO0498  cchB, putative peptide monooxygenase -2,60 -4,61 (£ 1,70)
SC01674 chpC -3,40 -2,69 (£ 0,60)
SCO1675 chpH -2,66 -10,24 (+ 3,69)
SCO1800 chpE -1,76 -1,97 (£ 0,20)
SCO1845 pitH2, low-affinity phosphate transport protein -2,20 -1,46 (£ 0,70)
SC02717 chpD -3,83 -3,55 (£ 1,11)
SC02718 rdIA -13,50 -15,19 (+ 7,95)
SC02719 rdiB -6,29 -9,59 (+ 3,14)
SCO3217 cdaR, transcriptional activator for the CDA biosynthesis cluster -2,07 -1,88 (£ 0,63)
SC03230 cdaPS1, CDA peptide synthetase | -2,41 -2,27 (£ 0,73)
SC03231 cdaPS2, CDA peptide synthetase Il -2,14 -2,67 (£ 0,39)
SC0O3236 possible oxygenase -2,36 -2,75 (£ 0,39)
SC03476 putative short-chain dehydrogenase -3,07 -5,03 (£ 2,89)
SCO3480 putative racemase -2,86 -4,46 (+ 2,38)
SC0O3483 putative integral membrane transport protein -3,07 -4,99 (+ 3,15)
SCO4002 nepA -2,61 -4,31 (£ 0,59)
SCO4142 pstS, phosphate-binding protein precursor -4,08 -22,37 (+ 10,08)
SCO4677  rsfA, putative regulatory protein (probably anti-s factor) -2,04 -2,58 (£ 0,46)
SCO5321  whiE, ORFVIII polyketide hydroxylase -2,08 -1,15(+0,22)
SCO5819  whiH, sporulation transcription factor -2,64 -3,42 (£ 0,01)
SCO5877  redD, specific transcriptional activator for RED biosynthesis cluster 1,08 1,63 (£ 0,44)
SCO5881 redZ, specific transcriptional activator for RED biosynthesis cluster -1,17 1,20 (£ 0,34)
SCO5953  wdpB, putative membrane protein with WD-40 repetitive domains 2,92 19,54 (+ 3,74)
SCO5954 probable chitinase (putative secreted protein) 12,43 34,51 (£ 7,14)
SC06029  whil, two-component regulator 3,79 nd
SCO6073 geoA, possible cyclase -2,77 -3,32(+1,01)
SCO6099 cysC, adenylylsulfate kinase -2,24 -7,44 (£ 3,95)
SCO6681 ramC, putative serine/threonine protein kinase -3,87 -3,49 (£ 0,61)
SC06682 rams, surface-active peptide SapB -5,95 -17,51 (x 7,15)
SCO6685 ramR, two-component system response regulator -2,25 -2,27 (£ 0,51)
SC06992 absR1, regulatory protein -3,45 -8,95 (£ 4,23)
SCO7035 gabD, succinate-semialdehyde dehydrogenase (fragment) -3,32 -2,24 (£ 0,17)
SCO7257 chpB -2,11 -1,12 (£ 0,55)
SCO07701 2-methylgeranyl diphosphate synthase -4,02 -3,34 (£ 0,80)

Tab. 4-5: Ovéfeni vysledkii z analyzy transkriptomu mutantniho kmene AwdpB pomoci kvantitativni
PCR v realném ¢ase. Zména exprese udava pomér transkripce genu u mutanta AwdpB ku divokému kmeni
S. coelicolor M145. Jeji kladna, resp. zaporna hodnota znamena, Ze hladina exprese geni u AwdpB se vici
divokému kmeni zvysila, resp. snizila. Zkratka nd znamend, Ze gen nebyl detekovan (jeho amplifikace se

nezdaftila)
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Zména exprese

Nazev Nazev genu, produkt genu (anglicky)
lokusu DNA
. qRT-PCR
microarrays
SCO0492 cchH, putative peptide synthetase -2,29 -2,18 (£ 0,55)
SCO0498  cchB, putative peptide monooxygenase -3,14 -1,48 (£ 0,71)
SCO0828 phoC, putative alkaline phosphatase 3,05 -1,19 (£ 0,27)
SC02217 putative secreted protein 2,91 4,89 (£ 0,70)
SC02244  wdpC, probable serine/threonine protein kinase with WD-40 repetitive 8,77 34,51 (+ 6,64)
domains
SC02245 hypothetical protein -1,25 16,50 (+ 4,86)
SCO3217 cdaR, transcriptional activator for the CDA biosynthesis cluster -1,41 -2,15 (£ 0,64)
SC03230 cdaPSl, CDA peptide synthetase | -2,66 -3,00 (£ 0,99)
SC03231 cdaPS2, CDA peptide synthetase Il -2,60 -4,55 (£ 1,12)
SCO3236 possible oxygenase -2,37 -3,42 (£ 0,55)
SCO4173 hypothetical protein SCD66.10c 14,97 70,41 (£ 1,10)
SCO4174 putative integral membrane protein 6,05 305,02 (+ 90,89)
SCO4175 hypothetical protein SCD66.12c 16,75 243,8 (+ 38,00)
SCO4214  putative AbaA-like regulatory protein 28,47 325,17 (+ 56,75)
SCO5074 actVI ORF 3, putative dehydratase -4,41 -7,03 (£ 3,20)
SCO5080 actVAS5, putative hydrolase -3,33 -6,33 (£ 2,57)
SCO5085  actll-ORF4, actinorhodin cluster activator -3,43 -4,23 (£ 0,68)
SCO5087 actl-ORF1, actinorhodin polyketide beta-ketoacyl synthase a subunit -3,72 -6,93 (£ 3,41)
SCO5318  whiE-ORFIIl, polyketide beta-ketoacyl synthase alpha -3,80 nd
SCO5877  redD, specific transcriptional activator for RED biosynthesis cluster -1,27 -1,45(%0,65)
SCO5881 redZ, specific transcriptional activator for RED biosynthesis cluster -1,46 -1,22 (£ 0,06)
SC06029  whil, two-component regulator 4,44 nd
SCO6273  cpkC, probable type | polyketide synthase -2,40 -2,38 (£ 0,08)
SCO6277 cpkE, putative epoxide hydrolase -1,40 -2,07 (£ 0,22)
SC06279 cpkG, putative diaminobutyrate-pyruvate aminotransferase -1,24 -2,24 (£ 0,25)
SC06681 ramC, probable SapB synthetase -2,35 1,15 (£ 0,52)
SC06682 ramsS, peptide SapB -2,42 -2,35(+0,49)

Tab. 4-6: Ovéfeni vysledki z analyzy transkriptomu mutantniho kmene AwdpC pomoci kvantitativni
PCR v realném ¢ase. Zména exprese udava pomér transkripce genu u mutanta AwdpC ku divokému kmeni
S. coelicolor M145. Jeji kladna, resp. zaporna hodnota znamend, Ze hladina exprese genti u AwdpC se vici
divokému kmeni zvysila, resp. snizila. Zkratka nd znamend, Ze gen nebyl detekovan (jeho amplifikace se
nezdafrila)

4.7 Transkrip¢ni profily vybranych genii v priibéhu Zivotniho

cyklu

Na zaklad¢ vysledkii transkripénich profilii ziskanych pomoci DNA ¢ipti byla u obou
mutantnich kmena testovana zména genové exprese u vybrané skupiny genii v pribc¢hu
zivotniho cyklu streptomycet. Stanoveni transkripénich profiltt vybranych genti u mutanta
wdpB, resp. wdpC v prubéhu zivotniho cyklu by mohlo napomoci porozumét uloze
produktu téchto gent v diferenciaci S. coelicolor. K tomuto téelu byla pouzZita metoda

kvantitativni PCR v realném case. Ziskané vysledky jsou graficky znazornény v grafu 4-4,
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resp. 4-5 a ¢iseln¢ zaznamenany v tabulce tab. 4-7, resp. 4-8 pro mutanta AwdpB, resp.
AwdpC.

Chapliny a rodliny Geny ram, nepA a whiH
W SCO1674 (chpC) B SCO1675 (chpH) OSCO1800 (chpE)
M 5C06682 (ramS) B SCO6685 (ramR) T SCO4002 (nepA) B SCO5819 (whiH)
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Graf. 4-4: Transkripéni profily vybranych genii u mutantniho kmene AwdpB v priibéhu Zivotniho cyklu
S. coelicolor (grafické znazornéni tabulky 4-7). Celkova RNA izolovana z riznych vyvojovych stadii (28.,
48., 72. a 96. hod kultivace na mR3 agaru) Zivotniho cyklu byla pfepsana do cDNA, ktera poslouzila jako
templat pro gqRT-PCR. Relativni genovd exprese udavd pomér transkripce genu u mutanta AwdpB ku
divokému kmeni S. coelicolor M145. Jeji kladna, resp. zaporna hodnota znamena, Ze hladina exprese gent
u AwdpB se vici divokému kmeni zvysila, resp. snizila. Analyza byla provedena pomoci qRT-PCR. Graf
znazoriiuje primérné hodnoty ziskané ze tii nezavislych experimenti. Chybové Usecky reprezentuji stfedni
chybu priméru. nt — geny nepA, ramR a absR1 nebyly v daném ¢asovém interval testovany.
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Gen (nazev)

doba kultivace (h)

28 48 72 9%
SC00194 (/itS) 1,14 (£0,01)  -4,65(+0,92) -3,12(+0,74) -2,04 (+0,40)
SC01674 (chpC) -3,46 (£1,17)  -2,69 (+0,60) 1,19 (+0,59)  -1,72 (+0,53)
SCO1675 (chpH) -3,73(£1,93) -10,24 (£3,69) -6,54 (+1,43) -2,85 (+1,92)
SCO1800 (chpE) -2,14(+0,98)  -1,97 (+0,20) -3,43(+0,63) -1,99 (+0,61)
SC02718 (rdIA) -1,19 (+0,71) -15,19(+7,95) 1,17 (+0,14) -2,01(+0,87)
SC02719 (rdlB) -1,13(+0,17)  -9,59 (+3,14)  -1,4(+0,57) -1,34 (+0,60)
SC03217 (cdaR) -1,05(+0,33)  -1,88(+0,63) -1,34(+0,79) -1,22 (+0,01)
SC03231 (cdaPs2) -1,84 (+0,64)  -2,67(£0,39)  -1,7(+1,23) -2,83(+0,35)
SC04002 (nepA) -13,12 (£2,61)  -4,31(0,59) nt  -3,59 (+0,76)
SCO5819 (whiH) -1,02 (+0,15)  -3,42(+0,01) 1,27 (+0,68) -1,38 (+0,61)
SC05953 (wdpB) 40,86 (£0,50) 19,54 (+3,74) 13,47 (+4,79) 14,33 (+ 1,48)
SC05954 20,88 (+8,88) 34,51 (+7,14) 16,94 (+4,99) 30,70 (+6,28)
SC06073 (geoA) -2,85(+0,28)  -3,32(+1,01) -1,14(+0,27) -1,18 (+0,06)
SCO6682 (rams) -30,00 (+14,84) -17,52(+7,15) -4,49 (+1,07) -3,11 (¢ 1,39)
SCO6685 (ramR) -3,28(+1,68)  -2,27(+0,51) 1,49 (+0,93) nt
SCO6992 (absR1) nt  -8,95(+4,23) 1,21(¢0,17) -1,07 (+0,07)
sC07701 2,12 (+1,09)  -3,34(+0,80) -1,48(+1,31) -1,86(+0,49)

Tab. 4-7: Transkripéni profily vybranych geni u mutantniho kmene AwdpB v priabéhu Zivotniho cyklu
S. coelicolor. Celkova RNA izolovana z riznych vyvojovych stadii (28., 48., 72. a 96. hod kultivace na mR3
agaru) zivotniho cyklu byla piepsana do cDNA, ktera poslouzila jako templat pro qRT-PCR. Hodnoty uvedené
v tabulce piedstavuji zménu exprese stanovenou pomoci gRT-PCR, kterd udava pomér transkripce piislusného
genu u mutanta AwdpB ku divokému kmeni S. coelicolor M145. Jeji kladna, resp. zaporna hodnota znamena,
ze hladina exprese genti uA wdpB se vii¢i divokému kmeni zvysila, resp. snizila. Zkratka nt znamena, Ze gen
nebyl testovan v daném ¢asovém bodé.

