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Abstract

Abstrakt

Regulace transkripce sigma faktory RNA polymerasy s extracytoplazmatickou funkci
(ECF) predstavuje velmi u¢inny nastroj pro adaptaci buiiky na stresové podminky vyvolané
zménami ve vnéjsim prostfedi. Gram-pozitivni, acrobni bakterie Corynebacterium glutamicum je
vyznamnym producentem aminokyselin. V genomu C. glutamicum se nachazi 7 gent kodujicich
sigma faktory: primarni sigma faktor SigA, sigma faktor SigB oznaCovany jako primary-like
sigma faktor a 5 ECF sigma faktort (SigC, SigD, SigE, SigH a SigM). Gen sigH, kodujici sigma
faktor SigH se nachazi v tésné blizkosti genu rshA kodujiciho jeho anti-sigma faktor. Anti-sigma
faktory se reverzibiln€ vazou k pfisluSnym sigma faktorim, ¢imz blokuji jejich aktivitu. Za
stresovych podminek je vazba mezi obéma proteiny rozruSena a uvolnény sigma faktor se miize
vazat k jadru RNA polymerasy a aktivovat iniciaci transkripce.

V praci byla studovana ptedevsim regulace exprese genti kodujicich nejvyznamnéjsi ECF
sigma faktor SigH a jeho anti-sigma faktor RshA a geny patfici k jeho regulonu.

Transkripéni analyzou operonu SigH-rshA byly identifikovany ¢tyfi vegetativni
promotory genu sigH a jeden SigH-dependentni promotor genu rshA.

Ucast komplexu SigH-RshA na regulaci exprese genii byla zkouména s pouZitim
dele¢niho kmene C. glutamicum ArshA. Metodou DNA Microarray byly porovnany transkripéni
profily dele¢niho kmene a divokého kmene C. glutamicum. Bylo zjisténo, Zze celkem 83 genti u
delecniho kmene, neprodukujiciho anti-sigma faktor RshA, vykazalo zvySenou miru transkripce
v porovnani s divokym kmenem, a je tedy mozné je povazovat za SigH-dependentni. Nékteré z
téchto gent byly jiz diive identifikovany jako SigH-dependentni s pouzitim dele¢niho kmene
C. glutamicum AsigH. Tyto geny se ucastni buné¢né odpovédi na disulfidovy stres, tepelny Sok,
bunécéné SOS odpovédi pii poskozeni DNA nebo jsou soucasti bunééného proteasomu.

Byly stanoveny promotorové aktivity vybranych nové identifikovanych SigH-
dependentnich gent (dnaJ2, uvrA a uvrD), identifikovany jejich transkripéni pocatky a nasledné
odvozeny promotorové motivy -10 a -35.

Pouzitim in-vitro transkripéniho systému bylo zjisténo, ze typicky vegetativni promotor
Pper interaguje jak s primarnim sigma faktorem SigA, tak se sigma faktorem SigB. U SigH-
dependentnich promotort genii clgR, dnaK a dnalJ2 pak bylo zjisténo, ze jsou specificky
rozeznavany i ECF sigma faktorem SigE. Bylo tak poprvé u C. glutamicum prokazano, Ze jeden

promotor miiZze byt soucasné rozezndvan vice nez jednim sigma faktorem.



Abstract

Abstract

Regulation of transcription by extracytoplasmic-function (ECF) sigma factors of
RNA polymerase is an efficient way of cell adaptation to diverse environmental stresses.
Amino acid-producing gram-positive bacterium Corynebacterium glutamicum codes for
seven sigma factors: the primary sigma factor SigA, the primary-like sigma factor SigB
and five ECF stress-responsive sigma factors (SigC, SigD, SigE, SigH and SigM). The
sigH gene encoding SigH sigma factor is located in a gene cluster together with the rshA
gene, encoding the anti-sigma factor of SigH. Anti-sigma factors bind to their cognate
sigma factors and inhibit their transcriptional activity. Under the stress conditions the
binding is released allowing the sigma factors to bind to the RNAP core enzyme.

In this thesis, regulation of expression of genes encoding the most important ECF
sigma factor SigH and its anti-sigma factor RshA as well as genes belonging to the
SigH-regulon were mainly studied.

The transcriptional analysis of the sigH-rshA operon revealed four housekeeping
promoters of the sigH gene and one SigH-dependent promoter of the rshA gene.

For testing the role of the complex SigH-RshA in gene expression, the
C. glutamicum ArshA strain was used for genome-wide transcription profiling with DNA
Microarrays technique under the normal growth conditions. In total 83 genes (including
those previously detected using AsigH mutant strains) demonstrated increased transcript
levels in the deletion mutant defective in RshA anti-sigma factor when compared to
C. glutamicum wild-type strain and they can be thus considered as SigH-dependent. These
genes encode proteins related to disulphide stress response, heat stress proteins,
components of the SOS-response to DNA damage and proteasome components.

The promoter activities of some newly identified SigH-dependent genes dnaJ2,
uvrA and uvrD were estimated, their transcription start points were determined

and the —10 and —35 hexamers of the respective promoters were proposed.

Using in-vitro transcription system it was found that the typical housekeeping
promoter Pper interacts with the alternative sigma factor SigB in addition to the primary
sigma factor SigA. Some promoters of SigH-dependent promoters of genes involved in
stress responses (clgR, dnaK and dnaJ2) were found to be recognized also ECF sigma
factor SigE. For the first time it was demonstrated that in C. glutamicum one promoter

can be recognized by more than one sigma factor.



Uvod

1.1 Uvod

Corynebacterium glutamicum je nepatogenni, aerobni bakterie, ktera byla
objevena koncem 50. let minulého stoleti jako mikroorganismus s pfirozenou produkci
kyseliny L-glutamové a dodnes se vyuziva zejména pii primyslové vyrob¢ aminokyselin
(Gopinath et al., 2012; Hermann, 2003; Leuchtenberger et al., 2005) a ostatnich latek
vyuzivanych v biotechnologickém prumyslu, napt. vitamint (Huser et al., 2005),
oligonukleotida (Vertes et al., 2012), organickych kyselin (Wieschalka et al., 2012),
vyS8ich alkoholu (Blombach & Eikmanns, 2011) a polymera (Song et al., 2012). C.
glutamicum rovnéz slouzi jako modelovy organismus pro ostatni koryneformni bakterie
s technologickym ptipadn¢ 1ékarskym vyznamem (Brune et al., 2005; Mishra et al., 2007;
Moker et al., 2004).

V poslednich letech vzrostla znalost o genech kodujicich proteiny, které se ucastni
buné¢né odpovedi na nejriznéjsi typy strestt vyvolanych vnéj§im prostiedim (Jung et al.,
2011; Larisch et al., 2007; Muffler et al., 2002; Oide et al., 2015; Park et al., 2008; Wang
et al., 2016). Mezi nejstudovanéjsi bunéény mechanismus stresové odpovédi nejen u
mikroorganismi je reakce na tepelny Sok (Yura & Nakahigashi, 1999). Mezi dalsi
stresové faktory aktivujici bunéénou stresovou odpoved’ se fadi oxidativni, etanolovy a
disulfidovy stres. Hlavnim krokem bunécné odpovédi na stresové podminky je iniciace
transkripce gent, jejichz proteinové produkty zamezuji nevratnému poskozeni bunék
vlivem vySe zminénych faktord. Pro samotnou iniciaci genové exprese jsou nezbytné
sigma faktory RNA polymerasy. Tyto proteiny rozeznavaji specifické promotorové
oblasti danych gend. V genomu C. glutamicum se nachazi sedm gent kodujicich sigma
faktory, z nichz pét se fadi mezi tzv. sigma faktory s extracytoplazmatickou funkci (ECF
sigma faktory), jejichz aktivita je regulovana podnéty z vnéjsiho prostredi.

ECF sigma faktor SigH je u C. glutamicum povazovan za hlavni sigma faktor
regulujici iniciaci transkripce za stresovych podminek. Aktivita homologniho sigma
faktoru SigH u Mycobacterium tuberculosis je fizena anti-sigma faktorem RshA (Song et
al., 2003). Komplex SigH-RshA udrzuje sigma faktor SigH v neaktivni formé.
V ptitomnosti stresového faktoru dojde k uvolnéni vazby mezi obéma proteiny a volny
SigH se muze ucastnit regulace exprese gent v procesu bunécné reakce na stres vyvolany
vngjsim prosttedim. U C. glutamicum se v sousedstvi genu SigH nachazi gen rshA.
Predpoklada se tedy, ze protein RshA funguje i u C. glutamicum jako anti-sigma faktor
k sigma faktoru SigH.



Uvod

Hlavnimi cili této prace byla analyza operonu sigH-rshA a funkce sigma faktoru
SigH a jeho anti-sigma faktoru RshA pfi expresi gent ucastnicich se bunééné odpoveédi
na nejriznéjsi stresové faktory u C. glutamicum, identifikace genti se SigH-dependentnim
promotorem a jejich transkripéni analyza a konstrukce in-vitro transkripéniho systému

pro C. glutamicum.



Uvod

1.2 Cile prace

Tato disertacni prace je zaméefena na studium ucasti alternativnich sigma faktort
RNA polymerasy pfii regulaci exprese gent kodujicich proteiny podilejici se na bunééné
odpovédi na stresové podminky vyvolané vnéj$im prostiedim u Corynebacterium
glutamicum. Hlavnim cilem prace bylo poznani funkce alternativniho sigma faktoru SigH
aregulace jeho syntézy. SigH je povazovan za hlavni sigma faktor regulujici expresi genti
stresové odpovédi C. glutamicum. Jeho aktivita je regulovana predpokladanym anti-

sigma faktorem RshA, jehoZ gen rshA sousedi s genem pro SigH.

Diserta¢ni prace méla tyto diléi cile:

1) Transkrip¢ni analyza operonu SigH-rshA

2) Identifikace gend se SigH-dependentnim promotorem

3) Transkripéni analyza gent se SigH-dependentnim promotorem

4) Konstrukce in-vitro transkrip¢niho systému a jeho vyuziti pro analyzu vybranych

promotorti



Literarni prehled

2. Literarni prehled

2.1. Iniciace transkripce u bakterii

(Browning & Busby, 2004). V tomto procesu hraje hlavni roli DNA-dependentni RNA
polymerasa (Ebright, 2000), zejména jeji sigma podjednotka (faktor) (Gross et al., 1998;
Lonetto et al., 1992). RNA polymerasa (RNAP) je enzymovy komplex slozeny z péti
podjednotek. Jadro enzymu se sklada ze dvou podjednotek a a dale pak podjednotek 3,
B’ a o. Podjednotka a je kddovand genem rpoA a Ucastni se sestavovani tetramerniho
komplexu (a2pB’) RNA polymerasy. Podjednotka 3, kodovana genem rpoB, obsahuje
vazebné misto pro ribonukleotidtrifosfaty a podjednotka ’, pfepisovana z genu rpoC,
nese vazebné misto pro templatovou molekulu DNA. Podjednotka o hraje dalezitou roli
pii vazbé podjednotky B’ do jadra RNA polymerasy (Mathew & Chatterji, 2006;
Minakhin et al., 2001) a soucasn¢ funguje jako vazebné misto pro guanosintetrafosfat
((p)ppGpp) pii buné&éné stringentni odpoveédi (Mathew & Chatterji, 2006).

Proces iniciace transkripce zac¢ind navazanim sigma faktoru do katalytického
jadra RNA polymerasy za vzniku komplexu RNAP holoenzymu (Murakami et al.,
2002a). Funkci sigma faktoru je rozpoznani promotorovych sekvenci a nasledné navazani
RNA polymerasy na piislusny promotor (Shultzaberger et al., 2007). Pfevazna vétsina
bakteridlnich druhii syntetizuje né€kolik odlisnych sigma faktorti, které rozpoznavaji
specifické sekvence v promotorovych oblastech a mohou tak regulovat expresi riznych
gent nebo celych regulond v zavislosti na ménicich se podminkach (Feklistov & Darst,
2011).

Samotna transkripce zacind vazbou RNAP holoenzymu do promotorové oblasti
DNA (Fassler & Gussin, 1996). Bakterialni promotor je sloZzen ze dvou vysoce
konservativnich sekvenci, které jsou odvozeny od vzdalenosti od transkripéniho poc¢atku
(TSP) (Wosten, 1998). Prvni oblast je soustfedéna kolem nukleotidu -35 a druha se
nachazi v okoli nukleotidu -10 (Campbell et al., 2002; Merrick, 1993). Promotory
jednotlivych transkripénich jednotek bakteridlniho chromosomu si jsou do jisté miry
podobné, ale nikoliv totozné. Jejich podobnost v nukleotidovych sekvencich zajistuje
afinitu k jedinému RNAP holoenzymu, zatimco rozdily mezi nimi rozhoduji o mife této
afinity, tedy o sile promotoru. Silny bakterialni promotor se vyznacuje vysokou frekvenci
sekvence kolem nukleotidu -35 blizi konServativnim sekvencim. Proto také mutace, které

oddaluji sekvenci od konservativni sekvence, snizuji jeho silu (Rodrigue et al., 2006).
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Vétsina bakterii nese ve svém genomu geny kodujici rizné druhy sigma faktora,
které jsou klasifikovany do jednotlivych skupin. Zastupci jednotlivych skupin rozeznavaji
odli$né motivy v promotorovych oblastech, a tedy mohou regulovat iniciaci transkripce
riznych genu za riznych fyziologickych podminek (Gruber & Gross, 2003). Sigma
faktory tedy ptisobi jako globalni regulatory transkripce, které mohou regulovat jak
expresi jednotlivych gend, tak i celych regulonti ¢i sigmulonli (geny, jejichz iniciace
transkripce je regulovdna stejnym sigma faktorem) v procesu bunétné odpovédi na
stresové podminky (Feklistov & Darst, 2011).

U vSech bakterii je pfitomen primarni sigma faktor, ktery je zodpovédny za
transkripci vétSiny gent, které jsou aktivni hlavné béhem exponencidlni faze ristu. Geny
koédujici primarni sigma faktory jsou zpravidla esencidlni a jejich mutace letalni pro dany
mikroorganismus. Bakterie vSak koduji i fadu alternativnich sigma faktort
rozeznavajicich promotory genll aktivovanych riznymi typy stresovych podminek
(Paget, 2015). Alternativni sigma faktory jsou vétSinou neesencialni. Jejich vyznamnou
skupinou jsou tzv. sigma faktory s extracytoplasmatickou funkci (ECF) (Helmann, 2002),
které reguluji transkripci genti v zavislosti na vné&jSich podminkach (Gruber & Gross,
2003).

Bakteridlni sigma faktory jsou klasifikovany do dvou strukturn¢ a funkéné
odlignych rodin 6°* (Gruber & Gross, 2003) a ¢'° (Buck et al., 2000). Oba nazvy pochazi
od velikosti sigma faktort v kD identifikovanych u Escherichia coli. Sigma faktory z
rodiny 6’° byly identifikovany u viech zndmych bakterialnich druhtl, kdeZto zastupci z
rodiny 6°* jsou pomérné vzacni. Jejich funkce spodiva naptiklad v regulaci transkripce

gend pro sporulaci u Bacillus subtilis (Wosten, 1998).

2.2. Regulace iniciace transkripce

Regulace iniciace transkripce patii k zdkladnim a velmi u€innym bunéénym
mechanismiim. Jednim ze zdkladnich mechanismi regulace exprese riiznych gent je
rozeznavani jejich promotorti riznymi sigma faktory, které tak pusobi jako globalni
regulatory genové exprese. Vyznamnymi regulatory genové exprese jsou i anti-Sigma
faktory, které negativné reguluji iniciaci transkripce pomoci interakce se specifickym
ECF o-faktorem. Vazba anti-sigma faktoru na piislusny o-faktor za fyziologickych
podminek, kdy jeho funkce neni potieba, vede ke vzniku komplexu, ve kterém je dany
sigma faktor neaktivni. (Brown & Hughes, 1995). Tato vazba je reverzibilni a v pfipadé
stresovych podminek je rozvolnéna, coz vede k uvolnéni sigma faktoru, ktery tak mize

iniciovat transkripci pfisluSnych stresovych gent. Tento mechanismus umozZiuje buiice
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pruzné reagovat na zmény vnéjSich podminek, kdy alternativni o-faktor je v bunce
pfitomen a nemusi byt nove syntetizovan (Feklistov & Darst, 2011).

Je znamo téz mnoho DNA-vazebnych regulacnich proteinti, které maji vliv na
aktivitu promotord. Napftiklad u E. coli je znamo 40 proteinu, které dokazou aktivovat ¢i
zastavovat transkripci promotort regulovanych faktorem ¢’°. Tyto proteiny umoziiuji
bakteriim regulovat expresi genti v zavislosti na vnittnich ¢i vnéjSich podnétech. Geny,
které odpovidaji na stejny podnét, ¢asto pouzivaji stejné regulacni elementy a jsou proto
soucasti regulonu. Aktivatory téchto promotorii se obvykle vazou na DNA mezi pozicemi
-30 nt az -80 nt od transkripéniho pocatku. Represor se primarné vaze do mista, které se
prekryva s vazebnym mistem pro RNA polymerasu (Rosen & Ron, 2002).

Proteiny podobné histoniim (napt. H-NS u E. coli) mohou také inhibovat iniciaci
transkripce. Mohou se vazat na libovolné misto v DNA, ale pfednostné do zkroucenych
mist. Rovnéz inhibuji transkripci mnoha genti ve stacionarni fazi rastu (Carmona et al.,
1997).

Dalsimi  faktory ovlivilujicimi transkripci jsou metylace DNA a
guanosintetrafosfat (ppGpp) (Chatterji & Ojha, 2001). Metylace mohou ovlivnit vazbu
RNAP holoenzymu nebo transkripcnich reguldtorii. Timto mechanismem jsou
regulovany nékteré operony kodujici fimbrie u E. coli (Wosten, 1998).
Guanosintetrafosfat je syntetizovan pomoci enzymu RelA, ktery je aktivovan pfi
hladovéni na nékterou z aminokyselin. Jeho vysokéd koncentrace vyustuje v zastaveni
syntézy RNA a vyrazné zpomaluje procesy spotiebovavajici energii. Molekula ppGpp
aktivuje nékolik promotorti jako tfeba promotor genu rpoS, ktery koéduje hlavni
alternativni sigma faktor E. coli pisobici pfi stresovych podminkach (Loewen & Hengge-
Aronis, 1994). Promotory, které jsou negativné regulovany ppGpp, obsahuji veliké
mnozstvi nukleotidi G+C mezi transkripénim pocatkem a oblasti -10. Tato oblast se
nazyva jako stringent box ¢i diskriminator. U E. coli obsahuje shodnou sekvenci
GCGCCnCC (Rosen & Ron, 2002).

Mezi dalsi vyznamné regulétory transkripce patii malé molekuly RNA (sRNA).
Ty lze charakterizovat jako kratké transkripty o délce mezi 50-400 nukleotidy, které jsou
kédovany prevazn€ v mezigenovych oblastech, tedy mezi geny kodujicimi proteiny.
Nasledné studie ukdzaly, Zze v bakteriich se vyskytuje né€kolik funkéné odlisSnych typa
malych molekul RNA, které jsou rozdéleny do nékolika skupin. V prvni skupiné se
nachazeji sSRNA, které se vazou na proteiny a tim reguluji jejich aktivitu (Wassarman &
Storz, 2000). Dalsi skupinu tvoii SRNA fungujici jako antisense, které se vazou na cilové

molekuly mRNA, a tim blokuji jejich translaci (Gottesman et al., 2001). Tyto molekuly
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RNA se déle rozd¢€luji na cis-kédované sRNA, které jsou piepisovany ze stejného mista
v opacném sméru nez cilovd mRNA a jsou k ni tedy plné komplementéarni a na trans-
kodované antisense RNA prepisované z jiného mista nez jeji cilova RNA (Wagner et al.,
2002). U bakterii byly objeveny téZ SRNA s dualni funkci, které se ¢astecné chovaji jako
nekddujici RNA a zaroven c¢ast jejich sekvence koduje protein. Piikladem RNA s dualni
funkei je RNAIII o délce 514 nukleotidl, ktera byla objevena u patogenniho druhu
Staphylococcus aureus. Tato RNA je kodovana v oblasti genu agr kodujiciho globalni

regulator, ktery je naptiklad zodpovédny za virulenci bakterie (Vanderpool et al., 2011).

2.2. Sigma faktory RNA polymerasy a jejich role p¥i iniciaci transkripce
2.2.1. Sigma faktory z rodiny ¢

Srovnani sekvenci proteini této rodiny u riznych eubakterii vedlo k identifikaci
¢tyt konServovanych aminokyselinovych oblasti, které jsou dale rozdéleny na dalsi
podoblasti (Obr. 2.1). Oblast 1 (neboli N- terminalni) je rozdélena na 2 podoblasti. Oblast
1.1 se nachézi pouze u primarnich o-faktort, které jsou odpovédné za vznik otevieného
komplexu. Oblast 1.2 pravdépodobné odpovida za vytvoreni otevieného komplexu. Tato
oblast je znama u vSech o -faktoru této rodiny (Wilson & Dombroski, 1997). Delece v

této Casti ma negativni vliv na utvareni uzavieného komplexu

CH [42] | 41 |32]31[30]24|23]22] 21 NCR 12 14 — N
l l l transcription
— 1 I promoter DNA

-35 TG-10 +1

Obr. 2.1 - Znazornéni konservativnich oblasti a domén u sigma faktori rodiny o’
NCR- nekonservovana oblast
TG- dimer situovany jednu bazi pred hexamerem -10 ve sméru transkripce

- vertikdlni Sipky zndzoriiuji vazbu jednotlivych podjednotek sigma faktoru
l s motivy promotorovych oblasti -10 respektive -35

- Sipka piedstavujici pocatek transkripce (+1) a jeho smér (Patek & Nesvera, 2011).

Oblast 2 mizeme rozdélit na 5 podoblasti. Oblast 2.1 je diilezitd pro interakci s
podjednotkami jadra RNAP. Oblast 2.2 nebyla doposud charakterizovana. Oblast 2.3
narusuje vazby v DNA. Zvlast’ dulezita je oblast 2.4 s funkci rozpoznani mista -10 na
promotoru. Mutace v této oblasti méni vzdjemné interakce s promotorem. Posledni ¢ast
2.5 je vyznamna pii kontaktu nukleotidii v promotorové oblasti -15 a -14 u E. coli nebo
v oblasti -16 u Bacillus subtilis. Oblasti 3 a 4 jsou shodné rozdéleny na 2 ¢asti. Oblast 3.1
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obsahuje motiv helix-turn-helix a oblast 3.2 hraje zfejmé roli pii vazbé na RNAP. Oblast
4.1 je dulezitd jako transkripcni aktivator béhem iniciace transkripce a oblast 4.2 k
rozpoznani -35 promotorové sekvence (Murakami et al., 2002a; Murakami et al., 2002b;
Vassylyev et al., 2002)

Sigma faktory z rodiny ¢’° lze rozdélit do étyi zakladnich skupin podle jejich
struktury a fyziologickych funkci (Lonetto et al., 1992; Lonetto et al., 1994). Do prvni
skupiny se fadi sigma faktory obsahujici v§echny ¢tyfi konvencni oblasti a jsou nezbytné
pro rust bakterie. Do této skupiny se fadi primarni sigma faktory, jejichZ nepiitomnost
Vv bunice je letalni (Wosten, 1998).

Druha skupina byla nalezena jen u nékterych skupin bakterii (Proteobacteria,
Cyanobacteria a Gram-pozitivni bakterie s vysokym obsahem GC para v
genomu)(Kalinowski et al., 2003). Sklada se ze sigma faktord podobnych primarnim,
které ale nejsou nezbytné k ristu v laboratornich podminkach. N¢které z nich se ucastni
transkripce genl dulezitych pro stacionarni fazi rstu a pro general stress response.
Sigma faktory této skupiny miizou rozpoznavat stejné promotory jako primarni sigma
faktory a slouzit tak jako zalozni sigma faktor. Funkce sigma faktorii této skupiny u
bakterii s vysokym podilem GC pard neni zatim p#ili§ prozkoumana (Rodrigue et al.,
2006).

Tteti skupina faktord neobsahuje konvencni oblast 1, ostatni oblasti 2, 3 a 4 jsou
vSak jiz vzdalené ptibuzné prvni skupiné. U nékterych bakterii se Uc€astni procest
sporulace, syntézy bic¢iku ¢i bunétné odpovédi na tepelny Sok (Manganelli et al., 2004).

Ctvrta skupina je nejvétsi a nejrozmanitéjsi (Gruber & Gross, 2003) a je tvofena
extracytoplazmatickymi sigma faktory (ECF), které obsahuji pouze oblasti 2 a 4. Funkce
vétSiny sigma faktorl této skupiny zlistdva zatim neobjasnéna. Mnoho z nich hraje
dulezitou roli pfi odpovédi na stres. Nékteré jsou dulezité pii procesu virulence (Raivio

& Silhavy, 2001) (Bashyam & Hasnain, 2004).

2.2.2. Sigma faktory z rodiny ¢>*

Sigma faktory patiici do rodiny > byly objeveny u mnoha bakterialnich druht
(Gruber & Gross, 2003). Jejich role byla objevena v souvislosti s regulaci transkripce
gend ucastnicich se metabolismu dusiku (Merrick, 1993). U bakterie Bacillus subtilis
hraje ¢°* vyznamnou roli v utilizaci argininu a ornitinu (Gardan et al., 1997) a
v transportu fruktosy (Debarbouille et al., 1991). S nastupem sekvenovani genomii byly

* 1 mnoha bakterii, napiiklad u extrémné

identifikovany geny potencialné kédujici o
termofilnich bakterii (Deckert et al., 1998); (Studholme et al., 2000), intarcelularnich
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patogenu (Stephens et al., 1998); (Kalman et al., 1999), spirochet (Fraser et al., 1997
Fraser et al., 1998) nebo zelenych sirnych bakterii (Studholme & Buck, 2000). U
Corynebacterium glutamicum nebyl sekvena¢nimi technologiemi sigma faktor tohoto

typu objeven (Patek & Nesvera, 2011).

2.3. Sigma faktory u korynebakterii

U korynebakterii nebyly identifikovany sigma faktory patfici do rodiny c>* a také
sigma faktory tieti skupiny z rodiny ¢’°. Sigma faktory korynebakterii byly uréeny a
pojmenovany podle sekvenéné homolognich sigma faktorti velmi blizkého druhu
Mycobacterium tuberculosis, u n¢hoz byly sigma faktory intenzivné studovany. Na
zakladg této analyzy byl popsan primarni sigma faktor SigA (c*) patiici do 1. skupiny
sigma faktor® a alternativni primary-like sigma faktor SigB (c®) patiici do 2. skupiny
sigma faktord. Oba tyto sigma faktory byly nalezeny u 19 osekvenovanych
korynebakterialnich druhti (Patek & Nesvera, 2011; Watanabe et al., 2013).

Corynebacterium glutamicum kéduje ve svém genomu 7 sigma faktori: primarni
sigma faktor SigA, primary-like sigma faktor SigB a 5 ECF sigma faktoru SigC, SigD,
SigE, SigH a SigM (Patek & Nesvera, 2011). Aktivita ECF sigma faktord mize byt
regulovana prostiednictvim reverzibilni vazby s anti-sigma faktorem. U C. glutamicum
byl teoreticky stanoven anti-sigma faktor u SigH na zakladé homologie s anti-sigma
faktory u M. tuberculosis RshA (regulator SigH) a anti-sigma faktorem RsrA (regulator
SigR, coz je ortholog SigH) u Streptomyces coelicolor (Kim et al., 2009; Song et al.,
2003). Pfima interakce byla v§ak u C. glutamicum prokazana pouze mezi sigma faktorem
SigE a jeho anti-sigma faktorem CseA (Park et al., 2008). Podobné genomové usporadani

genu SigH a rshA bylo teoreticky stanoveno u kmene C. jeikeium (Tauch et al., 2005).

2.3.1. Sigma faktory u Corynebacterium glutamicum
2.3.1.1. Primarni sigma faktor cA

Primarni sigma faktor SigA je u C. glutamicum odpovédny za regulaci transkripce
tzv. housekeeping genti. Sekvence aminokyselin SigA odpovédné za vazbu sigma faktoru
k promotorové DNA (2, 4 a 3) jsou konservované u mnoha Gram pozitivnich bakterii
(Oguizaetal., 1997). Exprese genu sigA je velmi silna v exponencialni fazi riistu bakterie
a zeslabuje se prechodem kultury do stacionarni faze (Nakunst et al., 2007). Da se tedy
predpokladat, Ze transkripce vétSiny aktivnich genii béhem exponencidlni faze ristu je
regulovana o (Larisch et al., 2007). Na zakladé srovnavacich studii bylo zjisténo, ze c”

dependentni promotory u C. glutamicum maji analogickou skladbu promotorovych
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oblasti -35 (5’-TTGACA-3) -10 (5’-TATAAT-3°) jako promotory E. coli rozeznavané

primarnim sigma faktorem RpoD. RovnéZz pocet nukleotidii mezi obéma hexamery je
podobny jako u E. coli (Patek et al., 2013). U C. glutamicum jsou promotorové motivy
mén¢ konservované nez u E. coli. Na zaklad¢ srovnavaci analyzy 159 promotora C.
glutamicum, u nichz lze pfedpokladat, Ze jsou rozeznavany SigA, byly stanoveny tyto
konvenéni sekvence: pro oblast -35 (5’-TTGNCA-3°), pro rozsifenou oblast -10 (5°-
GNTANANTNG-3"). Nukleotidy zndzornéné tucné se vyskytuji ve vice nez 80%
studovanych promotord, ostatni ve vice nez 35 % studovanych promotorti. Oblasti
hexamerd jsou znazornény podtrzenim (Patek & Nesvera, 2011). Pro korynebakterialni
o” dependentni promotory je typicka piitomnost rozsifené oblasti -10. Vzhledem k faktu,
7e o” neni mozné inaktivovat, je piimé dokazovéani c”-dependentnich promotorti v

podminkach in-vivo velmi obtizné.

2.3.1.2. Sigma faktor ¢®

Gen sigB koduje sigma faktor pattici do druhé skupiny sigma faktorti. Svou funkci
a promotorovou specifitou se podoba primarnimu sigma faktoru, ov§em na rozdil od n¢ho
neni esencialni pro rust bakterie (Oguiza et al., 1997). U Gram-negativni bakterie E. coli
je zastupce druhé skupiny sigma faktorti sigma faktor RpoS, ktery je indukovan vstupem
bunééné kultury do prechodné faze riistu mezi exponencialni a stacionarni fazi a
plusobenim fady stresovych faktordi a hraje tak vyznamnou roli v bunécné adaptaci na
nefyziologické podminky rastu (Hengge-Aronis, 2002). U sigma faktori RpoS a
primarniho sigma faktoru RpoD u E. coli je znamo, Ze rozeznavaji stejné promotorové
sekvence in-vitro, ale in-vivo reguluji rozdilné skupiny geni (Weber et al., 2005). U E.
coli je témef 10% gend pod pfimou ¢i nepfimou regulaci sigma faktoru RpoS, kde se
predpokladd, Ze RpoS hraje roli druhého vegetativniho sigma faktoru a to nejen za
stresovych ¢i nefyziologickych podminek rastu (Weber et al., 2005).

U Gram-pozitivnich bakterii C. glutamicum a M. tuberculosis se pfedpoklada
podobna role sigma faktoru SigB jakou ma RpoS u E. coli. Gen sigB koduje neesencialni
sigma faktor SigB, ktery je pfepisovan béhem exponencialni faze ristu. SigB se ti¢astni
transkripce genil kodujicich proteiny zahrnutych v metabolismu uhliku, aminokyselin,
membranovych procesech, metabolismu fosforu, avSak jeho hlavni funkci je regulovat
expresi genli za stresovych podminek vyvolanych vnéj§im prostiedim bé&hem
bakteridlniho riistu a dale pak béhem piechodu z exponencidlni do stacionarni faze
(Oguizaetal., 1997); (Halgasova et al., 2001); (Larisch et al., 2007; Oguiza et al., 1997).

Dale se tcastni regulace transkripce genll za stresovych podminek, hlavné pfi limitaci
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kyslikem (Halgasova et al., 2001). Disrupce genu sigB vede k poruSe ristu a
zivotaschopnosti C. glutamicum v podminkach tepelného a chladového Soku, za
ptitomnosti vysSich koncentraci soli, nizkého ¢i vysokého pH a pfti alkoholovém stresu.
Z toho lze usuzovat, Ze sigma faktor SigB hraje dilezitou roli béhem vegetativniho ristu
a v buné¢né odpovédi na rizné stresové podminky (Halgasova et al., 2001). Mnozstvi
exprimovaného genu SigB siln¢ zavisi na ristové fazi bakterie, kdy jeho exprese vzrusta
mezi exponencidlni a stacionarni fazi. Naopak je tomu u sigma faktoru SigA, jehoz
mnozstvi mRNA pfechodem z exponencialni faze do stacionarni ubyva (Oguiza et al.,
1997). Z toho lze usoudit, ze sigma faktor SigB nahrazuje primarni SigA béhem pifechodu
bunky z exponencialni do stacionarni faze rustu (Larisch et al., 2007). SigB-dependentni
promotory byly zjistény napt. u gent kodujicich acetyltransferasu a flavohemoprotein
(Ehira et al., 2008; Larisch et al., 2007; Patek & Nesvera, 2011). Konvenéni sekvence
promotoru rozpoznavana sigma faktorem SigB vykazuje velikou podobnost s konvenéni
sekvenci promotorl rozeznavanych sigma faktorem se SigA. Oba sigma faktory SigA a
SigB tedy ziejmé rozpoznavaji skupinu podobnych promotort (Oguiza et al., 1997). Bylo
zmapovano celkem 13 SigB dependentnich promotort, jejichz konven¢ni promotorové
oblasti jsou pro oblast -35 (5’-GNGNCN-3") a -10 (5’-TAA/CAATTGA-3’). Pismena
vyznacena tuéné se vyskytuji v 80% a ostatni ve vice nez 40% ptipadt (Patek & Nesvera,
2011). Samotna exprese genu SigB je fizena jinym alternativnim sigma faktorem SigH

(Halgasova et al., 2001) (Ehira et al., 2009b).

2.3.1.3. Sigma faktory ¢* a ¢®

Sigma faktory s extracytoplazmatickou funkci SigC a SigD nebyly u
C. glutamicum do této doby pfili§ prozkoumany. Pfi testovani vlivu nadprodukce exprese
gent kodujicich sigma faktory na rychlost riistu bakterialni kultury v minimalnim médiu
bylo zjisténo, ze riistovou rychlost nejvice zpomalila zvySena exprese sigma faktori SigC
a SigD, naopak slabého efektu bylo naméteno u kmeni s nadprodukci SigA, SigB, SigE
a SigH (Taniguchi & Wendisch, 2015).

Sigma faktor SigC byl detailné studovan teprve v neddvné dobé s pouzitim
dele¢niho kmene nesouciho nefunkéni kazetu s genem sigC (Yukawa et al., 2007).
Mutace v genu sigC se fenotypoveé projevovala niz§i schopnosti rtistu bakterialni kultury
C. glutamicum a soucasné byl pozorovan vyskyt spontannich mutaci a jiné fenotypové
zmény kolonii (Toyoda & Inui). Podobné projevy mutace v genu sigC byly jiz diive
publikovany u mykobakterii (Matsoso et al., 2005); (Small et al., 2013) nebo u E. coli

(VanOrsdel et al., 2013). Gen sigC se nachazi ve spole¢ném operonu s genem ctaA a ctaB
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kodujicim hem a respektive hem b syntasu. Promotorova konsensus sekvence 16
identifikovanych SigC-dependentnich promotord byla u C. glutamicum stanovena 5’-
GGGAACT-N16(15)-CGAC(A/T)(A/G)-’3 (Toyoda & Inui). Tato sekvence se podoba
jiz diive publikovanym konsensus sekvencim u M. tuberculosis 5’-SSSAAT-N17-20-
CGTSSS-’3 (S indikuje G nebo C) (Sun et al., 2004), respektive Mycobacterium bovis
5’-GGGAAC-N17-CGACT-"3 (Rodrigue et al., 2007).

Funkci sigma faktoru SigC je pozitivni regulace exprese gent kodujicich
proteiny dychaciho fetézce, na jehoz konci jsou cytochromy bci-aasz a cytochrom bd.
SigC soucasné aktivuje transkripci gent kodujicich enzymy CtaA a CtaB ucastnici se
syntézy hemu a, ktery je soucasti komplexu cytochromu aaz a vytvaii superkomplex
s komplexem cytochromu bcy (Toyoda & Inui).

U sigma faktoru SigD existuje hypotéza, Ze se Ui€astni regulace transkripce pii
adaptaci na mikroaerobni podminky (Ikeda et al., 2009). V tomto piipadé¢ je stejnym
fenotypovym znakem niz$i schopnost ristu bakterialni kultury pii nizkych koncentracich
kysliku v médiu. Do této doby nejsou znamy promotory rozeznavané sigma faktory a o2,
respektive jejich konvenéni promotorové sekvence. Rovnéz nejsou znamy mechanismy,

které reguluji transkripci gent kddujicich tyto sigma faktory.

2.3.1.4. Sigma faktor ¢F

Alternativni ECF sigma faktor SigE C. glutamicum se Gi¢astni odpovédi buriky na
povrchové stresy (Jakob et al., 2007; Park et al., 2008). Pfipraveny mutantni kmen s
deleci v genu SIgE vykazuje zvySenou citlivost na deficit hofe¢natych iontt, na pisobeni
povrchové aktivnich latek EDTA, SDS, lysozymu a v neposledni fad¢€ na tepelny Sok.
Gen kodujici sigma faktor SigE se nachazi v operonu s genem cSeE, ktery koduje jeho
anti-sigma faktor. Pfima vazba proteinu CseE se sigma faktorem SigE byla prokazana in-
vitro afinitni chromatografii (Park et al., 2008). Ve vlastni vazb¢ hraji velmi dilezitou
roli 4 vysoce konservované cysteinové zbytky, pomoci kterych anti-sigma faktor reguluje
aktivitu vlastniho sigma faktoru. Zatim neni zndm mechanismus ani vné&jsi signal ¢i
podnét, ktery by navodil podminky pro rozvolnéni komplexu SigE-CseE a uvolnéni
sigma faktoru SigE.

V genomu C. glutamicum byl do této doby publikovan pouze jeden gen s
oznacenim €g1266, jehoz expresi muize regulovat sigma faktor SigE (Park et al., 2008).
Ptislusny protein Cgl266 pravdépodobné koduje enzym rRNA guanine-N1-
methyltransferasu. Ucast sigma faktoru SigE pii expresi genu cg1266 byla zjisténa na

zakladé¢ experimentu komparativni proteomické analyzy, kde byl porovnan divoky kmen
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C. glutamicum (wt) s kmenem nesouci deleci v genu SigE (C. glutamicum AsigE), a to za
podminek tepelného stresu. Naslednou dvourozmérnou gelovou elektroforézou byl
protein Cg1266 identifikovan pouze u divokého kmene, coz nasvédcuje faktu, ze exprese
genu cgl1266 je ptimo zavisla na piitomnosti sigma faktoru SigE (Park et al., 2008).
Mnozstvi transkriptu genu SIgE bylo ve zvySené mife naméfeno v mutantnim kmeni C.
glutamicum Arel (Brockmann-Gretza & Kalinowski, 2006) a dale za podminek hladovéni
na dusik (Silberbach et al., 2005a; Silberbach et al., 2005b) a pti tepelném stresu (Barreiro
et al., 2009). Tyto vysledky naznacuji, Ze alternativni sigma faktor SigE hraje pfimou ¢i
nepfimou roli v regulaci transkripce v fadé¢ bunécnych procesti. Vzhledem k vyse
uvedenému nebyla zatim stanovena konsensus promotorova sekvence, typicka pro sigma
faktor SigE.

U ptibuzného kmene M. tuberculosis ma sigma faktor SigE vyznamnou roli v fadé
bunéénych procesu (Hernandez Pando et al., 2010), jakymi jsou dvouslozkovy systém
(He et al., 2006), fagocytoza (Casonato et al., 2014) nebo bakterialni infekce (Giacomini
et al., 2006; Hernandez Pando et al., 2010). Bylo rovnéz zjisténo, Ze mnozstvi transkriptu
genu sigE je oproti normalnim podminkam zvySené za ruznych podminek vné&jsiho
prostiedi, jakymi jsou tepelny Sok, pfitomnost detergentu SDS ¢i vankomycinu
(Manganelli et al., 2004); (Provvedi et al., 2009) a pii oxidativnim stresu pisobenim
diamidu (Manganelli et al., 2002; Raman et al., 2004). Mutace v genu SigE u M.
tuberculosis vede ke zvysené citlivosti na vySe zminéné stresové podminky. Samotna
transkripce genu SigE je u M. tuberculosis tizena ze tii promotort (P1,P2,P3). Exprese
genu sigE z promotoru P1 je aktivni za normalnich fyziologickych podminek (Dona et
al., 2008). Druhy promotor P2 je regulovany dvouslozkovym systémem MprAB a
indukovany pfi alkalickém a povrchovém stresu (He et al., 2006). Tteti promotor P3 je
rozeznavany sigma faktorem SigH a indukovany pii tepelném a oxidativnim stresu
(Sachdeva et al., 2010). Aktivita sigma faktoru SigE je regulovana jeho ant-sigma
faktorem RseA (Barik et al., 2010).

V Laboratofi molekularni genetiky bakterii MBU AV CR byly odvozeny
promotorové oblasti genu SigE -35 (5’-TAGATT-3’) a -10 (5’-CAAAAT-3’)
rozeznavané primarnim sigma faktorem SigA s transkripénim pocatkem na Urovni start

kodonu (atg) samotného genu SigE (nepublikovana data).

2.3.1.5. Sigma faktor "
Alternativni ECF sigma faktor SigH se ucastni bunécné odpovédi bakterie na

tepelny stres a hraje velmi dtilezitou roli v regulaci exprese genll pii mnoha dalSich
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stresovych situacich. Jeho gen sigH byl nalezen v genomu vsech osekvenovanych kment
C. glutamicum a jeho nukleotidova sekvence je zaroven vysoce konservovana (62-88%)
jak u korynebakterii, tak u mykobakterii (Patek & Nesvera, 2011). Zasadni role SigH v
bunécné odpoveédi na stresové podnéty je dana jeho ucasti v regulaci transkripce ostatnich
sigma faktort napiiklad SigB a SigM (Ehira et al., 2009b; Nakunst et al., 2007). SigH se
rovnéz ucastni regulace transkripce genti kodujicich transkripéni regulatory, jakymi jsou
SufR (Ehiraet al., 2009b), CIgR (Engels et al., 2004), HspR (Barreiro et al., 2004), WhcE
(Kim et al., 2005b) a WhcA (Choi et al., 2008). Vzhledem k prominentni roli SigH pii
regulaci transkripce gentt kodujicich ostatni alternativni sigma faktory a mnoha
regulacnich gent, je povazovan za globalni regulator fidici transkripci celé sité gent
ucastnicich se regulace transkripce za stresovych podminek, pfevazné pak za tepelného a
oxidativniho stresu a rtiznych stresit indukovanych ristovou fazi (Brinkrolf et al., 2010).
Zcela zasadni roli hraje sigma faktor SigH v regulaci transkripce za podminek tepelného
Soku u gend kodujicich ATP-dependentni Clp proteasy a molekularni chaperony, coz
bylo dokazano a nasledné publikovano v mnoha studiich (Barreiro et al., 2009; Engels et
al., 2004; Kim et al., 2005a). V praci (Kim et al., 2005a) byla sestrojena mutanta C.
glutamicum HL1032 s deleci v genu sigH. V experimentu rostly buiky za teploty 30 °C
na minimalnim médiu a v momentu pfechodu do stacionarni faze byly inkubovany ve 30
°C a 38 °C. Bylo zjisténo, ze pii teploté 38 °C byl rist mutanty v genu sigH silné
inhibovan (Kim et al., 2005a). U tohoto kmene byla rovnéz zjisténa zvysena citlivost na
tepelny a oxidativni stres zpisobeny G¢inkem diamidu. V jiné praci (Engels et al., 2004)
bylo zjisténo, ze sigma faktor SigH aktivuje iniciaci transkripce gent clpC, clpP1P2, clgR
a to za podminek zvySené teploty. Clp jsou ATP-dependentni proteasy degradujici v
bunice nefunkéni proteiny vzniklé za stresovych podminek. Stresovd odpovéd na
oxidativni stres, kterd je fizena sigma faktorem SigH, zahrnuje zvySenou expresi genli
trxB a trxC (thioredoxinovy systém) a genu mtr (mykothiolovy systém). Tyto geny
spolecné reprezentuji hlavni antioxidativni systém nalezeny u vSech zastupcl
aktinobakterii (den Hengst & Buttner, 2008).

Geny, které jsou regulovany sigma faktorem SigH byly identifikovany na zakladé
srovnavacich analyz metodou DNA Microarray hybridization u divokého a mutantniho
kmene C. glutamicum AsigH s deleci v genu sigH a to za podminek tepelného stresu
(Ehira et al., 2009b). Ze ziskanych vysledki byl odvozen SigH regulon, do kterého patii
geny, jejichz mira transkripce vzrostla vlivem tepelného Soku u divokého kmene, zatimco
u mutantniho bylo patrné vyrazné snizeni (Ehira et al., 2009a). Dalsi metoda, pomoci

které byly identifikovany geny se SigH-dependentnim promotorem, vyuzila kmene C.
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glutamicum s posilenou expresi sigH. U tohoto kmene naopak doslo ke zvySeni exprese
SigH-dependentnich gent. Na zaklad¢ doposud dosazenych vysledkl bylo zmapovano
45 gent fadicich se do 29 transkrip¢nich jednotek, které byly zatazeny do SigH regulonu,
tedy skupiny, jejiz transkripce je regulovana sigma faktorem SigH (Ehira et al., 2009b).
Z téchto geni byly nasledné¢ odvozeny konvencni sekvence SigH dependentnich
promotorovych oblasti -35 respektive -10 (5°-G/TGGAA-N17-20-T/CGTT-3°), které
jsou vysoce konservované a zaroven jsou jejich konvenéni sekvence totozné se SigH
respektive SigR dependentnimi promotory M. tuberculosis a S. coelicolor (Paget et al.,
2001; Paget, 2015; Raman et al., 2004).

Aktivita homologniho sigma faktoru SigH u M. tubeculosis a S. coelicolor je
fizena anti-sigma faktorem RshA, respektive RsrA. (Kang et al., 1999; Song et al., 2003).
RshA je maly protein bohaty na cystein, fungujici jako stresovy ¢i redoxni senzor, ktery
se za normalnich podminek vaZe na sigma faktor SigH, a tim mu znemoziuje vazbu na
RNA polymerasu a tedy transkripci SigH dependentnich gent. Jakmile je bunka
vystavena tepelnému ¢i oxidativnimu stresu, dojde k uvolnéni komplexu SigH-RshA a
volny sigma faktor se miize navazat k RNA polymerase a aktivovat transkripci stresovych
genu (Song et al., 2003). Homologni gen rshA je u C. glutamicum lokalizovan 2 baze za
stop kodonem genu sigH ve sméru transkripce a je zaroven pfitomen v chromosomech
vsech osekvenovanych kment C. glutamicum (Patek & Nesvera, 2011).

Samotna exprese genu sigH byla monitorovana pomoci reportérového systému
promotor-cat (gen kodujici chloramfenikolacetyltransferasu). Béhem této analyzy bylo
zjisténo, Ze aktivita sigma faktoru SigH stoupa vlivem U¢inkia tepelného a oxidativniho
stresu a béhem stacionarni faze ristu (Kim et al., 2005b). Zaroven bylo zjisténo, ze
protein SigH je dileZity pro expresi vlastniho genu nachéazejiciho se v operonu s jeho
potencialnim anti-sigma faktorem RshA (Kim et al., 2005a).

Bylo zjisténo, ze SigH se rovnéz podili na regulaci funkce promotoru
lokalizovaného v mezigenové oblasti gent ¢g1934-cg1935. Produktem transkripce je
nekodujici antisense RNA (ArnA), ktera se specificky vaze do oblasti genu 91935, ktery
koduje transkripéni regulator rodiny GntR (Zemanova et al., 2008).

V nedavné publikaci (Toyoda et al., 2015) bylo spojenim metod chromatinové
imunoprecipitace a DNA Microarray a soucasné pouzitim deleéniho kmene C.
glutamicum R ArshA (delece v genu pro anti-sigma faktor) identifikovano celkem 88
gend, které mély zvysenou aktivitu praveé v tomto delecnim kmeni (Toyoda et al., 2015).

Tento vysledek znaci, Ze v nepfitomnosti funkéniho proteinu RshA je patrna zvySena
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exprese urcitych genti, které tak potencidlné obsahuji SigH-dependentni promotor
(Toyoda et al., 2015).

Sigma faktor SigH se rovnéz podili na expresi FoFi-ATPasového operonu
atpBEFHAGDC, jez probihd z monocistroniho (1,2 kb) a polycistronniho (7,5 kb)
transkriptu pfi optimalnim pH 9,0. Transkripce probiha ze SigH-dependentniho promotor
genu atpB (Barriuso-Iglesias et al., 2012). U dele¢niho kmene C. glutamicum AsigH bylo
zjisténo, ze optimalni pH pro expresi tohoto operonu je 7,0, tedy niz$i nez u divokého
kmene a SigH se tedy ziejmé podili na regulaci genové exprese vySe zminéného operonu
pii rizném pH (Barriuso-Iglesias et al., 2012).

Bylo zjisténo, ze SigH se rovnéz podili na regulaci exprese genu mpx kddujici
mykothiol peroxidasu, ktera se G€astni bunécné odpovédi na oxidativni stres (Wang et

al., 2016) a na expresi genu pro mykothiol S-konjugativni amidasu. (Si et al., 2015)

2.3.1.6. Sigma faktor ¢

Alternativni ECF sigma faktor SigM se ucastni bunécné odpovédi na oxidativni a
tepelny stres (Nakunst et al., 2007). Gen sigM kodujici pfislusny sigma faktor je
lokalizovén na chromosomu v jednom shluku spolecné s geny trxB (koduje thioredoxin),
trxC (kéduje thioredoxinreduktasu) a cwlM (kdduje hydrolasu bunééné stény). Piipraveny
mutantni kmen s deleci v genu sigM (C. glutamicum AsigM) vykazoval zvySenou citlivost
k diamidovému, tepelnému a chladovému stresu. U divokého kmene C. glutamicum se za
vySe popsanych stresovych podminek zvysila exprese genu sigM, coz vedlo k
predpokladu, ze sigma faktor SigM je pfimo zapojen v regulaci transkripce pravé za
téchto stresovych podminek. Experimenty s pouzitim metody DNA Microarray odhalily
celkem 23 genl se zvySenou intenzitou exprese u divokého kmene v porovnani s
mutantnim. Kromé& gent trxB, trxC a cwlM byly takto identifikovany napiiklad geny
kodujici proteiny Gcastnici se reakce na tepelny stres (groES, groEL, clpB, grpE, dnaJ,
hspR), proteiny odpovédné pro vazbu, formovani a opravu Fe-S skupin obsazenych v
proteinech (tzv. suf operon), jehoZ soucasti je gen SUfR (transkripéni regulator operonu
suf). U ctyt gena (trxB, trxC, trxB1 a sufR) byly na zaklad¢ znalosti transkripcnich
pocatki stanoveny jejich promotorové oblasti 5°-GGAAT-N18-19-GTTG-3° pro
hexamery -35 respektive -10 oddélené 18 az 19 nukleotidy (Nakunst et al., 2007).

U M. tuberculosis je transkripce genu kodujici sigma faktor SigM regulovana
alternativnim sigma faktorem SigH (Manganelli et al., 2002). Analogicky byl proto
zkonstruovan u C. glutamicum mutantni kmen s deleci v genu sigH (C. glutamicum

AsigH) kédujici sigma faktor SigH. V naslednych experimentech bylo prokazano, Ze mira
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transkripce gend SigM, trxB, trxC, cwIM a trxBl vzrostla po diamidovém stresu u
divokého kmene C. glutamicum, kdezto u mutantniho C. glutamicum AsigH byla naopak
niz8§i v porovnani s divokym (Nakunst et al., 2007). U kmene C. glutamicum AsigM bylo
zjisténo, ze exprese genu SigM, trxB, trxC, cwIM a trxB1 byla po diamidovém stresu nizsi
v porovnani s divokym kmenem. Je zajimavé, ze za téchto stresovych podminek naopak
doslo ke zvySeni mnozstvi mRNA u genu SigH. V jiné praci byl pouzit kmen C.
glutamicum s nadprodukeci sigma faktoru SigH a soucasné s chromosomalni deleci v genu
sigH. Bylo zjisténo, Ze geny trxB, trxC, cwlM a trxBl obsahuji SigH-dependentni
promotor, ktery je aktivovan oxidativnim stresem (Ehira et al., 2009b). Na zaklad¢ téchto
vysledktl 1ze usuzovat, ze sigma faktor SigH se ucastni transkripce genu sigM, ktery pak
nasledné aktivuje transkripci celého operonu, tedy geny SigM, trxB, trxC a cwIM (Nakunst
et al., 2007). Samotna promotorova oblast s transkripnim pocatkem genu sigM byla
ur¢ena metodou 5° RACE. Na Obr. 2.2 je zndzornén transkripéni pocatek nachdzejici se
na pozici adeninu a od n¢ho byly nasledn¢é odvozeny sekvence promotorovych oblasti -
35 (5°-TGGTGAT-3%) a -10 (5°'-CGTTC-3). Ob¢ promotorové oblasti si jsou ve svych
sekvenci podobné s promotorovymi motivy rozeznavané sigma faktorem SigH u M.
tuberculosis, slozené z CGGRRAY (pro oblast -35) a motivem CGTTR (pro oblast -10)
(Kaushal et al., 2002; Nakunst et al., 2007). Z vyse uvedeného lze piedpokladat, ze sigma
faktor SigM je soucasti regulacni kaskady, kde jeho transkripce je pravdépodobné
regulovana hlavnim stresovym sigma faktorem SigH, aby pak néasledné mohl regulovat
transkripci gentl trxB, trxC, cwlM a pravdépodobné 1 transkripci svého vlastniho genu
sigM (Nakunst et al., 2007). Vzhledem ke skute¢nosti, Ze oba sigma faktory SigH a SigM
rozeznavaji v promotorovych sekvencich takika identické motivy, nelze vyloucit, Ze oba
reguluji transkripci stejnych genll za riiznych specifickych podminek. Transkripéni
regulace pomoci dvou sigma faktorti byla prokazana naptiklad u M. tuberculosis, kde je
gen sigB za podminek tepelného stresu piepisovan z promotoru rozeznavaného sigma
faktorem SigH, kdeZto za podminek povrchového stresu je transkripce regulovana sigma
faktorem SigE a to ze stejného promotoru (Patek & Nesvera, 2011). Dalsi piiklad dvoji
regulace transkripce stejného promotoru byla publikovana i u B. subtilis (Qiu & Helmann,
2001) a u E. coli (Olvera et al., 2009).

-35 -10 +1

— =
sigM GGAATCCGTGGTGATTCTGGTCGATGAGGTTCGTTCCTCA
sigH (Mt) CGGRRAY nl6-18 CGTTR

Obr. 2.2 — Promotorova oblast genu sigM u C. glutamicum. (Nakunst et al., 2007)
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2.4. Regulace transkripce geni za stresovych podminek u C. glutamicum

C. glutamicum je nepatogenni, nesporulujici, gram-pozitivni pudni bakterie, ktera
se fadi mezi aktinomycety S vysokym podilem G+C part v genomu (Stackebrandt et al.,
1997; Ventura et al., 2006). Tento mikroorganismus je hojn¢ vyuzivan v pramyslové
produkci aminokyselin (Gopinath et al.; Hermann, 2003; Wendisch et al., 2006). Moznost
pouziti molekularné¢ genetickych technik a snadnd kultivace ucinily z druhu C.
glutamicum modelovy organismus pro studium dal$ich vyznamnych aktinomycet jako
jsou napf. lidské patogeny Corynebacterium diphtheriae a Mycobacterium tuberculosis
(Khamis et al., 2004; Pascual et al., 1995; Wendisch et al., 2006). Osekvenovani genomu
C. glutamicum o velikosti 3,3 Mb pted vice nez deseti lety (Ikeda & Nakagawa, 2003;
Kalinowski et al., 2003) odhalilo vice nez 3 000 anotovanych sekvenci kodujicich
proteiny. Na zaklad¢ znalosti genomu se zacala intenzivné studovat regulace transkripce
u C. glutamicum (Brinkrolf et al., 2007), ktera odhalila 97 transkrip¢nich regulatortu a
vice nez 1 432 regulacnich interakci (Pauling et al., 2012). Mezi tyto regulatory patii i 7
sigma faktord regulujicich transkripci rozpozndvanim specifickych promotorovych
oblasti v zavislosti na signalech z vné&jsiho prostiedi (Patek & Nesvera, 2011). Pouzitim
nové technologie pro studium exprese na genomové Urovni, sekvenovanim cDNA
(RNAseq) bylo u C. glutamicum identifikovano vice nez 2000 transkrip¢nich pocatku, a
tedy funk¢nich promotora (Pfeifer-Sancar et al., 2013). Touto metodou bylo rovnéz
identifikovano vice nez 800 genu (Erill et al., 2007), kodujicich malé RNA (sRNA)
(Mentz et al., 2013).

2.4.1. SOS bunééna odpovéd’

Fyzikalné-chemické vlivy mohou v bunikdch vyvolat rizné modifikace DNA ¢i
jeji pfimé poskozeni. Stresova situace nastartuje fadu procesti znamych jako SOS
bunééna odpovéd’, ktera byla prvné popsana u E. coli (Walker, 1984). Hlavni slozkou
SOS opravného mechanismu jsou transkripéni regulator LexA a protein RecA (Butala et
al., 2009), ktery se uplatiiuje i v procesech rekombinace DNA. Za normalnich podminek
pusobi LexA jako represor transkripce gent kodujicich proteiny dulezité pro reparacni
mechanismy DNA. Vsechny tyto geny obsahuji tzv. SOS box, 16-20 nukleotidovou
sekvenci bazi, kterd funguje jako operator. Protein LexA se za normalnich podminek vaze
ve formé dimeru do SOS box1, ¢imz znemoziuje vazbu RNAP do pfislusné promotorové
oblasti a blokuje tim tak transkripci genid ucastnicich se SOS odpovédi (Butala et al.,
2009). Za podminek poskozeni DNA se v buiice objevi jeji jednofetézcové zlomy

(ssDNA), na které se vaze protein RecA (Sassanfar & Roberts, 1990). Takto aktivovany
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RecA* nasledné iniciuje rozstépeni dimeru proteinu LexA a tim jeho deaktivaci. Dojde
tak k uvolnéni operatoru a zahajeni transkripce SOS genti (Jochmann et al., 2009).

Protein LexA je negativnim transkripénim reguldtorem SOS bunééné odpovédi.
Homolog jeho genu lexA byl identifikovan témétf u vSech doposud osekvenovanych
bakterii (Erill et al., 2007) v¢etné mykobakterii (Gamulin et al., 2004; Rand et al., 2003).
U C. glutamicum byl LexA regulon podrobné prostudovan v praci Jochmann, et al.
(Jochmann et al., 2009). Kombinaci metod DNA Microarray (porovnani genové exprese
divokého kmene C. glutamicum a kmene nesouciho mutaci v genu lexA), gelové
zpomalovaci analyzy EMSA (prokdzéani vazby proteinu LexA na vybrané DNA useky v
prostiedi in-vitro) a bioinformac¢nimi analyzami bylo prokazano, Zze LexA se vaze do 40
SOS boxt. Konvenéni sekvence SOS boxu se skladd z 16 nukleotidii o sekvenci
TcGAAMANNTGTtCGA (m = A nebo C). Bioinformacni analyzou za pouziti anotace
genomu C. glutamicum ATCC 13032 (Davis et al., 2002; Price et al., 2005), bylo
stanoveno, ze LexA regulon se ziejmé sklada ze 48 SOS gent uspotfadanych ve 36
transkrip¢nich jednotkach (Jackman & Pelczynska, 1986).

Konven¢ni sekvence SOS boxu u C. glutamicum je velmi podobna DNA vazebné
sekvenci proteinu LexA u M. tuberculosis, jenz se sklada z 16 nukleotidii o sekvenci
TCGAACNNNnGTTCGA (Jochmann et al., 2009).

2.4.2. Regulace transkripce pii odpovédi na oxidativni stres

Jak jiz bylo zminé&no, hlavni ulohu v buné&né odpovédi na oxidativni stres hraje
pravdépodobné¢ alternativni sigma faktor SigM (Nakunst et al., 2007). U C. glutamicum
se predpoklada, Ze existuji dalSi dva transkripéni regulatory ucastnici se bunécné
odpovédi na oxidativni stres. Tyto proteiny se fadi do WhiB rodiny a jsou kddovany geny
whcE a whcA (Kim et al., 2005b). Oba proteiny maji své homology u M. tuberculosis,
kde byla podrobné popsana jejich funkce.

Funkce proteinu WhcE, homolog proteinu WhiB1 u M. tuberculosis, byla
objasnéna pomoci pfipraveného kmene s mutaci v genu WhcE. Ten byl citlivéjsi na ucinky
tepelného a oxidativniho stresu. U tohoto kmene byla rovnéz naméfena nizsi aktivita
thioredoxinové reduktasy TrxB za stresovych podminek. Tyto vysledky signalizuji, Ze
exprese genu trxB je regulovana proteinem WhcE (Kim et al., 2005b). Na zakladé
homologie s M. tuberculosis se usuzuje, ze WhcE funguje jako transkripéni aktivator,
ktery pozitivné reguluje expresi genu trxB pii piechodu bakteridlni kultury z
exponencialni do stacionarni faze rustu, kdy pfi tomto prechodu dochéazi ke zpomaleni

metabolismu, coz vede ke zménam v redoxnim systému (Schroder & Tauch, 2010)
19



Literarni prehled

Samotna exprese genu WhCE nebyla zjisténa u mutantniho kmene C. glutamicum AsigH,
z ¢ehoz lze usoudit, ze sigma faktor SigH se ucastni regulace exprese genu WhcE (Kim et
al., 2005b).

Druhy protein WhcA patiici do rodiny WhiB, ktery je homologni s proteinem
WhiB4 u M. tuberculosis, ma patrné¢ negativni roli pii regulaci transkripce v bunééné
odpovédi tizené sigma faktorem SigH (Choi et al., 2008). Gen whcA je konstitutivné
exprimovan béhem rastu, ktery neni ovlivnén oxidativnim stresem. Kmen s posilenou
expresi genu WhCA vykazuje zpomaleni ristu a soucasné vyssi citlivost k oxidativnim
¢inidlim diamidu a menadionu v porovnani s divokym kmenem C. glutamicum. Zaroven
v tomto kmeni byla naméfena niz§i aktivita thioredoxinové reduktasy TrxB, kdezto v
mutantnim kmeni C. glutamicum AwhcA byla aktivita genu trxB vyssi navzdory
pfitomnosti ¢i absence stresového faktoru diamidu. Stejné tak byla hladina transkriptu
genu trxB niz§i u kmene s posilenou expresi genu WhcA. Z téchto ziskanych dat lze
usoudit, ze regulator WhcA negativné plisobi na expresi genu trxB at’ uz piimo ¢i
nepiimo. Na zakladé¢ dalSich experimentd byly identifikovany celkem Ctyii geny, jejichz
exprese je pravdépodobné ovlivnéna proteinem WhcA. Tyto geny koduji NADH oxidasu
(cg0404), alkohol dehydrogenasu (cg2342), chinon reduktasu (cg3405) a cystein
desulfurasu (cg1214). Tyto geny nebyly exprimovany za podminek oxidativniho stresu u
kmene C. glutamicum AsigH, naopak tomu v8ak bylo u mutantniho kmene AwhcA, kde
exprese téchto genl probihala konstitutivné béhem rustu. Oba geny, whcA a whcE, jsou
zahrnuty do bunécné odpovédi na oxidativni stres, kterou reguluje sigma faktor SigH.
Zaroven se oba geny ucastni regulace transkripce genu trxB, avsak jejich funkce jsou

odlisné (Choi et al., 2008).

2.4.3. Regulace transkripce pri odpovédi na tepelny Sok u C. glutamicum

Rychld zména teploty vnéjSiho prostiedi vede k fyzikalnim a chemickym zménam
bakterialnich proteinti a membran. Tyto zmé&ny vedou k nastartovani bunécné stresové
odpovédi, kterd zahrnuje expresi gend, jejichZ produkty tvofi regulacni sit’ ovlivitujici
transkripci mnoha dal$ich gent. Tyto geny koduji vysoce konservované proteiny chranici
bunku pied negativnimi Géinky vysokych teplot (Ventura et al., 2006). Na regulaci
transkripce gent bunécné odpovedi na tepelny Sok se podili alternativni sigma faktory
rozpoznavajici specifické promotorové oblasti genl tepelného Soku a transkripéni
regulétory, které se vaZou do promotorovych oblasti téchto geni a funguji jako aktivatory
¢i represory transkripce (Ventura et al., 2006). Dilezitou soucasti ochrany proti vné&j$im

stresovym faktorim je syntéza proteinti tepelného Soku (HSPs), které zvysuji odolnost
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bunky hlavné proti u¢inkiim vysokych teplot, salinité a vlivu t€zkych kovia (Craig, 1985).
Proteiny tepelného Soku lze rozdé€lit na bunétné chaperony a proteasy. Molekularni
chaperony se vyznacuji ATPasovou aktivitou a jsou aktivovany pii bunééném stresu, kdy
po piijeti signalu hydrolyzuji ATP na ADP a fosfat, coz vede k jejich aktivaci. Chaperony
maji i své pomocniky, tzv. co-chaperony, které jim v tom pomahaji. Mezi molekularni
chaperony patii GroE a DnaK a mezi ATP-dependentni proteasy se fadi Lon, HsIVU,
ClpP, DegP a FtsH (Craig, 1985; Nakahigashi et al., 1999; Yura & Nakahigashi, 1999).

Na zaklad¢ dat ze sekvenace genomu C. glutamicum (Kalinowski et al., 2003),
byla objevena jedna kopie genu dnakK, ktery se nachazi v operonu dnaK-grpE-dnaJ-hspR,
kde geny grpE a dnaJ kéduji co-chaperony a hspR regulacni protein. Transkripéni
analyzou byl zahrnujici Northern blot analysis a primer-extension byly u genu dnaK
identifikovany dva transkripcni pocatky (TSP) a od nich odvozeny patfi€né promotorové
oblasti -10 a -35 (Barreiro et al., 2004).

Pfi odpovédi na tepelny stres se u C. glutamicum uplatiuje téz katalyticky
komplex GroE skladajici se z chaperonti GroEL a GroES. Tento komplex katalyzuje
usporadani proteinti a umoziuje jejich degradaci pomoci proteasy (Rosen & Ron, 2002).
Béhem normalnich fyziologickych podminek je exprese tohoto komplexu blokovéana
regulacnim proteinem HrcA, ktery se specificky vaze na operatorové sekvence
v promotorové oblasti (Barreiro et al., 2004), které se oznacuji jako CIRCE (Control

Inverted Repeat of Chaperone Expression) (Buttner et al., 2001).

2.5. Nové metody pro studium transkripce
2.5.1. In-vitro transkrip¢ni systém a jeho vyznam pro studium exprese gent
Regulace exprese genli na urovni transkripce patii mezi zakladni regula¢ni
mechanismy in-vivo u vSech (mikro)organismi. Pro poznani mechanismi interakce
RNAP holoenzymu s promotory byl u fady bakterii, napf. u E. coli (Artsimovitch &
Henkin, 2009), B. subtilis (Krasny & Gourse, 2004), Pseudomonas aeruginosa (Fujita et
al., 2000) a M. tuberculosis (Jacques et al., 2006), vyvinut systém transkripce in-vitro.
Transkripéni in-vitro systém se sklada zjadra RNA polymerasy (z podjednotek
2a,B,B¢,0), sigma faktoru a templatové DNA nesouci promotorovou oblast, kterad je
rozeznavana piisluSnym sigma faktorem. Tento systém umoZiuje piimé testovani funkce
regulatortl, které svou vazbou na templatovou DNA ¢i sigma faktor ovliviiuji pritbéh
iniciace transkripce. Studium protein-DNA ¢i protein-protein vazebnych interakci
ovlivitujicich genovou expresi byva v systému in-vivo velmi obtizné. Transkrip¢ni in-

vitro systém umoznuje detailni analyzu transkripce na vSech jejich Grovnich (iniciace,
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elongace, terminace). Dale umoziuje prokdzani specificity sigma faktorti k jednotlivym
promotorim a mulze byt ndpomocen k jednoznacnému uréeni konvencnich
promotorovych motivli rozpoznavanych jednotlivymi sigma faktory. Dalsi vyuziti mize
nalézt ve studiu regulacnich faktorii na urovni interakce DNA-DNA ¢i vzajemnou
proteinovou interakci, napiiklad sigma faktor — anti-sigma faktor.

In-vitro transkrip¢ni systém proto predstavuje silny nastroj pro studium regulace

transkripce u bakterii.

2.5.2. Mapovani transkriptomu na genomové urovni

Od samého pocatku molekularni biologie se védci snazi porozumét mechanismim
a kontrolnim procestm transkripce bunééné DNA (Seshasayee et al., 2006). Zmény
V mnozstvi transkriptu jsou Gizce spjaty se zménami na irovni bunééné translace, coz vede
k produkci novych proteintl, coz se projevi v bunééném sloZzeni buniky. Nejvetsi zajem je
proto upien na ziskani podrobnych informaci o slozeni bunécného transkriptomu, tedy
slozeni a mnozstvi uplné knihovny pfepisovanych sekvenci molekul DNA v celé buiice
(Hinton et al., 2004). Tato knihovna obvykle obsahuje molekuly kodujicich RNA
(mRNA) a nekddujicich RNA zahrnujici rRNA, tRNA, strukturni RNA, regula¢ni RNA
a mnohé dalsi. Mezi v§emi druhy molekul RNA je nutné rozlisit de-novo syntetizovanou
RNA (primarni transkript) a post-transkripéné modifikovanou RNA tak zvany sekundarni
transkript (van Vliet, 2009). Metoda, ktera umoznila sledovani dynamiky syntézy mRNA
in-vivo se oznacuje DNA Microarray. Tato technika byla primarn¢ vyvinuta pro rostlinné
patogeny na konci devadesatych let a nasla své uplatnéni k monitorovani exprese vSech
gent v organismu (Hinton et al., 2004). U C. glutamicum byla technika DNA Microarray
poprvé pouzita pro analyzu bunééného metabolismu (Huser et al., 2003; Ishige et al.,
2003) a od té doby je rutinné uzivana pro charakterizaci transkriptomu C. glutamicum za
nejruznéjsich podminek (Follmann et al., 2009; Lee et al., 2016; Nishimura et al., 2011,
Sawada et al., 2012; Veit et al., 2009).