U mutanta AwdpB bylo zjisténo, Ze exprese genu wdpB je ve srovnani s divokym
kmenem zvySena béhem zivotniho cyklu (viz vysvétleni v kap. 5.3) a dosahuje nejvyssi
hladiny v 28. hodin¢ kultivace (pocatek diferenciace vzdusného mycélia). Druhym vyrazné
indukovanym genem b&éhem zivotniho cyklu je u AwdpB gen kédujici pravdépodobnou
chitindzu SCO5954, jenz se nachazi v tésném sousedstvi genu wdpB na chromozomu.
Nejvyrazné&ji reprimovanym genem u kmene AwdpB je gen ramS, jehoZ produkt protein
SapB funguje jako surfaktant a umoziuje pfechod ze substratového mycélia na vzdusné.
Maximalni represe transkripce genu ramS byla zaznamenéna v 28. hodiné kultivace (doba
pocatku tvorby vzdu$ného mycélia). Podobn¢ jako ramsS je také gen ramR (regulujici cely
operon ram) u mutanta AwdpB reprimovan, a to v ¢asnych fazich diferenciace vzdusného
mycélia. DalSi skupinou reprimovanych gent u mutanta AwdpB jsou geny kodujici chapliny
plnici predevSsim funkci surfaktantt a rodliny vytvafejici (spolu s chapliny)
charakteristickou ultrastrukturu fibril na povrchu spor. Maximum represe transkripce
u rodlinti se pohybuje kolem 48. hodiny kultivace (¢asna faze sporulace), u chaplini chpH
a chpE mezi 48.-72. hodinou kultivace (sporulace) a u chaplinu chpC byla zaznamenana
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snizena exprese ve 28. a 48. hod kultivace. Potlaceni exprese genil pro syntézu sekundarnich
metaboliti  CDA  (testovany gen cdaPS2), karotenoidi (testovany gen litS)
a methylissoborneolu (testovany gen SCO7701) u mutanta AwdpB se za¢ina projevovat ve
8. hod kultivace, teda ve fazi Casné sporulace a pietrvavd minimalné az do 96. hod
kultivace, kromé& genu SCO7701, jehoz exprese je ve srovnani s divokym kmenem sniZena
pouze ve 48. hod. DalSim testovanym genem sekundarniho metabolizmu, jehoZ exprese byla
u mutanta AwdpB reprimovana ve 28. a 48. hod kultivace, byl gen geoA pro syntézu
geosminu. Mezi testované geny jejichz exprese byla sniZzena pouze ve 48. hod Zivotniho
cyklu patii sporula¢ni gen whiH a gen absR1 kodujici potencialni aktivator sekundarniho
metabolizmu. Posledni testovany gen s reprimovanou expresi u mutanta AwdpB byl gen
nepA (NepA piispiva k udrzeni dormance spoér), ktery dosahoval maximalni represe
transkripce ve 28. hod kultivace a jeho sniZzena exprese v porovnani s divokym kmenem

pretrvava minimalné az do 96. hod kultivace.

Geny wdpC (SC02244), SCO4174 a SCO4214 Geny sekundarniho metabolizmu (Act a CDA)
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Graf. 4-5: Transkripéni profily vybranych genii u mutantniho kmene AwdpC v pribéhu Zivetniho cyklu S.
coelicolor (grafické znazornéni tabulky 4-8). Celkova RNA izolovana z riznych vyvojovych stadii (28., 48., 64.,
72. a 96. hod kultivace na mR3 agaru) zZivotniho cyklu byla pfepsana do cDNA, kterd poslouzila jako templat pro
gRT-PCR. Relativni genova exprese udava pomér transkripce genu u mutanta AwdpC ku divokému kmeni S.
coelicolor M145. Jeji kladna, resp. zaporna hodnota znamena, Ze hladina exprese gentt u AwdpC se vii¢i divokému
kmeni zvysila, resp. snizila. Analyza byla provedena pomoci qRT-PCR. Graf znazoriiuje primérné hodnoty ziskané
ze tii nezavislych experimentd. Chybové usecky reprezentuji stfedni chybu primeéru. nt — gen ramR nebyl v danych
¢asovych intervalech testovan
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4. Vysledky

U mutanta AwdpC dochazi béhem Zzivotniho cyklu k indukci exprese samotného
genu wdpC (viz vysvétleni v kap. 5.3), genu SCO4174 a genu SCO4214 s vyraznym
maximem kolem 64. hodiny kultivace, coz odpovida diferenciaci spor. U mutanta AwdpC
dale doch&zi krepresi exprese gent kodujicich syntézu sekundarnich metabolitd Act
(testované geny actll-ORF4 a actl-ORF1) a CDA (testovany gen cdaPS2) s maximem
vV 64. hodin¢ kultivace (sporulacni faze). Zaznamenana mirn¢ sniZzena exprese genu ramS
(kodujici biosurfaktant SapB) s maximem v 64. hodin¢ kultivace je na hranici statistické

vyznamnosti.

doba kultivace (h)
Gen (nazev)

28 48 64 72 9%
$C02244 (wdpC) 13,77 (£4,42) 27,33 (+9,03) 34,51 (+6,64)  29,2(+7,43) 25,00 (+ 8,05)
SCO3231 (cdaPs2) 1,14 (+0,56)  -2,29 (+0,45) -4,55(£1,12)  -3,39(+0,41)  -1,73 (+0,93)
SCO4174 4,08 (+1,06) 4570 (£557) 30502 (+90,89)  7,88(+0,40) 6,93 (+0,40)
SC04214 10,80 (£2,80) 30,69 (+2,44) 325,17 (+56,75) 18,65 (£5,41) 7,63 (£2,55)
SCO5085 (actll-ORF4)  -1,03 (+0,13)  -1,27 (+0,19) -4,23(£0,68) -2,31(+0,27) -2,64(+0,70)
SCO5087 (actl-ORF1)  -1,36 (+0,07) 1,18 (+0,69) -6,93 (£3,41)  -4,59 (+1,46)  -2,47 (+0,08)
SCO6682 (rams) -1,98 (+0,03)  -1,60 (+0,42) -2,35(+0,49)  -2,03(+0,85)  -1,07 (+0,07)
SCO6685 (ramR) 2,78 (+1,68) 1,03 (+0,06) nt 1,63 (+0,26) nt

Tab. 4-8: Transkripéni profily vybranych geni u mutantniho kmene AwdpC v pribéhu Zivotniho cyklu
S. coelicolor. Celkovd RNA izolovand z riznych vyvojovych stadii (28., 48., 64., 72. a 96. hod kultivace na
mR3 agaru) Zivotniho cyklu byla ptepsana do cDNA, ktera poslouzila jako templat pro qRT-PCR. Hodnoty
uvedené v tabulce piedstavuji zménu exprese stanovenou pomoci qRT-PCR, kterd udava pomér transkripce
piislusného genu u mutanta AwdpC ku divokému kmeni S. coelicolor M145. Jeji kladnd, resp. zaporna
hodnota znamena, Ze hladina exprese gentt uA wdpC se vuéi divokému kmeni zvysila, resp. snizila. Zkratka nt
znamena, Ze gen nebyl testovan v daném ¢asovém bodg.

4.8 Koexpresni analyza

Aby se zjistilo, zdali se gen wdpB, resp. wdpC piepisuje jako monocistronni ¢i
polycistronni mRNA, byla provedena kotranskripcni analyza pomoci metody RT-PCR.
Z RNA izolované po 48 hodinach kultivace na mR3 agaru byla syntetizovana cDNA, ktera
byla pouZita jako templat pro RT-PCR reakci. Oligonukleotidy byly navrZzeny jednak pro
samotné geny (pro ovéfeni exprese daného genu) a jednak pro amplifikaci sekvence, ktera
leZi na rozhranni dvou testovanych genu a ktera je tvofena koncem jednoho a zacatkem

druhého genu (pro kotranskrip¢ni analyzu) (viz tab. 3-2).
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4. Vysledky

4.8.1 Koexprese genii SCO5951-5954

Ziskané specifické amplifikacni produkty odpovidaly kotranskripci geni
SCO5951-SC0O5952, SCO05952-5953 a gent SCO5953-5954 (obr. 4-11). Stejné
amplifika¢ni produkty byly ziskany u PCR reakci s chromozomalni DNA jako templatem
(pozitivni kontrola experimentu), zatimco u PCR reakci, kde jako templat byla pouzita
celkovd RNA (negativni kontrola experimentu), nebyl detekovan Zzadny PCR produkt. Toto
pozorovani ukazuje, ze vSechny Ctyfi geny SCO5951-5954 a tedy i vcetné genu wdpB
(SCO5953) jsou koexprimovany v podobé¢ polycistronni mRNA.
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Obr. 4-11: Operon SCO5951-5954. a) Uspoiadani gend v operonu SCO5951-5954. Uspotadani
a orientace genti SCO5951-5954 je znazornéna velkymi bilymi Sipkami. Sedé ¢arkované Sipky koresponduji
s prilehlymi ORF. Malé $ipky (—) znazoriuji orientaci a lokalizaci oligonukleotidii pouzitych v kotranskrip¢ni
analyze genti SCO5951-5954. b) Kotranskripéni analyza geni SC0O5951-5954 v divokém kmeni. RNA
byla izolovana z mycélia sklizeného v 48. hod kultivace. Metoda RT-PCR byla pouzita pro stanoveni
kotranskripce sousednich part gent SCO5951-5952, SC05952-5953 a SCO5953-5954 s pouzitim pard
oligonukleotidi znazornénych na obr. (a): F1+R1, F2+R2, F3+R3, F5+R5 (oligonukleotidy pro jednotlivé
testované geny); F1+R2, F2+R3, F4+R5 (oligonukleotidy pro kotranskripci sousednich genti). Pro RT-PCR
byla pouzita cDNA syntetizovana v pritomnosti (+) a v nepfitomnosti (-) reverzni transkriptazy.
Chromozomalni DNA (gDNA) byla pouzita jako pozitivni kontrola PCR reakce. PCR produkty byly rozdéleny
v 1,5 % TAE-agar6zovém gelu. M — marker molekulovych hmotnosti.
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4. Vysledky