Technologie zvana High-throughput sequencing, neboli RNA-seq, je nova
metoda umozniujici mapovani transkriptu v celogenomovém métitku (t Hoen et al., 2008).
Lze ji vyuZit pro identifikaci transkripcnich po¢atkli daného transkriptu a od nich odvodit
piislusné promotorové oblasti. Timto zplisobem lze mapovat promotorové oblasti a jejich
transkripéni pocatky na genomové urovni z hlediska kvantitativniho, ale i kvalitativniho,
protoze ziskame i relativni mnozstvi priméarniho transkriptu mRNA s piesné ohranicenym
5’ koncem, tedy pocatkem transkriptu (Shendure et al., 2005). High throughput

sekvenace cDNA knihoven ma veliky potencial pro studium transkriptomu v bufice na
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v

nukleotidové trovni. Zaroven poda podrobnéjsi informace o pribéhu mnozstvi mRNA v
mikrobialni bunce (Deutscher, 2003). Tato metoda umoznila u C. glutamicum
identifikovat vice nez 2000 transkripénich starti a urcit promotorové sekvence
piislusnych genu (Pfeifer-Sancar et al., 2013) a dale vice nez 800 gent kodujicich malé
RNA (Mentz et al., 2013).
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3. Material a metody

3.1. Material
3.1.1. Bakterialni kmeny
Escherichia coli DH5a, — supE44, AlacU169, (¢#80lacZ AM15) hsdR17, recAl, endAl, gyrA96,

thi-1,relAl), kmen umoziujici a-komplementaci B-galaktosidasy (Hanahan, 1983)
Escherichia coli BL21 — expresni kmen (Studier & Moffatt, 1986)
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 — typovy kmen

Corynebacterium glutamicum rpoC-H8 — 8 histidinova kotva na C-konci proteinu pied stop
kodonem (Holatko et al., 2012)

Corynebacterium glutamicum AsigH — dele¢ni kmen zkonstruovany v diplomové praci (Silar,
2007) z vychoziho kmene C. glutamicum ATCC 13032

Dele¢ni kmeny zkonstruované z vychoziho kmene C. glutamicum RES 167 na pracovisti Centrum
fiir Biotechnologie, Universitit Bielefeld, Bielefeld, SRN:

Corynebacterium glutamicum AsigB — kmen s chromosomalni deleci v genu SigB

Corynebacterium glutamicum AsigD — kmen s chromosomalni deleci v genu sigD

Corynebacterium glutamicum AsigE — kmen s chromosomalni deleci v genu SigE

Corynebacterium glutamicum AsigH — kmen s chromosomalni deleci v genu sigH

Corynebacterium glutamicum AsigM — kmen s chromosomalni deleci v genu sigM

Corynebacterium glutamicum AsigEM — kmen s dvojitou chromosomalni deleci v genech SigE a

sigM

Corynebacterium glutamicum AsigHM — kmen s dvojitou chromosomalni deleci v genech sigH a

sigM

Corynebacterium glutamicum AsigED — kmen s dvojitou chromosomalni deleci v genech SigE a

sigD

Corynebacterium glutamicum ArshA — kmen s chromosomalni deleci v genu rshA
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3.1.2. Plazmidy

Tabulka 3.1 Seznam pouzitych plazmidovych vektori

Plazmid Charakteristika Zdroj
ETo KmR, podvojny (E. coli, C. glutamicum) promoter- | (Vasicova et al.,
p
probe vektor, reportérovy gen cat 1998)
EPRL KmR, podvojny (E. coli, C. glutamicum) promoter- | (Knoppova et al.,
p
probe vektor, reportérovy gen gfpuv 2007)
ApR, E. coli vektor, rrnB terminator, in-vitro (Krasny & Gourse,
pRLG770
transkrip¢ni systém 2004)
ApR, E. coli expresni vektor, promotor T7, His tag
PET-22b(+) kodujici sekvence na C- konci transkriptu, izolace | Novagen
proteint
ApR, promotor T7, klonovani PCR produktii
pJET2.1 ) ] Fermentas
S tupymi konci
KmR, vektor pro alelické vymény, vektor se v E.
coli replikuje, v C. glutamicum se uchovava pouze
po integraci do chromosomu, pozitivni selekce (Holatko et al.,
pKSAC45 )
sekundarnich rekombinant pomoci 2008)
levansacharasy kodované genem sacB (Jager et
al., 1992)

KmR- rezistence ke kanamycinu

AmpR- rezistence k ampicilinu
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Obr. 3.1 - Geneticka a restrikéni mapa promoter-probe vektoru pET2

Podvojny replikativni vektor pET2 (Vasicova et al., 1998) lze pouzit pro méfeni sily
promotoru v E. coli a v C. glutamicum. Vektor pET2 nese pét unikatnich klonovacich
mist (Pstl, Sall, BamHI, Kpnl, Sacl). Tl = transkripéni terminator genu leuB z C.
glutamicum, T2 = transkripéni terminatory rrnBT:T2 z E. coli, MCS = mnohocetné
klonovaci misto, cat = bezpromotorovy gen cat (reportérovy gen) kdodujici enzym
chloramfenikolacetyltransferasu, ktera determinuje rezistenci k chloramfenikolu, KmR =
gen pro rezistenci ke kanamycinu.
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(9) PstI BbsI (51)
/ Dralll (125)

BfuAl - BspMI (210)

' p]ET1.2 forward sequencing primer (310 .. 332)
Eagl - Notl (329)

Bglll (337)

BspEI (343)
— Aval - BsoBI - PaeR7I - PspXI - TIiI - XhoI (352)

—_ BmeT110I (353)

(2594) Xmn1

Bglll (383)

(2475} Scal
(2473) Tatl > 1-Btal - Neol - Styl (408)
\BspDI - Clal (418)
pJET1.2 reverse sequencing primer (405 .. 428)

‘I'. ___— HindIII (524)

(2365) Pvul
__ BbvCI - Bpul0I (718)
= Bsml (722)
(2217) FspI 2974 bp ~—— BsmBI (745)
Pmel (764)
(2143) NmeAIIl —
(2115) Bgll —
2075) BsrFI
e Mfel (892)

(2065) BpmI
(2056) Bsal
(2035) Bmrl

(1995) AhdI

- BspQI - Sapl (986)

DrdI (1210)

! BseYI (1406)
(1518) AlwNI PspFI (1410}

Obr. 3.2 - Geneticka a restrikéni mapa vektoru pJET1.2

Vektor pJET1.2 Ize pouzit pro klonovani PCR produktl s tupymi 3° a 5° konci cilového
fragmentu. AmpR = gen pro rezistenci k ampicilinu, MCS = mnoho&etné klonovaci misto.

BliZ8i podrobnosti v navodu vyrobce (Fermentas).
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pET22b(+)

000V

Obr. 3.3 - Geneticka a restrikéni mapa vektoru pET22b(+)

Expresni vektor pET22b(+) je vhodny pro klonovéani genii a naslednou nadprodukéni
izolaci proteinti. Na vektoru se nachdzi 9 unikatnich klonovacich mist rozeznavanych
restrikénimi endonukleazami: Xhol, Notl, Eagl, Hindlll, Sall, Sacl, EcoRIl, BamHI a
Ncol. Vektor je charakteristicky pfitomnosti IPTG inducibilniho promotoru T7 a
histidinové kotvy pro izolaci proteinli. Kotva se piipojuje na C-konec izolovaného
proteinu ve formé 6 histidinti. Ap® = gen pro rezistenci k ampicilinu
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Obr. 3.4 - Geneticka a restrikéni mapa vektoru pRLG770

Vektor pRLG770 (Krasny & Gourse, 2004) nese 2 unikatni klonovaci mista rozeznavané
restrikénimi  endonukleazami Hindlll a EcoRI pro naklonovani specifickych
promotorovych oblasti. Vysledny konstrukt je nasledné linearizovan a pouzit jako templat
pro experimenty in-vitro transkripce. ApR = gen pro rezistenci k ampicilinu
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4538
EcoRI

acl Al 63

Kpnl :
Aval 4693 Bgl 2

Smal 4683, Fspl. .
BamHl| . 4633w CJpas,
scfu 4311,Pvull. o i+ iHincll, 377
Accl
pineyy| A13LAMI
Pstl
Sphi
Hincilll
4487

Kpnl 732
~ Dral 749

.Clal, 7093

PKSAC45 1000

sacB
4705 bps Hpal 1199

Hincll, 17199

--.Dral 1361
v Pvull, 1386
s VAL 1421
“ Clal 1430
. Ball 1526
CPvull 1530

. Stul 1548
Accl, 1917

2969, Ncol

2643 Pvulli | :

2639, Fspl Bglll, 2253
2619,Ball |
2537 Narl

Obr. 3.5 - Geneticka a restrikéni mapa vektoru pKSAC45 pro alelické vymény

Vektor replikujici se pouze v buiikach E. coli. V C. glutamicum se mize udrzet pomoci inzerce
do chromosomu homologni rekombinaci mezi fragmentem DNA, klonovanym ve vektoru, a
tsekem chromosomové DNA. aph = determinanta rezistence vii¢i kanamycinu (Km®); sacB =
gen kodujici levansacharasu, enzym umoziujici pozitivni selekci sekundarnich rekombinanti
(Jager et al., 1992); lacZ = gen je soucasti laktosového operonu, selekce a-komplementaci; MCS

= mnohocetné klonovaci misto; ori = po¢atek replikace plazmidu v E. coli (Holatko et al., 2008).
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Nsil
Bg/ll Xbal
Nhel | Bamnyy

Bar)
Obr. 3.6 - Geneticka a restrikéni mapa promoter-probe vektoru pEPR1

Podvojny aplikativni vektor pEPRI1, ktery lze pouZit pro sledovani transkripéni aktivity
promotord v C. glutamicum. T1, T2 = sekvence kodujici transkripéni terminatory T-TrpE
respektive T-rrnB; aph = determinanta rezistence vii¢i kanamycinu (KmR); gfpuv = reportérovy
gen kodujici fluorescenéni protein GFP (green fluorescent protein); rep = kodujici inicia¢ni

protein Rep; per = gen zajist'ujici segregacni stabilitu plazmidu (Knoppova et al., 2007).
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Tabulka 3.2 Seznam plazmidu zkonstruovanych v této praci

Konstrukt

Charakteristika konstruktu C. glutamicum

PET2-PsigH!

Promotorova oblast genu sigH, aktivita CAT, PEX

PET2-P1P2P3sigH?

Promotory P1, P2 a P3 genu sigH, aktivita CAT

pET2-P4sigH?®

Promotor P4 genu sigH, aktivita CAT, PEX

pET2-PrshA*

Promotor genu rshA, aktivita CAT, PEX

pET2-PdnaJ2®

Promotorova oblast genu dnaJ2, aktivita CAT, PEX

PET2-PuvrA®

Promotorova oblast genu uvrA, aktivita CAT, PEX

PET2-PuvrD’

Promotorova oblast genu uvrD, aktivita CAT

PET2-PsigM®

Promotorova oblast genu sigM, aktivita CAT

PET2-Pddi®

Promotorova oblast genu cg2661, aktivita CAT

PET2-Pzdo®

Promotorova oblast genu cg3405, aktivita CAT

PRLG770-P4sigH™

Promotor P4 genu sigH, in-vitro transkripce

pRLG770-P2dnaJj2*?

Promotor P2 genu dnaJ2, in-vitro transkripce

pRLG770-P3dnaJj2*®

Promotor P3 genu dnaJ2, in-vitro transkripce

pRLG770-PtrxB*

Promotor genu trxB, in-vitro transkripce

pRLG770-PtrxB1™

Promotor genu trxB1, in-vitro transkripce

pRLG770-P2dnaK?*®

Promotor P2 genu dnakK, in-vitro transkripce

pRLG770-Pper?’

Promotor genu per, in-vitro transkripce

PRLG770-P1cIgR™

Promotor P1 genu clgR, in-vitro transkripce

PET-22b(+)-sigA®®

Gen sigma faktoru SigA, in-vitro transkripce

PET-22b(+)-sigB%

Gen sigma faktoru SigB, in-vitro transkripce

PET-22b(+)-sigD%

Gen sigma faktoru SigD, in-vitro transkripce

PET-22b(+)-sigE?

Gen sigma faktoru SigE, in-vitro transkripce

PET-22b(+)-sigH®

Gen sigma faktoru SigH, in-vitro transkripce

PET-22b(+)-sigM?*

Gen sigma faktoru SigM, in-vitro transkripce

pJET-P4sigH®

Promotor genu sigH, 5 RACE

PEPR-P1CIgR®

Promotor P1 genu clgR, aktivita GFP

pEPR-P2dnak?’

Promotor P2 genu dnakK, aktivita GFP

pEPR-P2dnaJ2?®

Promotor P2 genu dnaJ2, aktivita GFP

! - Konstrukt sestrojeny v diplomové préci (Silar, 2007)
1-28 _ Pouzité primery pro sestrojeni konstruktu jsou uvedeny v Tab. 3.3
P - oznaceni pro promotor daného genu

P1P2P3 - Fragment DNA nesouci celkem 3 promotorové oblasti (P1, P2 a P3)
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3.1.3. Oligonukleotidy (primery) pro PCR
Tabulka 3.3 Seznam pouzitych primeri vyrobenych firmou VBC-GENOMICS

Primer Sekvence oligonukleotidu (5°- 3") Zdroj
Diplomova prace
PSIGHHP2!? GAACTTTTTCTGCAGCTTTAGTGAT y
(Silar, 2007)
Diplomova prace
PSIGHDB2!2 CAACGCAGATCTATCGACTGTGCC y
(Silar, 2007)
PSIGHHP32® TACTGCAGTGTTTCCCCTTAGATTTGAAG | Tato prace
PSIGHDB3? CCAGATCTCCACCACAGCAGTTAGTACA | Tato prace
PRSHAHP* AACTGCAGATGCAATGAATCAACTC Tato prace
PRSHADB* GAGGATCCCAGGGCAGCCACAATC Tato prace
PDNAJF® ACCTGCAGTTACGGCTCCCAG Tato prace
PDNAJR® GCCTTTTGGATCCCTGATTCGGTT Tato prace
PUVRAFS ATCTGCAGCATCAATGAGTA Tato prace
PUVRARS TCGGATCCTTTTAGGTTATGTTCACG Tato prace
PHELF’ GTCTGCAGAAGAAGCTGAAGGGC Tato prace
PHELR’ CTGGATCCGGCTAATTGCTGTGGTGA Tato prace
PSIGMF® ATCTGCAGATTCAACGACGCCTCA Tato prace
PSIGMR® CCGGATCCAAACTGTTTGACGAGT Tato prace
PDDIF® TGCTGCAGGGAGATCAATAAAG Tato prace
PDDIR® TGGTATGGATCCAGAAGGTTACT Tato prace
PZDOF GCCAAAACTGCAGCCACGATAACT Tato prace
PZDOR? GGACGTAGAATGGATCCCCGAAAGTGTT | Tato prace
CTAGATAGAACATTGTTTCCCCCTAGATTT | Tato prace
SIGHTSP4F!
GAAGTGGTACATATGTTCTAACTGGTAC
CAGTTAGAACATATGTACCACTTCAAATC | Tato prace
SIGHTSP4RY
TAGGGGGAAACAATGTTCTAT
AATTCCTCGGGAACAATTTCTAAGGTGTC | Tato prace
PDNAJ2TSP2P770F*2
CGCCGTTGCTAAGTATGTTGGTCGTGTA
AGCTTACACGACCAACATACTTAGCAACG | Tato prace
PDNAJ2TSP2P770R*
GCGGACACCTTAGAAATTGTTCCCGAGG
AATTCGCAGCGCACTGGGCGGATTGGGGG | Tato prace
PDNAJ2TSP3P770F:
TGGTTGGCCCCACCTATATGGACTAA
AGCTTTAGTCCATATAGGTGGGGCCAACC | Tato prace
PDNAJ2TSP3P770R™:
ACCCCCAATCCGCCCAGTGCGCTGCG
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TRXBP770F AATTCTGATGGAAGTTTTTCAAAGTGTCT | Tato prace

GACGTTGAAAACGGTGAGTTCACAAA
TRXBP770FY AGCTTTTGTGAACTCACCGTTTTCAACGTC | Tato prace

AGACACTTTGAAAAACTTCCATCAG

AATTCAGAAAATCCTTGGCCGGGAATAAC | Tato prace
TRXB1P770F® TACAGTCCGCTGAAAGTTGGTCTATATAT

AGACCA

AGCTTGGTCTATATATAGACCAACTTTCA | Tato prace
TRXB1P770R?® GCGGACTGTAGTTATTCCCGGCCAAGGAT

TTTCTG
PDNAKP2F® GGGAATTCCGGATTTTTTCTCAAG Tato prace
PDNAKP2R1® TCAAGCTTACATATATAGCAAC Tato prace
PPERP770F/ AGAATTCTCGCAGGTTTTCGC Tato prace
PPERP770RY’ GTGAAGCTTATGACACCATTATA Tato prace

GTGACCATATTGAGTCGCAGTGACTCAAG | Laboratof
PCLGRP2MUTF TTTCCAGGAAAACCGGGAACAAATTTTAG

GGAAAGGGAGTTGAACCTAACGAG

GATCCTCGTTAGGTTCAACTCCCTTTCCCT | Laboratof
SCLGRP2MUTRIE AAAATTTGTTCCCGGTTTTCCTGGAAACT

TGAGTCACTGCGACTCAATATGGTCACTG

CA
SIGAPETF! CGTGGAGAGCCATATGGTAGAAAACAA Tato prace
SIGAPET22TR?® CCCGACTGGGCTCGAGGTCCAGGTAGT Tato prace
SIGBPEFLF?® CCACATATGACAGCACCGTC Laboratof
SIGBPEFLTR? TCACAGTCGACCTGGGCGTACTCAC Laboratof
SIGDPEFLF? AGCATATGGCTGATACTGAGC Laboratof
SIGDPEFLR# AGCTCGAGCTTGTTCTCCTGCTGC Laboratoft
SIGHPETF?# TTCGAAAGGGGCCATATGGCTGAAAA Tato prace
SIGHPET22TR? CGGTTGAGATTCGTCACTCGAGTGCCTCC | Tato prace
SIGHPEFLF? TTCGAAAGGGGCCATATGGCTGAAAA Tato prace
SIGHPET22TR? CGGTTGAGATTCGTCACTCGAGTGCCTCC | Tato prace
SIGMPEFLF* TGACCGTACTGCCTAAAAAC Laboratof
SIGMPET22TR* TTCTCGAGGTTGCTTTCGCACTGTAT Laboratof
CM6 RACE® CCTGAAAATCTCGTCGAAGCTCGG Tato prace
P4SIGHRACE® GTGTCCACCACATCAGTTAGAACATATGT | Tato prace
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GTGACCATATTGAGTCGCAGTGACTCAAG | Tato prace
PCLGRP2MUTF%* TTTCCAGGAAAACCGGGAACAAATTTTAG

GGAAAGGGAGTTGAACCTAACGAG

GATCCTCGTTAGGTTCAACTCCCTTTCCCT | Tato prace

AAAATTTGTTCCCGGTTTTCCTGGAAACT
PCLGRP2MUTR®

TGAGTCACTGCGACTCAATATGGTCACTG

CA
DNAKF# TTCCTGCAGCTGTGCTCACAAAAATCA Tato prace
PDNAKP2R2% AAGGATCCATATATAGCAACGGTAAAT Tato prace

AATTCCTCGGGAACAATTTCTAAGGTGTCC | Tato prace
DNAJ2TSP2P770F?

GCCGTTGCTAAGTATGTTGGTCGTGTA

AGCTTACACGACCAACATACTTAGCAACG | Tato prace
DNAJ2TSP2P770R?

GCGGACACCTTAGAAATTGTTCCCGAGG
30F CCACCTGACGTCTAAGAAACC Laboratot
1620R GCGCTACGGCGTTTCACTTC Laboratot
1620R2 CTCCGATCATAAGCTGTCAAAC Laboratot
30F2 ATTGTCTCATGAGCGGATAC Laboratot
Cm4” GAAAATCTCGTCGAAGCTCG Laboratot
CML GGTGGTATATCCAGTGATCGGTGGTATAT | Laboratot

CCAGTGATT

restrikéni mista, zamény bazi

* . W 4 b
- primer Znaceny fluoresceinem

1. Primer sestrojeny v diplomové praci (Silar, 2007)

2-28 _ Primery odpovidajici konstruktim v Tab. 3.2
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3.1.4. Kultiva¢ni pidy
Luria-Bertani (LB) médium

na 1000 ml:

Trypton (Oxoid) 109
Kvasni¢ny extrakt (Oxoid) 59
NaCl (Lachema) 109

Doplnéno destilovanou vodou a sterilizovano autoklavovanim

pH 6,8 (neupravovano)

Pida 2xYT
na 1000 ml:
Trypton (Oxoid) 169
Kvasni¢ny extrakt (Oxoid) 10¢g
NaCl (Lachema) 59

Doplnéno destilovanou vodou, pH 6,8 (neupravovano)

Pevné pudy
Do 1000 ml pady LB nebo 2xYT bylo pfidano 15 g agaru.

Minimalni médium CGXII

Mocovina (Aristar) 50
(NH4)2SO4 (Lachema) 209
K2HPO4 (Serva) 1g
KH2POj4 (Lachema) 1g
MOPS (kys. morfolinpropansulfonova, Serva) 42 g
CaCly, 1 g/100 ml vody 1ml
MgS0Os.7H20 (Lachema) 25 g/100 ml vody 1ml
Roztok stopovych prvki (na 100 ml): 1mi
FeS04.7H20 (Lachema) 1g

MnS0O4.7H20 (Lachema) 19

ZnS04.7H20 (Lachema) 0,19

CuSOg4 (Lachema) 0,02¢g

NiCl.6H20O (Lachema) 0,002 g

Doplnéno do 100 ml destilovanou vodou.

pH 7,0 (upraveno 2M KOH, Lachema)
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Doplnéno do 900 ml destilovanou vodou a sterilizovano autoklavovanim. Po sterilizaci

pfidano:
Glukosa 40% (Lachema) 100 ml
Biotin (Serva) 0,2 mg/ml 1ml

Kyselina protokatechova (Sigma) 3 mg/10 ml 1M NaOH (Lachema) 100 pl

Puda SOB

Trypton (Oxoid) 209
Kvasni¢ny extrakt (Oxoid) 50
NaCl (Lachema) 064
KCI (Lachema) 0,2¢g

Doplnéno destilovanou vodou do 1000 ml

Po sterilizaci autoklavovanim pifidano:

1M MgCl> (Lachema) + 1M MgSO4 (Lachema)

pH 6,8 (neupravovano)

Pida SOC

Do 1000 ml pady SOB ptidano 7 ml 50% glukosy.

3.1.5. Komer¢ni soupravy

High Pure RNA Isolation Kit
QIAquick® Gel Extraction Kit
GenElute

RNeasy kit

SYBR Green Supermix
WIZARD-Midiprep

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
NucleoBond® Xtra Midi / Midi Plus
GenelJET Plasmid Miniprep Kit
5¢/3° RACE Kit, 2nd Generation
CloneJET™ PCR Cloning Kit
Dialyzacni kazeta

NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris gel

10 ml

Roche, SRN

Qiagen, SRN

Sigma-Aldrich, USA

Qiagen, SRN

Bio-Rad, Kanada

Promega, USA
Macherey-Nagel, SRN
Macherey-Nagel, SRN
ThermoFisher Scientific, USA
Roche, SRN

Fermentas (ThermoFisher Scientific), USA

ThermoFisher Scientific, USA
ThermoFisher Scientific, USA
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3.1.6. Pouzity software

PDRAWa32 (http://www.acaclone.com): analyza a zpracovani nukleotidovych sekvenci.

DNAstar LaserGene 99

(http://www.dnastar.com):

analyza a zpracovani

nukleotidovych sekvenci

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST): porovnani nukleotidovych sekvenci

se sekvencemi z riaznych organismu.

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank): vyhledavani sekvenci znamych

gentll

a genoml.

EndNote X2 (http://www.endnote.com): databaze literarnich pramend.

KODAK 1D Image Analysis Software: snimani a editace elektroforegrami DNA.

MS Office 2013 (http://office.microsoft.com): tvorba textu, tabulek a grafu.

Adobe Design Standard CS3 (http://www.adobe.com): zpracovani grafickych

dokumentd, tvorba poster.

CorelDraw X4 (http://www:coreldraw.com): analyza a zpracovani promotorovych

oblasti, experimentd primer-extension, tvorba poster.

Fragment Manager: vizualizace experimentd primer-extension ze sekvenatoru A.L.F.

3.1.7. Pristroje

Automaticky autoklav MAC-235EX
Elektroporator Bio-Rad Gene Pulser
Laboratorni vahy L610D
Odstiedivka EBA 12R

Odstiedivka Sigma 112
Odstiedivka Hettich Mikro 200R
Odstiedivka 5804R

SpeedVac

pH-metr PHM210

Spektrofotometr Biomate 5

PCR cycler Techne Progene

PCR cycler T-Gradient
Dezintegrator FastPrep FP120
Dezintegrator FastPrep®-96
Spektrofotometr Nanodrop

Laboratorni mixér
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Sanyo, USA

Bio-Rad, USA

Sartorius, SRN

Hettich, SRN

Sigma, SRN

DIJB Labcare, Velka Britanie
Eppendorf, USA

Thermo Scientific, USA
Radiometer Analytical S.A.,Francie
Thermospectronics, UK
Barloworld Scientific, UK
Biometra, SRN

Thermo Electron Comporation, USA
MP Biomedicals, USA

Thermo Scientific, USA

Velp Scientifica, Italie


http://www.dnastar.com/
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Ultrazvukovy sonikator UP200S Hielscher, SRN

XCELL SURELOCK™ MINI CELL ThermoFisher Scientific, USA
Molecular Imager FX Bio-Rad, USA

BAS-IP SR 2025 Imaging Plate Fujifilm, Japonsko

Saphire2 spectrophotometer Tecan, USA

3.2. Metody

3.2.1. Kultivace E. coli a C. glutamicum
Material:
- pudy LB, 2xYT, Minimalni médium CGXII

- antibiotikum (kanamycin sulfat, ampicilin) (Sigma)

Postup:
Bunky E. coli byly kultivovany v kultiva¢nich bafnikach (o objemu 500 ml)

obsahujicich 50 ml média LB nebo na miskach s pevnou pidou LB pfi teploté 37 °C.
Bunky C. glutamicum byly kultivovany v kultiva¢nich bankach (o objemu 500 ml)
obsahujicich 50 ml média 2xYT nebo 50 ml minimalniho média CGXII nebo na miskach
spevnou puadou 2xYT pii teplot¢ 30 °C. Pro selekci kmend nesoucich plazmidy
s rezistenci vici kanamycinu byl do kultivacniho média ptfidan kanamycin o kone¢né
koncentraci 10 ug/ml nebo 30 pg/ml. Pro kultivaci v tekutém médiu byla pouzita rotacni

trepacka.

3.2.2. Izolace nukleovych kyselin

3.2.2.1. Izolace plazmidové DNA z E. coli

Material:

- Pufr GET - 50mM glukosa, 10mM NaEDTA (Sigma), 25mM Tris-HCI (Sigma), pH 8
- Pufr TE - ImM Na;EDTA, 10mM Tris-HCI, pH 8

- 1% SDS (Serva) v 0,2M NaOH (Lachema)

- 3M octan draselny (Merck), pH 4,8 (upraveno k. octovou)

- Isopropanol

- 5M LiClI (Sigma) v 50mM Tris-HCI, pH 7,5

- Ribonukleasa A (RNasa) (Serva)
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Objemy do 2 ml byly staceny v mikrozkumavce Eppendorf ve stolni mikrocentrifuze
Hettich EBA 12R (20260xg, 4 °C), objemy nad 2 ml ve zkumavce v centrifuze 5804R
(6300x%g, 4 °C).

Postup:

Bunécna kultura byla kultivovana v 50 ml ptidy LB s ptislusnym antibiotikem ptes
noc (~16 h) pti 37 °C za stalého tfepani (200 rpm). Narostld bunécna kultura byla sto¢ena
(10 min, 4 °C), supernatant odstranén a sediment resuspendovan v 5 ml ledového pufru
GET. Nasledovala inkubace v ledu (5 min). Poté bylo pfidano 10 ml Cerstve ptipraveného
1% roztoku SDS v 0,2M NaOH a suspenze byla promichdna rychlym ptevracenim
zkumavky (4x). Po 10 minutové inkubaci v ledu bylo pifidano 7,5 ml 3M octanu
draselného, suspenze byla promichdna (pomalé ptevraceni zkumavky, 16x), inkubovéna
Vledu (10 min) a centrifugovana (20 min, 4 °C). V ptipadé zakalu supernatantu
po centrifugaci, nasledovalo preliti ptes sterilni gazu do nové zkumavky a centrifugace
se opakovala. Plazmidovd DNA byla ze supernatantu srazena piidavkem 13,5 ml
isopropanolu (0,6x objem roztoku) po dobu 10 min pfi laboratorni teploté, nésledné
centrifugovana (20 min, laboratorni teplota). Supernatant byl velmi pec¢livé odstranén
a sediment vysusen a rozpusStén ptidavkem 2 ml sterilni vody. Nésledovalo vysrazeni
ptitomné RNA ptidavkem 2 ml roztoku LiCl (15 min, v ledu) a centrifugaci (10 min,
4 °C). RNA se vysrdZela ve zkumavce a supernatant obsahujici DNA byl opatrné ptelit
do nové sterilni zkumavky, do které bylo ptfiddno 10 ml 96% etanolu. DNA se srazela
po dobu 20 min pfi teploté -20 °C. Nasledovala centrifugace (10 min, 4 °C). Supernatant
byl odstranén a vysuseny pelet obsahujici DNA byl resuspendovan ve 400 ul pufru TE
obsahujicim RNasu (150 pg.ml?), pfenesen do mikrozkumavky a inkubovan 30 min
pfi 37 °C pro odstranéni zbytkové RNA. DNA byla pfeciSténa extrakci fenolem
a chloroformem a sraZena etanolem (800 ul 96% etanolu po dobu 10 min, -20 °C).
Nasledovala centrifugace (10 min, 4 °C) a rozpusténi sedimentu DNA v 50 pl sterilni
vody.

Alternativné byla pro izolaci plazmidové DNA pouzita komer¢ni souprava WIZARD-

Midiprep nebo NucleoBond® Xtra Midi / Midi Plus. Pracovni postup je urcen vyrobci.

3.2.2.2. Miniizolace plazmidové DNA z E. coli
Bakterialni kultura narostla na misce obsahujici pevnou ptidu LB s obsahem pftislusného

antibiotika byla pfevedena pomoci mikrobiologické klicky do mikrozkumavky
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a resuspendovana ve 100 pl pufru GET na laboratornim mixeru Vortex. Po inkubaci
v ledu (5 min) bylo ptidano 200 pl ¢erstvé pripraveného 1% roztoku SDS v 0,2M NaOH.
Obsah mikrozkumavky byl promichan okamzitym pievracenim (4x) a inkubovan v ledu
(5 min). Nasledné bylo pfidano 150 upl ledového 3M octanu draselného. Obsah
mikrozkumavky byl opatrné promichan pomalym pfevracenim (8x), inkubovan v ledu
dalsich 15 min. Nasledovala centrifugace (5 min, 4 °C). Supernatant (s obsahem
plazmidové DNA) byl ptelit do nové mikrozkumavky a srazen ptidavkem 850 pl 96%
etanolu (po dobu 10 min, -20 °C). Po této dobé byl vzorek centrifugovan (10 min, 4 °C).
Ziskany pelet byl vysuSen a sediment (obsahujici DNA) rozpustén ve 20 ul roztoku
RNasy (40 pg/ml) a inkubovan 30 min pii 37 °C, pfipadné rozpustén ve 20 ul sterilni

vody a pfenesen do sterilni mikrozkumavky.

3.2.2.3. Izolace plazmidové DNA z C. glutamicum
Izolace je zaloZena na alkalické lyzi, které predchéazela degradace bunécné stény
lysozymem.
Material:
- SET- 300mM sachar6za, 10mM Na;EDTA, 25mM Tris-HCI, upraveno pH 8.0
- SET + L —SET + lysozym (5 mg/ml)
- 3M octan draselny (Merck), pH 4,9 (upraveno kyselinou octovou)
- 10% SDS (Serva) v 0,2M NaOH (Lachema)
- isopropanol, 96% etanol, 70% etanol
- RNaza (40 mg/ml)

Postup:

Cerstvé narostlé kolonie bakterialni kultury na miskach 2xYT s piidavkem
prislusného antibiotika byly resuspendovany ve 150 ul pufru TE s pfidavkem lysozymu
na laboratornim mixeru Vortex. Nasledovala inkubace ve 37 °C po dobu 2 hodin.
Po inkubaci bylo ptidano 400 pl ¢erstvé ptipraveného 1% roztoku SDS v 0,2M NaOH.
Vzorek byl promichan rychlym pfevracenim mikrozkumavky (8x) a inkubovana v ledu
(5 min). Nasledné¢ bylo pfidano 300 pl 3M roztoku octanu draselného, obsah
mikrozkumavky byl opatrné promichan pomalym pfevracenim (8x) a ponechan v ledu
(15 min). Po centrifugaci (5 min, 4 °C) byl supernatant obsahujici plazmidovou DNA
prelit do nové mikrozkumavky a DNA byla srazena ptidanim 900 pl isopropanolu

a ponechana pii laboratorni teploté po dobu 15 min. Nasledovala centrifugace (3 min,
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pokojova teplota). Ziskany pelet byl vysusen a rozpustén ve 100 ul pufru TE. Plazmidova
DNA byla vysrazena 200 ul 96% etanolu (po dobu 10 min, -20 °C) a rozpusténa ve 20 ul
RNasy (40 pg/ml) a inkubovana 30 min pii 37 °C, pfipadné rozpusténa ve 20 ul sterilni

vody a pienesena do sterilni mikrozkumavky.

3.2.3. Transformace
3.2.3.1. Transformace E. coli (Hanahan, 1983)
Material:
- Roztok RF1: 100mM RbCI (Sigma)
80mM MnCl; x 4 H20 (Lachema)
10mM CacCl; x 2 H20 (Lachema)
30mM octan draselny (Sigma)
15% (v/v) glycerol (Lachema)
pH 6,8 (upraveno 0,2N k. octovou)
sterilizovano filtraci
- Roztok RF2: 10mM MOPS (Biomol)
10mM RbClI
70mM CaClz x 2 H20
15% (v/v) glycerol
pH 6,8 (upraveno 0,2N NaOH)
sterilizovano filtraci
- Piida SOB a SOC: slozeni viz Material a Metody (3.1.4. Kultiva¢ni pady)
Pfi izolaci byla pouzita centrifuga 5804R (6300%g, 4 °C).

Priprava kompetentnich bunék:

1-2 kolonie Cerstvé bakterialni kultury E. coli narostlé na misce obsahujici pevné
médium LB bylo zaockovano do 250 ml kultivaéni baiiky obsahujici 50 ml Cerstvé ptidy
SOB. Kultura byla kultivovéana za stalého tfepani pii 37 °C do dosaZeni optické density
ODeoo = 0,2. Nasledné byla buné¢na kultura zchlazena v ledu po dobu 15 min a centri-
fugovana (10 min, 4 °C, 6300xg). Supernatant byl odstranén a bunécny pelet
resuspendovan v 17 ml ledového pufru RF1. Kultura byla ponechana v ledu po dobu
15 minut a znovu centrifugovana (10 min, 4 °C, 6300%g). Supernatant byl odstranén
a sedimentované buiky resuspendovany ve 4 ml ledového pufru RF2 a ponechany v ledu

po dobu 15 min. Pfipravené kompetentni bunky byly rozplnény do ptedchlazenych

42



Material a metody

sterilnich mikrozkumavek po 200 ul a ptimo pouZity pro transformaci nebo uchovany pfi
-70 °C pro pozdé&jsi pouziti. Cela piiprava kompetentnich bun¢k probihala pfi teploté O -

4 °C s pouzitim sterilniho materialu.