4.8.2 Koexprese genti SC0O2244-2247

Podobné jako u analyzy kotranskripce gent SCO5951-5954, také u genu
SC02244-2247 byla prokazana koexprese vSech Ctyf geni SC02244-2247, vetné genu
wdpC (SC0O2244) (obr. 4-12). Vyskyt polycistronni mRNA nesouci tyto ¢tyfi geny byl
prokézan ptitomnosti specifickych PCR produktli odpovidajicich kotranskripci geni
SC02244-2245, SCO2245-2246 a SCO2246-2247.
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Obr. 4-12: Operon SC02244-2247. a) Uspoiadani gend v operonu SCO02244-2247. Uspotadani
a orientace genti SC02244-2247 je znazornéna velkymi bilymi Sipkami. Sedé ¢arkované Sipky koresponduji
s prilehlymi ORF. Malé $ipky (—) znazorfiuji orientaci a lokalizaci oligonukleotid pouzitych v kotranskripéni
analyze geni SC0O2244-2247. b) Kotranskripéni analyza genu SC02244-2247 v divokém kmeni. RNA
byla izolovana z mycélia sklizeného v 48. hod kultivace. Metoda RT-PCR byla pouzita pro stanoveni
kotranskripce sousednich part gent SC02244-2245, SC02245-2246 a SCO2246-2247 s pouzitim pard
oligonukleotidi znazornénych na obr. (a): Fa+Ra, Fb+Rb, Fc+Rc, Fd+Rd (oligonukleotidy pro jednotlivé
testované geny); Fb+Re, Fc+Rb, Fd+Rc (oligonukleotidy pro kotranskripci sousednich gentl). Pro RT-PCR
byla pouzita cDNA syntetizovana v ptitomnosti (+) a v nepfitomnosti (-) reverzni transkriptazy.
Chromozomalni DNA (gDNA) byla pouZita jako pozitivni kontrola PCR reakce. PCR produkty byly rozdéleny
v 1,5 % TAE-agardzovém gelu. M — marker molekulovych hmotnosti

96
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4.9 Kmeny S. coelicolor s vy$§im poctem kopii genu wdpB, resp.
wdpC

Pro stanoveni fenotypu mutantnich kmend nadprodukujicich produkty gent wdpB,
resp. wdpC byly pfipraveny kmeny s vys$sim poctem kopii wdpB, resp. wdpC u S. coelicolor
M145. Do mnohokopiového plazmidu plJ486, resp. plJ622 byla vloZzena sekvence nesouci
gen wdpB, resp. wdpC a vzniklé konstrukty pWDS41, resp. pWDC622 byly transformovany
do divokého kmene M145.

4.9.1 Fenotyp mutantnich kmeni se zvySenou genovou davkou genu wdpB,

resp. wdpC

U kmene se zvySenym poctem kopii genu wdpC (kmen wt + pWDC622) bylo na
agarové plotné zjisténo prokazatelné zvySeni tvorby aktinorodinu v porovnani s divokym
kmenem nesoucim prazdny vektor (wt + plJ622) (obr. 4-14; graf 4-6), zatimco kmen se
zvysenym poctem kopii genu wdpB (kmen wt + pWDS41) se od divokého kmene
(wt + plJ486) v produkci tvorby Act nelisil (obr. 4-13).

Tvorba vzdu$ného mycélia a sporulace se u obou kmenti se zvySenou genovou

davkou zdaly byt shodné s divokym kmenem.

wt + pll486

wt + pWDS41

Obr. 4-13: Fenotyp kmene se zvySenym po¢tem kopii genu wdpB. Divoky kmen s prdzdnym vektorem
(wt + pIJ486) a mutantni kmen se zvySenym poctem kopii genu wdpB (wt + pWDS41) byl kultivovan 5 dni na
modifikovaném R3 agaru. Snimky pochazeji ze 3., 4. a 5. dne kultivace. Fyziologicka i morfologicka
diferenciace u kmene se zvySenym poétem kopii genu wdpB se zda byt shodna s divokym kmenem.
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wt + pll622

wt + pWDC622

Obr. 4-14: Fenotyp kmene se zvySenym po¢tem kopii genu wdpC. Divoky kmen s prdzdnym vektorem
(wt + plJ622) a mutantni kmen se zvySenym poétem kopii genu wdpC (wt + pWDC622) byl kultivovéan 6 dni
na modifikovaném R3 agaru. Snimky pochazeji ze 3., 4. a 6. dne kultivace. U kmene wt + pWDC622 dochazi
ke zvy3ené produkci Act; morfologicka diferenciace se zda byt shodnd s divokym kmenem wt + plJ622.

4.9.2 Stanoveni produkce Act u mutantnich kmenu se zvySenou genovou

davkou genu wdpB, resp. wdpC

Prokazatelné zvySeni produkce Act bylo u mutanta wt + pWWDC622 také stanoveno
spektrofotometricky pii Aesso (graf 4-6). U mutanta wt + pWDSA41 je produkce Act totoZzna
s divokym kmenem wt + plJ486 (data nejsou prezentovana). Ristova rychlost u obou
mutantnich kmeni méfena jako pfirustek suSiny v ¢ase byla shodna s divokym kmenem

(data neuvedena).
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Graf 4-6: Produkce aktinorodinu u kmene s vy$§im poétem kopii genu wdpC v buiice S. coelicolor.
Divoky typ s prazdnym multikopiovym vektorem (wt + plJ622) a mutantni kmen s vy$§im poétem kopii genu
wdpC (wt + pWDC622) byly kultivovany na modifikovaném R3 agaru. Produkce Act pigmentu v ¢ase byla
méfena spektrofotometricky jako Aggqo @ vztaZzena na 1 mg biomasy. Cely experiment trval 12 dni. Graf
znazorfuje reprezentativni experiment ze tfi nezavislych méieni provedenych vzdy ve dvou paralelach.

4.9.3 Transkripéni profil vybranych genii u mutantnich kmenii s vyS$§im

poctem kopii genu wdpB, resp. wdpC

Pro potvrzeni vlivu disrupce genu wdpB, resp. wdpC na bunécnou fyziologii byl
stanoven transkripéni profil vybranych genti u kment s vy38i genovou davkou genu wdpB,
resp. wdpC.

Pomoci metody kvantitativni PCR Vv realném c¢ase byla u obou mutantnich kment
testovana zména genové exprese u vybrané skupiny gend. Celkem bylo testovano 11, resp.
10 gent u kmenti s vVy38im poétem kopii genu wdpB, resp. wdpC. Testovanymi geny byly ty
geny, jejichZ exprese byla vyznamné ovlivnéna u mutantnich kmena AwdpB, resp. AwdpC.

RNA pouZita pro tuto analyzu byla izolovana z mycélia kultivovaného na mR3 agaru
a sklizen¢ho ve stejnych Casovych intervalech jako vzorky pfipravované pro analyzu
transkriptomu, tj. kmeny wt + pWDS41 a wt + plJ486 v 48. hod kultivace, zatimco kmeny
wt + pWDC622 a wt + plJ622 v 64. hod kultivace.

U kmene s vy$sim poétem kopii genu wdpB bylo zjisténo, ze kromé& samotného genu
wdpB, u kterého byla stanovena zvysena exprese v porovnani s divokym typem, nedochazi
ke zméné exprese u zadného z testovanych gent. Vysledna data byla porovnana s relativni
genovou expresi vybranych genti u mutanta AwdpB a jsou graficky znazornéna v grafu 4-7

a Ciselné v tabulce 4-9.
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Graf. 4-7: Hladina exprese vybranych genii u mutantniho kmene AwdpB a u kmene s vy$§im poctem
kopii genu wdpB v porovnani s divokym kmenem (grafické znizornéni tabulky 4-9). Relativni genova
exprese udava pomér transkripce genu u mutanta AwdpB ku divokému kmeni S. coelicolor M 145, resp. pomér
kmene s vice funkénimi kopiemi genu wdpB (wt + pWDS41) ku divokému kmeni M145 s prdzdnym vektorem
(wt + plJ486). Jeji kladnd, resp. zdpornd hodnota znamend, Ze hladina exprese geni u AwdpB nebo
uwt+pWDS41 se vuci divokému kmeni zvysila, resp. snizila. Analyza byla provedena pomoci qRT-PCR.
Graf znazornuje prumérné hodnoty ziskané ze tfi nezavislych experimenti. Chybové tsecky reprezentuji
stitedni chybu priméru.

Zména exprese

I':z::: Nazev genu, produkt genu (anglicky) Wt+pWDS41 /
AwdpB [ wt wt+pl)486

SCO0194  IitS, putative sigma factor -4,65 (£ 0,92) 1,04 (+ 0,02)
SCO1675 chpH -10,24 (+ 3,69) 1,29 (+ 0,37)
5C02718 rdIA -15,19 (+ 7,95) 1,31 (+0,39)
SC03231 cdaPS2, CDA peptide synthetase Il -2,67 (£ 0,39) 1,15 (+ 0,09)
SCO4002 nepA -4,31 (+ 0,59) 1,32 (+0,45)
SCO5953  wdpB, putative membrane protein with WD-40 repetitive domains 19,54 (+ 3,71) 7,81 (+2,08)
SCO5954 probable chitinase (putative secreted protein) 34,51 (+7,14) -1,45 (£ 0,33)
SCO6073  geoA, possible cyclase -3,32 (£ 1,01) -1,64 (£ 0,25)
SC06682 rams, surface-active peptide SapB -17,52 (+ 7,15) 1,61 (£ 0,25)
SC06992 absR1, regulatory protein -8,95 (+ 4,23) 1,37 (£ 0,16)
SCO7701 2-methylgeranyl diphosphate synthase -3,34 (+0,80) -1,18 (£ 0,05)

Tab. 4-9: Vliv delece genu wdpB a nadprodukce wdpB na expresi vybranych genl v porovnani

s divokym kmenem. Zména exprese udava pomér transkripce genu u mutanfa wdpB ku divokému kmeni
S. coelicolor M145, resp. pomér kmene s vice funkénimi kopiemi genu wdpB (wt + pWDS41) ku divokému
kmeni M145 s prazdnym vektorem (wt + plJ486). Jeji kladna, resp. zapornd hodnota znamena, Ze hladina
exprese gentt uA wdpB nebo u wt + pWDS41 se vii¢i divokému kmeni zvysila, resp. snizila. V tabulce jsou
uvedeny prumérné hodnoty ziskané pomoci qRT-PCR ze tfi nezavislych experimentt.
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U kmene s vy$sim poctem kopii genu wdpC bylo zjisténo, ze kromé samotného genu
wdpC a genu SC0O2245 leziciho v jeho tésném sousedstvi dochazi k indukci exprese takeé
u genu ramS (SCO6682) kodujici peptid SapB. U genit SCO3231 a SCO5087 (tedy gent
sekundarniho metabolizmu) nebyla exprese nijak ovlivnéna. U ostatnich testovanych genti
(SC0O2217, SCO4173-5 a SCO4214) byla exprese u kmenu s vy$§im poctem kopii genu
wdpC reprimovana v porovnani s divokym kmenem. Vysledna data byla porovnana
s relativni genovou expresi vybranych geni u mutanta AwdpC a jsou graficky znazornéna

v grafu 4-8 a Ciselné v tabulce 4-10.
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Graf. 4-8: Hladina exprese vybranych geni u mutantniho kmene AwdpC a u kmene s vy$§im poctem
kopii genu wdpC v porovnani s divokym kmenem (grafické znazornéni tabulky 4-10). Relativni genova
exprese udava pomér transkripce genu u mutanta AwdpC ku divokému kmeni S. coelicolor M145, resp. pomér
kmene s vice funkénimi kopiemi genu wdpC (wt + pWDC622) ku divokému kmeni M145 s prazdnym
vektorem (wt + plJ622). Jeji kladna, resp. zaporna hodnota znamena, ze hladina exprese gent u AwdpC nebo
uwt + pWDC622 se viici divokému kmeni zvysila, resp. snizila. Analyza byla provedena pomoci gRT-PCR.
Graf znazornuje prumérné hodnoty ziskané ze tfi nezavislych experimenti. Chybové tsecky reprezentuji
stiedni chybu priméru.
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Zména exprese

I':zf‘:" Nazev genu, produkt genu (anglicky) WtspWDC622 /
AwdpC [ wt wt+pll622
SC02217 putative secreted protein 4,89 (£ 0,70) -5,27 (£ 2,06)
SC02244 wdpC, probable serine/threonine protein kinase with WD-40 34,51 (+ 6,64) 8,53 (+5,82)
repetitive domains
SC02245 hypothetical protein 16,50 (+ 4,86) 11,23 (+5,65)
SC0O3231 cdaPS2, CDA peptide synthetase Il -4,55 (£ 1,12) -1,55 (£ 0,36)
SC04173 hypothetical protein SCD66.10c 70,41 (£ 1,10) -7,16 (£ 3,35)
SC04174 putative integral membrane protein 305,02 (+ 90,89) -84,54 (+ 25,59)
SC04175 hypothetical protein SCD66.12c 243,80 (+ 38,00) -46,20 (+12,87)
SC04214 putative AbaA-like regulatory protein 325,17 (£ 56,75) -42,92 (+11,41)
SCO5087 actl-ORF1, actinorhodin polyketide beta-ketoacyl synthase a subunit -6,93 (£ 3,41) 1,14 (£ 0,54)
SC06682 rams, peptide SapB -2,35 (£ 0,49) 8,23 (+1,14)
Tab. 4-10: Vliv delece genu wdpC a nadprodukce wdpC na expresi vybranych gend v porovnani

s divokym kmenem. Zména exprese udava pomér transkripce genu u mutante wdpC ku divokému kmeni
S. coelicolor M 145, resp. pomér kmene s vicero funkénimi kopiemi genu wdpC (wt + pWDC622) vztazeno
k divokému kmeni M145 s prazdnym vektorem (wt + plJ622). Jeji kladnd, resp. zaporna hodnota znamend, Ze
hladina exprese gen A wdpC nebo u wt + pWDC622 se vici divokému kmeni zvysila, resp. snizila.
V tabulce jsou uvedeny pramérné hodnoty ziskané pomoci qRT-PCR ze tii nezavislych experimentt.

4.10 Detekce WD proteini v buikach S. coelicolor

polyklonalnimi protilatkami

Testovanim transkripce gent wdpB a wdpC v riznych vyvojovych fazich ristu
pomoci RT-PCR bylo zjisténo, Ze hladina transkriptu obou gend je v prubéhu zivotniho
cyklu konstantni (viz kap. 4.5). Samotna pfitomnost transkriptu nemusi znamenat, Ze
koncentrace genovych produkti (WdpB a WdpC) je rovnéz neménna. Pro stanoveni
ptitomnosti proteint WdpB, resp. WdpC byly pfipraveny polyklonalni protilatky proti
obéma WD proteinim a pouzity pro jejich detekci v celkovych proteinovych lyzatech
ziskanych z mycelia sklizeného z mR3 agaru v riznych ¢asovych intervalech.

Pomoci polyklonalnich protilatek byl detekovan protein odpovidajici molekulové
velikosti proteinu WdpC s expresi zavislou na fazi Zivotniho cyklu. Zda se, Ze protein
WdpC se zac¢ina exprimovat na zacatku tvorby vzduSného mycélia (24. hod kultivace),
nejvyssi hladiny exprese dosahuje na pocatku sporulace (36. hod kultivace) a béhem
nasledujici sporulace postupné zcela vymizi (obr. 4-15).

Na rozdil od proteinu WdpC se pfitomnost proteinu WdpB polyklonalni protilatkou
prokazat nepodafilo, coz muze byt dano pfili§ nizkou hladinou testovaného proteinu

v bunkach, kterd je pod detekénim limitem pouzitych metod.
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Obr. 4-15: Detekce proteinu WdpC polyklonalni protilatkou v bunééném lyzatu S. coelicolor M145.
30 ug celkového proteinového lyzatu ziskaného z mycélia kultivovaném na mR3 miskdch a sklizeném
v riznych c¢asovych intervalech (18., 24., 36., 48., 60. a 72. hod) bylo rozdéleno pomoci SDS-PAGE
a pfeneseno na PVDF membranu. Imunodetekce byla provedena polyklonalni protilatkou anti-WdpC a signal
zachycen metodou ECL. Jako pozitivni kontrola byl pouzit flzni protein s malt6zo-vazajici kotvou na N-konci
(WdpC-MBP) exprimovany v E. coli.
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5. DISKUZE

5.1 Mutace v genech AwdpB a AwdpC zpisobuji defekt

v morfologické i ve fyziologické diferenciaci

Je zndmo, Ze WD-40 repetitivni proteiny hraji vyznamnou roli v eukaryotickych
regulacnich drahach. Kromé jejich vyskytu u rostlin a zivocichli (vCetn¢ cloveka) se
uplatnuji také u eukaryotickych hub, kde se mimo jiné podileji na regulaci diferenciace.

Napt. protein Fzrl u kvasinky Schizosaccharomyces pombe je potiebny pro
normalni produkci spér. Mutace v genu fzrl zplsobuje tvorbu aberantnich viecek
obsahujicich pouze jednu az dvé zralé spory, Casto bez vné€jsi vrstvy bunécné stény
(Asakawa et al., 2001). Na regulaci diferenciace u plisné Aspergillus nidulans se podili WD
protein SfaD. Mutace v genu sfaD zpisobuje potladeni vegetativniho ristu, zvySeni
sporulace a neschopnost tvofit pohlavni plodnice (Rosen et al., 1999; Seo et al., 2005).
Dalsi protein s WD-40 repeticemi u Aspergillus nidulans je protein RcoA, jehoZ disrupce
zpusobuje defekt ve vegetativnim rustu, v produkci nepohlavnich spér a v produkci toxinu
strigmatocystinu (Hicks et al., 2001). Podobné protein RCO1 u Neurospora crassa je
nezbytny pro kontrolu vegetativniho rlstu, pohlavni rozmonozovani a rovnéz pro
nepohlavni vyvoj (Yamashiro et al., 1996). Dobie prostudovanym WD repetitivnim
regulatorem u kvasinky Saccharomyces cerevisiae je protein Tupl vytvartejici s proteinem
Ssn6 korepresorovy komplex (Keleher et al., 1992), ktery se mj. podili na regulaci
pohlavniho rozmnoZovani a sporulace (Smith a Johnson, 2000). Stejné jako eukaryotické
houby jsou rovnéz prokaryotické streptomycety pudnimi organizmy, které prochézeji
Zivotnim cyklem s morfologickou a fyziologickou diferenciaci. Studium S. coelicolor
odhalilo skute¢nost, Ze existuji také vyrazné podobnosti v molekularni biologii diferenciace
vzdusného mycélia u hub a bakterii (Talbot, 2003). Diky podobnosti Zivotnich cyklii téchto
jinak dosti odlisnych organizmti se da predpokladat, ze by mohly WD-40 repetitivni
proteiny hrat dalezitou roli jak v morfogenezi, tak v produkci sekundarnich metabolitu také
u téchto prokaryot.

Pro studium funkce WD-40 repetitivnich proteina u S. coelicolor byli vybréni tii
zastupci z Sesti moznych kandidata — WdpA, WdpB a WdpC. V ptipadé proteinu WdpA se
da predpokladat, Ze se jedna o esencialni protein. Gen wdpA (SC0O3869) je lokalizovan

v konzervované oblasti chromozomu v sousedstvi replika¢niho pocatku oriC a mutantni
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kmen s deleci v genu wdpA se dosud nepodafilo standardnimi postupy pfipravit (Petfi¢kova,
nepublikovano). Dizerta¢ni prace se tedy dale vénovala studiu dvou WD proteini — WdpB
a WdpC.

Piipravené disrup¢ni mutanty AwdpB a AwdpC jsou Zivotaschopné, ale fenotypem se
od divokého kmene liSi. Pro kultivaci S. coelicolor byla zvolena pevna kultivacni média,
ktera ptfipominaji pfirozené prostfedi pro pltdni bakterie mnohem vice nez pudy tekuté.
Navic S. coelicolor patfi mezi ty streptomycety, které nejsou schopné diferenciace
vzduSneho mycélia a ani sporulace v tekutém médiu, a tudiZz je tekuté médium pro
morfologické studie zcela nevhodné prostiedi. Kultivaci AwdpB a AwdpC na ruznych
minimalnich i komplexnich pevnych ptdach bylo zjisténo, ze mira fenotypového projevu
mutantnich kmend v porovnani s divokym kmenem je zavisla na pouzitém kultivaénim
médiu. Pro veskeré fyziologické experimenty byly pouzity pevna kultivacni média mR3
a GYM, na kterych mutantni kmeny AwdpB a AwdpC vykazovaly nejvyraznéjsi fenotypovy
rozdil v porovnani s divokym kmenem.

Piestoze rstova rychlost byla u obou mutantnich kmeni AwdpB a AwdpC totozna
s divokym kmenem, produkce pigmentu RED byla u obou mutanti vyrazné redukovana.
Produkce druhého testovaného antibiotika Act byla opozdéna pouze u mutanta AwdpC.

Kromé vlivu disrupce gentt wdpB a wdpC na produkci sekundarnich metabolitt byl
rovnéZ pozorovan jejich vliv na morfologickou diferenciaci. Na agarovych miskach s mR3
pudou byla zaznamenana razantni redukce tvorby vzdusného mycélia u mutanta AwdpB
a pomoci snimku z elektronoveho mikroskopu byl detekovan defekt ve sporulaci na GYM
agaru. Na zaCatku sporulace, coz odpovidd 4. dni kultivace na GYM agaru, dochazi
u AwdpB Kk netypickému vétveni vzdu$ného mycélia, piipominajicimu substratové
mycélium. V prubéhu sporulace, konkrétné¢ 6. den kultivace, byla déle pozorovana
predcasna lyze vlaken a nepravidelnd tvorba sept mezi jednotlivymi spérami. Po 8 dnech
kultivace byly vSak u tohoto mutanta pfitomny plné¢ diferencované spory, které se od
divokého kmene nijak nelisily. Mutant je tedy schopen vytvofit typické spéry, ale ve
srovnani s divokym typem je zpomalena septace sporogennich hyf. Podobny fenotyp byl
zaznamenan u mutanta whiG. Mutant whiG se vyznacoval dlouhymi rovnymi vlakny
vzdusného mycélia bez spiralovitého staeni Sobcasnym vétvenim podobajicim se
substratovym hyfam (Chater 1972; Flardh 1999). V"¢ je alternativni o faktor RNA
polymerazy, ktery je povazovan za spoustéci element celé sporulace. Jeho nadprodukce pak
zpusobuje pred¢asnou ektopickou sporulaci substratového mycélia (Flardh et al., 1999). San
Paolo a spol. (San Paolo et al., 2006) zjistili, Ze také mutant v genovém shluku rag se
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vyznaCuje velice podobnym fenotypem jako mutant whiG: neobvyklym vétvenim
vzdusného mycélia bez spiralovitého staceni a tvorbou kratkych fetizkt spor s dvoudennim
zpozdénim v porovnani s divokym kmenem S. coelicolor J1501. Lokus rag aktivuje dréhu
nezavislou na surfaktinu SapB vedouci k formovani vzduSného mycélia i sporulaci
(San Paolo et al., 2006) (viz obr. 2-9). Bylo navrzeno, Ze genovy shluk rag by mohl byt
zodpoveédny za iniciaci sporulace aktivaci regula¢ni drahy WhiG (San Paolo et al., 2006).
Popsany fenotyp mutanta rag je velice podobny fenotypu mutanta wdpB. Nelze tedy
vylou¢it, Ze wdpB je soucasti stejné regula¢ni drahy. Mutantni fenotyp pozorovany
umutanta AwdpB lze také pfirovnat aberantnimu fenotypu mutantniho kmene bldM,
konkrétné mutantni alely R655. Mutantni alela R655 se vyznacuje nediferencovanym
spiralovité stoCenym vzdusnym mycéliem s obcasnym vétvenim (Ryding et al., 1999). Na
rozdil od opozdéné sporulace AwdpB, mutantni alela R655 tvofi kolonie bilého zbarveni
pouze se vzacnym vyskytem spor. Zatimco dele¢ni mutace v celém lokusu bldM zpisobuje
fenotyp bld, bodové mutace ve tfech riznych alelach lokusu bldM se projevuji v podobé
ruznych defektii ve sporulaci, coZ znamena, ze rtizné alely tohoto lokusu mohou blokovat
vyvoj streptomycet v odliSném stadiu vyvoje.