Transformace kompetentnich bunék plazmidovou DNA

1-2 ul plazmidové DNA nebo 10 pl liga¢ni smési (0,1-1 pg DNA) bylo ptidano
ke 200 ul kompetentnich bunék. Vznikla suspenze byla inkubovana v ledu po dobu 30
min. Nasledoval tepelny Sok (90 s, 42 °C) a opétovné rychlé¢ zchlazeni v ledu.
K transformacéni smési bylo ptidano 800 ul cerstvé pidy SOC a suspenze byla pienesena
do sklenénych zkumavek a kultivovana pii teploté 37 °C za stalého tfepani do dobu
45 min. Nasledovala centrifugace transformacni smési (2 min, pokojovéa teplota)
a opatrné odstranéni supernatantu. Ziskany sediment byl resuspendovan v 300 pl
sterilniho média LB. Buné¢na suspenze byla po 100 ul vyseta na misky obsahujici ptudu

LB s pfislusnym antibiotikem.

3.2.3.2. Transformace C. glutamicum elektroporaci (Liebl et al., 1989; van der Rest
etal., 1999)

Material:

- Pufr GT - 8mM Tris-HCI, 10% glycerol (v/v), pH 8

- Roztok G -10% glycerol

Pii izolaci byla pouZita centrifuga 5804R (6300xg, 4° C) a stolni mikrocentrifuga Hettich
EBA 12 R (20260%g; 4 °C)

Piiprava kompetentnich bunék:

Na misce Cerstve narostla bunééna kultura C. glutamicum byla smyta 1 ml tekuté
pudy 2xYT a zaockovéana do 125 ml tekuté pady 2xYT pro dosazeni ODsoo = 0,10.
Bunéc¢na kultura byla inkubovana pii 30 °C za stalého tfepani az do dosazeni ODegoo = 0,5
- 0,7. Néasledné& byla kultura ochlazena v ledu po dobu 15 min a centrifugovana (10 min,
4 °C). Supernatant byl peclivé odstranén a ziskany pelet promyt resuspendovanim
ve 25 ml ledového pufru GT. Nasledné byla suspenze centrifugovana (10 min, 4 °C).
Promyvaci krok v pufru GT byl jesté 2x opakovan. Po promyvacim kroku byl supernatant
peclivé odstranén, bunky resuspendovany v 1 ml ledového roztoku G, suspenze
pfevedena do mikrozkumavek a znovu centrifugovana po dobu 1 minuty (4 °C). Promyti

vroztoku G bylo opakovano. Po odstranéni supernatantu byly bunky opét
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resuspendovany v 1 ml ledového roztoku G a rozplnény po 200 pl do sterilnich
a predchlazenych mikrozkumavek. Ptipravené kompetentni buiiky byly pfimo pouzity
pro transformaci elektroporaci nebo ulozeny v -70 °C. Béhem pfipravy kompetentnich

bunék byly bunky uchovavany pii teploté 0 - 4 °C a za maximalné sterilnich podminek.

Elektroporace plazmidové DNA

Parametry nastavené na elektropora¢nim piistroji (Gene-Pulser, Bio-Rad): napéti
2,5 kV, kapacitance 25 uF, odpor 200 Q. K ptipravenym kompetentnim bunkam bylo
pfidano 1-2 ul plazmidové DNA (0,5-1 ng). Transformac¢ni smés byla promichana
pomalym pfevracenim a ponechdna vledu po dobu 1 minuty. Nasledné¢ byla
transformacni smés prevedena do predchlazené (-20 °C, 10 min) elektroporacni kyvety
(sitka 0,2 cm) a vystavena elektrickému pulzu trvajicimu 3-5 ms. Nasledovalo okamzité
pridani 1 ml sterilni pidy 2xYT a transformacéni smés byla ptelita z kyvety do sklenéné
zkumavky. Transformované bunky byly kultivovany za stalého ttepani pii 30 °C po dobu
2-3 h. Po této dob¢ byly transformované bunky pievedeny do sterilnich mikrozkumavek
a centrifugovany (2 min, pokojova teplota). Supernatant byl peclivé odstranén a sediment
resuspendovan v 300 ul média 2xYT. 100 ul ziskané suspenze bylo vyseto na misky

obsahujici pevnou pidu 2xYT s pfislusnym selekénim antibiotikem.

3.2.4. Dlouhodobé uchovavani bunék v glycerolu pii -70 °C
Material:

- Cerstvé piipravené pidy LB, 2xYT

- ptislu§né antibiotikum

- glycerol

- zamrazovaci mikrozkumavky

Postup:
Bunééné kultury E. coli nebo C. glutamicum byly kultivovany ve zkumavce

vV malém objemu média (1-5 ml) na rota¢ni tfepacce ptes noc ve 30 °C. Nasledné bylo
850 ul bunéené kultury prevedeno do zamrazovaci mikrozkumavky, ke které bylo pfidano

150 pl glycerolu. Smés byla opatrné promichéna pipetovanim a uchovéana v -70 °C.
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3.2.5. Manipulace s DNA
Nésledujici postupy jsou zaloZzeny prevazné na metoddch popsanych
Vv laboratornim manualu Molecular Cloning (Sambrook a Russel, 2001).
3.2.5.1. Extrakce fenolem
Material:
-Fenol pH 8 — fenol (Sigma) upraveny 0,1M Tris-HCI, pH 8
-Fenol (pH 8)/chloroform/isoamylalkohol (25:24:1)
-chloroform/isoamylalkohol (24:1)

Postup:
Centrifugace probihala na stolni mikrocentrifuze Hettich Mikro 200R (13000x g; 2 min,

pokojova teplota).

K roztoku DNA byl pfidan stejny objem smési fenol/chloroform/isoamylalkohol,
sm¢és byla ditkladné protfepana a centrifugovana. Nasledné byla do nové mikrozkumavky
opatrn¢ odebrana horni vodnad faze obsahujici DNA. Tato extrakce fenolem byla
opakovana  jest¢  jednou. Khorni vodné fazi byla pfiddna = smés
chloroform/isoamylalkohol (pomér 1:1) pro odstranéni zbytkd fenolu. Smés byla
dikladné roztfepana a centrifugovana. Horni vodna faze s rozpusténou DNA byla
odebrana do nové mikrozkumavky. Takto ziskand DNA byla pfecisténa srazenim

etanolem (viz nize).

3.2.5.2. Srazeni DNA etanolem
Material:

- 96% etanol

- 70% etanol

- 3M octan draselny

Postup:
Centrifugace probihala na stolni mikrocentrifuze Sigma 112 (13000x g; 2 min, pokojova

teplota).

K roztoku obsahujici DNA byl pfidan 3M octan draselny (1/10 objemu) a 96%
etanol (dvojnasobek objemu smési DNA-octan draselny). Ziskana smés byla uchovéana
pti - 20 °C po dobu 20 min. Po centrifugaci (20 min, 4 °C) byl odstranén supernatant
a pelet obsahujici DNA byl dikladné promyt ptidavkem 200 ul 70% etanolu. Suspenze

byla opét centrifugovana (10 min, 4 °C). Nasledn¢ byl odstranén supernatant, pelet
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peclivé vysusen s pouzitim sniZzené¢ho tlaku a rozpusStén podle potieby ve sterilni vodé

nebo vhodném pufru.

3.2.5.3. Elektroforeticka analyza DNA v agarosovém gelu

Material:

- Pufr TAE - 40mM Tris-acetat (Sigma), 1mM EDTA, pH 8 (upraveno
kyselinou octovou)

- Agarosa (Lachema)

- indikaéni smés - 30% glycerol, 0,25% bromfenolova modf (Serva)

- ethidiumbromid 100 pg/ml (Serva) v H20O

Postup:

Elektroforetickd separace plazmidové a chromosomové DNA nebo jejich
fragmentl byla provadéna v horizontdlnim agarosovém gelu v pufru TAE. Koncentrace
pouzité agarosy (0,6 — 2%) zavisela na velikosti analyzované¢ho vzorku DNA. Ke vzorku
DNA byla pred nanesenim do jamek v agarosovém gelu pfidana indika¢ni smés (obvykle
2 ul) a smés doplnéna sterilni vodou do celkového objemu 10 pul. Samotna elektroforéza
probihala pfi konstantnim napéti 50-100 V po dobu 1-3 h (v zavislosti na velikosti
analyzované DNA). Nasledné byl gel pienesen do vodného roztoku ethidiumbromidu
a barven po dobu 5-20 min (podle hustoty a tloustky gelu a podle koncentrace DNA)
Po obarveni byla analyzovanad DNA vizualizovana UV zafenim a elektroforetogram byl
zdokumentovan pomoci digitalni kamery KODAK DC290 Zoom a softwaru KODAK 1D

Image Analysis Software.

3.2.5.4. Elektroforeticka analyza SDS-PAGE

Material:

- elektroforetickd souprava XCELL SURELOCK™ MINI CELL

- komer¢ni souprava NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris gel

- IX NuPAGE® MES SDS Running Buffer

- 3 x Pufr nanaseci: 2,4 ml 1M Tris, pH = 6,8 (upraveno HCI), 3 ml 20% (w/v) SDS, 3 ml
glycerolu

1,6 ml 2-merkaptoetanolu, 0,006 g bromfenolové modri

- Barvici roztok: 0,1% (w/v) Coomassie Blue R-250, 40% (v/v) metanol, 10% (v/v)
kyselina octova

- Odbarvovaci roztok: 40% (v/v) metanol, 10% (v/v) kyselina octova
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Postup:

Do sestavené elektroforetické soupravy byl umistén piipraveny komercni gel
a do sestavy byl nalit pufr (zasobni roztok je 20x koncentrovany). Z gelu byl vyjmut
hieben a do vzniklych jamek byly naneseny analyzované vzorky, které¢ byly smichany
s nanasecim pufrem (20 pl proteinového vzorku + 10 pl nandSeciho pufru).
Elektroforetickd aparatura byla uzaviena vikem a pfipojena ke zdroji stejnosmérného
proudu. Elektroforéza probihala pii konstantnim napéti 100V. Elektroforéza byla
ukoncena ve chvili, kdy zéna bromfenolové modii doputovala ke spodnimu okraji gelu.
Nasledn¢ byl gel vlozen do barviciho roztoku a inkubovan za stdlého a pomalého
promichavani pfi laboratorni teplot¢ po dobu 1h. Druhy den byl gel odbarven
Vv odbarvovacim roztoku. Proteinovy standard PeqGold Prestained Protein-Marker 1V

byl pouzit pro urceni velikosti separovanych proteinii ve vzorku.

3.2.5.5. Izolace plazmidové DNA a jejich fragmenti z agarosového gelu
Materidl:

- Kolonky GenElute pro purifikaci DNA

- Komer¢ni souprava QI4Aquick® Gel Extraction Kit

Postup:
DNA byla izolovana z agarosového gelu s pouzitim kolonek GenElute pfipadné

S pouzitim soupravy QIAquick® Gel Extraction Kit. Postupovano bylo podle doporuceni
vyrobce. Béhem postupu byla vyuZita stolni mikrocentrifuga Hettich Mikro 200R.
Pozadovany fragment DNA byl po elektroforetické separaci v agarosovém gelu vyfiznut.
Agarosovy bloc¢ek byl nasledné rozkrdjen na malé kousky, které byly vloZeny
do mikrozkumavky. Nasledn& byl pfidan pufr QG v poméru 100 pl/100 mg vzorku.
Mikrozkumavka byla vlozena do termo-bloku na 10 min pii teplot¢ 50 °C.
Mikrozkumavka byla kazdé 2-3 minuty oto€ena, aby se docililo rozehtati agarosy. Po této
dobé byl ptidan isopropanol v poméru 100 pl na 100 pl vzorku, ¢imz se docililo vysrazeni
DNA. Smés byla pienesena do pfipravené kolonky, kterd byla volné nasazena
na mikrozkumavku pfedem zbavenou vicka. Nasledovala centrifugace (12000x g, 10 min,
pokojova teplota). Nasledovalo promyvani kolonky pufry QB a PE (dodanymi vyrobci).
Po promyti bylo pfidano 30-50 pl pufru EB, kolonka byla pfenesena do nové
mikrozkumavky a centrifugovana. Vodna faze pfitomna v mikrozkumavce obsahovala

izolovanou DNA, ktera byla v néasledujicim kroku vysrdzena etanolem.
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3.2.5.6. Stépeni DNA restrikénimi endonukleasami
Restrikéni endonukleasy pouzité v této préci:

- Hindlll, Smal, Mlul, Nrul, BamHI (New England BioLabs)
- Pstl (MBI Fermentas)

Postup:
Plazmidova DNA byla stépena restrik¢énimi endo-deoxyribonukleasami v objemu

10 -100 ul v pufru doddvaném vyrobcem a za podminek jim doporucenych. Samotna
doba $tépeni zavisela na téchto faktorech: ucinnosti a stabilité enzymu, na poctu a poloze
zasahovych mist pro dany enzym a na koncentraci a Cistoté St¢pené DNA. Plazmidova
DNA byla obvykle §tépena po dobu 2x 1 hodiny. V piipadé produkti PCR byla doba
Stépeni prodlouzena, jelikoz ucinnost nékterych restrikénich enzymtl vyrazné klesd,
nachazi-li se restrikéni mista na koncich linearniho fragmentu DNA. Usp&snost §tépeni

DNA byla kontrolovéana elektroforetickou analyzou v agarosovém gelu (0,7 - 1,5%, 70

V).

3.2.5.7. Ligace fragmentii plazmidové DNA
Material:
- TA-DNA ligasa (MBI Fermentas) + reak¢éni pufr dodany vyrobcem

Pro ligaéni reakci v celkovém objemu 20 pl bylo pouzito obvykle 100-200 ng
vektoru. Mnozstvi fragmentu DNA vkladaného do pfislusného vektoru bylo stanoveno
podle vzorce:
mi= (mv. LiLv) . MR|

M = mnozstvi insertu (ng)
My = mnoZzstvi vektoru (ng)
L, = velikost insertu (kb)

Lv = velikost vektoru (kb)

MR = zvoleny molarni pomér insert/vektor (vétSinou 3 : 1)

Postup:
Smés fragmentu klonované DNA a vektoru byla doplnéna 2 pl 10x

koncentrovaného liga¢niho pufru a 1 pl T4-DNA ligasy. Liga¢ni smés byla nasledné
doplnéna sterilni vodou do celkového objemu 20 pl a inkubovana 14 h pii 15 °C. Po této

dobé byla liga¢ni smés pouzita pro transformaci kompetentnich bunék E. coli.
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3.2.5.8. Polymerasova ietézova reakce (PCR) (Mullis et al., 1994)

Material:

- Taq polymerasa (Top-Bio) + reak¢ni pufr dodany vyrobcem (obsahujici 1,5mM MgCl»)

nebo Pfx polymerasa (GIBIO)
- dNTP 20mM (Top-Bio)
Metoda PCR (polymerase chain reaction) byla pouzivana pro syntézu

specifickych usekii DNA nebo pro potvrzeni vlozenych DNA fragmentd do molekul

vektorti. PCR reakce obvykle probéhly podle nize uvedeného schématu v pfistrojich

Techne Progene nebo T-Gradient (Biometra).

Slozeni reakéni smési:

Slozeni reakéni smési je uvedeno tabulce 3.4. Celkovy objem smési byl 50 pl

nebo 100 pl.

Tabulka 3.4. SloZeni reakéni smési pro PCR

Platinum® Pfx DNA polymerasa goTag® DNA polymerasa
Slozka ) Konec¢na ) Konecna
Objem [ul] Objem [ul]
koncentrace koncentrace
Templatova 5-10 5-10 5-10 5-10
-10n -10n -10n -10n
DNAL g g g g
Pufr 5 (10x) 1x 10 (5x) 1x
MgSO4 1 1mM - -
10x enhancer 1 1x - -
dNTP 1 200 uM 1 200 uM
Primer 1 0,25 0,5 uM 0,25 0,5 uM
Primer 2 0,25 0,5 uM 0,25 0,5 uM
Taq
0,5 25 pu 0,5 50 pu
polymerasa
Doplnit Doplnit
Sterilni voda - -
do 50/100 pl do 50/100 pl

! Plazmidov4 nebo chromosomovd DNA. V pitipadé colony PCR byla jako templat
pouzita nepurifikovana totalni bunéénd DNA - jedna klicka bunééné smési byla pfenesena

z misky do mikrozkumavky obsahujici 50 pl sterilni vody. Nasledovala inkubace
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bunééné suspense pii teploté 95 °C (10 min) a zchlazeni v ledu (3-5 min). Pro ucel
colony-PCR byly pouzity 2 ul bunééného lyzatu
Tabulka 3.5. Program PCR reakce

Platinum® Pfx | goTag® DNA §
Casovy Pocet
Cyklus Krok DNA polymerasa | polymerasa )
interval cykla
Teplota Teplota
1 Denaturace 94 °C 94 °C 2 min 1
Denaturace 94 °C 94 °C 30s
2 Hybridizace Tm-5°C Tm-5 °C 30s 36!
Syntéza 68 °C 72 °C 30s-3min
ZaveéreCna )
3 68 °C 72 °C 10 min 1
syntéza

LV ptipadé colony-PCR byl pocet cykli snizen na 10.

3.2.5.9. Klonovani promotorovych oblasti do vektoru pRLG770 pomoci hotovych
oligo fragmenti

Piiprava vektoru

Material:

- Restrik¢éni endonukleasy EcoRI1 a HindIII, pufr ¢islo 2, 10x Taq buffer, 50mM MgSOg,
T4-DNA ligasa + reak¢ni pufr (New England Biolabs)

SloZeni reakéni smési:

1 ul EcoRI a 1 pul HindIII, 2 pl pufru ¢islo 2 (NEB), X ul vektoru (dle koncentrace), X

ul vody do celkového objemu 20 pl.

Postup:
Plazmidova DNA byla $tépena obéma restrikénimi endo-deoxyribonukleasami

v celkovém objemu 20 pl v pufru doddvaném vyrobcem a za podminek jim
doporudenych. Stdpeni probihalo po dobu 2x 2h. Po uplynuti prvnich dvou hodinach
Stépeni byl do reakéni smési pridan 1 ul endonukleasy EcoRl a HindIIl a $tépeni
pokracovalo dal$i 2h. Kontrola §tépeni byla provedena elektroforézou v agarosovém gelu

(1,5%) po dobu 3h pii napéti 50 V.
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Hybridizace primeri
Material:
- Primery s koncovymi restrikénimi misty ECoRI a HindIl1

Slozeni reakénich smési:

Hybridizace primeru:

- 2x 5 pl primert (o koncentraci 100 pmol)
- 10 pl 10x Taq buffer + 2,5 ul 50mM MgSO4 (vysledna koncentrace je 1,25 mM)

Doplnéno sterilni vodou do celkového objemu 100 pl

Ligace

Materidl:

- 2ul smési primerti

- 50 ng vektoru

- 1 pl ligazy

- 1 pl pufr

Doplnéno sterilni vodou do celkového objemu 10 pl.
Postup:

Hybridizace probihala v PCR cycleru. Poc¢atecni teplota byla 95 °C, ktera se
kazdou minutu snizila o 1 °C az na konecnou teplotu 45 °C. Ziskané hybridizované
primery byly pouZzity do liga¢ni smési. Ligace probihala v PCR cycleru pfes noc pii
teploté 15 °C. Vznikla ligaéni smés byla pouzita pro transformaci do bun¢k E. coli.
Transformované buiiky byly vysety na plotny obsahujici 2xY T pevné médium s obsahem
ampicilinu o koncentraci 100 ul/ml. Kontrola transformantli byla provedena metodou
colony-PCR s pouzitim riznych kombinaci kontrolnich primera 30F, 30F2, 1620R a
1620R2.

3.2.6. Stanoveni specifické aktivity - chloramfenikolacetyltransferasa (CAT)
Enzymova  aktivita  chloramfenikolacetyltransferasy  byla  stanovena
kolorimetricky s pouzitim spektrofotometru BioMate 5, ThermoSpectronic. Princip
metody (Shaw, 1975) je zaloZen na pienosu acetylové skupiny z acetylkoenzymu A na
chloramfenikol (Obr. 3.5). Vznikly koenzym A reaguje s kyselinou 5,5 -dithio-bis-2-
nitrobenzoovou (DTNB) za vzniku disulfidu koenzymu A a kyseliny thionitrobenzoové
a ekvivalentniho molarniho mnozstvi volné kyseliny 5-thio-2-nitrobenzoové (TNB),
ktera je Zluté zbarvena. Mnozstvi vznikajici TNB bylo méteno spektrofotometricky pfi

vlnové délce 412 nm.
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1. Chloramfenikol + AcetylCoA » Acetylovany chloramfenikol + CoA-SH

5’-thio-2-nitrobenzoova kyselina (TNB)
2. CoA-SH + 5,5 -kyselina dithio-bis-2-nitrobenzoovd ————» +

(DTNB) 5’-S-CoA-2-nitrobenzoova kyselina (CoA - TNB)
S-S COOH S-S =CoA SH COOH
COOH :@J fo:[ COOH Ej \@[
NO, NO, NO; NO,
DTNB CoA-TNB TNB

Obr. 3.5 - Princip stanoveni enzymatické aktivity chloramfenikolacetyltransferasy
Kone¢nym produktem reakce je TNB syté zluté barvy, jejiz intenzita je méfena
spektrofotometricky pii A=412.

Material:

- Pufr KPP - 9 dil&i 0,5M K2HPO4 (Lachema), 1 dil 0,5M KH,PO, (Lachema), pH 7,8

- Pufr RM (10 ml) - 4 mg DTNB (Serva) v 1 ml 1M Tris-HCI (pH 7,8) + 200 pl 5mM
acetyl-koenzym A (Sigma), doplnit vodou do 10 ml

- 5mM chloramfenikol

- Roztok Protein 1 - 4,5 g vinan sodno-draselny (Lachema), 1,5 g CuSO4 x 5 H20O
(Lachema), 2,5 g KI (Lachema), doplnit do 500 ml 0,2N NaOH

- Hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma)

Objemy do 2 ml byly staeny ve stolni mikrocentrifuze Hettich EBA 12 R (20260xg;
4 °C), objemy nad 2 ml ve zkumavce v centrifuze 5804R (6300xg; 4 °C).

Priprava bezbunééného extraktu

25 ml pidy 2xYT s ptislusnym antibiotikem bylo zao€kovano €erstvou bunéénou
kulturou. Nésledovala kultivace za stalého tfepani do ODesoo = 2 - 4. Narostla buné¢na
kultura byla zchlazena v ledu (10 min) a centrifugovana (10 min, 4 °C). Bunécny pelet
byl promyt 25 ml ledového pufru KPP a resuspendovan v 500 pl pufru KPP. Bunky byly
rozbity s pouzitim piistroje Fast Prep FP120 nésledujicim zplisobem. K bunéénému
peletu bylo pfidano 200 ul kulicek Balotina o velikosti 10. Cely objem byl pak pieveden
do specialnich mikrozkumavek a nasledné vloZen do pfistroje Fast Prep FP120, kde byly
bunky desintegrovany rychlosti 6,5 m/s po dobu 20 sekund. Tento cyklus se opakoval 6x.
Mezi jednotlivymi cykly drceni bylo nutné mikrozkumavky chladit 5 minut v ledu,
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aby nedoslo k ptehtati vzorku.
Po rozbiti bunék nasledovala centrifugace (20260xg, 20 min, 4 °C), supernatant

(bezbunécny extrakt) byl odebran a uchovan pii -20 °C.

Meéfeni specifické aktivity CAT

Meéieni specifické aktivity CAT probihalo pii 37 °C a vlnové délce 412 nm.
Do kyvety bylo pfidano 970 ul pufru RM a 10-50 ul bezbuné¢ného extraktu. Po dobu
1 min byla potom zaznamenana zména absorbance extraktu bez substratu. Poté bylo
piidano 50 pl SmM chloramfenikolu (substrat), obsah byl promichan a méfena zména
absorbance po dobu 1 min. Bezbunécny extrakt byl ziedén tak, aby se zména absorbance

V Case pohybovala v rozmezi 0,05-0,1/min. Kazdy vzorek byl méten alespon 3x.

Méfeni celkové koncentrace proteini

Obsah bilkovin v bezbunééném extraktu byl stanoven biuretovou metodou.
K 5-100 ul bezbunééného extraktu byla ptidana voda do celkového objemu 100 pl
a 900 pl roztoku Proteinu 1. Obsah byl promichan a inkubovan ve tmé pfi pokojové
teploté po dobu 30 min. Poté byla méfena absorbance vzorku pii vinové délce 580 nm.
Stejnym postupem s pouzitim fady vodnych roztokit BSA o rizné koncentraci
(0-1 mg/ml) byla ziskana kalibra¢ni kiivka. Vysledna celkova koncentrace proteini

ve vzorku byla stanovena odectenim z grafu kalibracni kiivky.

Vypocet specifické aktivity CAT

Specificka aktivita CAT byla vypoctena podle nasledujiciho vzorce:
SA = (AE .Vo)/( & . Ve .c)|

SA  specificka aktivita [U/mg proteinu]; (U = umol/min)
AE  zména absorbance za 1 min [1/min]

Ve celkovy objem reakéni smési [ml]

€ extink¢ni koeficient [ml/uM]

Ve objem bezbunécného extraktu [ml]

C koncentrace proteini [mg/ml]

3.2.7. Stanoveni fluorescence zeleného proteinu (GFP)

Material:

Pufr PBS - 10mM NazHPO4, 1,8mM KH2PO4, 147mM NaCl, 2,7mM KClI
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Objemy do 2 ml byly staeny ve stolni mikrocentrifuze Hettich EBA 12 R (20260xg; 4
°C), objemy nad 2 ml ve zkumavce v centrifuze 5804R (6300xg; 4 °C).

Postup:

Promotorova aktivita byla stanovena jako intenzita fluorescence zelen¢ho
fluoreskujiciho proteinu Gfp kédovaného reportérovym genem gfpuv, ktery se nachazi
v promotor-probe vektoru pEPR1 (Knoppova et al., 2007). Bunky C. glutamicum
obsahujici vektor pEPRI1 s pfislusSnou naklonovanou promotorovou oblasti byly
kultivovany v tekutém médiu 2xYT s piidavkem piislusného antibiotika. Buiiky byly
kultivovany za standardnich fyziologickych podminek (30 °C) po dobu 24h.
V pravidelnych 2h intervalech byly odebirdny vzorky bunéénych kultur (1,5 ml)
a centrifugovany (5 min, 4 °C). Bunky byly promyty 1 ml pufrem PBS
s 2-merkaptoetanolem (3mM) a fenylmetylsulfonyl fluoridem (PMSF; 0,1mM)
a homogenizovany pouzitim FastPrep homogenizatoru (MP Biomedicals), kde byly
buiky desintegrovany rychlosti 6 m/s po dobu 60 sekund (opakovéano celkem 3x).
Fluorescence bunécného extraktu byla métena spektrofotometrem Saphire2 (Tecan),
na kterém byly nastaveny parametry uvedené v Tab. 3.6. Pro analyzu bylo odebirano vzdy
1,8 mg bunék podle rovnice ODgoo X 0,3 = biomasa/objem kultury [mg/ml].

Obsah bilkovin v bezbunécném extraktu byl stanoven Bradfordovou metodou
(Bradford, 1976). Intenzita fluorescence byla vyjadiena v arbitrarnich jednotkach
(AU/mg protein). Bunéény extrakt promotor-probe vektoru pEPRI1 byl pouzit jako

kontrola pro ur¢eni pozadi fluorescence.

Tabulka 3.6. Parametry pouzité pri méfeni fluorescence

Parametr Hodnota
Excita¢ni vinové délka 397 mm
Emisni vinova délka 509 mm
Siika excitaéni §térbiny 5nm
Sitka emisni §térbiny 20 nm
Pocet opakovani jednotlivych sniméni 4
Citlivost Vysoka
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3.2.8 DNA Microarray hybridization

Metoda DNA Microarray hybridization u kmene Corynebacterium glutamicum
byla vyvinuta a popsana v publikaci (Huser et al., 2003). Tato metoda se uplatiiuje
pii srovnavaci analyze genové exprese sledovanych kmenil za riznych fyziologickych
podminek. Pomoci PCR reakci byla sestrojena DNA knihovna obsahujici fragmenty
o délce 50-70 oligonukleotidii vice nez 93% hypotetickych chromosomalnich genti
C. glutamicum (Huser et al., 2003). Kmen C. glutamicum ArshA byl kultivovan
VvV minimalnim médiu CGXII za standardnich podminek (30 °C) a zpracovan podle
protokolu (viz vyse). Z bunécné kultury byla izolovéana celkova RNA, ktera byla pouzita
pro syntézu cDNA (pro reverzni transkripci bylo pouzito 8 pg precisténé celkové RNA,
cDNA byla znacena fluorescencné pomoci Cy3 a Cy5). Pocitacova analyza dat byla
provedena s pouzitim programu EMMA 2 (Dondrup et al., 2009) na pracovisti Centrum
fiir Biotechnologie, Universitit Bielefeld. Pro analyzu byly pouZity parametry signal
intensity (A-value) a signal intensity ratio (M-value), které¢ odpovidaji zméné genové
exprese rovnd nebo vétsi 1,5. Podrobny popis metody a soupis pouzitého materidlu je
uveden v internim materialu Oligonucleotide Microarray Manual (verze 1.5 z fijna 2006)

pracovisté Centrum fiir Biotechnologie, Universitét Bielefeld.

3.2.9 Urcéovani transkrip¢nich poéatki
3.2.9.1 Primer-extension

K ur€eni transkripéniho startu (5° konce mRNA) byla pouZita metoda
primer-extension (PEX). Metoda je zaloZena na schopnosti reverzni transkriptasy
syntetizovat DNA podle templatu RNA od jeho 3¢ konce. Primer byl navrzen tak, aby
hybridizoval s RNA vzniklou transkripci studovaného genu. Pouziti primeru znac¢eného
fluoresceinem umozZnilo analyzovat vysledek pomoci neradioaktivni sekvenace
na automatickém sekvenatoru A.L.F DNA Sequencer. Pro ziskani siln¢jSiho signalu byla
studovana oblast klonovana do mnohokopiového vektoru pET2. Takto ziskany konstrukt
byl elektroporaci vpraven do bunék C. glutamicum. Po Kultivaci nasledovala izolace
celkové RNA, ktera byla pouzita pro samotny experiment primer-extension. Pocitacova
analyza dat generovanych sekvenatorem byla provedena s pouzitim programu Fragment
Manager V1.1. Vzorky byly centrifugovany ve stolni centrifuze Hettich Mikro 220R
(18620xg) pti teploté 4 °C.

Material:

- Pufr HP: 40mM PIPES pH = 6,4, 1ImM EDTA, pH = 8,0, 400mM NacCl, 80% formamid
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deionizovany pomoci Resin 501-X8

- Pufr TES: 10mM Tris, pH = 8 (upraveno HCI), ImM EDTA, pH = 8, 100mM NacCl
- Pufr TE: 10mM Tris, pH = 7,8 (upraveno HCI), ImM EDTA, pH =7,6

- STOP pufr: dodavan se soupravou Thermo Sequenase Primer Cycle Sequencing Kit
- Pufr RTB: 4 pul 5x pufr pro SuperScript II (40 U)

-2 ul 0,IM DTT (dithiotreitol)

- 2 pl actinomycin D (500 pg/ml)

- 2 ul RNasin

- 10 ul H20

- Reverzni transkriptaza SuperScript 11

- Ribonukleasa A (2 mg/ml)

Hybridizace znaéeného primeru s RNA

100 pg celkové RNA (= 60 pl) bylo vakuové vysuseno (SpeedVac, 45 min).
Ziskany pelet byl rozpustén ve 100 pl pufru HP. K tomuto roztoku byly piidany
2 pl (= 20 pmol) fluoresceinem znaen¢ho primeru CM4. Po pfidani primeru byla smés
denaturovéna v tekuté 1azni (10 min pii 95 °C). Nasledovala hybridizace primeru s RNA
Vv termo-bloku za podminek 45 °C pies noc. Poté bylo ke smési ptidano 300 pl sterilni
ledové vody a 800 ul 96% etanolu (-20 °C). Precipitace RNA probihala 1 hodinu v ledu.
Vysrazenad RNA byla centrifugovana (12 min, 4 °C), vznikly pelet byl promyt 500 ul 70%
etanolu pii pokojové teploté, opét centrifugovan (8 min, pokojova teplota), vysuSen

a rozpustén ve 20 pl pufru RTB.

Reverzni transkripce

RNA s hybridizovanym primerem rozpusSténd ve 20 pl pufru RTB byla
inkubovéna v termo-bloku pfi teploté 42 °C po dobu dvou minut. Nasledné¢ byly ptidany
2 pl (20 U) reverzni transkriptdzy SuperScript II. Reverzni transkripce probihala
v termo-bloku po dobu 1 hodiny pii teplot¢ 42 °C. Reakce byla ukoncena teplotni
inaktivaci enzymu pii 70 °C po dobu 15 min. RNA byla odstranéna piidavkem 1 pul RNasy
a inkubaci 30 min. pfi 37 °C. Po inkubaci byla vznikld jednofetézcova cDNA
precipitovana piidanim 150 pl pufru TES a 500 pl 96% etanolu (-20 °C) a ponechana
1 hodinu v ledu. VysraZena DNA byla centrifugovana (12 min, 4 °C) a sediment byl
promyt 500 pl 70% etanolu. Suchy pelet byl rozpustén v 6 pl TE pufru, 6 pl pufru STOP
a pfed nanesenim na polyakrylamidovy gel (PAA) byl vzorek denaturovan pii 95 °C

po dobu 5 min. Nésledovala elektroforéza v automatickém sekvenatoru A.L.F DNA
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Sequencer spole¢né s produkty sekvenacnich reakci stejného fragmentu klonovaného

v pET2.

3.2.9.2 5 RACE
Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) je metoda umoziujici charakterizovat
5’ konec mediatorové RNA a urcit tak pocatek transkripce. Schéma metody je zndzornéno

na Obr. 3.6.

Material:
- 57/3* RACE Kit, 2nd Generation (ROCHE)
- CloneJET™ PCR Cloning Kit (FERMENTAS)

- mikrozkumavky

Priprava RNA:

Bunééna kultura C. glutamicum s naklonovanym konstruktem pET2/P4SigH byla
kultivovéna v tekutém médiu 2xYT za standardnich fyziologickych podminek pfi teploté
30 °C do ODeoo = 2,5. Kultura byla nésledné centrifugovana (10 min, 20260xg, 4 °C).
Pelet byl uchovan v -70 °C pies noc, coz je dulezité pro rozbiti bunécné stény.
Z bunééného peletu byla druhy den izolovana celkova RNA pomoci kitu High Pure RNA
Isolation Kit (krok pro odstranéni DNA pomoci DNAsy proveden celkem 3x). Pracovni
postup je urcen vyrobcem. Koncentrace RNA byla zméfena piistrojem Nanophotometr

a vizualné zkontrolovéana na 1,5% agarosovém gelu (80 V, 50 minut).