U mutanta AwdpC bylo pozorovano, Ze dochazi k slabé redukci tvorby vzdusného
mycélia. Po 4 dnech kultivace na GYM agaru vytvaiel kmen AwdpC abnormalné rovna
vlakna bez spirdlovitého staceni. Spirdlovité staceni vzdusného mycélia jako prvni faze
diferenciace spor se u mutantniho kmeneA wdpC objevuje az pfevazné 6. den kultivace na
rozdil od divokého kmene, kdy je jasné patrné jiz 4. den kultivace na GYM agaru. Lze tedy
konstatovat, Ze i u mutanta AwdpC dochazi k opozdéni tvorby spor. Diferenciace vzdusného
mycélia u mutantd\ wdpC se vyznacuje je$té jednim vyznamnym defektem, a tim je
rozsahla ptredCasna lyze vlaken objevujici se 6. den kultivace. Po 8 dnech se zda byt
morfologie sporulujicich vliaken u mutanta AwdpC shodna s wit.

Protein WdpC se sloZzenim funkénich domén podoba MEK kinaze (MEKKa)
u hlenky Dictyostelium discoideum (Chung et al., 1998). Kromé F-boxu obsahuje MEKKa.,
stejné jako WdpC, proteinkindzovou doménu a WD-40 repetice a podili se na regulaci
bunééné diferenciace podobné jako WdpC. Protein WdpC se sloZzenim funk¢nich domén
také podoba proteinu PkwA z termofilni aktinomycéty Thermomonospora curvata
(Petrickova et al., 2006). Ovsem jak uvad¢ji autofi, s vysokou pravdépodobnosti se nejedna
o ortologni proteiny, jelikozZ jejich odvozené aminokyselinové sekvence jsou zna¢né odlisné
(vykazuji pouze podobnost 30,5 %), a rovnéz geny sousedici s pkwA a wdpC na

chromozomu se dosti lisi. Domnénku, ze proteiny PkwA a WdpC plni v bufice odli$nou
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funkci, potvrzuje 1 skute¢nost, Zze PkwA je exprimovan v ¢asnych fazich Zivotniho cyklu,
zatimco protein WdpC se zalind exprimovat na zacatku tvorby vzdusného mycélia

Vv s

a nejvyssi hladiny exprese dosahuje na pocatku sporulace (viz kap. 5.5).

5.2 Proteiny WdpB a WdpC ovliviiuji expresi celé Fady genit

S. coelicolor

Analyza globalniho transkriptomu mutantniho kmene AwdpB, resp. AwdpC
v porovnani s divokym kmenem S. coelicolor pomoci DNA ¢ipt odhalila skute¢nost, Ze
produkty obou testovanych gend vyrazné ovliviiuji expresi fady genti. U obou mutantnich
kment bylo mnoho genti v porovnani s divokym kmenem pievazné reprimovano. Geny,
jejichz exprese byla, at’ uz pozitivné, ¢i negativné ovlivnéna v disrupénich mutantech
AwdpB ¢i AwdpC, kdduji mimo jiné proteiny nezbytné pro formovani vzdusného mycélia,
sporulaci, produkci sekundarnich metabolitl a také koduji proteiny primarniho metabolizmu
a fadu proteini o neznamé funkci. Déle bude podrobnéji diskutovana pouze funkce

nékterych z nich, jelikoZ z pfevazné vétsiny se jedna pravé o geny s neznamou funkci.
5.2.1 Vliv disrupce genu wdpB na expresi geni u S. coelicolor

Formovani vzdusného mycélia. U mutantniho kmene AwdpB byla zaznamenana

snizena exprese genil kddujicich proteiny uplatiujici se pfi formovani vzduSného mycélia.
Do této skupiny genti patii genovy shluk ram, chapliny a rodliny.

Genovy shluk ram. Exprese operonu ramCSAB je fizena transkripénim aktivatorem
RamR (Nguyen et al., 2002; O'Connor et al., 2002; O'Connor a Nodwell, 2005), jehoz
exprese byla u mutanta AwdpB rovnéZ reprimovana, a dosahuje podobné jako gen ramS
nejvyssi represe transkripce na za¢atku formovani vzdusného mycélia. Promotor genu ramR
vykazuje nejvétsi aktivitu pravé tésné pied zaCatkem a na zacatku tvorby vzduSného
mycélia a béhem nasledujici diferenciace mycélia postupné jeho aktivita slabne (Keijser
etal.,, 2002; Nguyen et al., 2002). U mutanta AwdpB byla potlacena exprese celého
operonu ramCSAB, vcetné genu ramS kodujici peptid SapB, a to diky snizené expresi genu
ramR. Toto pozorovani je vsouladu svySe zminénym fenotypovym projevem, kdy
umutanta AwdpB byla zaznamenana sniZzend tvorba vzduSného mycélia. Redukce

vzdusnych vldken u AwdpB je pravdépodobné zptsobena snizenou hladinou produkce

107



5. Diskuze

povrchové aktivnich latek, které usnadnuji pfekonani povrchového napéti a dovoluji vzniku
a diferenciaci vzduSného mycélia ze substratového (Wosten a Willey, 2000). Jednim
z téchto biosurfaktantt je peptid SapB, ktery je produkovan na bohatych médiich (Capstick
etal., 2007).

Jak bylo uvedeno v kapitole 5.1, transkripéni regulator RamR aktivuje kromé
operonu ramCSAB také genovy shluk rag, ktery se svym slozenim gent vyrazné podoba
shluku ram (San Paolo et al., 2006). Lze ptedpokladat, ze zaznamenany pokles exprese
regula¢niho genu ramR by se mél projevit i snizenim exprese operonu rag. Ve 48. hoding,
ktera byla zakladnim ¢asovym bodem pro analyzu zmén transkripcnich profili u mutanta
AwdpB, byla vSak uroven transkripce rag shluku stejnd s divokym typem. Nasledujici
experimenty, sledujici detailnéji pribéh exprese vybranych postizenych genil v Case, vSak
prokézaly nejvétsi pokles exprese regulacniho genu ramR jiz mnohem diive, v 28, hodiné
kultivace. Je tedy mozné, Ze k vyznamnému snizeni exprese shluku rag dochazi pravé v této
fazi zivotniho cyklu. Tuto hypotézu dale podporuje skute¢nost, ze fenotyp vzdusného
mycélia kmene AwdpB je téméf identicky s fenotypem A ragABKR (viz kap. 5.1) (San Paolo
et al., 2006). Protein WdpB by mohl byt transkripénim aktivatorem genu ramR kodujici
transkripéni regulator RamR, ktery zpiisobuje aktivaci genového shluku rag a ten nasledné
spousti sporulaci prostfednictvim oG,

Chapliny. Druhou skupinou gent kodujicich povrchové aktivni latky, jejichz
exprese byla u mutantniho kmene AwdpB v porovnéni s divokym kmenem sniZena, jsou
chapliny. U ¢tyf z osmi téchto amfipatickych proteini byl zaznamendn pokles exprese —
uchaplini C, D, E a H. Chapliny jsou, podobné¢ jako SapB, zodpovédné za tvorbu
vzdusného média na riznych kultiva¢nich médiich, napi. R2YE, MS (Claessen et al., 2003;
Claessen et al., 2004; Elliot et al., 2003). Tvorbou povrchové aktivniho pouzdra
amyloidniho charakteru na povrchu vlaken usnadiiuji prolomeni interfaze vzduch-voda
auvolnéni vzdusnych hyf ze substratu (Claessen et al., 2003). Kromé¢ jejich funkce ve
formovani vzdusného mycélia jsou chapliny spolecné s rodliny zodpovédné za tvorbu tzv.
Hrodlet” ultrastruktury, typické vrstvy s tyCinkovitym designem na povrchu vzdu$ného
mycélia a spor (Claessen et al., 2004; Claessen et al., 2006). V neposledni fad¢ hraji
chapliny také dtlezitou ulohu ve schopnosti adheze S. coelicolor k podkladu (de Jong et al.,
2009Db).

Rodliny. Tieti skupinou gent podilejicich se na morfogenezi S. coelicolor, jejiz
exprese byla u mutantniho kmene AwdpB reprimovana, jsou rodliny. Jedna se o geny rdIA

a rdIB, které koduji proteiny potiebné spolu s chapliny pro vytvoifeni charakteristické vrstvy
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s ty¢inkovitym designem na povrchu vzdu$ného mycélia a spor (tzv. rodlet layer). Rodliny
jsou nezbytné pro adhezi k hydrofobnim povrchiim, ale nikoliv pro vzpiimovani vzdu$ného

mycélia z kultivaéniho média do vzduchu (Claessen et al., 2002; Claessen et al., 2004).

Gen nepA. Gen uplatiujici se béhem morfologické diferenciace S. coelicolor, jehoz
exprese byla u mutanta AwdpB reprimovana, je gen nepA. K nejvyssi represi transkripce
genu nepA u mutantniho kmene AwdpB dochazi béhem formovani vzdu$ného
mycélia,béhem sporulace pak postizeni postupné slabne. Gen nepA, jehoz exprese je zavisla
na faktoru o, je piepisovan bshem diferenciace vzdusného mycélia a sporulace (Dalton
etal.,, 2007). Je exprimovan ve sporach (de Jong et al.,, 2009) a v nové objeveném
bunééném kompartmentu v tzv. subapikalnim stonku (Dalton et al., 2007). Jedna se
kompartment spojujici substratové mycélium se sporulaéni ¢asti vzdusného mycélia. NepA
je strukturni nerozpustny protein buné¢né stény, ktery se uplatiiuje v udrZzeni dormance spor
za neptiznivych podminek prostiedi. Mutace v genu nepA zptisobuje urychleni germinace
a nasledné morfogeneze (de Jong et al., 2009). Skute¢nost, Ze mutace genu NepA se
projevuje urychlenim germinace, koresponduje s pozorovanim, Ze mutant AwdpB,
v genetickém pozadi bezplazmidového derivatu kmene S. coelicolor J1501, vykazoval
schopnost pred¢asné germinace nezralych spor, které bylo pozorovano jako boc¢ni kliceni

spor na sporulacnim vladkné (Petfickova, nepublikovéano).

Sporula¢ni_geny. U mutanta AwdpB byla zaznamenéna sniZzend exprese také
nékolika sporula¢nich genu — whiH, SC04675, SCO4676 a SCO4677 (rsfA) a zvySena

exprese sporula¢niho genu whil.