Postup 5° RACE:

V experimentu byla pouzita komercni souprava 5 /3 RACE Kit, 2nd Generation.
Schéma experimentu je zndzornéno na Obr. 3.6. V prvnim kroku byla reverzni transkripci
syntetizovana cDNA za pouziti 2 pg celkové RNA a specifického primeru CMI.
Nasledovala degradace templatové mRNA pomoci RNA4zyH. Po pieciSténi ziskané
c¢DNA byl na jeji 3’ konec nasyntetizovan polyA fetézec komplementarni k primeru
Oligo dT-Anchor (soucast komeréni soupravy), ktery byl spolecné se specifickym
primerem CM 6 pouZit pro syntézu druhého fetézce cDNA. Ziskany dvouretézcovy
cDNA fragment byl pouzit jako templat pro nested PCR zapouziti primera
PASIGHRACE (specificky) a PCRANCHORPRIMER (souc¢éast komercni soupravy).
Finalni PCR fragment byl nanesen na agarosovy gel z néhoZ byl izolovan s pouZitim

P S 4

komeréni soupravy QIAquick® Gel Extraction Kit. Precistény PCR fragment byl
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naklonovan do plazmidu pJET1.2 s pouzitim komeréni soupravy CloneJET PCR Cloning
Kit. Ziskany konstrukt byl pfenesen transformaci do kompetentnich bun¢k E. coli.
Transformacni smés byla vyseta na misky obsahujici piidu LB s piidavkem antibiotika
ampicilinu o celkové koncentraci 100 pg/ml. Narostlé kolonie byly testovany metodou
colony PCR. Pro reakci byly pouzity primery PJET1.2FORWARD a PJET1.2REVERSE,
které jsou soucasti komer¢ni soupravy. Vybrané klony byly nésledné sekvenovany pro

ziskani sekvence 5’ konce sledovaného transkriptu.

syntéza jednofetézcové cDNA s pouzitim specifického

mRHA 5 D 4 primeru CM 1 a reverzni transkriptazy
CM 1
.................... ‘ ' 3 degradace templatové mRNA RNA4azouH
cDNA 3
Purifikace cDNA
v ; —
3-(A),AAAA syntéza poly-A sekvence s pouzitim dATP a TdT
Oligo dT-Anchor primer
—» (T),TTTT v
(A),AAAA syntéza druhého vlakna cDNA s pouzitim specifického
- primeru CM 6 a primeru dT-Anchor
CM 6
v
PCR Anchor
primer
druhd PCR reakce (nested PCR) s pouzitim specifického
<+ primeru P4SIGHRACE a primeru dT-Anchor
P4SIGHRACE
5 3 PCR produkt ptipraveny na klonovani do vektoru pJET 1.2

Obr. 3.6. Grafické znazornéni metody 5° RACE. Pievzato a upraveno podle navodu

komer¢ni soupravy 5¢/3¢ RACE Kit, 2nd Generation (ROCHE).

3.2.10. In-vitro transkrip¢ni systém

Material.

- bakterialni kmeny E. coli DH5a, E. coli BL21 (DE3), C. glutamicum ATCC 13032

- Pufr A (50mM Tris, 0,5mM EDTA, 5% glycerol, 0,1mM DTT, pH 8,0 + gradient 150

- 500mM NaCl)

- Pufr P (300mM NaCl, 50mM Naz;HPOa, 5% glycerol, 3mM 2-merkaptoetanol, 0,21mM
fenylmethylsulfonylfluorid, pH 8.0)
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- Pufr P + gradient imidazolu (20 — 400 mM)

- niklové kulicky Ni-NTA Agarose (Qiagen)

- 2M imizadol (pH 8.0)

- chromatograficka kolona Poly-Prep Column (0.8x4 c¢m, Bio-Rad)

- Bradfordové ¢inidlo

- 1M IPTG (lzopropyl-B-D-thiogalaktosid)

- 0,1M PMFS

- 260 pl 2-merkaptoetanol

- dialyzac¢ni kazety Thermo Scientific Slide-A-Lyzer Dialysis Cassettes

- heparin — agarosové kulicky (Heparin —Agarose Type I, Sigma Aldrich)
- skladovaci pufr (50mM Tris, 100mM NacCl, 50% glycerol, 3mM 2-merkaptoetanol,
pH 8.0)

Centrifugace byla provedena na odstfedivce 5804R (6300xg, 4 °C)

3.2.10.1. Konstrukce kmene C. glutamicum rpoC-His8 a izolace jadra RNA
polymerasy

Metodou crossover PCR byl pfipraven fragment rpoC-His8 o velikosti 1,6 kb
nesouci 8 histidinti na 3 -konci (pfed stop kodonem) kodujici sekvence genu rpoC, jehoz
produktem je B’ podjednotka RNA polymerazy. Fragment byl klonovan do integrativniho
vektoru pKSAC45 (Holatko et al., 2008). Specifickou vlastnosti vektoru pKSAC45 je
jeho replikace v bunkach E. coli, avak v burikach kmene C. glutamicum vektor se udrzuje
pouze integraci do hostitelského chromosomu. Integrace vektoru pKSAC45 je zaloZena
na homologni rekombinaci mezi klonovanym fragmentem a odpovidajici homologni
oblasti v chromosomu. Klony vzniklé integraci se vyznacuji rezistenci ke kanamycinu
(determinovana vektorem). Nasledna selekce klonl s integrovanym fragmentem rpoC-
His8 v chromosomu byla provedena na zaklad¢ letalniho efektu vektorového genu sacB
v C. glutamicum, kde v piitomnosti 10% sachar6zy v médiu piezivaji pouze klony, ve
kterych prob¢hla druhd homologni rekombinaci spojena se ztratou vektorové DNA.
V takovém piipadé¢ doSlo 1 ke ztraté genu sacB. Pfitomnost integrované histidinové kotvy
(8His) pted stop kodon genu rpoC byla potvrzena sekvenaci PCR fragmentu
ptipraveného z chromosomalni DNA. Ziskany kmen byl oznacen C. glutamicum rpoC-
His8.

Pro izolaci jadra RNAP byly buiiky kmene C. glutamicum rpoC-His8 kultivovany
Vv kompletnim médiu 2xYT az do dosazeni ODsoo = 1,5, centrifugovany, promyty a

resuspendovany v pufru P. Bunécnd sténa byla narusena pulzni sonikaci (sonikator
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Hielscher UP400S, amplituda 60%, cyklus 0,5, 25x10s). Mezi jednotlivymi intervaly byl
vzorek chlazen 1 minutu v ledu, aby nedoslo k denaturaci proteinti vlivem zvysujici se
teploty. Z tohoto divodu probihal cely proces sonikace na ledu. Bunéény lyzat byl
centrifugovan a ¢iry supernatant ptenesen do novych zkumavek vysvicenych UV zarenim
(5 min.). Nasledn¢ byl ptidan roztok S niklovymi kulickami Ni-NTA Agarose (vaze
proteiny s histidinovou kotvou). Smés byla 2 h inkubovana v ledu za pomalého linearniho
ttepani. Poté byla smés centrifugovana a pelet obsahujici niklové kuli¢ky pfenesen do
chromatografickych kolon Poly-Prep Column (Bio-Rad). Smés v kolonach byla promyta
pufrem P obsahujici 5mM imidazol. Eluce proteinu z chromatografické matrice Ni-NTA
Agarose byla provedena pufrem P s piidavkem imidazolu o riznych koncentracich.
Gradient imidazolu byl v rozmezi 10 — 200mM. Nejvyssi vytézek jadra RNAP byl
stanoven ve frakcich obsahujici 10 a 20mM imidazol. Pro stanoveni koncentrace proteint
bylo pouzito Bradfordové ¢inidlo, pro vizualizaci byly jednotlivé frakce analyzovany
elektroforeticky v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE, 8%). Frakce s nejvysSim
vytéZkem byly spojeny a dialyzovany pifes noc pomoci dialyzac¢ni kazety Thermo
Scientific Slide-A-Lyzer Dialysis Cassettes (postup stanoven vyrobcem) proti pufru A

(dialyzacéni pufr).

3.2.10.2. Purifikace jadra RNA polymerasy

Dialyzované jadro RNA polymerasy bylo smichdno s heparin-agarosovymi
kuli¢kami. Smés byla 2 h inkubovana v ledu za pomalého linedrniho tfepani,
centrifugovdna a pelet obsahujici heparin-agarosové kulicky prenesen do
chromatografickych kolon Poly-Prep Column (Bio-Rad). Eluce jadra RNAP probihala
pomoci gradientu soli v pufru A (100-500 mM). Frakce s nejvyssim podilem jadra RNAP
byly spojeny, dialyzovany proti skladovacimu pufru a analyzovany elektroforeticky v
polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE, 8%). Celkovy vytézek izolace jddra RNAP ¢inil
piiblizné€ 100 pg na 1 litr bunééné kultury.

3.2.10.3. Klonovani a izolace proteinu sigma faktoru

Na zakladé znalosti nukleotidové sekvence byly navrzeny primery pro PCR
syntézu fragmentil s kodujicimi sekvencemi gentli sigma faktort. Vzniklé fragmenty byly
vlozeny do expresniho vektoru pET22b(+) a klonovany nejprve v buinikach E. coli H5a
(uchovavaci kmen) a vysledné konstrukty nasledné preneseny do bun¢k kmene E. coli
BL21 (DE3, expresni kmen). Bunécna kultura o objemu 1 | byla kultivovana v médiu

2xYT s ptidavkem ampicilinu o koncentraci 150 ug/ml v Erlenmayerové barce o objemu
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51zateploty 30 °C az do ODeoo = 0,5. Pfidavkem 1 ml roztoku 1 M IPTG byla indukovana
(6h, RT) proteinova exprese pomoci ImM IPTG suzitim T7 transkripéniho systému:

chromosomalni gen pro T7 polymerasu s IPTG-inducibilnim promotorem + vektorovy
T7 promotor upstream genu koédujiciho sigma faktor. Zchlazena bunééna kultura (10 min
na ledu) byla nasledné¢ ptelita do kyvet vysvicenych UV zéafenim, sto¢ena (15 min, 4 °C)
aresuspendovana ve 50 ml pufru P. Po nasledné centrifugaci (15 min, 4 °C) byl odstranén
supernatant a pelet zamrazen v -80 °C pfes noc. Druhy den byl pelet resuspendovan
v pufru P a sonikovan (sonikator Hielscher UP400S). Sonikace (amplituda 60%, cyklus
0,5) byla provedena celkem 20x po dobu 10 s. Mezi jednotlivymi intervaly byl vzorek
chlazen 1 minutu v ledu, aby nedoslo k denaturaci proteinti vlivem zvysSujici se teploty.
Z tohoto diivodu probihal cely proces sonikace na ledu. Po nasledné centrifugaci byl ¢iry
supernatant prenesen do nové kyvety. Byla pfidana suspenze s niklovymi kuli¢kami Ni-
NTA Agarose a pufr P do celkového objemu 50 ml. Smés byla 2 h inkubovana v ledu za
pomalého linearniho tiepani. Eluce proteinu byla provedena za stejnych podminek jako
u izolace jadra RNAP (viz vySe) s tim rozdilem, Ze Ni-NTA Agarose byla po vazbé
proteinu promyta pufrem P s 30mM imidazolem a elu¢ni gradient imidazolu v pufru P
byl 50-400mM. Nejvétsi vytézky byly zaznamenany ve frakcich 100 a 200mM imidazol.
Frakce s nejvyssim podilem sigma faktoru byly spojeny, dialyzovany proti skladovacimu

pufru a analyzovany elektroforeticky v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE, 8%).

3.2.10.4. Transkrip¢ni reakce in-vitro
Tato metoda byla pouzita pro testovani specifické iniciace transkripce pomoci
holoenzymu RNAP surcitym sigma faktorem na wurcité promotorové oblasti,

naklonované ve vektoru pRLG770. Slozeni transkripéni smési je uvedeno v tabulce 3.6.

Material:

- pufr DB: 50mM Tris, 2mM EDTA, 0,ImM DTT, 1mM 2-merkaptoetanol,
0,233M NacCl, 5% glycerol, lysozym 130 pg/ml, pH 8.0

- transkripcni pufr: 40mM Tris, 10mM MgClz, ImM DTT, pH 7,9

- hovézi sérovy albumin (BSA, 10 mg/ml)

- 1M KClI

- nukleotidy (ATP, CTP, GTP) o koncentraci 20 mM a1 mM UTP

- radioaktivné zna¢eny nukleotid a3?P-UTP

- stop pufr: 7M mocovina, 10mM EDTA, 1% SDS, 2x TBE puft, 0,05% bromfenolova

modf, 0,05% xylencyanol
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- pufr TBE: 90mM Tris, 90mM kyselina boritd, 2mM EDTA, pH 8,3

Postup:

RNAP holoenzym byl piipraven smichanim jadra RNAP s pfisluSnym proteinem
sigma (Vv riznych pomérech RNAP:sigma faktor) s pufrem DB v celkovém objemu 1,5
pl. Rekonstituce RNAP holoenzymu s ptislusSnym sigma faktorem probihala po dobu 15
min pii teploté 30 °C.

Ptiprava transkripcni smési probihala na ledu a v plexisklovém boxu umisténém
Vv odd€lené mistnosti z divodu pouzivani radioaktivné znaCenych sloucenin. Do
transkripcni smési byla postupné pridana templatova DNA (PCR fragment syntetizovany
z vektoru pRLG770 s naklonovanou promotorovou oblasti a transkribovanou sekvenci),
transkripéni pufr, chlorid draselny, BSA, nukleotidy (ATP, GTP, CTP, UTP) a
radioaktivné znadeny a?P-UTP. Transkripéni smés byla smichna s rekonstituovanou
RNAP se sigma faktorem a inkubovana po dobu 15 min pfi teploté 30 °C. Poté byla reakce
zastavena ptidanim 10 ul stop pufru. Vzorky byly analyzovany na vertikalni elektroforéze
nanesenim na PAA gel (5,5%, 7M mocovina, 1XTBE) v pufru TBE. Gel byl néasledné
pfemistén na chromatograficky papir 3MM Chr (General Electric), vysusen 30 min. pii
80 °C na vakuové suSicce gelti, model 583 (Bio-rad) a vlozen do expozicni kazety
obsahujici folii absorbujici radioaktivni zafeni BAS-IP SR 2025 Imaging Plate (Fujifilm).
Po 24-hodinové expozici byl autoradiogram byl pofizen naskenovanim pomoci pfistroje

Molecular Imager FX (Bio-Rad).

Tabulka 3.6 — SloZeni reak¢ni smési pro experimenty in-vitro transkripce

In-vitro transkripéni reakéni smés

Slozka Objem [pl] Kone¢na koncentrace
RNAP + sigma faktor 15 60 nM
Transkripéni pufr (20x) 0,5 1x
BSA (10 mg/ml) 0,1 100 pg/ml
Templatova DNA (linearni pRLG770 + insert) 1,0 150 ng
20 mM ATP (20 mM) 0,1 200 uM
20 mM GTP (20 mM) 0,1 200 uM
20 mM CTP (20 mM) 0,1 200 uM
1 mM UTP (1 mM) 0,1 10 uM
UTP (0*°P) 0,1 -
KCI (1 M) 0,9 90 mM
ddH:0 55 -
Celkovy objem 10 pl

ddH20 — injek¢ni voda 10 ml (B-Braun), prosta RNas a DNas
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4. Vysledky

Hlavnim cilem této disertacni prace byla analyza regulace exprese gent SigH a
rshA, kédujicich stresovy sigma faktor RNA polymerasy a jeho piislusny anti-sigma
faktor u Corynebacterium glutamicum. Za riaznych fyziologickych podminek byla
meéfena aktivita promotorovych oblasti genti SigH a rshA, urceny transkripéni pocatky
téchto gentl a od nich odvozeny ptislusné promotorové oblasti.

Mezi dalsi cile této prace patiila identifikace a nasledna transkrip¢ni analyza genti,
které jsou regulovany alternativnim sigma faktorem SigH. Pro tuto analyzu byly pouzity
(1) in-vivo metody (stanoveni promotorovych aktivit chloramfenikolacetyltransferasy
(CAT) a zeleného fluorescencniho proteinu (GFP)), DNA Microarray, primer-extension,
5 RACE) a (2) in-vitro transkrip¢ni systém vyvinuty v Laboratoti molekularni genetiky
bakterii MBU (Holatko et al.).

4.1. Charakteristika kmeni C. glutamicum s delecemi genii kodujicich sigma faktory
- rist v tekuté padé

C. glutamicum kéduje ve svém genomu 6 alternativnich sigma faktord: SigB,
SigC, SigD, SigE, SigH a SigM a anti-sigma faktor RshA, ktery se vaze na sigma faktor
SigH a reguluje tak jeho aktivitu. Bylo ptipraveno celkem 5 kmena s deleci v jednom
genu kodujicim sigma faktor (uveden za symbolem ,,A“): C. glutamicum AsigB, C.
glutamicum AsigD, C. glutamicum AsigE, C. glutamicum AsigH a C. glutamicum AsigM.
Kmen s deleci v genu kodujicim anti-sigma faktor RshA nese oznaceni C. glutamicum
ArshA. Soucasné byly pfipraveny i tfi kmeny s rozdilnymi dvojitymi delecemi, konkrétné
C. glutamicum AsigeD (delece v genech sigE a sigD), C. glutamicum AsigEM (delece
v genech sigE a sigM) a C. glutamicum AsigHM (delece v genech sigH a sigM). Kmen C.
glutamicum AsigEH se nepodafilo pfipravit, pravdépodobné z  davodi
nezivotaschopnosti tohoto konstruktu.

Vsechny vyse uvedené kmeny C. glutamicum byly kultivovany ve dvou
biologickych replikdch Vv tekutém kompletnim médiu 2XYT za standardnich
fyziologickych podminek a v pravidelnych 1 hodinovych intervalech byly odebirany
vzorky pro méteni optické density (viz kapitola Material a metody). Prvni méfeni v Case
0 znaci dobu zaockovani. Zavéreény odbér byl uc¢inén po 28 hodinach od prvniho méfeni.
Ziskané hodnoty optickych densit jsou graficky znazornény na Obr. 4.1.

Z namétenych hodnot optickych densit sledovanych kmenti C. glutamicum jsou

patrné nasledujici rastové faze: klidova faze (do 5. hodiny od zaockovani),
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exponencionalni faze (mezi 5 az 12 hodinou méfeni), stacionarni faze (od 12. hodiny do

18-19 hodiny od zaockovani) a faze odumirani.

fv v

v

naméfenych hodnot kmenii C. glutamicum s deleci dvou gent kodujicich sigma faktory
s kmeny s deleci jednoho genu ukazalo, ze pfitomnost vicenasobnych deleci gend pro
sigma faktory (s pravdépodobnou vyjimkou soucasné delece genu SigE a sigH, ktera je
ziejm¢ letalni) nema zasadni vliv na rust bakteridlnich kment. Tento vysledek je patrny
pii srovnani kmene C. glutamicum AsigHM s kmeny C. glutamicum AsigH a C.
glutamicum AsigM, pfi srovnani C. glutamicum AsigeM s kmeny C. glutamicum AsigE a
C. glutamicum AsigM a rovnéz pii srovnani kmene C. glutamicum AsigED s kmeny C.
glutamicum AsigE a C. glutamicum AsigD.

Z uvedenych vysledku vyplyva, ze rast C. glutamicum v kompletnim médiu za
standardnich podminek je nejvice ovlivnén deleci v genu sigE kodujici alternativni sigma

faktor SigE.
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30 +

25 4

20 A

10 A

Ristova kiivka kmeni C. glutamicum v tekutém médiu

-#- AsigB

A AsigD
- AsigE
——AsigH
-o—AsigM
——AsigED
~o—AsigEM
——AsigHM
——ArshA

5 10 15 20 25 30

Cas odbéru (h)

Obr. 4.1 - Ristova kiivka kmeni C. glutamicum. Popis na strané ¢. 61.
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4.2. Analyza operonu sigH-rshA

Gen sigH kodujici alternativni sigma faktor SigH sousedi v genomu C.
glutamicum s genem rshA. Translac¢ni start kodon genu rshA je oddélen 2 nukleotidy (nt)
od transla¢niho stop kodonu genu sigH, jak znazoriiuje Obr. 4.2. Lze tedy pfedpokladat,

7e gen SigH tvofi s genem rshA, kédujicim jeho potencialni anti-sigma faktor, spole¢ny

operon.
sigH rshA (cg0877, anti-sigma faktor)
gosag 9987 m Ealiay 809273
cg0875 whcE cg0880
(cg0878)
I rshA

g-'gaggca cglatgacgaat-¥
] ] ] |

e
s Zdroj:
3. ctccgtattigclftactgctta-s Max Planck Institute for Informatics

http://mwww.coryneregnet.de

Obr. 4.2 - Lokalizace genii sigH a rshA v genomu C. glutamicum (genomovy usek
803381-809273 nt). Oba geny se nachazi v tésné blizkosti a jsou od sebe oddéleny dvojici
nukleotidi cytosinem a guaninem. Stop kodon (taa) genu sigH je oznacen zelenou

.....

pofizeno na zaklad¢ znalosti sekvence genomu C. glutamicum (Kalinowski et al., 2003).

K identifikaci promotorovych oblasti gentt SigH a rshA, byly piipraveny PCR
fragmenty obsahujici upstream oblasti téchto genii a nasledné klonovany do promoter-
probe vektoru pET2 obsahujiciho bezpromotorovy reportérovy gen cat kodujici
chloramfenikolacetyltransferasu (CAT). Ziskané konstrukty byly pouzity pro méfeni
promotorovych aktivit za fyziologickych podminek (30 °C) a za stresovych podminek.
Promotorové aktivity byly méfeny jak v divokém kmeni C. glutamicum tak i

v mutantnich kmenech nesouci deleci v genu pro dany sigma faktor.

4.2.1. Klonovani promotorovych oblasti genii sigH a rshA

Na zakladé znalosti sekvence DNA genomu C. glutamicum byly navrzeny dvojice
primeru tak, aby vysledné fragmenty DNA pouzité pro klonovani dostate¢né pokryvaly
upstream oblast vybranych gent v rozsahu, ktery je béZzny pro vyskyt promotorovych
oblasti. Fragmenty byly pfipraveny PCR reakci pomoci nasledujici kombinace primert:
PSIGHF-PSIGHR pro syntézu fragmentu PsigH o velikosti 550 bp a PRSHAF-PRSHAR
pro fragment PrshA o velikosti 301 bp. Ziskané fragmenty byly klonovany do promoter-
probe vektoru pET2 obsahujiciho bezpromotorovy reportérovy gen cat kodujici

66



Vysledky

chloramfenikolacetyltransferasu (CAT) a transformovany do kompetentnich bunék E.
coli DH5a.

Po ovéfeni spravnosti sekvence metodou PCR byly ziskané konstrukty
PET2/PsigH a pET2/PrshA pieneseny elektroporaci do bunék divokého kmene C.
glutamicum a kmenti nesoucich deleci v genu kodujicim piislusny sigma faktor (oznaceni
A). Transformanty byly selektovany na komplexni padé 2xYT s kanamycinem o
koncentraci 30 pg/ml, u delecniho kmene ASIQE byla pouzita nizs$i koncentrace
kanamycinu 10 pg/ml. Vzniklé klony byly testovany na ptitomnost rekombinantniho

vektoru pET2 s ptislusnym naklonovanym fragmentem.

4.2.2. Méfeni aktivity promotorové oblasti genu sigH

Klony obsahujici vektor pET2 s naklonovanym promotorovym fragmentem byly
pouzity pro stanoveni promotorové aktivity méfenim aktivity reportérového enzymu
CAT v riznych kmenech C. glutamicum. Aktivita CAT byla méfena za standardnich
fyziologickych podminek (30 °C) a za podminek tepelného Soku (40 °C po dobu 60
minut).

Vysledky méfeni specifickych aktivit CAT promotorové oblasti genu sigH
(PsigH) jsou znazornény na Obr. 4.3.

0.25 -
Specificka aktivita CAT promotoru PsigH m30°C
m40 °C

0.20

Aktivita CAT
|U/mg]
S
O

=
e
o

0.05

0.00
CGwt CG AsigH CG AsigM CG AsigE CG ArshA CG AHM
Kmeny C. glutamicum

Obr 4.3 — Vliv tepelného Soku na aktivitu promotorové oblasti genu sigH v riaznych
kmenech C. glutamicum. Promotorové aktivity byly méfeny za standardnich
fyziologickych podminek (modry sloupec, 30 °C) a za podminek tepelného Soku (Cerveny
sloupec, 40 °C, 60 min). Znazornéné vysledky jsou aritmetické pruméry ze tfi nezévislych
meéteni jednotlivych vzorkt, smérodatna odchylka je znazornéna chybovou tseckou.
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U divokého kmene C. glutamicum je patrné zvysSeni promotorové aktivity po
tepelném Soku oproti hodnotdm naméfenych za standardnich podminek. Tento vysledek
dokazuje, Ze naklonovana promotorova oblast genu SigH obsahuje aktivni promotor,
jehoz aktivita se zvySuje plisobenim zvySené teploty. Namétené promotorové aktivity u
vétsiny kmend C. glutamicum s delecemi v sig genech se za standardnich podminek
vyrazné nelisi od divokého kmene, po ucinku tepelného Soku jsou vsak viditeln€ nizsi.
Nejvetsi rozdil oproti divokému kmeni je po tepelném Soku patrny u kmene AsigH s
chromosomalni deleci v genu sigH.

Nasledujici experimenty byly zaméfeny na sledovani vlivu dalSich stresti na
aktivitu promotorové oblasti PsigH. Byly testovany nasledujici typy stresi: etanolovy
(10% etanol v médiu), disulfidovy (2mM diamid v médiu) a oxidativni (1% H20:
v médiu). Bunky byly vystaveny vySe zminénym stresovym faktorim po dobu 15 min.

Vysledky jsou znazornény na Obr. 4.4 (etanolovy stres), Obr. 4.5 (oxidativni stres)
a Obr. 4.6 (disulfidovy stres).

. . s us . m30°C
0.03 - Specificka aktivita CAT promotoru PsigH
= EtOH
0.02
[
S
o8 _
= g 0.02
= s
=)
=
<
0.01 -
0.01 -
0.00 -
CG wt CG AsigH CG AsigM CG AsigE
Kmeny C. glutamicum

Obr 4.4 — Vliv etanolového stresu na aktivitu promotorové oblasti genu SigH v
raznych kmenech C. glutamicum. Promotorové aktivity byly méfeny za standardnich
fyziologickych podminek (modry sloupec, 30 °C) a za podminek etanolového stresu
(hnédy sloupec, 10% etanol v médiu, 15 min). Znazornéné vysledky jsou aritmetické
pruméry ze tfi nezavislych méfeni jednotlivych vzorkd, smérodatna odchylka je
znazornéna chybovou tseckou.

Z naméfenych hodnot je patrné zvySeni aktivity promotoru PSigH ptisobenim

etanolového stresu 0 51 % u divokého kmene C. glutamicum. U dele¢nich kment AsigH
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a AsigM doslo rovnéz ke zvySeni promotorové aktivity, avsak u kmene AsigE naopak ke

snizeni aktivity u¢inkem etanolového stresu.

m30°C
0.14 4 Specifickd aktivita CAT promotoru PsigH H,O,
0.12 A
0.10 -
3
s E" 0.08 -
=
=
< 0.06
0.04 -
0.02 -
0.00
CG AsigH CG AsigM CG AsigE
Kmeny C. glutamicum

Obr 4.5 — Vliv oxidativniho stresu na aktivitu promotorové oblasti genu sigH v
ruznych kmenech C. glutamicum. Promotorové aktivity byly méfeny za standardnich
fyziologickych podminek (modry sloupec, 30 °C) a za podminek oxidativniho stresu
(Zluty sloupec, 1% H202 v médiu, 15 min). Znazornéné vysledky jsou aritmetické
priméry ze tii nezavislych méfeni jednotlivych vzorkd, smérodatna odchylka je
znazornéna chybovou tseckou.

Aktivita promotoru PsigH u divokého kmene C. glutamicum ptisobenim H2O>
stoupla 0 10 %. Promotorova aktivita naopak puisobenim oxidativniho stresu klesla u

vsech dele¢nich kment AsigH, AsigM a AsigE.
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Obr 4.6 — Vliv disulfidového stresu na aktivitu promotorové oblasti genu sigH v
riznych kmenech C. glutamicum. Promotorové aktivity byly méfeny za standardnich
fyziologickych podminek (modry sloupec, 30 °C) a za podminek disulfidového stresu
(zeleny sloupec, 2mM diamid v médiu, 15 min). Zndzornéné vysledky jsou aritmetické
priméry ze tii nezavislych méfeni jednotlivych vzorkd, smérodatna odchylka je
znazornéna chybovou tseckou.

Utinkem disulfidového stresu doslo ke zvy3eni promotorové aktivity u divokého
kmene, a to 0 27 % oproti namé&fenym hodnotam za standardnich podminek. U kmene
s dvojitou deleci AsigHM a kmene ArshA je patrné zvyseni promotorové aktivity, zatimco
u dele¢niho kmene AsigH doslo k mirnému snizeni aktivity ptsobenim disulfidového
stresu.

Z naméfenych vysledkd aktivit CAT promotorové oblasti PsigH vyplyva, ze
aktivita promotorové oblasti genu SigH je ovlivnéna riznymi typy stresovych podminek.
Lze tedy pfedpokladat, Ze sigma faktor SigH se aktivné i€astni regulace exprese geni

zejména za podminek tepelného $oku, oxidativniho, etanolového a disulfidového stresu.

4.2.3. Méfeni aktivity promotoru genu rshA

Klony nesouci vektor pET2 s naklonovanym fragmentem obsahujicim promotor
PrshA byly pouzity pro stanoveni promotorové aktivity v raznych kmenech C.
glutamicum. Aktivita promotoru PrshA byla méfena za standardnich fyziologickych
podminek (30 °C) a za podminek tepelné¢ho Soku (40 °C po dobu 60 minut).

Vysledky méfeni specifickych aktivit CAT promotoru PrshA jsou znazornény na

Obr. 4.7.
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Obr. 4.7 — Vliv tepelného Soku na aktivitu promotoru PrshA v riznych kmenech C.
glutamicum. Promotorové aktivity byly méfeny za standardnich fyziologickych
podminek (modry sloupec, 30 °C) a za podminek tepelného stresu (Cerveny sloupec, 40
°C, 60 min). Zndzornéné vysledky jsou aritmetické priméry ze Ctyf nezavislych méfeni
jednotlivych vzorkid, smérodatna odchylka je znazornéna chybovou useckou.

U divokého kmene C. glutamicum doslo u promotoru PrshA ke zvySeni
promotorové aktivity po tepelném Soku o 85 % oproti hodnotdim namétenych za
standardnich podminek. U dele¢niho kmene AsigH doslo naopak u¢inkem tepelného Soku
ke snizeni promotorové aktivity oproti hodnotam naméfenym za standardnich podminek.

Aktivita promotoru PrshA byla rovnéZ testovana za podminek disulfidového

stresu pfidanim diamidu do média o celkové koncentraci 2mM po dobu 15 min. Vysledky

meéfeni jsou znazornény na Obr. 4.8.
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Obr. 4.8 — Vliv disulfidového stresu na aktivitu promotoru PrshA v ruznych
kmenech C. glutamicum. Promotorové aktivity byly meéfeny za standardnich
fyziologickych podminek (modry sloupec, 30 °C) a za podminek disulfidového stresu
(zeleny sloupec, 2mM diamid, 15min). Zn4dzornéné vysledky jsou aritmetické pruméry
ze tii nezavislych méfeni jednotlivych vzorkl, smérodatnd odchylka je znazornéna
chybovou useckou.

U divokého kmene C. glutamicum doslo ke zvySeni aktivity promotoru PrshA po
disulfidovém stresu ve srovnani s hodnotami namétenymi za standardnich podminek. U
dele¢nich kmeni AsigH a ArshA doslo naopak u¢inkem stresovych faktori ke snizeni
promotorovych aktivit v porovnani s divokym kmenem. U kmene s dvojitou deleci
AsigHM je patrny mirny nartst aktivity po disulfidovém stresu.

Z namétenych vysledkt aktivit promotoru PrshA vyplyva, ze aktivita tohoto
promotoru je ovlivnéna deleci v genu sigH za podminek tepelného Soku. Za podminek
diamidového stresu je patrny vliv na aktivitu promotoru u kment s delecemi v genech

sigH a rshA.

4.2.4. Ur¢eni transkrip¢nich starti genu sigH

Pro analyzu struktury promotorové oblasti genu je potiebné znat transkripcni
starty, od kterych Ize odvodit promotorové motivy -10 a -35. Pro ptesné urceni 5° konct
piislusnych mRNA, a tedy transkripénich startd (TSP) genu sigH, byla pouzita
neradioaktivni metoda PEX. Kmen C. glutamicum/pET2/sigH byl kultivovan za stejnych
podminek jako v experimentu pro méteni aktivity CAT. Reverzni transkripce probéhla

s primerem CM4 (znaenym fluoresceinem), jehoz sekvence je komplementarni se
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sekvenci vektoru pET2 downstream od klonovaného fragmentu. Reverzni transkripce
zZ tohoto primeru probiha opa¢nym smérem nez transkripce z klonovaného fragmentu,
¢imz lze ziskat zacatek mRNA klonovaného useku DNA. Ziskana jednofetézcova cDNA
byla analyzovana V polyakrylamidovém gelu na sekvendtoru A.L.F. Soucasné se
sekvenaci cDNA byla sekvenovana i DNA sledovaného konstruktu s pouzitim stejné¢ho
primeru CM4 (na obrazku 4.9A a 4.9B oznaceno jako kontrolni sekvence). Oba vysledky
byly vizualizovany v programu Fragment Manager, kde poloha signalu z produktu
reverzni transkripce byla pfifazena K piislusnému nukleotidu sekvenované DNA

testovaného vzorku. Transkripéni pocatky jsou znazornény na obrazku a popsany v textu.

A i 4, % A
g ' _ c
G G
T . T
PEX T TSP1 PEX TSP4
5 | ) TSP2 ) rees L3 5. ‘ L3
-35(P4) -10(P4) ‘l‘_}’-‘ -35(P3) -35(P2) -10(P3) -10(P2) m_} 'l\_l’?_
ATTGTTTCCCCCTAGATTTGAAGTGGTACATATGTTCTAACTGATGTGGTGGACACGCGGGGGTAGAGTAAAGTCTAAGCAACAG
-35(P1) -10(P1) Trﬂ)_l _?_l_gy
CTCACGTGGCTTTACAGCTACCCCCGAAAGGTCTGTTTTTTATCGGAAGTAGAATAGTCAACACGCATTTTCGAAAGGGGCCACATG

Obr. 4.9 — Vysledky reakci primer-extension promotorové oblasti genu sigH.

A, B - Drahy A, C, G, T oznacuji produkty sekvenacni reakce DNA sledovaného
konstruktu s pouzitim stejné znaceného primeru CM4, drahy PEX zobrazuji
identifikované transkripéni pocatky

C - Nukleotidova sekvence upstream oblasti genu sigH (sekvence je reverzné
komplementarni k sekvenci znazornéné sekvenacni reakci v ¢asti A a B).

Vysledek reakce primer-extension je znazornén na Obr. 4.9. Drahy s oznacenim
A, C, G, T zobrazuji kontrolni sekvenacni reakci v podobé ¢ty bazi, adenin, cytosin,
guanin a thymin. Drahy oznacené PEX zobrazuji produkt sekvenace vzorku z kultivace
za standardnich podminek. Z vysledku experimentl jsou patrné Ctyti transkripéni starty
(TSP1, TSP2, TSP3, TSP4). Ptesné urceni transkripéniho startu TSP4 bylo potvrzeno
PEX analyzou konstruktu pET2/P4sigH (viz niZe). Z tohoto divodu je TSP4 znazornén
oddélené. Transkripénimu startu TSP1 odpovida adenin ve vzdalenosti 22 nt od
translaéniho pocatku genu sigH. Od polohy TSP1 byl nasledné odvozen pfislusny
promotor P1 s motivy -10 o sekvenci 5’-TAGAAT-3° a motiv -35 o sekvenci 5°-
AAAGGT-3°. Dalsi identifikované transkripcni starty TSP2 a TSP3 odpovidaji adeninim
ve vzdalenostech 89 nt pro TSP2 respektive 93 nt pro TSP3 od transla¢niho poc¢atku genu
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sigH. Odvozené prislusné hexamery promotort P2 a P3 se vzajemn¢ prekryvaji. V tomto
ptipad¢ se jedna o tzv. overlapping promoters. Hexamery oblasti -10 jsou tvofeny 5°-
TAAAGT-3* (P2) a 5°--TAGAGT-3* (P3). Ob¢ oblasti maji spole¢ny thymin (znazornén
tu¢ng) ve vzdalenosti 101 nt od transla¢niho poc¢atku genu sigH. Promotorové oblasti -35
byly stanoveny 5’-GTGGTG-3¢ (P2) a 5*-CTGATG-3° (P3). Ob¢ oblasti maji spolecny
guanin (znazornén tu¢né) ve vzdalenosti 124 nt od translacniho poc¢atku genu sigH. Na
zaklade zjisténych -10 sekvenci lze usuzovat, ze ve vSech tiech ptipadech se jedna o
vegetativni promotory rozeznavané primarnim sigma faktorem SigA.

Vysledky experimentti PEX ukézaly na pfitomnost dal§iho transkripcniho startu
TSP4 (viz obrazek ¢. 4.9 B), ktery byl lokalizovan 131 nt od transla¢niho pocatku genu
sigH. Pro jeho ptfesné urceni byl zkonstruovan PCR fragment o velikosti 348 bp, ktery
byl klonovan do vektoru pET2. Z buné&ného extraktu byla izolovana RNA pro
experiment 5 RACE (viz Material a metody, kapitola 3.2.9.2.) pro ovéieni transkripéniho
startu TSP4 jinou metodou a pro uréeni promotoru P4sigH. Nasledné byly odvozeny

promotorové motivy -10 o sekvenci 5’-TACATA-3’a -35 o sekvenci 5°- TTGTTT-3°.

4.2.5 Analyza promotorid P1P2P3sigH a P4sigH

Pro detailngjsi charakterizaci jednotlivych promotorti genu SigH byly pfipraveny
konstrukty pET2/P1P2P3sigH a pET2/P4sigH.

Konstrukt pET2/P1P2P3sigH obsahoval promotorové oblasti transkripénich
pocatkti TSP1, TSP2 a TSP3 genu sigH na PCR fragmentu o velikosti 280 bp, Po ovéfeni
spravnosti sekvence metodou PCR byla DNA tohoto konstruktu pfenesena do bunck
riznych kment C. glutamicum. Ziskané kmeny C. glutamicum/pET2/P1P2P3sigH C.
glutamicum AsigH/pET2/ P1P2P3sigH, C. glutamicum AsigHM/pET2/P1P2P3sigH a C.
glutamicum ArshA/pET2/ P1P2P3sigH byly kultivovany v komplexnim médiu 2xYT
s pfidavkem kanamycinu za standardnich podminek a nasledné vystaveny tepelnému
Soku 40 °C po dobu 60 min a disulfidovému stresu (2mM diamid) po dobu 15 minut.
Z izolovaného bunécného extraktu byly méfeny specifické promotorové aktivity CAT.

Vysledky méfeni promotorové aktivity CAT jsou zobrazeny na Obr. 4.10.
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Obr. 4.10 — Vliv tepelného Soku a disulfidového stresu na aktivitu promotoru
P1P2P3sigH v riznych kmenech C. glutamicum. Promotorové aktivity byly méfeny za
standardnich fyziologickych podminek (modry sloupec, 30 °C) a za podminek tepelného
Soku (Cerveny sloupec, 40 °C, 60 min) a disulfidového stresu (zeleny sloupec, 2mM
diamid, 15min). Znazornéné vysledky jsou aritmetické primeéry ze tii nezavislych méfeni
jednotlivych vzorki, smérodatnd odchylka je znazornéna chybovou tseckou.

Hodnoty specifické aktivity CAT u naklonovaného fragmentu P1P2P3sigH se
velmi 1is$i v zavislosti na fyziologickych podminkach a pfitomnosti delece v genu pro
sigma faktor. U divokého kmene C. glutamicum se aktivita promotoru zvysila u¢inkem
pusobeni tepelného Soku a diamidu o 47 % oproti hodnotdm namétenych za standardnich
podminek. U kmene C. glutamicum AsigH byly za standardnich podminek naméfeny
velmi nizké hodnoty aktivity CAT piisobenim tepelného a disulfidového stresu. Nepatrny
vliv pusobeni stresovych faktorti byl zaznamenan u kmene C. glutamicum ArshA. U
dele¢niho kmene C. glutamicum AsigHM bylo naméfeno snizeni promotorové aktivity
ucinkem tepelného Soku, avsak u disulfidového stresu doslo ke zvySeni promotorové
aktivity.

Vysledky méteni specifickych aktivit CAT ukazuji, ze promotorova oblast
P1P2P3sigH je aktivovana tepelnym Sokem a disulfidovym stresem. Z vysledkd je rovnéz
patrné, ze delece v genu sigH kodujiciho alternativni sigma faktor SigH méla vliv na

aktivitu promotorové oblasti P1P2P3sigH.

Ziskany rekombinantni plazmid pET2/P4sigH byl transformovan do bunék E. coli

a nasledné prenesen do bun¢k riznych kment C. glutamicum. Ziskané konstrukty C.
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glutamicum/pET2/P4sigH, C. glutamicum AsigH/pET2/P4sigH, C. glutamicum

AsigHM/pET2/P4sigH (kmen s dvojitou mutaci v genech sigH a sigM) a C. glutamicum
ArshA/pET2/P4sigH  byly kultivovany v komplexnim médiu 2xYT s ptidavkem
kanamycinu za standardnich podminek a nasledné vystaveny tepelnému Soku 40 °C po
dobu 60 min a disulfidovému stresu (2mM diamid) po dobu 15 minut. Z izolovaného
bunécného extraktu byly méfeny specifické aktivity CAT.

Naméfené hodnoty specifickych promotorovych aktivit CAT konstruktu
PET2/P4sigH jsou zobrazeny na Obr. 4.11.

m30°C
0.03 4 Specificka aktivita CAT promotoru P4sigH m40°C

® Diamid

0.02 -

0.02 ~

0.01 -

Aktivita CAT
|U/mg|

0.01

0.00 -
CGwt CG AsigH CG ArshA CG AsigHM

Kmeny C. glutamicum

Obr. 4.11 — Vliv tepelného Soku a disulfidového stresu na aktivitu promotoru P4sigH
v riznych kmenech C. glutamicum. Promotorové aktivity byly méfeny za standardnich
fyziologickych podminek (modry sloupec, 30 °C) a za podminek tepelného Soku (Cerveny
sloupec, 40 °C, 60 min) a disulfidového stresu (zeleny sloupec, 2mM diamid, 15min).
Znézornéné vysledky jsou aritmetické pruiméry ze tfi nezavislych méfeni jednotlivych
vzorkll, smérodatné odchylka je zndzornéna chybovou useckou.

Z naméfenych vysledku je patrné, ze v naklonované DNA fragmentu P4sigH se
nachdzi promotorova oblast, ktera je indukovana tepelnym i disulfidovym stresem. U
vSech sledovanych kment doSlo ke zvySeni aktivity promotoru nasledkem zvySené
teploty, u divokého kmene C. glutamicum se aktivita zvysila o 128 %, C. glutamicum
AsigH o0 85 %, C. glutamicum ArshA 58 % a C. glutamicum AsigHM o 121 % oproti
hodnotam namétenych za standardnich podminek. Za podminek disulfidového stresu se
aktivita CAT zvysila jen u divokého kmene C. glutamicum (zvyseni aktivity o 128 %). U

dele¢nich kment je viditelné sniZzeni promotorové aktivity oproti hodnotdm namétenych
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za standardnich podminek. Z dosazenych vysledku vyplyva, Ze aktivita promotoru
P4sigH je ovlivnéna deleci v genu sigH, zejména za podminek tepelného Soku a

disulfidového stresu.

4.2.6. Uré¢eni transkripénich starti genu rshA

Pro analyzu struktury promotorové oblasti genu rshA byla pouzita vyse popsana
metoda primer-extension. Konstrukt C. glutamicum/pET2/rshA byl kultivovan za
stejnych podminek jako v experimentu pro méteni aktivity CAT tedy za standardnich
podminek (30 °C) a sou¢asné za podminek tepelného Soku (40 °C, 60 min). Buné¢na
kultura byla zpracovana a pelet byl sto¢en centrifugaci a uchovan v -70 °C (dale viz
kapitola material a metody, 3.2.9.1.).

Identifikované transkripéni pocatky genu rshA metodou primer-extension jsou

znazornény na Obr. 4.12 a popsany V textu.

A Y 35 -10 TSP1 TSP2
N A ' 5'- TCGTGGAAGAAAACAGCTCCGAGGAATGTTAAAGGAAGTAG
[ T T Sl e\ sigH rshA
A A | CGAAGGAA - 28bp - TGAAGAAAAATTCGGAGGCATAACGATG -3'
N WA\ o N -/ L -
1‘_"" A/ W M -\Vw'v\_,\_, "V A
v ‘\/M v VYV UV VL W V \ o~V
PEX TSP1)| | TSP2
U \"\—-\-_- \ 1
5 — V., 3
MM A A r A
TTGTTCCTTCGCTACTTCCTTT

Obr. 4.12 - Vysledky reakci primer-extension promotorové oblasti genu rshA.

A - Drahy A, C, G, T oznacuji produkty sekvenaéni reakce DNA sledovaného konstruktu
s pouzitim stejné¢ znaeného primeru CM4, drahy PEX zobrazuji identifikované
transkripéni pocatky.

B - Nukleotidova sekvence upstream oblasti genu rshA (sekvence je reverzné
komplementarni k sekvenci znazornéné v ¢asti A).

Z vysledkt primer-extension jsou patrné dva transkrip¢ni starty lokalizované na
bazich guaninu (TSP1) a adeninu (TSP2) ve vzdalenostech 62 nt respektive 66 nt od
translacniho pocatku genu rshA. Na zaklad¢ ziskanych transkripcnich starta byly
odvozeny sekvence promotorovych oblasti -10 (5’-TGTTAAA-3°) a -35 (5°’-
TGGAAGA-3°). Podle sekvenci -10 a -35 lze piedpokladat, ze promotor genu rshA je

rozeznavan alternativnim ECF sigma faktorem SigH.

77



Vysledky

4.3. DNA Microarray analyza kmene C. glutamicum ArshA

Sigma faktor SigH je za standardnich podminek vazan s anti-sigma faktorem
RshA, coz zpisobuje jeho inaktivaci. Za podminek bunééného stresu je tato reverzibilni
vazba zruSena a sigma faktor SigH je uvolnén. Lze proto piedpokladat, ze trvalé uvolnéni
vazby SigH-RshA by zptsobilo zvysenou expresi genli rozeznavanych sigma faktorem
SigH i bez navozeni stresovych podminek v prostiedi. K tomuto t¢elu byl sestrojen kmen
C. glutamicum ArshA nesouci deleci v genu rshA kodujicim anti-sigma faktor RshA.
Konstrukce mutantniho kmene byla provedena analogicky podle jiz publikovaného
postupu (Ruckert et al., 2003). K identifikaci geni se zvySenou expresi, u nichz lze
predpokladat, ze jsou regulovany sigma faktorem SigH, byla pouzita metoda DNA
Microarray. Transkripéni profil deleéniho kmene C. glutamicum ArshA byl porovnan
s divokym kmenem C. glutamicum. Oba kmeny byly kultivovany v tekutém minimalnim
médiu CGXIIl za standardnich podminek. lzolovana celkovd RNA z obou kment
respektive jejich cDNA byla pouZita pro mapovani transkripcnich profili metodou DNA
Microarray (viz kapitola Material a metody, 3.2.8.). Tento experiment byl proveden ve
spolupraci na pracovisti s laboratoti Microbial Genomics and Biotechnology, Centrum
fiir Biotechnologie, Universitét Bielefeld, SRN.

Vysledky experimentu DNA Microarray jsou zaznamenany v Tabulce 4.1 a
zobrazeny na Obr. 4.13.

Tabulka 4.1 - Prehled gent se zvySenou hladinou exprese u kmene C. glutamicum ArshA
Vv porovnani s divokym kmenem C. glutamicum za standardnich podminek s pouzitim
metody Microarray hybridisation (Busche et al., 2012).

Cislo genu®  Nazev Funkce ’Fold

genu change’®

Geny ucastnici se disulfidového stresu

cg34050* zdo Zn-dependentni oxidoreduktasa 13.27

€g2538 FMN-dependentni alkanalmonooxygenasa 12.3

€g2838 Ptedpokladana dithiol-disulfidisomerasa 11.71

€g3236 msrA Protein-methionin-S-oxidreduktasa 6.59

€g2194 mtr Predpokladana NADPH-dependentni 4.92
mykothiolreduktasa

cgl709-* mshC Predpokladana 1-D-myo-inosityl-2-amino- 4.47

2-deoxy-alpha-D-glucopyranoside—L-
cysteinligasa

cg3299 trxB1 Thioredoxin (TRX) 3.73
cg2078 msrB Peptid methionin sulfoxid reduktasa 3.61
cg34220* trxB Thioredoxin reduktasa 3.53
cg34230 trxC Thioredoxin (TRX) 2.97
€Q2661 Piedpokladana dithiol-disulfid isomerasa 2.68
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cg3344 Predpokladana nitroreduktasa 2.66

cgl127m mca Piedpokladana mykothiol S-konjugativni 2.46
amidasa

cq2214 Piedpokladana [Fe-S]redoxni enzym 2.27

cg04970* hemA Glutamyl-tRNA reduktasa 2.07

cql765 sufR Transkripéni represor suf operonu 1.75

cg1553 qor2 Chinon oxidoreduktasa ti¢astnici 1.60
se odpovédi na disulfidovy stres

cg1375 Piedpokladany thioredoxin (TRX) 1.58

Geny ucastnici se tepelného Soku

dnaJ2 Chaperon, obsahujici Zn-finger doménu na 1.85
C-konci
clpP2 Endopeptidasa Clp, proteolyticka 1.68

podjednotka

cg3079e* clpB Piedpokladana ATP-dependentni proteasa 1.57
(protein tepelného Soku)

cg2645:* clpP1 Endopeptidasa Clp, proteolyticka 1.57
podjednotka

SOS odpovéd’ a opravy DNA

cg1555 uvrD3 DNA/RNA helikasa, superrodina | 3.78

cg1560 uvrA Exonukleasa ABC, podjednotka A ATPasy 2.23

cg0184"* Piedpokladany RNA-vazebny protein 1.95

cg0185" Piedpokladana glyoxalasa 1.91

cg0186" Piedpokladana methylovany-DNA-protein- 1.91
cystein methyltransferasa

cgl795 uvrC Exonukleasa podjednotka C 1.53

Komponenty Proteasomu

cgl1688° pafA2 Piedpokladana proteasomova komponenta 2.71

cgl689°* pup Prokaryoticky ubiquitin-like protein 2.48

cg0998 Trypsin-like serin proteasa 1.54

Geny s ostatni funkci

cg34070 Ptedpokladany membranovy protein 6.41

€g2106 Konservovany hypoteticky protein 6.19

cg06171* Hypoteticky protein 4.20

cg1288 Domnéla vicelatkova efluxni permeasa, 3.94
typu MFS

€g1432 ilvD Dehydratasa dihydroxykyselin 3.84

cgl3987 Konservovany hypoteticky protein 3.78

cg061471 Hypoteticky protein 3.71

cg06167 fdhD Predpokladana format dehydrogenasa, 3.71
rodina FdhD

cgl3971* trmU tRNA (5-methylaminomethyl-2- 3.71
thiouridylate)-methyltransferasa

€g2423 lipA Lipoyl synthetasa 3.34

cg0378 Piedpokladany Phage-aasociovany protein 2.93

cg2411 Konzerovany hypoteticky protein, rodina 2.81
HesB/YadR/YfhF

cgl799* ribC Riboflavin syntasa, alfa fetézec 2.73
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€g2247
cg1282
cg2127
cg3424o
cgl798e

€g2835
cgl281

cgl687°
cgl797e
cgl779

€Q2762
cg3078e

cgl4ll”®

€g2636
cg1780
cgl413°

cg04980
€g2665
cg21811*

cgll128~

cg1139
cgl708°
€g2560
cg2183f

cg2434
cg0380
cg0043
cg0228
cgl412°
cgl778
cg1686°
cg1482
cg2514
€g2206

€g2546

cg0699

cwIM
ribA

ribH
OpcA

murl
rbsA
catA
pal

rbsB

hemC

aceA

rbsC

zwf

ispG

guaB2

Hypoteticky protein

Konservovany hypoteticky protein
Hypoteticky protein
N-Acetylmuramoyl-L-alanine amidasa
Piedpokladana GTP cyclohydrolasa 11/3,4-
dihydroxy-2-butanone-4-phosphatesynthasa
Predpokladana acetyltransferasa
Transporter typu ABC, ATPasova a
permeasova podjednotka

Piedpokladany transkripéni regulator
Riboflavin syntasa, beta fetézec
Glukosa-6-fosfat 1-dehydrogenasova
podjednotka

Glutaméateracemasa

Hypoteticky protein

Transporter ribosy, ATPasova podjednotka
(TC3.Al121)

Katechol 1,2-dioxygenasa
6-Fosfoglukonolaktonasa

Transporter typu ABC- ribosy, ATPasova
podjednotka (TC 3.A.1.2.1)
Porphobilinogenova deaminasa
Hypoteticky protein
Transporter typu ABC- domnély
dipeptid/oligopeptid, substrato-vazebny
lipoprotein

Hypoteticky protein, podobny
ribosomalnimu proteinu S2

Allofanat hydrolasova podjednotka 2
Konservovany protein

Isocitrat lyasa

Transporter typu ABC, permeasova
podjednotka

Piedpokladana monooxygenasa, luciferasa
Hypoteticky protein

Transporter typu ABC- mangan/zinek,
ATPasova podjednotka

Dvouslozkovy systém, senzory histidin
kinazy, domnéla pseudogenasa
Transporter ribosa, permeasova podjednotka
(TC3.Al121)

Glukoso-6-fosfat 1-dehydrogenasa
Predpokladany transkripéni regulator
Predpokladana Zn-dependentni hydrolasa
Konservovany hypoteticky protein
4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl
difosfatova syntasa

Piedpokladany sekundarni tansportér C4-
dikarboxylovych slou€enin patfici do rodiny
TRAP-T

IMP dehydrogenasa
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2.35
2.35
2.33
2.22

2.17
2.16

2.13
2.10
2.06

2.03
1.97
1.92

1.88
1.87
1.85

1.84
1.82
1.80

1.79

1.75
1.75
1.72
1.71

1.68
1.67
1.65
1.65
1.65
1.65
1.61
1.61
1.59
1.58

1.58

1.56
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cg2184 Piedpokladana ATPasova podjednotka 1.56
transporteru typu ABC

cg3077e Predpokladany Membranovy protein 1.56

cgl410°* rbsR Transkripéni represor ribosového importéru 1.54
RbsACBD, Lacl- rodina

cgl464 Transkripéni regulator, HTH_3-rodina 1.52

& - Geny sdruzené do spole¢ného operonu jsou oznac¢eny stejnym symbolem. Prvni gen v
operonu je oznacen hvézdi¢kou. Podtrzené geny byly jiz dfive publikovany jako SigH-
dependentni (Ehira et al., 2009b) (Engels et al., 2004).

b_ Fold change, hodnota signal intensity ratio definovana jako 2 (Mvalue)

Z vysledkl analyzy DNA Microarray u sledovanych kmentd C. glutamicum wt a
C. glutamicum ArshA vyplyva, ze celkem 83 genti lokalizovanych v 61 transkripénich
jednotkach vykazalo vys$si expresi u dele¢niho kmene ve srovnani s kmenem divokym.
Mezi geny s nejvyssi expresi byly zaznamenany geny jiz diive publikované jako SigH-
dependentni (Ehira et al., 2009b). Tyto vysledky potvrzuji stanoveny piedpoklad, Ze
aktivita sigma faktoru SigH je mnohem vyss$i v pfipadé nefunkéniho proteinu RshA.
Vysledky rovnéZ potvrzuji predpoklad, Ze protein RshA figuruje jako anti-sigma faktor
regulujici v in-vivo podminkach aktivitu sigma faktoru SigH. Analyzou DNA Microarray
byly rovnéz identifikovany nové geny, jejichz exprese je regulovana systémem SigH-
RshA. Mezi tyto geny patii: uvrA (cgl560) a uvrC (cgl790) kodujici podjednotky
exonukleasy ABC, dale pak gen uvrD3 (cgl555) kodujici jeden ze tii proteini DNA
helikasy. Systém SigH — RshA se rovnéz podili na regulaci exprese genového shluku
€g0184 - cg0186, ktery se pravdépodobné podili na opravach DNA. Mezi dalsi nové
identifikované geny patii pup (cgl689) kodujici ubiquitin-like protein a gen cg0998
kodujici  trypsin-like proteasu. Posledni dva jmenované geny jsou soucasti
proteasomového komplexu.

Mezi geny, jejichz exprese byla naopak sniZzena v dele¢nim kmeni C. glutamicum
ArshA patii prekvapiveé gen sigH. Dalsi geny dfive identifikované jako SigH-dependentni
vykazovaly nizké kladné hodnoty poméru m-value/a-value, mezi tyto geny patii dnaJ2,
clpB, clpP1 a clpP2. Dalsi geny pattici do operonu dnaK — grpE, clpC, sigB a vétsina
genu patfici do clusteru suf vykazovala zaporné hodnoty poméru m-value/a-value. Tento
jev muize byt dan pfitomnosti dal§iho regula¢niho systému, ktery negativné ovliviiuje

expresi téchto genil v nepfitomnosti stresovych podminek (tepelného Soku).
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Obr. 4.13 - Mapovani transkripéniho profilu kmene C. glutamicum ArshA
v porovnani S divokym kmenem C. glutamicum. Grafické znazornéni poméru hodnot
m-value (signal intensity ratio) a a-value (signal intensity) ziskanych metodou DNA
Microarray pii porovnani transkripéniho profilu deleéniho kmene C. glutamicum ArshA
s kmenem divokym. Geny se zvySenou mirou exprese v kmenu C. glutamicum ArshA
jsou znazornény kladnou hodnotou, zatimco zapornymi hodnotami jsou znazornény geny
se zvySenou mirou exprese v divokém kmeni C. glutamicum. Pouze hodnoty m-value
vyssi nez +0,6 a nizsi nez -0,6 byly povazovany za vyznamné. U vybranych gentl jsou
uvedeny nazvy (Busche et al., 2012).

4.4. Analyza promotoru rozeznavanych alternativnim sigma faktorem SigH

Na zéakladé¢ znalosti genomové sekvence C. glutamicum byly identifikovany geny,
Vv jejichz upstream oblasti od transla¢niho pocatku se nachazi hexamery, jejichZ sekvence
se podobaji znamym promotorim rozeznavanym alternativnimi ECF sigma faktory. Pro
identifikaci pfislusnych promotort byly tyto oblasti naklonovany do vektoru pET2 a
vneseny transformaci do kment C. glutamicum. Nasledné byly méteny specifické aktivity

reportérového enzymu CAT za riznych fyziologickych podminek.

4.4.1 Klonovani a stanoveni aktivit promotora genu dnaJ2 (cg2515)

Gen dnaJ2 koduje protein typu molekularniho chaperonu, ktery se ucastni
bunééné odpoveédi na tepelny Sok u C. glutamicum. Tento gen byl jiz diive identifikovan
jako SigH-dependentni (Ehira et al., 2009b).

Na zaklad¢ znalosti sekvence DNA genomu C. glutamicum byly navrzeny dvojice

primert tak, aby vysledné fragmenty DNA pouZité pro klonovani dostatecné pokryvaly
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upstream oblast vybranych gena v rozsahu, ktery je bézny pro vyskyt promotorovych
oblasti. Fragmenty byly pfipraveny PCR reakci S pouzitim nésledujici kombinace
primeri: PDNAJ2F-PDNAJ2R pro syntézu fragmentu PdnaJ2 o velikosti 550 bp.
Ziskany fragment byl klonovan do promoter-probe vektoru pET2 a nasledné pienesen do
bunék divokého kmene C. glutamicum a kmend nesoucich deleci v genu koédujicim
ptislusny sigma faktor.

Aktivita jednotlivych fragmenti v kmenech C. glutamicum byla méfena za
ruznych fyziologickych podminek. Vysledky méfeni promotorové aktivity CAT
konstruktu pET2/PdnaJ2 jsou znazornény na Obr. 4.14.

0.09 ~ m30°C
Specificka aktivita CAT promotoru PdnaJ2 m40°C

0.08 ~
0.07 ~
0.06 -
0.05 A

0.04 ~

Aktivita CAT
|U/mg]

0.03

0.02

0.01

0.00 -
CG wt CG AsigH CG AsigM CG AsigE

Kmeny C. glutamicum

Obr. 4.14 — Vliv tepelného Soku na aktivitu promotorové oblasti genu dnaJ2 v
riznych kmenech C. glutamicum. Promotorové aktivity byly méfeny za standardnich
fyziologickych podminek (modry sloupec, 30 °C) a za podminek tepelného Soku (Cerveny
sloupec, 40 °C). Znazornéné vysledky jsou aritmetické priméry ze tfech nezavislych
méteni jednotlivych vzorki, smérodatna odchylka je znazornéna chybovou tseckou.

Hodnoty specifické aktivity CAT u naklonovaného fragmentu PdnaJ2 jsou
zvySené ucinkem tepelného Soku u divokého kmene C. glutamicum o 67 % oproti
hodnotam namétenych za standardnich podminek. ZvySeni promotorové aktivity bylo
rovnéz zjisténo u deleéniho kmene ASIgE, kde doslo k naristu aktivity o 32 %. U kmene
AsigM se promotorova aktivita snizila u¢inkem tepelného Soku o 8 %. Nejvetsi rozdil
promotorovych aktivit byl naméfen u dele¢niho kmene C. glutamicum AsigH. Vlivem
tepelného Soku doSlo ke sniZzeni promotorové aktivity o 45 % oproti hodnotdm

naméfenych za standardnich podminek.
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Aktivita promotorové oblasti genu dnaJ2 byla rovnéz testovana za podminek

etanolového (10% etanol, 15 min) a oxidativniho (1% H202, 15 min) stresu. Promotorové
aktivity byly méfeny jen u divokého kmene C. glutamicum.

Vysledky méfeni promotorové aktivity CAT jsou zobrazeny na Obr. 4.15.

0.007 1 Specificka aktivita CAT promotoru PdnaJ2 aiie

= EtOH
0.006 - o
0.005 +

0.004 -

0.003 -

Aktivita CAT
[U/mg]

0.002 A

0.001 -

0.000 -

CG wt
Kmen C. glutamicum wild type

Obr. 4.15 — Vliv etanolového a oxidativniho stresu na aktivitu promotorové oblasti
genu dnaJ2 u kmene C. glutamicum. Promotorové aktivity byly méteny za standardnich
fyziologickych podminek (modry sloupec, 30 °C) a za podminek etanolového (hnédy
sloupec, 10% etanol, 15 min) a oxidativniho (1% H202 , 15 min) stresu. Znazornéné
vysledky jsou aritmetické priméry ze tfech nezéavislych méteni jednotlivych vzorkd,
smérodatnd odchylka je zndzornéna chybovou tseckou.

Z vysledkti méfeni aktivit promotorové oblasti genu dnaJ2 je patrné zvyseni
ucinkem etanolového stresu, kde byla namétena vyssi aktivita o 57 % oproti hodnotam
ziskanych za standardnich podminek. Niz§i aktivita byla naméfena po pisobeni
oxidativniho stresu, kde byla hodnota promotorové aktivity nizsi o 40 % oproti hodnotam
ziskanych za standardnich podminek.

Z dosazenych vysledkd vyplyva, ze aktivita promotorové oblasti genu dnaJ2 je
ovlivnéna deleci v genu sigH, a tedy Ze se sigma faktor SigH podili na regulaci exprese
tohoto genu za podminek tepelného Soku. Dale bylo zjisténo, ze exprese genu dnaJ2 je

aktivovana etanolovym stresem.
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4.4.2 Urceni transkripénich starti genu dnaJ2

Pro analyzu struktury promotorové oblasti genu dnaJ2 byla pouzita vyse popsana
metoda primer-extension. Konstrukt C. glutamicum/pET2/dnaJ2 byl kultivovan za
stejnych podminek jako v experimentu pro méteni aktivity CAT tedy za standardnich
podminek (30 °C) a soucasné za podminek tepelného stresu (40 °C, 60 min). Bunééna
kultura byla zpracovéana a pelet byl sto¢en centrifugaci a uchovan v -70 °C (dale viz
kapitola material a metody, 3.2.9.1.).

Identifikované transkripéni pocatky genu dnaJ2 metodou primer-extension jsou

znazornény na obrazku 4.16 a popsany v textu.
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Obr. 4.16 - Vysledky reakci primer-extension promotorové oblasti genu dnaJ2.

A - Drahy A, C, G, T oznacuji produkty sekvenac¢ni reakce DNA sledovaného konstruktu
s pouzitim stejné¢ znacené¢ho primeru CM4, drahy PEX zobrazuji identifikované
transkripéni pocatky u kment C. glutamicum a C. glutamicum AsigH za standardnich
podminek a za podminek tepelného Soku.

B - Nukleotidova sekvence upstream oblasti genu dnaJ2 (sekvence je reverzné
komplementarni k sekvenci zndzornéné v Casti A) S vyznacenymi transkripnimi starty

Vysledky zexperimentu primer-extension odhalily tfi transkripéni starty
lokalizované na bazich guaninu (TSP1), thyminu (TSP2) a adeninu (TSP3) ve
vzdalenostech 12 nt, 92 nt a 143 nt od transla¢niho pocatku genu dnaJ2. V experimentu
byl pouzit fluoresceinem znaceny specificky primer CM4. K identifikovanym
transkripcnim startim byly odvozeny nasledujici sekvence tiech promotorovych oblasti,
pro TSP1 oblast -10 (5’-TAATCT-3°) a -35 (5’-TATAGT-3%), TSP2 oblast -10 (5°-
CGTTGC-3°) a -35 (5-GGGAAC-3°) a TSP3 oblast -10 (5’-GGTTGG-3°) a -35 (5°-
GCGCAC-3%). Podle sekvenci -10 a -35 lze predpokladat, ze promotor PldnaJ2 je

rozeznavan primarnim sigma faktorem SigA, zatimco promotor P2dnaJ2 alternativnim
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ECF sigma faktorem SigH. Vzhledem Kk atypické sekvenci -35 promotoru P3dnaJ2 je

predikce sigma faktoru rozeznavajiciho tento promotor obtizna.

4.4.3 Klonovani a stanoveni aktivit promotora gena uvrA (cg1560) a uvrD (cg1555)

Gen uvrA (cgl1560) kéduje protein nukleasu UvrA ucastnici se excisni opravy
DNA. Expresi genu uvrD vznikne RNA/DNA helikasa UvrD.

Na zaklad¢ znalosti sekvence DNA genomu C. glutamicum byly navrzeny dvojice
primeru tak, aby vysledné fragmenty DNA pouzité pro klonovani dostate¢né pokryvaly
upstream oblasti genti uvrA a uvrD v rozsahu, ktery je béZzny pro vyskyt promotorovych
oblasti. Fragmenty byly pfipraveny PCR reakci s pouzitim nésledujici kombinace
primeri: PUVRAF-PUVRAR pro syntézu fragmentu PuvrA o velikosti 249 bp,
PUVRDF-PUVRDR2 pro syntézu fragmentu PuvrD o velikosti 299 bp. Ziskané
fragmenty byly klonovany do promoter-probe vektoru pET2 a transformovany do
kompetentnich bunék E. coli DH5a..

Ziskané konstrukty pET2/PuvrA a pET2/PuvrD byly pro kontrolu osekvenovany
S pouzitim primeru CM4 a nasledné elektroporaci pieneseny do divokého kmene C.
glutamicum a kment nesoucich deleci v genu kodujicim piislusny sigma faktor. Klony
obsahujici naklonované konstrukty pET2/PuvrA a pET2/PuvrD byly pouzity pro
stanoveni promotorové aktivity na zakladé méteni aktivity reportérového enzymu CAT.
Aktivita jednotlivych fragmentli v kmenech C. glutamicum byla méfena za standardnich
podminek (30 °C) a za podminek tepelného Soku (40 °C, 60 min).

Vysledky méfeni specifickych aktivit CAT jsou zobrazeny na Obr. 4.17.
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Obr. 4.17 — Vliv tepelného Soku na aktivitu promotorové oblasti genu uvrA v
ruznych kmenech C. glutamicum. Promotorové aktivity byly méfeny za standardnich
fyziologickych podminek (modry sloupec, 30 °C) a za podminek tepelného Soku (Cerveny
sloupec, 40 °C). Znazornéné vysledky jsou aritmetické priméry ze tfech nezavislych
méfeni jednotlivych vzorki, smérodatna odchylka je znazornéna chybovou tseckou.

Z vySe uvedenych vysledkd je patrné, ze aktivita promotoru PuvrA nebyla
ovlivnéna tepelnym Sokem.

Specificka aktivita CAT pii pouziti promotoru PuvrD dosahovala velmi nizkych
hodnot jak pii 30 °C (0,0049 + 0,0012 U/mg proteinu), tak po tepelném Soku (0,0046 +
0,0013 U/mg proteinu). U kmenti AsigH a ArshA se nepodafilo ziskat hodnoty, které by

bylo mozné statisticky doloZit.

4.4.4 Ur¢eni transkrip¢nich starti genia uvrA a uvrD

Pro analyzu struktury promotorovych oblasti gent uvrA a uvrD byla pouZzita vyse
popsana metoda primer-extension. Konstrukty testované pro méfeni specifické aktivity
CAT byly kultivovany za stejnych podminek tedy za standardnich podminek (30 °C) a
soucasné za podminek tepelného stresu (40 °C, 60 min). Bunécné kultury byly stoceny
centrifugaci a bunécné pelety byly a uchovany v -70 °C (déle viz kapitola material a
metody, 3.2.9.1.).

Identifikované transkripéni pocatky gent uvrA a uvrD metodou primer-extension

jsou zobrazeny na Obr. 4.18 a Obr. 4.19 a popsany v textu.
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Obr. 4.18 - Vysledky reakci primer-extension promotorové oblasti genu UVrA.

A - Drahy A, C, G, T oznacuji produkty sekvenaéni reakce DNA sledovaného konstruktu
s pouzitim stejn¢ znaceného primeru CM4, drdha PEX zobrazuje identifikovany
transkrip¢ni pocatek.

B - Nukleotidova sekvence upstream oblasti genu uvrA (sekvence je reverzné
komplementarni k sekvenci znazornéné v €asti A) s vyzna¢enym transkripnim startem a
odvozenymi promotorovymi oblastmi -10 a -35.

Vysledky zexperimentu primer-extension odhalily jeden transkripéni start
lokalizovany na bazi guaninu (TSP1) ve vzdalenosti 46 nt od transla¢niho pocatku genu
uvrA. V experimentu byl pouzit fluoresceinem znaeny specificky primer CM4.
K identifikovanému transkripénimu startu byly odvozeny nasledujici sekvence
promotorové oblasti -10 (5’-TGTTCGA-3°) a -35 (5’-CGGAAAC -3°) (Busche et al.,
2012).

V promotorové oblasti PuvrD byl metodou primer-extension identifikovan jeden
transkripcni pocatek na bazi cytosinu (TSP1) ve vzdalenosti 56 nt od translacniho pocatku
genu uvrD. V experimentu byl rovnéZ pouzit fluoresceinem znaceny specificky primer
CM4. Kidentifikovanému transkripénimu startu byly odvozeny nésledujici sekvence
promotorové oblasti -10 (5’-TGTTGTA-3) a -35 (5’-TGGAATG-3°) (Busche et al.,
2012).

Podle sekvenci -10 a -35 lze predpokladat, ze promotory gend UvrA a uvrD jsou

rozeznéavany alternativnim ECF sigma faktorem SigH.