Geny whiH a whil. Protein WhiH aktivuje expresi genu ftsZ kodujiciho protein
nezbytny pro tvorbu sporulacnich sept (Flardh et al., 2000). Mutace v genu whiH se
projevuje redukci sporového pigmentu a vznikem zvelké c&asti nediferencovanych
vzdusnych vldken s ojedinélymi sporulacnimi septy a nepravidelné¢ rozdélovanym
nukleoidem (Flardh et al., 1999; Schwedock et al., 1997). V souladu s tim jsme u wdpB
mutanta pozorovali nepravidelnou ¢i opozdénou tvorbu piepazek mezi sporami, Kterd by
mohla byt pfimym disledkem niz$i hladiny transkriptu genu whiH u mutanta AwdpB
v porovnani s divokym kmenem. Zvyseni transkripce dal§iho sporula¢niho genu whil, by
zde také mohlo sehrat uréitou roli. Protein Whil je totiz rovnéz zodpovédny za tvorbu sept,
anavic také za kondenzaci nukleoidu (Ainsa et al., 1999). Krom¢ své vlastni exprese

reprimuje protein Whil také expresi genu whiH (Ainsa et al., 1999). K poklesu exprese
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whiH by tedy mohlo dochazet také vlivem zvyseni transkripce genu pro jeho represor, Whil.
Je vsak tieba vzit v Uvahu, Ze zvySena exprese genu whil u mutantniho kmene AwdpB
v porovnani s divokym typem nebyla zdarné¢ ovéfena pomoci qRT-PCR, jelikoz se
nepodafilo navrhnout funkéni oligonukleotidy pro amplifikaci. Nemtzeme tedy zcela
vylouc¢it moznost vzniku artefaktu naméteného pomoci DNA ¢ipii.

Geny SCO4675-77. DalSi geny, u nichZz byla zaznamenana sniZzend exprese
u mutanta AwdpB, jsou hypotetické geny SCO4675, SCO4676 a snimi sousedici gen
SCO4677 (rsfA) kédujici anti-sigma faktor pro o©, ktery je potiebny k navozeni pozdni faze
sporulace. Delece genu SCO4677 zpusobuje nadprodukci Act a urychluje sporulacni proces

(Kim et al., 2008).

Sekundarni_metabolizmus. Déle byla u mutantniho kmene AwdpB pozorovana

snizena exprese genll kodujicich proteiny, jez jsou zapojeny do regulace ¢i biosyntézy
sekundarnich metabolitd. Vyznamné byla sniZzena exprese genu absR1l (SC06992),
kodujiciho pravdépodobny aktivator sekundarniho metabolizmu.

Genovy shluk cda. U AwdpB dochéazi ve 48. a 96. hod kultivace ke sniZzeni exprese
biosyntetického genového shluku cda. Efekt mutace byl prokazatelné pozorovan u 26 ze 40
gend biosyntetického genového shluku cda, nicméné u specifického transkripéniho
aktivatoru shluku, cdaR, jsme jej v naSich pokusech nezaznamenali. Je mozné, Ze snizeni
hladiny exprese i cdaR u AwdpB bylo pod detekénim limitem pouzité metody.

Genovy shluk cch. U mutanta AwdpB bylo rovnéZz pozorovano mirné snizeni
exprese gent genového shluku cch pro syntézu coelichelinu,

Genovy shluk crt. DalSi genovy shluk sekundarniho metabolizmu se sniZzenou
expresi u AwdpB je genovy shluk crt pro syntézu karotenoidi. Exprese genového shluku crt
je u AwdpB nejvice snizena ve 48. hod kultivace a efekt mutace se s nartstajicim ¢asem
postupn¢ zmensuje.

Geosmin a methylisoborneol. Vysledky z globalniho transkriptomu ovéfené
pomoci gRT-PCR odhalily, Ze je téZ postiZzena exprese genu kodujicich enzymy pro syntézu
sekundarnich metabolitd, které udileji mycéliu charakteristickou ,,vini vlhké zeminy“ —
methylisoborneolu a geosminu. Jak u genu geoA (SCO6073) pro syntézu geosminu, tak
u genu SCO7701 (soucast lokusu pro syntézu methylisoborneolu) byla ve 48. hod kultivace
stanovena prechodna sniZzend exprese v porovnani s divokym kmenem. V pozdé&jsich

¢asovych stadiich vyvoje je hladina transkriptu té€chto genti shodna s divokym kmenem.
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Gen eshA (SCO7699). V bezprostiedni blizkosti proti sméru transkripce genu
SCO7700 kodujici 2-methylisoborneol syntazu lezi gen eshA (SCO7699), jehoZ exprese
byla u AwdpB rovnéz sniZena. Jedna se o gen kodujici protein sdilejici zna¢nou podobnost
se sporula¢nim specifickym proteinem EshA z S. griseus (Kwak et al., 2001).

U S. coelicolor ovlivituje produkci Act (Kawamoto et al., 2001).

Geny wdpB a SCO5954. Vibec k nejvyraznéjsi zméné exprese u mutanta\ wdpB

dochazi u samotného genu wdpB (SC05953) a s nim sousediciho genu SCO5954. Exprese
obou téchto geni byla zna¢né zvysSena v porovnani s divokym kmenem. V této dizertaéni
praci bylo prokazano, Ze oba geny wdpB a SC0O5954 jsou piepisovany spole¢né v rdmci
jednoho operonu, do kterého jsou zapojeny jesté dva geny SCO5951 a SCO5952 leZici proti
sméru transkripce genu WdpB. Tento vysledek ovSem jest€ neznamena, Ze tato sekvence Ctyt
genid obsahuje pouze jeden spole¢ny promotor. Naopak zvysena exprese obou genu wdpB
a SCO5954 a nezménéna exprese genu SCO5951 a SCO5952 &4  wdpB naznacuji, ze oba
tyto geny, leZici na konci testovaného kotranskriptu, by mohly mit jest¢ navic vlastni
promotor. ZvySend exprese genu SCO5954 by se dala vysvétlit tim, ze gen SCO5954
kodujici potencialni chitinazu je reprimovan proteinem WdpB, ktery by mohl pisobit
zaroven jako autoregulator vlastni transkripce (viz 5.3). OvSem nelze ani vylouéit mozZnost,
ze indukce exprese genu SCO5954 A wdpB byla dusledkem polarniho efektu, ktery byl
zpusoben konstrukci disrupéni mutanty, a jedna se tak o artefakt. K vylouceni této
pochybnosti by pfispéla ptiprava komplementa¢niho mutanta, ktery by se fenotypové a i na
urovni exprese mRNA mél podobat divokému kmeni, ¢imz by se jednoznacné prokazalo, ze
sledované projevy jsou funkénim dusledkem proteinu WdpB. V soucasné dob¢ se snazime
ptipravit komplementaéni konstrukt s genem wdpB na nizkokopiovém vektoru, ktery

bohuzel nebyl z ¢asovych divoda do odevzdani dizertaéni prace dokoncen.

5.2.2 Vliv disrupce genu wdpC na expresi geni u S. coelicolor

Nejvyraznéjsi indukce exprese u mutanta AwdpC byla detekovana u gent wdpC,
SC02245, SCO4214 a operonu SCO4173-5.
Gen wdpC (SC0O2244) a SCO2245. U mutanta AwdpC byla zaznamenana, podobn¢

jako v ptipad¢é genu wdpB u mutanta AwdpB, zvySena exprese samotného genu wdpC, coz

se da vysvétlit autoregulaéni funkci produktu genu wdpC (viz 5.3). Kromé zvySené exprese

genu wdpC dochézelo také u AwdpC k indukci exprese genu SC0O2245 leziciho pied genem
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wdpC ve sméru transkripce. Gen SC02245 koduje hypoteticky protein podobajici se fadé
hypotetickych proteini ve streptomycetach, jako napt. produktu genu ORFD z lokusu abaA,
ktery ovliviiuje produkci antibiotik (Fernandez-Moreno et al., 1992). V této dizertacni praci
bylo prokézano, Ze oba geny wdpC a SC02245 spolu s geny SCO2246 a SCO2247 tvoti
operon a jsou tudiz piepisovany v podobé polycistronni mRNA. Protoze zména exprese
geni SCO2246 a SCO2247 nebyla u mutantniho kmené wdpC detekovana, je mozné se
domnivat, Ze geny SC02245 a wdpC mohou byt piepisovany nejenom ze spolecného
promotoru pro cely operon SCO2244-47, ale také z vlastniho promotoru.

Gen SCO4214. Dalsi gen, u kterého dochazi k indukci exprese u mutantaA wdpC, je

gen SCO4214. Jedna se o pravdépodobny protein piibuzny pleiotropnim regulatortiim typu
AbaA. Podobn¢ jako diive popsané geny afs a abs, také lokus abaA piispiva k pleiotropni
regulaci produkce antibiotik u streptomycet (Fernandez-Moreno et al., 1992).

Operon SCO4173-5. U mutanta AwdpC byla detekovana vyrazna zvysena exprese

tfi gent lezicich vedle sebe na chromozomu: SCO4173-5. Kotranskripcni analyzou pomoci
RT-PCR bylo prokédzano, Zze geny SCO4173-5 jsou koexprimovany v podobé polycistronni
mRNA (data nejsou prezentovana). Jedna se tedy o operon slozeny ze tii genti SCO4173-5.
Gen SCO4173 koduje hypoteticky protein a sdili vysokou sekvencni podobnost s geny
nezname funkce u S. avermitilis, S. griseus, S. flavogriseus a S. scabies. Ve sméru
transkripce se pred genem SCO4173 nachazi gen SCO4174 kodujici pravdépodobny
integralni membranovy protein. A kone¢né pred genem SCO4174 ve sméru transkripce lezi
V tésném sousedstvi gen SCO4175 kodujici hypoteticky protein. Sprusansky a spol. zjistili,
ze inzer¢ni inaktivace genu SCO4174 zpusobila nadprodukci antibiotik a predCasnou
sporulaci na bohatém médiu (Sprusansky et al., 2003). Pozorovana zvysena exprese celého
operonu SCO4173-5 u mutanta AwdpC, snizena produkce pigmenti RED a Act a opozdéna
sporulace u AwdpC jsou v souladu s vySe zminénym pozorovanim u mutantniho kmene
s inzer¢ni inaktivaci genu SCO4174. Lze se domnivat, Ze zvySena hladina genu SC0O4174,
potazmo celého operonu SCO4173-5, u mutanta AwdpC mohla vyvolat pozorovany
fenotyp, ktery je zcela opacny fenotypu u mutantniho kmene s inzeréni inaktivaci genu
SCO4174. Tento predpoklad potvrzuje i pozorovani, Ze mutantni kmen s vys$Sim poctem
kopii genu wdpC (kmen wt + pWDC622), u n¢hoz byla zaznamenana represe transkripce
celého operonu SCO4173-5, nadprodukuje pigment Act. Chova se tedy podobné jako kmen
s inzer¢ni inaktivaci genu SCO4174 (Sprusansky et al., 2003).

Podobnost kinetiky transkripénich profila genu wdpC, genu SCO4214 a operonu
SC04173-5 (viz tab. 4-8 a graf 4-5) napovida, Ze by funkce téchto geni mohla spolu uzce
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souviset a mohly by byt soucasti jedné regula¢ni drahy. Geny wdpC, SC04214 a SC04171,
a tedy i pravdépodobné cely operon SCO4173-5 dosahovaly maximalni indukce exprese
ve 48. hod kultivace (béhem sporulace).