88



Vysledky

PEX -35 -10 TSP1
A 5. TCTGGAATGATTGATAGCTCCCAAGTGTTGTATCTATTC
D
c CAGTTCAAACACTTTTTCT - 30nt - CCCGGAGTG -3'
G
5T -3
\
AGAAAAAGTGTTTGAACTGGAATAGAT

Obr. 4.19 - Vysledky reakci primer-extension promotorové oblasti genu uvrD.

A - Dréhy A, C, G, T oznacuji produkty sekvenacni reakce DNA sledovaného konstruktu
s pouzitim stejn¢ znaceného primeru CM4, drdha PEX zobrazuje identifikovany
transkrip¢ni pocatek.

B - Nukleotidova sekvence upstream oblasti genu uvrD (sekvence je reverzné
komplementarni k sekvenci zndzornéné v ¢asti A) s vyznacenym transkripénim startem

.....

4.4.5 Klonovani a stanoveni aktivity promotoru genu sigM

Gen sigM (cg3420) koduje alternativni ECF sigma faktor SigM, ktery se ucastni
regulace exprese gend, jejichz produkty se ti¢astni bunééné odpovédi na disulfidovy a
tepelny stres (Nakunst et al., 2007).

Na zaklad¢ znalosti sekvence DNA genomu C. glutamicum byla navrzena dvojice
primeru tak, aby vysledny fragment DNA pouzity pro klonovani dostatecné pokryval
upstream oblast genu sigM v rozsahu, ktery je bézny pro vyskyt promotorovych oblasti.
Fragmenty byly pfipraveny PCR reakci s pouZzitim nasledujici kombinace primeri:
PSIGMF-PSIGMR pro syntézu fragmentu PsigM o velikosti 543 bp. Ziskany fragment
byl klonovan do promoter-probe vektoru pET?2 a transformovan do kompetentnich bunék
E. coli DH5a.

Ziskany konstrukt pET2/PsigM byl elektroporaci pienesen do divokého kmene C.
glutamicum a kment nesoucich deleci v genu kodujicim ptislusny sigma faktor. Klony
obsahujici konstrukt pET2/PsigM byly pouzity pro stanoveni aktivity CAT. Aktivita
jednotlivych fragmentti v kmenech C. glutamicum byla métena za standardnich podminek
(30 °C) a za podminek tepelného Soku (40 °C, 60 min).

Vysledky méfeni specifickych aktivit CAT jsou znazornény na Obr. 4.20.
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Obr. 4.20 — Vliv tepelného Soku na aktivitu promotorové oblasti genu sigM v
ruznych kmenech C. glutamicum. Promotorové aktivity byly méfeny za standardnich
fyziologickych podminek (modry sloupec, 30 °C) a za podminek tepelného Soku (Cerveny
sloupec, 40 °C). Znazornéné vysledky jsou aritmetické priméry ze tfech nezavislych
méfeni jednotlivych vzorki, smérodatna odchylka je znazornéna chybovou tseckou.

Hodnoty naméfenych specifickych aktivit CAT u vSech sledovanych kment
nevykazuji zvySeni G¢inkem tepelného Soku. U divokého kmene C. glutamicum jsou
hodnoty aktivity CAT za standardnich podminek a po tepelném Soku srovnatelné. U
dele¢nich kmentd C. glutamicum AsigH a C. glutamicum AsigM je patrny pokles
promotorovych aktivit o 35 % (kmen AsigH) respektive o 15 % (kmen AsigM). U
dele¢niho kmene C. glutamicum ASIigE jsou hodnoty aktivity CAT za standardnich
podminek a po tepelném Soku srovnatelné. Aktivita v kmeni C. glutamicum AsigE byla
vyrazné snizena v porovnani ostatnimi sledovanymi kmeny. Nejvyssi aktivita CAT byla
naméfena u dele¢niho kmene AsigM. Vysledky méfeni specifickych aktivit CAT ukazuji
na vliv delece v genech sigH a sigM na aktivitu promotoru genu sigM.

Podrobna analyza promotorové oblasti genu sigM a mapovani SigM-
dependentnich promotort je tématem samostatné disertaéni prace Mgr. Hany Dostalové,

provadéné v Laboratofi molekularni genetiky bakterii v MBU.

4.4.6 Klonovani a stanoveni aktivit promotoru geni cg2661 (DDI) a cg3405 (ZDO)
Geny kmene C. glutamicum ATCC 13032 cg2661 a cg3405 (odpovidajici gentim
cgR_2320 a cgR_2964 u kmene C. glutamicum R) koduji dithiol-disulfidovou isomerasu
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(DDI) a Zn-dependentni oxidoreduktasu (ZDO). Oba proteiny se G¢astni bunééné SOS
odpovédi a bunécné reakce na stresové podminky v kmeni C. glutamicum R a soucasné
je jejich exprese je regulovana sigma faktorem SigH (Ehira et al., 2009Db).

Na zakladé znamé sekvence genomu C. glutamicum byly klonovany upstream
DNA oblasti od transla¢nich zacatki genti cg2661 a cg3405 do promotor—probe vektoru
PET2 za pouziti specifickych kombinaci primerd PDDIF-PDDIR respektive PZDOF-
PZDOR. Ziskané konstrukty pET2/Pddi a pET2/Pzdo byly pfeneseny do bunék E. coli
DH5a a nasledné elektroporaci vneseny do divokého kmene C. glutamicum a dele¢ni
mutanty C. glutamicum AsigH.

Specifickd aktivita CAT byla méfena za standardnich podminek (30 °C) a za
podminek tepelného stresu (40 °C, 60 min). Naméfené hodnoty specifickych CAT jsou

znazornény na Obr. 4.21
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Obr. 4.21 — Vliv tepelného $oku na aktivitu promotorovych oblasti genti cg2661 a
€g3405 v riznych kmenech C. glutamicum. Promotorové aktivity byly méfeny za
standardnich fyziologickych podminek (modry sloupec, 30 °C) a za podminek tepelného
Soku (Cerveny sloupec, 40 °C). Znazornéné vysledky jsou aritmetické pruméry ze tiech
nezavislych méfeni jednotlivych vzorkl, smérodatna odchylka je znazornéna chybovou
useckou. Chybova usecka neni zobrazena u méteni aktivity promotorové oblasti genu
€g3405 u kmene AsigH z divodu nizkych hodnot.

Z namé&fenych hodnot specifické aktivity CAT je patrné, ze ob¢ sledované
promotorové oblasti vykazovaly mirné zvySeni aktivity Ucinkem tepelného Soku

Vv divokém kmeni C. glutamicum, tak i v dele¢nim kmeni C. glutamicum AsigH.
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Vysledky méteni neprokazaly vliv delece v genu sigH na aktivitu promotori genti

€g2661 a cg3405.

4.5. Analyza promotoru rozeznavanych dvéma sigma faktory

Zjisténi existence tfi promotoru genu dnaJ2 (PldnaJ2, P2dnaJ2 a P3dnaJ2)
pokazuje na to, ze exprese tohoto genu mize byt regulovana jak ECF sigma faktorem
(zfejme SigH), tak primarnim sigma faktorem SigA. Pfitomnost dvou promotort, z nichz
jeden je SigA-dependentni (P1dnaK) a druhy SigH-dependentni (P2dnaK), byla jiz diive
publikovana u operonu dnaK-grpE-dnaJ-hspR, kodujiciho molekularni chaperony
ucastnici se buné¢né odpovédi na tepelny Sok (Barreiro et al., 2004). Podobné u genu
clgR, ktery koduje transkripéni regulator, je exprese fizena jak ze SigH-
dependentniho promotoru PlclgR, tak ze SigA-dependentniho P2clgR (Engels et al.,
2004).

Pro testovani toho, zda SigH-dependentni promotory P1clgR, P2dnaK a P2dnaJ2
jsou rozeznavany jesté dalsim ECF sigma faktorem, byly tyto promotory klonovany do
promotor-probe vektoru pEPR1 s reportérovym genem gfpuv, kodujicim zeleny
fluorescenéni protein (Gfp). Promotorova aktivita byla stanovena jako intenzita
fluorescence proteinu GFP. Ptislusné konstrukty byly pieneseny do divokého kmene C.
glutamicum a do dele¢nich kment C. glutamicum AsigH a C. glutamicum AsigE. U
konstruktu pEPR1/P1clgR bylo nutné inaktivovat promotor P2cIgR cilenou mutagenezi
promotorové oblasti -10, z divodu tésné blizkosti obou promotort (Engels et al., 2004).
Aktivity promotorti byly stanoveny za standardnich fyziologickych podminek a jsou

znazornény na Obr. 4.22.
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4.5.1 Mé¥eni aktivity promotoru P1lclgR

Vysledky méteni aktivity SigH-dependentniho promotoru P1clgR jsou zobrazeny

na Obr. 4.22 a popsany v textu.
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Obr. 4.22 — Aktivita promotori PlclgR, P2dnaK a P2dnaJ2 v riiznych kmenech
C. glutamicum. Aktivita promotort byla stanovena jako intenzita fluorescence proteinu
Gfp v konstruktu pEPR 1/+ piislusny konstrukt za standardnich fyziologickych podminek
u riznych kmenua C. glutamicum: divokého wt (¢erny sloupec), AsigH (bily sloupec) a
ASIgE (Sedivy) (Silar et al., 2016).

Z naméfenych vysledki je ziejmé, ze aktivita promotoru P1clgR se mirné snizila

u dele¢niho kmene C. glutamicum AsigH ve srovnani s divokym kmenem C. glutamicum.

Tento vysledek potvrzuje piitomnost SigH-dependentniho promotoru. Z vysledka je
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rovnéz patrna rezidualni aktivita u delecniho kmene. Lze tedy pfedpokladat, ze promotor

P1clgR je rozeznavan i dalsim ECF sigma faktorem,

4.5.2 Méfeni aktivity promotoru P2dnaK

Z vysledkti méfeni aktivity SigH-dependentniho promotoru P2dnaK je patrné
snizeni aktivity pouze v exponencionalni fazi ristu u dele¢niho kmene C. glutamicum
AsigH. U kmene C. glutamicum AsSigE nebylo pozorovano snizeni aktivity béhem

exponencionalni faze, ale naopak jeji mirné zvyseni v pozdnich fazich ristu.

4.5.3 Méfeni aktivity promotoru P2dnaJ2

Z vysledku je patrné, ze aktivita SigH-dependentniho promotoru P2dnaJ2
v kmenech C. glutamicum nebyla ovlivnéna pfitomnosti delece v genu sigH. U dele¢niho
kmene C. glutamicum ASIigE je vSak patrny pozitivni efekt na aktivitu. Testovani
soucasného vlivu obou sigma faktori SigH a SigE na aktivitu promotoru P2dnaJ2
V jednom kmeni, vyzaduje konstrukci kmene C. glutamicum AsigHE nesouciho delece
v obou genech sigH a sigE. Pies vSechny pokusy se doposud nepodatfilo sestrojit tento

kmen, coz miiZze byt dano jeho nezivotaschopnosti.

Ze ziskanych vysledkli méfeni specifickych aktivit CAT a Gfp v dele¢nich
kmenech C. glutamicum vyplyva, ze nékteré promotory mohou byt rozpoznavany vice
ECF sigma faktory. Pro piimy dikaz vlivu jednotlivych sigma faktorti na expresi genu

z konkrétniho promotoru byla pouzita analyza in-vitro transkripce.

4.6. In-vitro transkripéni analyza vybranych promotori

Pro uréeni promotorové specificity jednotlivych sigma faktort byl zkonstruovan
in-vitro transkripéni systém, umoznujici testovani jednotlivych sigma faktord na
konkrétni promotorové oblasti v podminkach in-vitro, tedy bez pfitomnosti dal$ich
transkripénich faktord, které mohou pozitivné nebo negativné ovlivnit genovou expresi
(Holatko et al., 2012). In-vitro transkrip¢ni systém se ukazal rovnéZz jako vhodny systém
pro diikaz rozliSovani jednoho promotoru dvéma raznymi sigma faktory.

Pro testovani funkce sigma faktort metodou in-vitro transkripce byly vybrané
promotorové oblasti klonovany do vektoru pRLG770 a preneseny do bun¢k E. coli
DH5a. Nasledné byla izolovana plazmidova DNA (viz Material a metody, 3.2.10.)
ziskaného konstruktu, jehoZ linearizovand forma byla pouZita jako templatova DNA pro

experimenty in-vitro transkripce.
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4.6.1 In-vitro transkrip¢ni analyza promotoru Pper

Promotor Pper se nachazi v ptirozeném plazmidu pGAL1 C. glutamicum. Jedna se
o velmi silny promotor obsahujici oblasti -10 (5’-TATAAT-3") a -35 (5’-TAGAAT-3’)
(Nesvera et al., 1997). Hexamery promotorovych oblasti jsou velmi podobné konsensus
sekvenci promotori rozeznavanych primarnim sigma faktorem SigA, piipadné
alternativnim primary-like sigma faktorem SigB (Patek & Nesvera, 2011). Pro testovani
této hypotézy byl pouzit in-vitro transkripcni systém. Do reakéni smési obsahujici jadro
RNA polymerasy (RNAP) byl pfidan sigma faktor SigA nebo SigB a linearizovany
pPRLG770/Pper jako templatova DNA.

Vysledkem in-vitro transkripéni reakce (Obr. 4.23) jsou dva silné signaly
v drahach pro SigA a SigB. Zadny signél nebyl patrny v reakénich smésich obsahujicich
pouze RNAP bez ptfidaného sigma faktoru (negativni kontrola) a RNAP holoenzymu
s pfidanymi ECF sigma faktory SigD, SigE, SigH nebo SigM.

Promotor Pper Legenda:
S'Qma ‘faktor - 0 0° 0" 0" 0" 0" Drahy 1-7 oznaéuji promotor Pper
Draha €. 1 2 3 45 6 7 g*PERM_ protein sigma faktoru pridany do reakéni
- - smesi
'-'- Negativni kontrola (bez pfidani sigma faktoru
do reakéni smési)
o - pozice transkriptu, produktu in-vitro reakce
~150 ntey [ . -

Obr. 4.23 - In-vitro transkrip¢ni analyza silného vegetativniho promotoru Pper C.
glutamicum.

Ziskany vysledek potvrdil, ze promotor Pper je jako typicky ’housekeeping’
promotor rozeznavany jak primarnim sigma faktorem SigA, tak ’primary-like’ sigma

faktorem SigB.

4.6.2 In-vitro transkrip¢ni analyza promotoru P4sigH

V promotorové oblasti genu SigH byly Vv této praci identifikovany 4 transkripcni
starty a odvozeny 4 promotorové oblasti P1sigH, P2sigH, P3sigH a P4sigH. Sekvence
hexamerovych motivti promotoru P1sigH, P2sigH a P3sigH obsahuji konsensus sekvence
typické pro SigA-dependentni promotory. U promotorové oblasti P4sigH byly urceny

nasledujici sekvence hexamerovych motivt -10 (5’-TACATA-3%) a-35 (5>-TTGTTTT-
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3). Stanovena promotorova oblasti nevykazuje konservativni sekvence SigH-
dependentnich promotort, av§ak v podminkach in-vivo byl patrny vliv delece v genu
sigH na tuto promotorovou oblast.

Na zaklade¢ téchto fakti se predpokladalo, Ze promotorova oblast P4sigH obsahuje
aktivni promotor, ktery by mohl byt rozeznavany primarnim sigma faktorem SigA
ptipadné byt SigH-dependentni.

In-vitro transkripéni analyzou promotoru P4sigH vznikl pouze transkript
Vv piitomnosti primarniho sigma faktoru SigA (Obr. 4.24). Z vysledku je patrné, Ze
mnozstvi ziskaného transkriptu linearné rostlo se zvySenym podilem pfidaného sigma
faktoru SigA. Pfitomnost slabého transkriptu v drdze oznacené jako negativni kontrola je
zpuisobeno skutecnosti, ze izolovana RNAP obsahuje malé mnozstvi soucCasné
izolovaného sigma faktoru SigA. Nasledné experimenty S pouZzitim alternativnich sigma

faktorti SigH a SigE nevedly ke vzniku Zadného transkriptu.

Promotor P4sigH Legenda:
Sigma faktor = oo ot Drahy 1-4 oznacuji promotor P4sigH v riznych pomérech
Dréha &. 1 2 3 4 RNAP:SigA (1:0, 1:10, 1:25, 1:50)

o”- protein sigma faktoru SigA pfidany do reakéni smési
"' - Negativni kontrola (bez pfidani sigma faktoru
do reakéni smési)

o - pozice transkriptu, produktu in-vitro reakce

- |4a ~150nt

Obr. 4.24 - In-vitro transkrip¢ni analyza promotoru genu sigH C. glutamicum.
Popis v textu.

Z dosazenych vysledku v in-vitro podminkach je ziejmé, ze promotor P4sigH je

rozeznavan primarnim sigma faktorem SigA.

4.6.3 In-vitro transkrip¢ni analyza promotoria genu dnaJ2

V promotorové oblasti genu dnaJ2 byly v této praci identifikovany 3 transkripéni
starty a odvozeny 3 promotorové oblasti P1dnaJ2, P2dnaJ2 a P3dnaJ2. Sekvence
hexamerovych motivii promotoru P1dnaJ2 -10 (5°-TAATCT-3%) a -35 (5’-TATAGT-3°)

jsou typické pro promotory rozeznavané primarnim sigma faktorem SigA. U
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promotorovych oblasti P2dnaJ2 a P3dnaJ2 byly ur¢eny sekvence hexamerovych motivi
-10 (5’-CGTTGC-3%) a -35 (5’-GGGAAC-3°) respektive -10 (5’-GGTTGG-3¢) a -35
(5’-GCGCAC-3°) pro promotor P3dnalJ2. Ob¢& promotorové oblasti vykazuji
konservativni sekvence SigH-dependentnich promotora (znazornéné tu¢né) v oblastech -
10 a vpiipadé promotoru P2dnaJ2 i voblasti -35. Na zaklad¢ téchto fakti se
predpokladalo, ze promotorP2dnal2 je rozeznavan alternativnim ECF sigma faktorem
SigH. Vzhledem k atypické sekvenci -35 promotoru P3dnaJ2 je predikce sigma faktoru
rozeznavajiciho tento promotor obtizna.

Z vysledku in-vitro transkripce (Obr. 4.25) je zietelné, Ze u promotorové oblasti
P2dnaJ2 probéhla transkripce nejen v pritomnosti sigma faktoru SigH, ale i v pfitomnosti
SigE v reakéni smési. Transkript naopak nevznikl s pfidavkem sigma faktorti SigA a
SigB. Pfi pouziti promotoru P3dnaJ2 k transkripci in-vitro nedoslo.

Z vysledku je tedy patrné, ze promotor P2dnaJ2 je v podminkach in-vitro
rozeznavan alternativnimi ECF sigma faktory SigH a SigE. U promotoru P3dnaJ2 se
metodou in-vitro transkripce nepodatilo prokazat vazbu zadného z testovanych sigma

faktora.

Promotor P2dnaJ2 P3dnaJ?
Sigma faktor - ¢* ¢® o o - o o® o o
Draha €. 1 2 3 4 56 7 8 9 10
~— y - -
i -
~150 ntey )
T W O

Obr. 4.25 - In-vitro transkrip¢ni analyza promotora genu dnaJ2 C. glutamicum.
Legenda:
drahy 1-5 oznacuji promotor P2dnaJ2, drahy 6-10 oznacuji promotor P3dnaJ2.
o"BEH_ protein sigma faktoru piidany do reakéni smési
'-" - Negativni kontrola (bez ptidani sigma faktoru do reakéni smeési)

=p - pozice transkriptu, produktu in-vitro reakce
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4.6.4 In-vitro transkrip¢ni analyza promotoru P2dnaK

Promotorova oblast genu dnaK byla jiz v minulosti testovana a z publikovanych
vysledku je viditelny vliv sigma faktoru SigH na genovou expresi (Barreiro et al., 2004;
Ehira et al., 2009b). Metodou primer-extension byly identifikovany dva transkripéni
pocatky a nasledné odvozeny 2 promotorové oblasti PldnaK (SigA-dependentni
promotor) a P2dnaK, jehoz konsensus sekvence -10 (5’- CGTTGTC -3°) a -35 (5°-
GGGAACA-3°) je typicka pro SigH-dependentni promotory (Barreiro et al., 2004). Na
zéklad¢ ziskanych vysledki méfeni promotorovych aktivit CAT v riznych kmenech C.
glutamicum (Silar, 2007) se d4 usuzovat na moznost regulace exprese promotoru P2dnak

nékolika ECF-dependentnimi sigma faktory.

Promotor P2dnaK Legenda:
Sigmafaktor - 0" o o® 0" 0" ¢" drahy1-4 0znaduji promotor P2dnaK.
Draha €. 12 3 4 5 6 T G protein sigma faktoru piidany do reakéni
- ; smési.
'-'-Negativni kontrola (bez pfidani sigma faktoru
doreakéni smési)
o) - pozice transkriptu, produktu in-vitro reakce
~150 ntgp - ‘

Obr. 4.26 - In-vitro transkrip¢ni analyza promotoru P2dnaK C. glutamicum.

Ze ziskanych vysledki uvedenych na Obr. 4.26 jsou patrné dva primarni
transkripty, v draze spfidanym sigma faktorem SigE a v draze s pfidanym sigma
faktorem SigH. Zadny transkript naopak nevznikl v reakénich smésich s primarnim sigma
faktorem SigA, primary-like sigma faktorem SigB a s ECF sigma faktory SigD a SigM.

Z vysledku vyplyva, ze promotor P2dnaK je v podminkach in-vitro specificky

rozeznéavan sigma faktorem SigH i sigma faktorem SigE.

4.6.5 In-vitro transkrip¢ni analyza promotoru P1clgR

Hexamerové sekvence promotoru PlclgR -10 (5’-AGTTGAA-3°) a -35 (5’-
GGGAACA-3°) vykazuji konsensus sekvence typické pro SigH-dependentni promotory
(zndzornény tucng).

In-vitro transkripce z promotoru prokazala (Obr. 4.27) dva primarni transkripty,

jeden v draze s ptidanym sigma faktorem SigE, druhy v draze s pfidanym sigma faktorem
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SigH. Zadny transkript naopak nevznikl v reakéni smési se sigma faktory SigA, SigB
nebo SigD.

Promotor P1clgR

- . Ll o - Legenda:
Sigma faktor - 0" o o’ o 0O Drahy 1-6 oznacuji promotor PclgR
Draha &. 1 2 3 4 5 6 ABDEH : : u: ’ ~o s v .
c - protein sigma faktoru piidany do reakéni smési
- '-’- Negativni kontrola (bez pfidani sigma faktoru

do reak¢ni smési)
o> - pozice transkriptu, produktu in-vitro reakce

- - <a~150 nt

Obr. 4.27 - In-vitro transkrip¢ni analyza promotoru genu clgR C. glutamicum.

Z vysledku vyplyva, ze promotor PIclgR je v podminkach in-vitro specificky

rozeznavan-m dvéma sigma faktory SigH a SigE.

4.6.6 In-vitro transkrip¢ni analyza promotori PtrxB a PtrxB1

Gen trxB koduje protein thioredoxinovou reduktasu a je soucasti operonu SigM-
trxB-trxC-cwIM. Z publikovanych vysledki byl metodou 5 ‘RACE identifikovan jeden
transkripéni pocatek na bazi guaninu ve vzdalenosti 68 nt od translacniho pocatku.
Naésledné byla odvozena promotorova oblast PtrxB s pfislusSnymi sekvencemi hexameri
-10 (5’-CGTTGAA-3)a-35(5-TGGAAGT-3°) (Nakunst et al., 2007). V praci Nakunst
et al (2007) bylo experimentalné prokazano (metodou RT-PCR), ze promotor PtrxB je
SigM-dependentni.

Gen trxB1 koduje protein thioredoxin. Z dostupnych publikovanych vysledkt byl
metodou 5 ‘RACE identifikovan jeden transkripéni pocatek na bazi guaninu ve
vzdalenosti 29 nt od transla¢niho pocatku. Nasledné byla odvozena promotorova oblast
PtrxB1 s piislusnymi sekvencemi hexamerd -10 (5’-AGTTGGT-3°) a-35 (5’-GGGAAT
-3¢) (Nakunst et al., 2007). V praci Nakunst et al (2007) bylo experimentalné prokazano,
ze také promotor PtrxB1 je SigM-dependentni.
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Na zéklad¢ dosazenych vysledkil v experimentu srovnani transkripcnich profila
kmene s divokym kmenem C. glutamicum metodou DNA Microarray (viz Vysledky,
4.6.6.) vyplyva, ze promotory PtrxB a PtrxB1 by mohly byt SigH-dependentni, protoze
hladina exprese téchto pfisluSnych gent byla zvy$ena v dele¢nim kmeni C. glutamicum
ArshA v porovnani s divokym kmenem C. glutamicum. Z téchto divodi byly obé vyse
zminéné promotorové oblasti klonovany do vektoru pRLG770 a testovany metodou in-
vitro transkripce v ptitomnosti riznych ECF sigma faktorg.

Vysledky in-vitro transkripce jsou zobrazeny na Obr. 4.28. Z nich je patrny
primarni transkript, ktery vznikl pouze v reakéni smési S pfidavkem sigma faktoru SigH

a to u obou testovanych promotorovych oblasti PtrxB a PtrxB1.

Promotor PtrxB1 PtrxB
Sigma faktor - o o o o o o - o o ¢ o o o
Draha &. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
- —- e — - -

~150 nte> - & Q-sont
Obr. 4.28 - In-vitro transkripéni analyza promotord gend trxB a trxBl C.
glutamicum.
Legenda:

Drahy 1-7 oznacuji promotor PtrxB1, drahy 8-14 promotor PtrxB

o"BEH_ protein sigma faktoru piidany do reakéni smési

'-" - Negativni kontrola (bez ptidani sigma faktoru do reakcni smeési)
=- pozice transkriptu, produktu in-vitro reakce

Vysledky analyzy in-vitro transkripce prokazaly, ze promotorové oblasti u C.
glutamicum mohou byt rozeznavany vice nez jednim alternativnim sigma faktorem, a to
v ptipadé promotorti P2dnakK, P2dnaJ2 a P1clgR, kde tyto promotory jsou v podminkach
in-vitro specificky rozeznavané sigma faktory SigH a SigE.

Naproti tomu bylo prokazano, ze promotory PtrxB a PtrxB1, povazované za SigM-
dependentni (Nakunst et al., 2007) jsou v podminkach in-vitro rozeznavany sigma pouze

faktorem SigH.
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5. Diskuze

Cilem této disertacni prace byla identifikace genti Corynebacterium glutamicum,
jejichz produkty se ucastni bunéné odpovédi vyvolané vnéjSimi stresovymi faktory
a jejichz promotorové oblasti jsou rozeznavané alternativnimi sigma faktory, zejména pak
sigma faktorem SigH. Dal$im cilem bylo stanoveni aktivit promotort, identifikace
transkripcnich pocatki téchto gent a uréeni promotorovych oblasti -10 a -35.

Geny C. glutamicum, jejichz exprese je fizena sigma faktorem SigH byly
identifikovany metodou DNA Microarray hybridisation. Transkripéni profil kmene
C. glutamicum ArshA s deleci v genu kodujicim anti-sigma faktor RshA byl porovnan
s divokym kmenem C. glutamicum wt za standardnich podminek. Bylo identifikovano
celkem 83 geni lokalizovanych v 61 transkripénich jednotkach, které mély zvySenou
transkripcni aktivitu v nepfitomnosti anti-sigma faktoru RshA a Ize tedy ptedpokladat
ucast sigma faktoru pfi regulaci jejich exprese (Busche et al., 2012). U vybranych nové
identifikovanych SigH-dependentnich genti byla klonovana jejich upstream DNA oblast
(ve které se nachazi aktivni promotorové oblasti) do promoter-probe vektoru pET2 pied
(upstream) bezpromotorovy reportérovy gen cat (kodujici enzym
chloramfenikolacetyltransferasu). U vzniklych klonl byla stanovena aktivita promotort
jako specificka aktivita reportérového enzymu CAT v kompletnim médiu a nasledné
uréeny transkripéni pocatky (mapovani 5’ konce mRNA) metodami primer-extension a
5’RACE.

Metodou Microarray hybridisation, stanovenim aktivit promotord a uréenim
transkripénich pocatkti metodami primer-extension a 5 ‘RACE byly definovany geny
a jejich pfisluSné promotorové oblasti rozeznavané alternativnim sigma faktorem SigH.
Nicméné piimy dikaz vazby sigma faktoru SigH na danou promotorovou oblast nebyl
doposud publikovan. Z tohoto diivodu byl vyvinut in-vitro transkrip¢ni systém imitujici
proces transkripce v in-vitro podminkach za specifickych podminek. Tato metoda
umoziuje navic identifikovat promotory rozeznavané vice sigma faktory nezdvisle
na okolnich podminkach a umoZznit tak prvn€ pfifadit sigma faktor ke konkrétni
promotorové oblasti genti C. glutamicum.

Vysledky méfeni specifickych promotorovych aktivit a in-vitro transkripéni
analyza odhalily promotor genu dnaJ2, ktery je specificky rozeznavan dvéma ECF sigma
faktory, SigH a SigE. Promotorova oblast P2dnaJ2 byla klonovana do promotor-probe
vektoru pEPR1 a byla stanovena jeji aktivita na zakladé méteni fluorescence zeleného

proteinu Gfp. Spole¢né s timto promotorem byly testovany SigH-dependentni promotor
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P2dnaK (Barreiro et al., 2004); (Ehira et al., 2009b) a SigA-dependentni promotor Pper
(Nesvera et al., 1997).

Kapitola diskuze je déle ¢lenéna do pododdilti 5.1 — 5.4.

5.1. Identifikace SigH-dependentnich geni

V této praci byl pouzit kmen C. glutamicum ArshA nesouci chromosomalni deleci
v genu rshA kodujici hypoteticky anti-sigma faktor RshA, ktery se reverzibilné vaze
na sigma faktor SigH a tim ho udrzuje v neaktivni formé. Komplex SigH-RshA blokuje
transkripci do té doby, nez dojde ke stimulaci stresovym signdlem z vné&jSiho prostiedi.
Protein SigH je nasledné uvolnén a mize se ucastnit procesu transkripce. Gen rshA byl
anotovan pouze v publikaci (Kalinowski et al., 2003) zabyvajici se sekvenacni analyzou
genomu C. glutamicum ATCC 13032. Aminokyselinova sekvence proteinu RshA je
velmi podobna sekvencim anti-sigma faktoru RshA u Mycobacterium tuberculosis (Song
et al., 2003) a RsrA u Streptomyces coelicolor (Kang et al., 1999). Produkty obou
zminénych anti-sigma faktord se reverzibilné¢ vadzou na sigma faktory SigH (M.
tuberculosis), respektive SigR (S. coelicolor).

Jiz dfive byly identifikovany a publikovany geny, jejichz exprese je fizena
alternativnim sigma faktorem SigH za podminek tepelného Soku u kmene C. glutamicum
R. V experimentech byl pouzit kmen nesouci chromosomalni deleci v genu sigH
a soucasné kmen s nadprodukeci proteinu SigH (Ehira et al., 2009Db).

V mé praci, kterou jsem provadél béhem pracovni staZze na Bielefeld University,
byl pouzit kmen C. glutamicum ArshA a metodou DNA Microarray hybridisation byl
porovnan jeho transkripéni profil s divokym kmenem C. glutamicum za standardnich
podminek, tedy bez aplikovani stresovych podminek. Vysledkem byla identifikace
celkem 83 genli se zvySenou transkripcni aktivitou u delecniho kmene v porovnani
s kmenem divokym. Ptehled genli, jejichz exprese byla zvySend v nepfitomnosti
anti-sigma faktoru RshA je uveden v kapitole Vysledky v Tabulce 4.8.

Geny, které byly Ehira et al (2009) identifikovany jako SigH-dependentni
(snizena exprese v delecnim kmeni C. glutamicum AsigH) mély zvySenou miru exprese i
v kmeni C. glutamicum ArshA v porovnani s kmenem divokym. Metodou Microarray
hybridisation v tomto kmeni vSak nebyly potvrzeny geny clpC (molekularni chaperon),
sigB (sigma faktor), operon dnaK-grpE (molekularni chaperony) a vétSina gent z klastru
suf kodujici Fe-S proteiny (sufB, sufD, sufC, sufS, sufU). Tato skute¢nost miize byt dana
nepiitomnosti stresovych podminek, které jsou nutné pro aktivaci transkripce ptisobenim
SigH.

102



Diskuze

Mezi nové identifikované SigH-dependentni geny patii geny uvrA, uvrC a uvrD
(koédujici proteiny Gcastnici se excisni opravy DNA), mshC a mca (syntéza mykothiolir)
(Feng et al., 2006; Newton et al., 1996) a pup (ubiquitin-like protein) (Newton et al.,
2008; Newton & Fahey, 2008). Dosazené vysledky jsou v souladu s piedpokladem, Ze
protein RshA plni funkci anti-sigma faktoru k alternativnimu sigma faktoru SigH (Busche
etal., 2012).

5.2. Analyza promotoru operonu SigH-rshA

Geny rshA a sigH jsou prepisovany do spole¢ného transkriptu. In-vivo
transkrip¢ni analyzou genu SigH byly identifikovany 4 transkripéni po¢atky TSP1, TSP2,
TSP3 a TSP4 a od nich odvozeny jednotlivé promotory P1sigH, P2sigH, P3sigH a P4sigH
(Obr. 5.1) a dale interni SigH-dependentni promotor PrshA pied (upstream) genem rshA
(Obr. 5.3).

Bylo zjisténo, ze operon SigH-rshA obsahuje 4 funkéni vegetativni promotory
(P1sigH, P2sigH, P3sigH a P4sigH) pro prepis genu sigH a dale interni
SigH-dependentni promotor PrshA pied genem rshA.

Promotorové oblasti genti SigH a rshA byly klonovany v promotor-probe vektoru
pET2 pied (upstream) reportérovy gen cat (kodujici enzym chloram-
fenikolacetyltransferasu) a pieneseny do divokého kmene C. glutamicum a dele¢nich
kmeni nesoucich chromosomalni delece v genech kddujicich alternativni sigma faktory
(AsigH, ArshA, AsigE, AsigM). Byly stanoveny aktivity obou promotorovych oblasti
v kompletnim médiu za standardnich a stresovych podminek. U obou promotorovych
oblasti bylo prokazéano, Ze jsou aktivovany tepelnym Sokem. Promotorové oblast genu
sigH byla kromé tepelného Soku aktivovana téz etanolovym, oxidativnim a disulfidovym
stresem. Aktivita promotorovych oblasti gent sigH a rshA byla dale ovlivnéna
pfitomnosti chromosomalni delece v genu kodujicim alternativni sigma faktor SigH.
Ze ziskanych vysledki vyplyva, Ze sigma faktor SigH se podili na regulaci exprese genu
rshA a souc¢asné je zapojen i do regulace exprese vlastniho genu. Toto zjisténi je v souladu

s jiz dive publikovanymi vysledky (Kim et al., 2005a).
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Promotorova oblast genu sigH (cg0876) u C. glutamicum

TSP4 (135nt) TSP3
.35 (P4) S0S BOX (LexA) - 10 P4 |—> -35 (P2,P3) -10 (P2,P3) |_) |—>TSP2 (93nt)
Syaacatltgtttcccectagatttgaagitggtacatatgttctaaectgatgtggtggacacgcgggggtagagtaaagtctaagcecaac-3

| | Il | | Il | 1 Il | 1 1 | 1 | 1 |
L L i B A | 1 T T T T T 1 T T T T 1 T 1

¥fttgtapcaaagggggatctaaacttcaccatgtatacaagatfcgactacaccacctgtgcgcccccatectecatttcagattegttg-s

cg0875

P LI
-35(P1) -10 (P1) TSP1 (23nt) sigH (cg0876)
S-agctcacgtggctttacagctacccccgaaaggtctgttttttatcggaagtagaatagtcaacacgecattttcgaaaggggecacatggl-s

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3-tcgagtgcaccgaaatgtcgatgggggctttecagacaaaaaatageccttcatettatcagttgtgegtaaaagetttecceggtgtacc|s

Obr. 5.1 - Mezigenova oblast gentii cg0875 a cg0876. Transkrip¢ni pocatky TSP1, TSP2
a TSP3 identifikované metodou primer-extension jsou znazornény modie, stejné jako
jejich piislusné promotorové oblasti -10 a -35 (P1, P2 a P3). Promotorové oblasti P2 a P3
se vzajemn¢ piekryvaji, pfislusSné hexamery jsou podtrzeny. TSP4 identifikovany
metodou primer-extension a soucasné i metodou 5 ‘RACE je znazornény Cervenou
barvou stejné¢ tak i jeho odvozené promotorové oblasti -10 a -35. Vzdalenost
transkripéniho pocatku od start kodonu (atg, znazornén modre) genu sigH v nukleotidech
je uvedena v zavorce. DNA vazebné misto pro protein LexA je znazornéno fialovym
obdélnikem. Start kodon genu ¢g0875 je znazornén zelené (atg).