Gen whil. U mutantniho kmene AwdpC byla pomoci DNA ¢ipu stanovena zvy$ena
exprese sporulacniho genu whil. Jak bylo uvedeno vySe, protein Whil je zodpovédny za
tvorbu sept a za kondenzaci nukleoidu (Ainsa et al., 1999).

Je tfeba si v8ak uvédomit, Zze zvySenou expresi genu whil u mutantniho kmene
AwdpC v porovnani s divokym typem se podobné jako u mutAnta wdpB nepodatilo
pomoci qRT-PCR ovéfit. Na druhou stranu bylo popsano, Ze jednim z cilovych gent, jehoz
exprese je zavisla na pritomnosti proteinu Whil, je gen SCO4174 kodujici pravdépodobny
integralni membranovy protein (viz vyse). Analyzou transkriptomu dele¢niho mutantniho
kmene whil bylo zji$téno, ze u mutanta whil dochazi k represi exprese genu SCO4174 (Tian
et al., 2007). ZvySena hladina Whil by tedy mohla byt piimou pfi¢inou vyssi transkripce
operonu SCO4173-5.

c"_regulon. U mutanta AwdpC byla zaznamenana zvysena exprese u ndkolika gentl
patiicich do c" regulonu. Jedna se o geny SCO0644, SCO0930 a SC0O2217. Sigma faktor
RNA polymerazy o s extracytoplazmatickou funkeci neni za béznych podminek pro
diferenciaci streptomycet vyzadovan. Avsak deregulace aktivity o dosazena inzeréni
inaktivaci genu rsuA kodujiciho anti-sigma faktor zpusobuje fenotyp bld a zpozdéni
produkce Act (Gehring et al.,, 2001). Gordon a spol. stanovil extracelularni proteom
u mutanta v genu rsuA, ktery vykazoval zvySenou aktivitu v genu sigU (Gordon et al.,
2008). Bylo zjisténo, ze u tohoto mutanta rsuA dochazi ke zvySeni exprese fady proteint,
mj. i produktt geni SCO0644, SCO0930 a SCO2217. Ke zvyseni exprese gent kodujici
tyto proteiny dochazi take u mutanta AwdpC. ZvySena hladina sigU oviem nebyla u AwdpC

Zaznamenana.

Morfologicka diferenciace. Disrupce genu wdpC ovlivnila i expresi n¢kolika gent

uplatniyjicich se v morfogenezi. Jedna se o genovy shluk ram a sporula¢ni gen whikE.
Genovy shluk ram. SniZzend exprese genového shluku ram, ptesnéji feeno gent
ramS a ramC, zaznamenand u mutanta AwdpC na DNA c¢ipech, byla ovéfena pomoci
gRT-PCR testovanim exprese genu ramS a genu ramR kddujici aktivator transkripce
operonu ramCSAB. Z vysledkii vyplyva, Zze pozorovany mirny pokles exprese neni
statisticky signifikantni (ramR), a nebo je na hranici statistické vyznamnosti (ramS
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testovany ve 28. a 64. hod kultivace). Zdali ve skute¢nosti dochazi k mirné represi exprese
genu rams a tedy i operonu ramCSAB, nelze tudiz zcela jasné fici.

Gen whiE. U mutanta AwdpC dale dochazi Kk potladeni exprese pozdniho
sporula¢niho genu WhiE-ORFIII. Lokus whiE je slozen z osmi gentl, z nichz vétsina koduje
enzymy pro syntézu polyketidi. Geny WhIiE jsou piepisovany v pozdni fazi sporulace
a zajistuji syntézu typického Sedého sporového pigmentu (Kelemen et al., 1998).
Fenotypovy projev odlisné intenzity zbarveni spér nebyl mezi mutantem AwdpC a divokym

typem pozorovan.

Sekundarni_metabolizmus. U mutanta AwdpC byla pozorovana sniZzend exprese

fady gent sekundarniho metabolizmu. Jedna se o biosyntetické genové shluky act, cda, cch
a cpk.

Genovy shluk act. U mutanta AwdpC bylo detekovano sniZeni exprese genu
kodujicich proteiny zodpovédné za syntézu pigmentu Act, a to vCetné genu actll-ORF4
kodujici specificky aktivator transkripce celého genového shluku act. Ke sniZzeni hladiny
transkriptu téchto genti u AwdpC zacalo dochazet v 64. hod Kkultivace a s rostoucim ¢asem
se represe transkripce gend postupné snizovala. Toto pozorovani je v souladu s fenotypem
ur¢enym jak porovnanim kultivatnich misek, tak spektrofotometricky stanovenim
aktinorodinu u mutanta AwdpC, ktery rovnéz vykazoval snizenou produkci Act.

Biosynteticky genovy shluk cda. DalSim genovym shlukem sekundarniho
metabolizmu, jehoZ exprese byla LA wdpC potla¢ena v porovnani s divokym kmenem byl
genovy shluk cda pro biosyntézu antibiotika CDA, a to véetné¢ genu cda kodujiciho
specificky aktivator transkripce lokusu cda. Mirné sniZeni exprese téchto gentt u AwdpC
bylo pozorovano ve 48. hod kultivace a dosahovalo maxima v 64. a 72. hod kultivace.

Genovy shluk cch. U mutanta AwdpC byla také pozorovana snizena exprese genu
genoveho shluku cch pro syntézu coelichelinu. Po ovéfeni vysledki z DNA ¢ipti pomoci
gRT-PCR bylo vsak zji§téno, ze snizena hladina transkriptu u genti genového shluku cch
v mutantnim kmeni AwdpC byla na hranici statistické vyznamnosti.

Genovy shluk cpk. Posledni genovy shluk sekundarniho metabolizmu, u néhoz
doslo k represi transkripce u mutantnino kmene AwdpC, je lokus cpk pro syntézu Zlutého
pigmentu YCPK a slou¢eninu s antimikrobialni aktivitou abCPK (Gottelt et al., 2010;
Pawlik et al., 2010).
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Lze Kkonstatovat, Ze vysledky ziskané analyzou transkriptomu a analyzou
transkrip¢nich profilit vybranych gentt béhem Zivotniho cyklu u mutantd AwdpB a AwdpC
potvrdily aberantni fenotypovy projev obou mutantnich kment.. Analyza transkriptom
odhalila, ze delece genu wdpB, nebo wdpC, maji pleiotropni efekt a ovliviuji pfedevsim
expresi geni zodpovédnych za morfologickou diferenciaci, a také gen sekundarniho
metabolizmu. Jedinou vyjimkou je produkce pigmentu RED, jehoZ redukce byla
zaznamenana u obou disrupcnich mutantt jak na snimcich mycélia kultivovaném na mR3
agaru, tak spektrofotometrickym stanovenim chloroformového extraktu z mycélia, ovsem
snizena exprese genti genového shluku RED nebyla detekovéana. Je mozné piedpokladat, ze
piima ¢i nepiima regulace exprese gent kodujicich proteiny zodpovédné za biosyntézu RED
neni zajiStovana na Urovni transkripce, ale spiSe na urovni posttranskripcni ¢i posttransla¢ni

regulace.

r wve

5.3 Autorepresni a regulac¢ni u¢inek produkti geni wdpB a wdpC

Vyse zminéné vysledky odhalily skutecnost, Ze u obou mutantnich kmei wdpB
a AwdpC dochazi ke zvyseni exprese samotnych testovanych gend wdpB, resp. wdpC, coz
by mohlo znamenat, Ze tyto geny s WD-40 repeticemi podléhaji autoregulaci a jsou samy
sob¢ represorem transkripce. Jinym moznym vysvétlenim je zména stability mRNA
zpusobend deleci ¢asti genové sekvence pii konstrukci mutantnich kmenti. Skutecnost, ze
dochézi ke zvySeni exprese obou testovanych gent v pfislusnych disrupénich mutantech,
byla zjisténa diky tomu, ze na DNA ¢ipech od firmy Oxford Gene Technology je pro jeden
gen navrzeno cCasto nckolik sond. Pokud tedy je alespoii jedna ze sond navrzena
mimo sekvenci genu wdpB, resp. wdpC, kterd byla odstranéna pfti konstrukci mutantniho
kmene, lze zménu v expresi testovaného genu wdpB, resp. wdpC stanovit i v samotném
mutantnim kmeni AwdpB, resp. AwdpC.

Kromé jejich pfedpokladané autoregulacni funkce lze ze ziskanych transkrip¢nich
profilti obou mutantnich kmenti AwdpB a AwdpC usuzovat, ze plisobi rovnéz jako represory
transkripce. Zda se, Ze protein WdpB by mohl reprimovat expresi genu SC0O5954 a protein
WdpC expresi geni SCO2245, SCO4173-5, SCO4214 a SCO2217. Vzhledem k tomu, Ze
ani jeden z proteint neobsahuje ve sve sekvenci predikovany DNA vazebny motiv a naopak
obsahuji protein-proteinovy motiv WD-40 domén, je pravdépodobné, Ze jejich regulaéni
funkce jsou zprostiedkovany vytvofenim napt. korepresorového komplexu s nezndmym

regulacnim DNA vazebnym proteinem. Obdobné je tomu u celé¢ fady eukaryotickych
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WD-40 regulatori, napi. u korepresorového komplexu Tupl-Ssn6 u kvasinky
Saccharomyces cerevisiae (Keleher et al., 1992), ktery se mimo jiné podili na regulaci
pohlavniho rozmnoZovani a sporulace (Smith a Johnson, 2000). Neni ov§em vyloucena ani
jejich aktivacni funkce, at’ uz pfima ¢i nepiima. Protein WdpB by mohl aktivovat geny napf.
chpH, rdIA, nepA, genovy shluk ram, zatimco protein WdpC by mohl aktivovat napf.
genovy shluk cda ¢i act. Stejné tak komplex Tupl-Ssn6 muize pisobi na nékteré geny zcela
opacné, a to jako aktivator transkripce (Kim et al., 2005b; Mennella et al., 2003;
Papamichos-Chronakis et al., 2002; Proft a Struhl, 2002).

5.4 Peptid SapB jako hlavni prifina redukce vzdusného mycélia

u AwdpB

Predpoklad, ze snizena produkce peptidu SapB byla hlavni ptic¢inou redukce tvorby
vzduSneho mycélia u AwdpB, byl podpoien extracelularni komplementaci mutantniho
kmene AwdpB kmenem divokym. Pokud byly oba kmeny kultivovany ve vzdjemném
sousedstvi, pak doslo k ¢astecnému obnoveni tvorby vzdusného mycélia na okraji kolonii
mutanta. V alternativnim uspofddani experimentu bylo navic prokazéano, Ze tato indukce
tvorby vzduSneho mycélia u AwdpB neni zavisla na piimé piitomnosti divokého kmene, ale
dochazi kni i pfi kultivaci mutantniho kmene AwdpB na médiu pouzitém ptvodné pro
kultivaci divokého kmene. Z téchto experimentt Ize usoudit, Zze stimulace formovani
vzdudného mycélia u AwdpB je zplsobena ucinkem extracelularniho signalu, ktery byl
produkovan divokym kmenem do média. Touto latkou by v souladu s vysledky
z transkriptomu mutantniho kmene AwdpB mohl byt surfaktant SapB sekretovany do média,
jehoz exprese je v AwdpB vyrazné redukovana, a to piedev§im na zaCatku formovani
vzdusneho mycélia. K tomuto tvrzeni prispiva i fakt, Ze SapB je produkovan pouze na tzv.
bohatych pudach (Capstick et al., 2007), k nimz patii i nami pouzivany mR3 agar. To je
také asi divodem, pro¢ nebyla detekovana snizena tvorba vzdusného mycélia u AwdpB také
tieba na MS agaru, na kterém se SapB neprodukuje (data neuvedena).

K snizené tvorbé vzdusného mycélia by mohly také urcitou mérou ptispét chapliny,
jejichz exprese je u mutanta AwdpB sniZzena. Jsou produkovany jak na bohatych, tak
chudych mediich (Claessen et al., 2003; Claessen et al., 2004; Elliot et al., 2003). Podobné
jako SapB jsou né¢které z nich, ChpE a ChpH, sekretovany do média pied formovanim

vzdu$ného mycélia (Claessen et al., 2003).
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5.5 Protein WdpC je exprimovan predev§im na zacatku

sporulace, protein WdpB se nepodafilo v S. coelicolor detekovat

JelikoZ se u obou studovanych gent podafilo zdarné piipravit disrupéni mutanty, lze
konstatovat, Ze ani jeden z geni wdpB ¢i wdpC neni esencialni. Gen wdpB se navic nachazi
na jednom z ramen chromozomu, kterd koduji v podstaté vyhradné geny nutné pro adaptivni
odpovéd’ mikroorganizmu. Da se predpokladat, Ze vétSina adaptivnich genii neni
v laboratornich kultiva¢nich podminkach bunkou vibec vyuZzivana, a jejich funkce ztstava
pak Casto neodhalena. V ramci této dizertacni prace jsme ovsem zjistili, ze gen wdpB je
béhem zivotniho cyklu exprimovan konstitutivné. Pokusy o detekci proteinu WdpB
polyklonalni protilatkou byly v§ak netispés$né i piesto, Ze bylo pro identifikaci pouzito velke
mnozstvi proteinového lyzatu a samotna imunologicka detekce polyklonalni protilatkou
byla provedena za podminek, kdy jiz dochazelo k vizualizaci i nespecificky reagujicich
proteinti. Specifita a citlivost polyklonalnich protilatek byla samoziejmé prfedem testovana
detekci purifikovaného proteinu WdpB izolovaného z expresniho kmene E. coli CAG629
s plazmidem pMALWDBg. Divodem neuspéchu detekce proteinu WdpB v celkovych
proteinovych lyzatech by mohla byt pfili§ nizka koncentrace této bilkoviny v bunkéch, ktera
je pod detekénim limitem pouzivanych metod, nebo jeho nestabilita projevujici se pfi
izola¢nich procesech.

Gen wdpC se na rozdil od genu wdpB nachazi v tzv. centralnim jadie chromozomu,
které obsahuje hlavné geny zajist'ujici zékladni zivotni funkce buiiky. Pfipravou mutantniho
kmene AwdpC bylo prokazéno, Ze gen wdpC neni esencialni. Je exprimovan konstitutivné
béhem Zivotniho cyklu, ale hladina jeho proteinového produktu v builkkach se méni
v zavislosti na stadiu buné¢ného cyklu. Protein WdpC se zacina produkovat na samotném
zacatku diferenciace vzdusného mycélia, maximalni hladiny dosahuje na pocatku sporulace
a Vpozdnich fazich sporulace postupné¢ vymizi. Je tfeba si uvédomit, Ze stanoveni
konstitutivni exprese testovanych gent wdpB a wdpC bylo provedeno metodou RT-PCR,
ktera neumoznuje kvantifikaci PCR produkti. Touto metodou tedy nelze urcit, zdali je
hladina transkriptu béhem zivotniho cyklu skutecné konstantni ¢i se v nékterych vyvojovych
fazich 1isi a koresponduje s detekovanou ménici se hladinou proteinu WdpC béhem

Zivotniho cyklu.
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5.6 VIliv nadprodukce genu wdpB, resp. wdpC na diferenciaci

S. coelicolor

5.6.1 Nadprodukce genu wdpB nema vliv na diferenciaci

U kmene s vyss§im poctem kopii genu wdpB v porovnani s divokym kmenem nebyl
zaznamenan Zadny rozdil ve fenotypovém projevu. Dokonce ani na drovni genové exprese
nedochazi k indukci, resp. represi testovanych gentl, vyjma samotného genu wdpB. Jako
testované geny byly zvoleny ty geny, jejichz exprese byla u disrupéniho mutanta AwdpB
vyznamné zménéna. Zda se, ze protein wdpB by mohl fungovat nejen jako autorepresor, ale
také jako represor sousedniho genu SCO5954. Gen SCO5954 by pak mohl fungovat jako
represor fady dalSich gent, jejichZ exprese je zavisla na WdpB — napt. lokus ram, chapliny,
rodliny a fada sekundarnich metabolitt (viz kap. 5.2.1). Druhym moznym vysvétlenim
muze byt rovnéz piitomnost interak¢éniho partnera v ptili§ nizké koncentraci. Ten se vaZze na
WD-40 domény protinu wdpB a v této podobé umoziiuje vytvofenému proteinovému
komplexu plnit pfimou ¢i neptimou regulaéni funkci, kterd by mohla ovlivnit expresi vyse

zminénych testovanych gend.

5.6.1 Kmen s vys$im poctem kopii genu wdpC vykazuje opacny fenotyp

k mutantnimu kmeni AwdpC

U kmene se zvySenym poctem kopii genu wdpC bylo jak na agarové plotné, tak
spektrofotometrickym stanovenim zjist€éno, Zze v porovnani s divokym kmenem dochazi
k nadprodukci aktinorodinu. Kromé samotného genu wdpC dochazi navic na drovni genové
exprese kindukci geni SCO2245 a ramS a k represi geni SCO2217, SCO4214,
SCO4173-5. Na tomto misté je potieba zminit skute¢nost, Ze mnohokopiovy plazmid
pouZity v tomto experimentu obsahuje kromé celého genu wdpC také geny SCO02245,
SC02242, SCO2243. To znamena, Ze zvysend exprese genu SCO2245 u kmene se
zvySenym pocétem kopii genu wdpC (piesnéji feCeno u kmene se zvySenym poctem kopii
genového lokusu SC0O2242-5) neni pravdépodobné vysledkem jeho indukce zptisobené
proteinem WdpC, ale vysledkem zvysené genove davky genu SC0O2245 tohoto konstruktu.

Da se fici, ze zména genové exprese testovanych gend (kromé& genu cdaPS2

a actl-ORF1) u kmene s vyssim poctem kopii genu wdpC vykazuje podle ocekavani opacny
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trend neZ u mutanta AwdpC. Duvodem, pro¢ byla nadprodukce Act stanovena pouze
fenotypovymi experimenty a nebyla detekovana zvySena exprese genu actl-ORF1
z genoveho shluku act u kmene s vy38im poctem kopii genu wdpC, muize byt pro tento ucel
nevhodné zvolend doba izolace RNA. Mycélium kmene se zvySenym poctem kopii genu
wdpC urcené pro izolaci RNA bylo sklizeno v 64. hod kultivace, tedy ve stejnou dobu jako
mycélium mutanta AwdpC urcené na globalni analyzu transkriptomu, coZz umoznilo
vzajemné porovnani experimentll. Ke zvySené produkci Act u kmene s vys$Sim poctem kopii
genu wdpC na chromozom v3ak v porovnani s divokym kmenem dochazi pozdé&ji, nepatrny
rozdil Ize pozorovat az v 72. hod kultivace. Pro ovéfeni piedpokladané zvySené hladiny
genti genového shluku act je tfeba provést expresni analyzu v pozdéjSich fazich rastu
S. coelicolor.

Zda se, Ze tento experiment Caste¢né potvrzuje Vliv disrupce genu wdpC na

bunéénou fyziologii jak na fenotypové urovni, tak na urovni exprese mRNA.

Z dosud ziskanych vysledka se jevi, ze produkty obou studovanych gentt WdpB
a WdpC maji pleiotropni uinek na produkci sekundarnich metaboliti a zéaroven hraji
vyznamnou roli v bunééné diferenciaci, a to jak pfi tvorbé¢ vzdusného mycélia, tak pii

sporulaci.

119



6. Zdver
6. ZAVER
6.1 Uloha WdpB v diferenciaci S. coelicolor

» U mutanta AwdpB dochazi ke snizeni podukce undecylprodigiosinu.

» Mutant AwdpB vykazuje vyraznou redukci tvorby vzdusného mycélia, abnormalni
vétveni vzduSnych vldken a defekt ve sporulaci (tj. predCasna lyze vlaken
a nepravidelna ¢i opozdéna tvorba prepazek).

» Testovanim extracelularni komplementace bylo zjisténo, ze u mutanta wdpB
dochazi k castenému obnoveni vzdu$ného mycélia pii kultivaci v sousedstvi
divokého typu.

» Protein WdpB aktivuje pfimo ¢i nepiimo expresi celé fady genti, z nichz nékteré
koduji proteiny nezbytné pro formovani a naslednou diferenciaci vzdusneho mycélia
(genovy shluk ram, chapliny, rodliny a gen nepA), pro sporulaci (geny whiH, whil
arsfA) a pro biosyntézu sekundarnich metabolitd (CDA, coelichelin, karotenoidy,
geosmin a metylisoborneol).

» Protein WdpB puisobi jako autorepresor a — at’ uz ptimo ¢i nepfimo — reprimuje
expresi sousedniho genu SCO5954 kddujici potencialni chitinazu.

» Gen wdpB (SCO5953) je exprimovan Kkonstitutivné béhem zivotniho cyklu
S. coelicolor a je soucasti operonu SCO5951-4.

» Zvyseny pocet kopii genu wdpB nema vliv na fenotyp S. coelicolor a ani na expresi
vybranych gend, které byly vyznamné ovlivnény u mutantaA wdpB.

» Pritomnost proteinu WdpB se v bunkach S. coelicolor nepodafilo béhem zivotniho

cyklu detekovat.
6.2 Uloha WdpC v diferenciaci S. coelicolor

» Mutant AwdpC se projevuje snizenou podukci undecylprodigiosinu a opozdénou
produkci aktinorodinu.

» U mutanta AwdpC dochazi k slabé redukce tvorby vzdu$ného mycelia, k rozsahlé
ptredcasné lyzi vlaken a k opozdéné sporulaci projevujici se tvorbou rovnych vlaken

bez spirdlovitého staceni.
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Mutant AwdpC vykazuje snizenou exprese sporula¢niho geni whiE-ORFIII
a n¢kolika genovych shluki pro syntézu sekundarnich metabolitii (genovy shluk act,
cda, cpk).

Protein WdpC ptisobi jako autorepresor a — at’ uz ptimo ¢i nepiimo — reprimuje
expresi sousedniho genu SCO02245 a gent SCO2217, SCO4214 a operonu
SCO04173-5.

Gen wdpC (SCO2244) je exprimovan konstitutivné b&hem zivotniho cyklu
S. coelicolor a je soucasti operonu SCO2244—7.

Zvyseny pocet kopii genu wdpC zpisobuje nadprodukci Act.

Mutantni kmen s vys$sim pocétem kopii genu wdpC vykazuje opaény trend v relativni
genové expresi vybranych gent nez disrupéni mutdnt wdpC. Toto zjisténi
potvrzuje pozorovany vliv disrupce genu wdpC na fyziologii burky.

Hladina proteinu WdpC se méni v zavislosti na stadiu bunééného cyklu
S. coelicolor. Protein WdpC se za¢ina produkovat na zacatku tvorby vzdusného
mycélia, nejvyssi hladiny dosahuje na pocatku sporulace a v pozdnich fazich

sporulace postupné vymizi.
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