Novée odvozené oblasti -10 promotort P1sigH, P2sigH a P3sigH si jsou sekvenéné
velmi podobné a odpovidaji stanovené konsensus sekvenci 5‘-TAnnnT-3¢ (Obr. 5.2),
ktera je typicka pro promotory rozeznavané primarnim sigma faktorem SigA (Pfeifer-
Sancar et al.). Pismeno ,,n* znaci, Ze dané misto v promotorové oblasti mize obsahovat
jakykoliv nukleotid, malé pismeno nukleotidu znaci 40-70% pravdépodobnost vyskytu a
velké pismeno vice nez 70% pravdépodobnost vyskytu. Odvozené oblasti -35 promotoril
P1sigH, P2sigH a P3sigH vykazuji malou podobnost ve svych konvenénich sekvencich,
coz je typicky jev pro C. glutamicum (Patek & Nesvera, 2011). Konsensus sekvence -35
oblasti SigA-dependentnich promotort C. glutamicum je méné konservovana a jeji

sekvence byla stanovena 5°-ttgnca-3¢ (Patek & Nesvera, 2011; Pfeifer-Sancar et al.).
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Obr. 5.2 — Frekvence vyskytu jednotlivych nukleotidi v promotorovych oblastech -10
a-35 u SigA-dependentnich promotorti C. glutamicum. Velikost pismen je pfimo imérna
k frekvenci vyskytu daného nukleotidu na konkrétnim misté v dané promotorové oblasti.
Promotorové oblasti -10 a -35 jsou znazornény s rozsifenymi oblastmi, klicova sekvence
hexameru je podtrZzena. Stanovena konsensus sekvence pro oblast -10 (5‘-TAnNnnT-3°)
a-35 (5°-ttgnca-3°) (Pfeifer-Sancar et al.).

Transkripéni analyzou promotorové oblasti genu SigH byl rovnéz identifikovan
¢tvrty transkripéni pocatek TSP4 a nasledné i odvozena promotorova oblast P4sigH
a sekvence oblasti -10 (5°-tacata-3°) a -35 (5°-ttgttt-3°). Z vysledkt méfeni aktivit CAT
je patrné, ze promotor P4sigH je aktivovan tepelnym Sokem a disulfidovym stresem. Bylo
zjisténo, ze chromosomalni delece v genech sigH a rshA mély vliv na aktivitu promotoru
P4sigH. U obou kment doslo ke sniZzeni promotorové aktivity po pusobeni disulfidového
stresu. Stanovena konsensus sekvence promotoru P4sigH je vSak spiSe podobna
konsensus sekvenci SigA-dependentnich promotorti nezli promotoriim rozeznavanych
sigma faktorem SigH. Rozeznavani promotoru P4sigH primarnim sigma faktorem SigH
bylo prokazano metodou transkripce in-vitro.

Vzhledem k tomu, Ze v§echny 4 promotory genu SigH odpovidaji svymi oblastmi
-10 a -35 vegetativnim promotorim C. glutamicum (rozeznavanym zfejmé primarnim
sigma faktorem SigA), pozorovany negativni vliv delece genu sigH na jejich aktivitu
poukazuje na to, ze exprese genu SigH je ovlivnéna plsobenim dalSich regulac¢nich
proteint, jejichZ tvorba je pravdépodobné fizena sigma faktorem SigH. Podobné je tomu
u E. coli, kde sigma faktor RpoH ovliviiuje expresi genti nezbytnych pro spravnou funkci
organismu v exponencialni fazi ristu a jejichZ exprese je primarné fizena sigma faktorem
RpoD (Maeda et al., 2000).

V mezigenové oblasti pfed genem sigH (cg0876) byl na zakladé znalosti
genomove sekvence identifikovan tzv. >SOS box’, tedy isek DNA kam se specificky vaze
protein LexA (Obr. 5.1) (Jochmann et al., 2009). SOS bunétna odpoveéd’ je fizena
globalni regulacni siti a umoznuje bakteriim ptezit v podminkach poSkozeni DNA

(Walker, 1984). Protein LexA se v tomto piipad¢ vaze do promotorové oblasti genu
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cg0875, ktery koduje endonukleasu s HNHc doménou a je piepisovan v opacném sméru
nez gen SigH (cg0876). HNH endonukleasy piedstavuji jednu ze ¢tyi rodin tzv. homing
endonukleas s ubikvitinacni aktivitou, kde HNH pfedstavuje konServovany
aminokyselinovy zbytek s aktivnim mistem enzymu (Stoddard, 2005). Protein LexA
funguje jako transkrip¢ni represor, a to za podminek, kdy neni navozena bunécna SOS
odpovéd. SOS box piekryva rovnéz promotorovou oblast -10 P4sigH, ¢imz je za
standardnich podminek zfejmé blokovana exprese genu SigH ztohoto promotoru
disledkem vazby proteinu LexA v této oblasti DNA (Busche et al., 2012; Jochmann et
al., 2009). Piiméa vazba proteinu LexA do promotorové oblasti -10 P4sigH byla testovana
metodou DNA-afinitni chromatografie, ale nebyla prokazana (nepublikovana data).

Transkripéni analyzou genu rshA byly identifikovany 2 transkripéni pocatky
(TSP1 a TSP2). K obéma transkripénim pocatkiim byla stanovena jedind prodlouzena
promotorova oblast (Obr. 5.3) s motivy -10 (5°-tgttaaa-3 ‘) respektive -35 (5°-tggaaga-3°)
(Busche et al., 2012) a jedna se tedy o jediny promotor (PrshA). Ur¢ené motivy -10 a -35
promotoru PrshA se shoduji s publikovanou konsensus promotorovou sekvenci SigH-
dependentnich promotort -10 (5°-C/TGTTGAA-3) respektive-35 (5‘-GGGAAGA-3°)
(Ehira et al., 2009b).

Promotorova oblast genu rshA (cg0877) u C. glutamicum

TSP2(66nt)
TSP1 (62nt)
-35 (P1) -10 (P1) (>

5" tgatgtcccgactccatcgtggaagaaaacagctccgaggaatgttaaaggaégtaécgaaggaacaaggcattggtctt-

@

1 ! ) ! 1 Il 1 1 1 ] 1 1 1 Il Il 1
L LT T L T TR L e L L L L [ T L) P T T T B R L

3{actacagggctgaggtagcacecttecttttgtcgaggctccttacaatttccttcatcgecttccttgttccgtaaccagaals

sigH (cg0876) , rshA (cg0877)
| >

s fgaacatcccgacatgaagaaaaattcggaggcataalcgatgacgaatctcaaccgcagecgactcgcaaggtgattgtggcls

Il | Il | Il Il Il ! Il l Il 1 Il | ! !
T T T T T T T I T I T I T I T T

3] cttgtagggctgtacttctttttaagcctccgtattigcjtactgcttagagttggcgtcgctgagecgttccactaacaccgls

Obr. 5.3 — Promotorova oblast genu rshA (cg0877). Transkripéni pocatky TSP1 a TSP2
identifikované metodou primer-extension jsou znazornény Cervené, stejné jako jejich
piislusna prodlouzena promotorova oblast P1 s motivy -10 a -35. SigH-dependentni
promotor genu rshA se nachazi uvnitt genu SigH jehoz stop kodon (taa) je znazornén
zelené. Start kodon genu rshA (atg) je znazornén modrou barvou. Vzdalenost
transkripéniho pocatku od start kodonu pfislusného genu v nukleotidech je uvedena
V zavorce.

Bylo prokazano, ze aktivita promotoru PrshA je zvySena po tepelném Soku
a ptitomnost delece v genu sigH vede ke snizeni promotorové aktivity. Na zakladé téchto
vysledku lze predpokladat, ze genova exprese z promotoru PrshA je regulovana sigma

faktorem SigH.
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5.3. Analyza promotoru SigH-dependentnich genii

V této praci bylo identifikovano 83 gent, jejichz transkripéni aktivita byla zvySena
v delecnim kmeni C. glutamicum ArshA ve srovnani sdivokym kmenem
C. glutamicum. Byly uréeny promotorové -10 a -35 motivy u celkem 45 SigH-
dependentnich promotora (Busche et al., 2012). Z téchto SigH-dependentnich promotort
jsem ve své praci analyzoval promotory gend dnaJ2 (cg2515, molekularni chaperon),
uvrA (cgl1560, protein nukleasy ucastnici se excisni opravy DNA), uvrD (cg1555,
RNA/DNA helikasa), sigM (cg3420, ECF sigma faktor), ddi (cg2661, dithiol-disulfidova
isomerasa) a zdo (cg3405, Zn-dependentni oxidoreduktasa). Ptislusné promotorové
oblasti byly klonovany do promotor-probe vektoru pET2, transformovany do bunék E.
coli a nasledné i do bunék divokého kmene C. glutamicum a do kmenu C. glutamicum
nesoucich rizné chromosomalni delece v genech kddujicich alternativni sigma faktory
(AsigH, ArshA, AsigE, AsigM). Vybrané konstrukty byly rovnéz transformovany do
kmena C. glutamicum AsigHM a C. glutamicum ASigEM nesoucich dvojité delece
Vv genech pro sigma faktory.

Byly stanoveny promotorové aktivity CAT a identifikovany transkripéni pocatky,
od kterych byly nasledné ur¢eny promotorové oblasti s konven¢nimi sekvencemi motivi
-10 a -35.

Gen dnaJ2 koéduje molekularni chaperon tucastnici se bunééné odpovédi
na tepelny $ok, jehoz exprese je regulovana alternativnim sigma faktorem SigH (Busche
et al., 2012; Ehira et al., 2009b). Z vysledkit méfeni specifickych aktivit CAT bylo
prokazano, ze promotor PdnaJ2 je aktivovan tepelnym Sokem a etanolovym stresem a
rovnéz, ze sigma faktor SigH se podili na regulaci exprese genu dnaJ2. Transkripéni
analyzou byly identifikovany tii transkripéni pocatky (TSP1, TSP2 a TSP3) od kterych
byly nasledné odvozeny tii promotorové oblasti (Obr 5.4), PldnaJ2 s konvenénimi
motivy -10 (5°-taatct-3°) a -35 (5°-tatagt-3°), P2dnaJ2 s konven¢nimi motivy -10 (5°-
cgttge-39) a -35 (5°-gggaac-3°) a P3dnaJ2 s konven¢nimi motivy -10 (5°-ggttgg-3°) a -35
(5°-gcgcact-3). Promotorova oblast PldnaJ2 je svymi konvencénimi sekvencemi
v oblastech -10 a -35 podobna SigA-dependentnim promotorim. Promotorova oblast
P2dnaJ2 obsahuje ve svych promotorovych motivech -35 a -10 typické nukleotidové
sekvence SigH-dependentnich promotord. Tieti identifikovana promotorova oblast
P3dnaJ2 nevykazuje typické sekvence SigH pfipadné SigA-dependentniho promotoru.
Z t&chto vysledkl bylo proto mozné piedpokladat, Ze tento promotor je rozeznavan jinym

alternativnim sigma faktorem.
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Transkripcni pocatky TSP2 a TSP3 a jejich odvozené promotorové oblasti
P2dnaJ2 a P3dnaJ2 byly lokalizovany uvniti genu hrcA, kodujiciho transkripéni represor
HrcA, ktery se specificky vaze na useky DNA oznacované jako CIRCE (Control Inverted
Repeat of Chaperone Expression) (Buttner et al., 2001).

Promotorova oblast genu dnaJ2 (cg2515) u C. glutamicum

-35(P3) 10 (P3) [>TSP3 (143nt) .35 (P2)
5-[ctcccagggcagegecactgggcggattgggggtggttggececccacctatatggactactcgggaacaatt|-

Il | Il 1 ! | ! | | | 1 | ! |
I 1 I I T I T I 1 I T 1 T I

3-[gagggtcccgtegegtgacccgecctaaccececcaccaaceggggtggatatacctgatgagecettgttaal-

«

@

-10 (P2) [>TSP2 (92nt) hreA (cg2514) | -35 (P1)
5-ltctaaggtgtccgcegttgetaagtatgttggtcgtgtgectecgetggocgaatagectgcgggtatagttgg-s

1 | 1 | ! | ! | | | | | |
T T T T T T T 1 T 1 1 T T

3-lagattccacaggcggecaacgattcatacaaccagcacacgagcgaccgcttatcgacgecccatatecaace-s

-10 (P1) TSP1 (22nt) dnaJ2 (cg2515)
5-ccatttgttttgattaatetgtttagaagctaaaggaagtatcacccaccgtggcacgtgactattacgg|-2

| 1 Il 1 1 | Il ] Il ] 1 Il 1 |
LI L e L L L B I

3-ggtaaacaaaactaattagacaaatcttcgatttccttcatagtgggtggcaccgtgcactgataatgec|s

Obr. 5.4 — Promotorova oblast genu dnaJ2 (cg2515). Transkrip¢ni pocatky TSPI1,
TSP2 a TSP3 ajejich odvozené hexamery -10 a -35 byly identifikované metodou primer-
extension. Start kodon genu dnaJ2 (gtg) je znazornén Eervenou barvou. Transkripéni
pocatky TSP2 a TSP3 a jejich odvozené hexamery se nachdzi ve vnitini oblasti genu
hrcA, jehoz stop kodon tag je zndzornén Cernou barvou. Vzdalenost transkripéniho
pocatku od start kodonu piislusného genu v nukleotidech je uvedena v zavorce.

In-vitro transkrip¢ni analyza promotoru P2dnaJ2 prokazala, Ze tento promotor
je specificky rozeznavéan sigma faktory SigH a SigE. Jedna se tedy o prvni promotor
C. glutamicum, u kterého bylo dokazano, Ze je rozeznavan vice nez jednim alternativnim
sigma faktorem. Naproti tomu u promotoru P3dnaJ2 se metodou in-vitro transkripce
nepodafilo prokdzat vazbu Zadného ztestovanych sigma faktor. Funkc¢nost
potencialniho promotoru P3dnaJ2 je tedy stale nejasna.

Gen uvrA (cg1560) koduje protein nukleasu UvrA ucastnici se SOS odpovédi
a opravy DNA (Brune et al., 2006). Na zakladé porovnani transkripéniho profilu
dele¢niho kmene
C. glutamicum ArshA s divokym kmenem C. glutamicum metodou DNA Microarray
za standardnich podminek bylo zjisténo, Ze exprese genu UVIA je zvySena u delecniho
kmene C. glutamicum ArshA a podléha tak regulaci SigH-RshA (Busche et al., 2012).
Me¢fteni specifickych aktivit CAT neprokdzalo vliv stresovych faktori na aktivitu
promotoru PuvrA. Transkripéni analyzou byl identifikovan jeden transkripéni pocatek
(TSP1) od kterého byla nasledné¢ odvozena promotorova oblast PluvrA (Obr 5.5)
s konven¢nimi motivy -10 (5°-tgttcga-3°) a -35 (5°-cggaaac-3). Odvozena promotorova
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oblast P1uvrA obsahuje v oblastech -10 a -35 konven¢ni sekvence typické pro SigH-

dependentni promotory (Patek & Nesvera, 2011).

Promotorova oblast genu uvrA (cg1560) u C. glutamicum

@

-lggccaaaaggtagcaattgttgtccatttgggacacggaaatatggtgaagagtgagctcgttagtcatgtggttcagactag-3

il ] i l 1 1 1 | i ] I Il Il 1 ]
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-lccggttttccatcgttaacaacaggtaaaccctgtgecctttataccacttctcactcgagcaatcagtajcaccaagtctgatc-s
cg1559

«

SOS BOX (LexA) [>TSP1 (46nt) uvrA (cg1560)
[ S

-35(P1) -10 (P1)
s-cggaaacaccttgtitcgatgctatgttcgapggtgtattttttgaagcgacaaaaatcgattttgaagggcagttgagcajttggct|-s

1 1 1 ! 1 1 1 1 1 1 ! | 1 | 1 Il }
T 1 T T T T T T T T T T T T T T T
3-gcctttgtggaacaagctacgatacaagctitccacataaaaaacttcgctgtttttagctaaaacttcccgtcaactcgtjipaccgals

Obr. 5.5 — Promotorova oblast genu uvrA (cgl560). Transkripéni pocatek TSP1
identifikovany metodou primer-extension je znazornén cervené, stejné jako jejich
pfislu$na promotorova oblast P1 s motivy -10 a -35. Start kodon genu uvrA (ttg) je
znazornén modrou barvou. Stop kodon genu ¢g1559 (atg) je znazornén zelenou barvou.
Vzdalenost transkripéniho pocatku od start kodonu v nukleotidech je uvedena v zavorce.
DNA vazebné misto pro protein LexA je znazornéno fialovym obdélnikem.

V mezigenové oblasti genii cg1559 a cg1560 byl na zaklad¢ znalosti genomové
sekvence identifikovan tzv. ’SOS box’, tedy iisek DNA kam se specificky vaze protein
LexA (Obr. 5.5) (Jochmann et al., 2009). Gen cg1559 kéduje piedpokladanou n-
dependentni hydrolasu vyznacujici se konservovanou HNHc oblasti. SOS box 1 v tomto
pfipad¢ ptekryva promotorovou oblast -10 PluvrA. Lze tedy ptedpokladat, ze za
standardnich podminek je exprese genu UVIA negativné regulovana disledkem vazby
proteinu LexA v této oblasti DNA.

Gen uvrD (cgl555) koduje protein DNA/RNA helikasu ucastnici se SOS
odpovédi a opravy DNA (Brune et al., 2006). Na zakladé¢ porovnani transkripéniho
profilu dele¢niho kmene C. glutamicum ArshA s divokym kmenem C. glutamicum
metodou DNA Microarray za standardnich podminek bylo zjisténo, ze exprese genu uvrD
je zvySena u dele¢niho kmene C. glutamicum ArshA a podléha tak regulaci SigH-RshA
(Busche et al., 2012). Vysledky méfeni specifickych promotorovych aktivit nebylo
mozné statisticky vyhodnotit z diivodu velmi nizkych hodnot, a tudiz nebylo mozné
prokazat vliv stresovych faktori na aktivitu promotorové oblasti PuvrD. Transkripéni
analyzou byl identifikovan jeden transkripéni pocatek (TSP1) od kterého byla nasledné
odvozena promotorova oblast P1uvrD (Obr 5.6) s konven¢nimi motivy -10 (5°-tgttgta-
3%a -35 (5°-tggaatg-3‘). Odvozena promotorova oblast P1uvrD obsahuje v oblastech -
10a -35 konven¢ni sekvence typické pro SigH-dependentni promotory (Patek & Nesvera,
2011).
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Promotorova oblast genu uvrD (cg1555) u C. glutamicum

- 35 (P1) 10 (P1) [>TsP1 (56nt)
s.ctatctggaatgattgatagctcccaagtgttgtatctattecagttcaaacactttttctecactgetecacatcaggaa-s
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3-gatagaccttactaactatcgagggttcacaacatagataaggtcaagtttgtgaaaaagagtgacgaggtgtagtcctt-?

uvrD (cg1555)
| —

@

s-acaggaggtctcccggalgtgaccaccattcggcaatctgattcagaatcagatgtccataacgeccctcaccacagcaatt|-

3-tgtcctccagagggccticactggtggtaagecgttagactaagtcttagtctacaggtattgegggagtggtgtegttaals

i

Obr. 5.6 — Promotorova oblast genu uvrD (cgl555). Transkripéni pocatek TSP1
identifikovany metodou primer-extension je znazornén ¢ervené, stejné jako jeho ptislu$na
promotorova oblast P1 s motivy -10 a -35. Start kodon genu uvrD (gtg) je znazornén
Cervenou barvou. Vzdalenost transkripénitho pocatku od start kodonu
v nukleotidech je uvedena v zavorce.

V promotorové oblasti genu SigM, ktery koduje dalsi alternativni ECF sigma
faktor, byl identifikovan jeden transkripéni pocatek a od néj nasledné odvozeny motivy
-10 (5°-CGTTC-3’) a -35 (5’-TGGTGAT-3") (Nakunst et al., 2007). Tito autofi
piedpokladaji, Ze promotor PsigM je SigH-dependentni. NaSe vysledky méfeni
specifickych aktivit potvrdily, Ze v promotorové oblasti genu SigM se nachazi aktivni
promotor. Snizena aktivita tohoto promotoru v kmeni C. glutamicum AsigE poukazuje na
to, ze promotor PSigM muize byt specificky rozpoznavan i sigma faktorem SigE

Bylo zjisténo, Ze alternativni sigma faktor SigM rozeznava promotorové sekvence
genl, jejichz produkty se ucastni bunécné odpovédi na tepelny Sok a oxidativni
a disulfidovy stres (Nakunst et al., 2007). Jako SigM-dependentni promotory byly
oznaceny promotory genil trxB a trxB1, které koduji thioredoxin reduktasu a thioredoxin
(Nakunst et al., 2007). Pro potvrzeni tohoto vysledku byly promotory obou gent
naklonovany do vektoru pRLG770 a testovany metodou in-vitro transkripce. Dosazené
vysledky prokézaly, ze promotory obou genli jsou specificky rozeznavané sigma
faktorem SigH, avSak Zadny produkt nevznikl s pouZitim sigma faktoru SigM.
Problematika SigM-dependentnich promotorti C. glutamicum je tak stale oteviena a je
tématem dal$i prace v Laboratofe molekularni genetiky MBU AV CR.

Geny cg2661 a cg3405 koduji dithiol-disulfidovou isomerasu (DDI) a Zn-
dependentni oxidoreduktasu (ZDO) (Kalinowski et al., 2003). Oba proteiny ucastnici se
bunééné SOS odpoveédi maji své orthology v kmeni C. glutamicum R (cgR_2320 a
cgR _2964), kde byl u obou téchto genii identifikovan SigH-dependentni promotor (Ehira
et al., 2009b). Promotorové oblasti byly klonovany do promotor-probe vektoru pET2 a
byla stanovena jejich promotorova aktivita CAT za standardnich podminek a po tepelném

Soku. Dosazené vysledky vSak nepotvrdily ptfitomnost SigH-dependentniho promotoru.
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5.4 Analyza promotori rozeznavanych dvéma sigma faktory
Transkripce jednoho genu zriznych promotort specificky rozeznavanych
riznymi sigma faktory byla jiz v minulosti popsana u fady mikroorganismu. U bakterie

70a

E. coli byly publikovany promotory rozeznavané primarnim sigma faktorem o
soucasné sigma faktory o2 (Wade et al., 2006) a ¢°2 (Olvera et al., 2009). Podobné u
Bacillus subtilis byly identifikovany duélni promotory rozeznavané sigma faktory o> a
oM (Luo & Helmann, 2009) respektive ¢* a ¢ (Qiu & Helmann, 2001). U
Mycobacterium tuberculosis bylo zjisténo, Ze promotor genu SigB (kodujici alternativni

Ha ot (Dainese

sigma faktor) je specificky rozeznavan tfemi riznymi sigma faktory %, o
et al., 2006). Zda se tedy, ze u bakterii je ptekryv sigma faktorti na specificitu promotort
béznou strategii.

U C. glutamicum byly jiz diive identifikovany geny, jejichz exprese je fizena vice
jak jednim sigma faktorem, napf. u operonu dnaK-grpE-dnal-hspR, kodujiciho
molekularni chaperony ucastnici se bunééné odpoveédi na tepelny Sok, kde byl
identifikovan SigA-dependentni promotor PldnaK a SigH-dependentni promotor
P2dnaK (Barreiro et al., 2004). Dal§im takovym genem je clgR, kodujici transkripéni
regulator, kde byl identifikovan SigH-dependentni promotor P1clgR a SigA-dependentni
promotor P2clgR (Engels et al., 2004).

Ve své praci jsem testoval dal$i moznost regulace exprese genli na Urovni
transkripce, a sice rozezndvani jednoho promotoru nékolika sigma faktory. Vybrané
promotory byly klonovany do promotor-probe vektori pET2 a pEPRI1 a aktivity
promotorti byla méfeny v divokém kmeni C. glutamicum a (Barreiro et al., 2004;
Barriuso-lglesias et al., 2012; Busche et al., 2012; Ehira et al., 2009b; Kim et al., 2005a)
jeho mutantach s delecemi v genech kodujicich rizné sigma faktory. Snizeni aktivity
v kmeni sdeleci vgenu pro piislusny sigma faktor poukazovalo na rozeznavani
testovaného promotoru timto sigma faktorem. Rezidualni promotorova aktivita v tomto
kmeni pak vedla k zavéru, Ze pfisluSny promotor je rozeznavan jesté dalSim sigma
faktorem. Ptimé dukazy pro rozliseni jednoho promotoru dvéma riiznymi sigma faktory
pak byly ziskany pouzitim metody in-vitro transkripce.

Bylo zjisténo, ze aktivita promotoru P1clgR byla v dele¢nim kmeni C. glutamicum
AsigH mirné sniZzena ve srovnani s divokym kmenem. Tento vysledek potvrdil pfitomnost
SigH-dependentniho promotoru, ktery byl jiz diive publikovan (Engels et al., 2004).
Zjisténa vysoka rezidualni aktivita tohoto promotoru v C. glutamicum AsigH poukazala

na moznost, Ze promotor P1clgR miize byt rozeznavan i jinym ECF sigma faktorem. In-
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vitro transkripéni analyza pak potvrdila, Ze promotor P1cIgR je rozeznavan dvéma ECF
sigma faktory SigH a SigE.

In-vitro transkripéni analyzou bylo prokazano, ze také promotory P2dnaK
a P2dnaJ2 jsou rozeznavany dvéma ECF sigma faktory SigH a SigE. Z téchto vysledku
vyplyva, ze sigma faktor SigE, jehoz funkce u C. glutamicum dosud nebyla detailné
studovana, rozeznava stejné¢ nebo velmi podobné promotorové sekvence jako detailné
popsany sigma faktor SigH (Barreiro et al., 2004; Barriuso-Iglesias et al., 2012; Busche
et al., 2012; Ehira et al., 2009b; Choi et al., 2008; Kim et al., 2005a; Kormanec &
Sevcikova, 2002; Raman et al., 2001; Song et al., 2003; Taniguchi & Wendisch, 2015;
Toyoda et al., 2015). I kdyz in-vitro transkripéni analyza jednoznac¢né prokazala, ze
promotory P2dnaK a P2dnaJ2 jsou rozeznavany jak sigma faktorem SigH, tak sigma
faktorem SigE, vysledky testovani aktivity téchto promotorti v kmenech C. glutamicum
AsigH a C. glutamicum ASigE tento jev piimo neprokazaly. Vysoka aktivita promotort
P2dnaK a P2dnaJ2 v obou testovanych dele¢nich kmenech mutize byt vysvétlena tim,
ze sigma faktory SigH a SigE se pfi rozeznavani ptislusnych promotort vzajemné u¢inné
zastupuji. Pfimym dikazem vzijemného zastupovani téchto sigma faktori by bylo
zjisténi nulové promotorové aktivity v kmeni C. glutamicum AsigHE Tento kmen se vSak
ptes vSechny snahy nepodafilo sestrojit, velmi pravdépodobné z divodu letalniho efektu
soucasné delece obou genu sigH a SigE. Zjisténi, Ze aktivita promotort P2dnaK
a P2dnaJ2 v C. glutamicum AsigE je dokonce vyss§i nez v divokém kmeni muize byt
vysvétlena chybé&jici kompetici méné aktivniho sigma faktoru SigE s aktivnéj$im sigma
faktorem SigH o jadro RNAP, coz se miize projevit vyssi transkripéni aktivitou ¢istého
holoenzymu RNAP + SigH v burice.

In-vitro transkrip¢ni analyza rovnéz potvrdila, ze silny vegetativni promotor Pper
je rozeznavan sigma faktory SigA a SigB. Tento vysledek je v souladu sjiz diive
publikovanymi promotorovymi analyzami sigma faktorti SigA a SigB, které odhalily
vysokou podobnost jejich promotorové specificity v oblasti promotorového motivu -10
(Ehira et al., 2008; Larisch et al., 2007; Patek & Nesvera, 2011; Patek et al., 2013) a tedy
ptipadny piekryv obou sigma faktori.

Prezentované vysledky prokazuji, ze pro ziskani spolehlivych tdajii o regulaci

transkripce ptisobenim sigma faktort je nutné pouziti kombinace metod in-vivo i in-vitro.
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6. Zavér

Ve své disertatni praci s nazvem ,Ucast alternativnich sigma faktori RNA
polymerasy pfi regulaci exprese genti Corynebacterium glutamicum* jsem se zabyval
studiem exprese gend, jejichz produkty se ucastni bunécné odpovédi na stres vyvolany
vnéjSimi podminkami. Dilé¢imi cili prace byly: (1) transkripéni analyza operonu
sigH-rshA kodujiciho alternativni sigma faktor SigH a jeho predpokladany anti-sigma
faktor RshA; (2) identifikace gend, jejichz exprese je fizena systémem SigH-RShA;
(3) analyza promotorovych oblasti téchto gent, tj. stanoveni promotorovych aktivit
za ruznych fyziologickych podminek, identifikace transkripcnich pocatkli a uréeni
promotorovych motivi -10 a -35; (4) sestrojeni in-vitro transkripéniho systému a jeho

pouziti pfi analyze vybranych promotord.

V disertacéni praci bylo dosazeno téchto vysledku:

1) Stanovenim aktivit promotorovych oblasti gent sigH a rshA byla prokazana
u obou genu pritomnost aktivnich promotorii reagujicich na vné&jsi stresové podminky
a bylo zjisténo, Ze delece v genu sigH méla negativni vliv na aktivitu promotorti obou
genl. U genu sigH byly identifikovany 4 transkrip¢ni pocatky a odvozeny 4 promotory,
které byly podle svych -10 a -35 sekvenci uréeny jako SigA-dependentni. Exprese genu
sigH je tedy ziejmé fizena primarnim sigma faktorem SigA a pravdépodobné nepiimo
regulovana i alternativnim sigma faktorem SigH, ktery se tak podili i na regulaci exprese
vlastniho genu. Transkripéni analyzou genu rshA byly identifikovany 2 transkripéni
pocatky odpovidajici jednomu promotoru, ktery obsahuje konservované motivy
SigH-dependentnich promotort (GGAA (-35) a GTT (-10)), coz dokazuje, ze exprese
genu rshA, kodujiciho anti-sigma faktor, je fizena sigma faktorem SigH.

2) ldentifikace SigH-dependentnich genti byla provedena stanovenim
transkripéniho profilu analyzou DNA Microarray u deleéniho kmene C. glutamicum
ArshA. s nefunk¢nim anti-sigma faktorem RshA. Celkem bylo identifikovano 83 genu,
jejichZ exprese byla zvysena v deleénim kmeni C. glutamicum ArshA a jsou tedy ziejmé
SigH-dependentni Mezi nové¢ identifikované SigH-dependentni geny patii napf. geny
uvrA, uvrC, uvrD, mshC a mca. Dosazené vysledky potvrdily pfedpoklad funkce proteinu
RshA jako anti-sigma faktoru k SigH.

3) U nové identifikovanych SigH-dependentnich promotort gent uvrA a uvrD
a rovnéz u promotort genu dnaJ2 byly stanoveny jejich aktivity, identifikovany

transkripcni pocatky a nasledné odvozeny promotorové motivy -10 a -35. U genti uvrA
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a uvrD byl identifikovan vzdy 1 transkripni pocatek a nasledné odvozen
jeden SigH-dependentni promotor. U genu dnaJ2 byly identifikovany 3 transkrip¢ni
pocatky a odvozeny 3 promotory (P1ldnaJ2, P2dnaJ2 a P3dnaJ2). Na zakladé sekvenci
oblasti -10 a -35 promotord PldnalJ2 a P2dnaJ2 bylo navrzeno, ze Pldnal2, je
rozeznavan primarnim sigma faktorem SigA, zatimco P2dnaJ2 alternativnim sigma
faktorem SigH. Promotor P3dnaJ2 neobsahuje -10 a -35 sekvence typické pro SigA- nebo
SigH-dependentni promotor a jeho funkce a regulace je nejasna.

4) Analyzou promotorit SigH-dependentnich genii byly identifikovany
transkripéni pocatky a nasledné odvozeny oblasti -10 a -35 téchto genti. Z vysledka
ziskanych stanovenim promotorovych aktivit v kmenech C. glutamicum s deleci v genech
kédujicich rizné sigma faktory bylo mozné usuzovat, Ze tyto promotory mohou byt
specificky rozezndvany vice nez jednim ECF sigma faktorem. K potvrzeni tohoto
ptedpokladu byl sestrojen in-vitro transkripéni systém, zalozeny na pouZiti jadra RNA
polymerasy a urcitého sigma faktoru. Tento systém umoziuje testovat schopnost sigma
faktoru rozpoznat a iniciovat transkripci z promotorové oblasti naklonovaného do vektoru
pRLG770. Vysledky in-vitro transkripéni analyzy dokazaly, ze promotory P2dnaJl2,
P1clgR a P2dnaK jsou specificky rozeznavany sigma faktorem SigH i sigma faktorem
SigE. Jedna se tak o prvni ptimy dikaz, ze jeden promotor C. glutamicum je specificky
rozeznavan dvéma rozdilnymi sigma faktory. U vegetativniho promotoru Pper bylo
prokazano, ze jeho exprese muze byt fizena jak primarnim sigma faktorem SigA, tak
sigma faktorem SigB (primary like sigma factor).

Na zaklad¢ dosazenych vysledkti byly zmapovany geny, jejichz aktivita je
regulovana riznymi typy strest vnéjsiho prostiedi, hlavné pak uc¢inkem zvysené teploty.
U téchto genli byly identifikovany transkripéni pocatky a odvozeny pfislu§né
promotorové oblasti. K promotorové analyze byly pouzity in-vivo metody a soucasné byl
zkonstruovan in-vitro transkripéni systém umoznujici pfimé testovani vlivu konkrétniho
sigma faktoru na dany promotor. Kombinaci in-vivo a in-vitro metod bylo tak vibec
poprvé experimentalné prokdzano, Ze transkripce genu z konkrétniho promotoru je
u C. glutamicum fizena vice nez jednim sigma faktorem. Bakterie C. glutamicum se fadi
mezi vyznamné producenty aminokyselin. Pochopeni aktivace genové exprese za
podminek zvysSené teploty miize byt vyuzito napi. pifi konstrukci produkénich kmeni
klonovanim tepelné aktivovanych promotort pred geny kddujici enzymy biosyntézy.
Timto zplsobem bude mozné ziskat bezplazmidové producenty aminokyselin navic s

nechemickou indukci, ktera bude Setrnéjsi k zivotnimu prostiedi.
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