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A - adenin

AHAS - synthasa acetohydroxykyselin

ATP - adenosintrifosfat

Att - atenuétor

bp (bps) - pary bazi

BSA - hovézi sérovy albumin

C - cytosin

cAMP - cyklicky adenosin-5’"-monofosfat
CAT - chloramfenikolacetyltransferasa

CoA - koenzym A

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DR - nedokonala pfima repetice

DTNB - §5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoova kyselina
DTT - dithiothreitol

dNTP - deoxyribonukleotidtrifosfat

EDTA - ethylendiaminotetraoctova kyselina
FAD - flavinadenindinukleotid

G - guanin

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie
IPTG - isopropyl-B- D-1-thiogalaktopyranosid
kb - tisice para bazi

kDA - kilodaltony

Km® - rezistence ke kanamycinu

Mb - miliény para bazi

MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace
MOPS - morfolinpropansulfonova kyselina
mRNA - mediatorova ribonukleova kyselina
NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat
ODgoo - opticka densita pfi vinové délce 600 nm
PCR - polymerasova fetézova reakce

PEX - primer-extension

P-ilvB - promotor genu ilvB

P-ilvN - promotor genu ilvN

ppGpp - guanosin-5’-difosfat-3 "-difosfat
RNA - ribonukleova kyselina

rRNA - ribosomalni ribonukleova kyselina
SAP - alkalicka fosfatasa izolovana z garnéta
SDS - dodecylsulfat sodny

T - thymin

TNB - 5’-thio-2-nitrobenzoova kyselina

TPP - thiamin pyrofosfat

Tris - tris-hydroxymethyl-aminomethan
tRNA - transferova ribonukleova kyselina
WT - divoky typ (wild type)

X-Gal — 5-bromo-4-chloro-3-indolyl - D-galaktopyranosid




Uvod

1. UVOD

Aminokyseliny jsou objemem vyroby po ethanolu druhou nejvyznamnéjsi skupinou
biotechnologickych produkti. Jako zakladni stavebni jednotky proteind maji tyto latky
nezastupitelnou funkci v Zivych organismech. Pouze eubakterie, niZ$i eukaryota a rostliny
jsou schopny syntetizovat v§ech 20 zékladnich aminokyselin obsaZenych v proteinech. Pro
ostatni organismy jsou n¢které z aminokyselin esencidlni, ty pak musi byt soucasti jejich
potravy. Z tohoto diivodu jsou primyslové vyrabéné aminokyseliny vyuZivany zejména
v potravinaistvi a zemé&d€lstvi jako ptisady do potravin a krmnych smési, v 1ékafstvi jako
slozky infiznich roztoku a jako prekurzory pii fadé chemickych a biotechnologickych vyrob.

Jiz od 60. let minulého stoleti se pro primyslovou vyrobu aminokyselin pouZiva
mikrobialni fermentace. Mezi nejvyznamnéj$i producenty patii grampozitivni bakterie
Corynebacterium glutamicum, kterad je v soucasné dobé vyuzivana predevs$im k produkci
lysinu a kyseliny glutamové. Pro vyrobu aminokyselin v primyslovém méfitku se pouzivaji
kmeny, které vétinou proly nékolikastupiiovym procesem $lechténi. Rada producentt byla
pfipravena metodami klasické genetiky, které jsou zaloZeny zejména na technikach ndhodné
mutageneze a selekce. Ekonomické hledisko vyrob v$ak vyzaduje stalé zvySovani finalni
koncentrace a Cistoty produkovanych metaboliti. Podstatné zvySeni kone¢né hladiny
pozadovanych produktd umoznil v poloviné 80. let rozvoj genového inZenyrstvi, které
umoziuje cilené zasahy do genetické vybavy producentd. Tyto Gpravy vsak mohou byt
provedeny az na zéklad¢ detailni znalosti regulace exprese genti dané biosyntetické drahy.

Cilem této diserta¢ni prace bylo studium klicového kroku biosyntetické drahy valinu
u C. glutamicum. Valin, spolu sleucinem a isoleucinem, patfi mezi aminokyseliny
s vétvenym nepolarnim postrannim fetézcem. Pro ¢lovéka jsou tyto aminokyseliny
esencialni a pozadavky na jejich levnou mikrobidlni vyrobu v posledni dob¢ stale rostou.
Klicovym krokem syntézy je prvni reakce specifickd pro biosyntézu valinu, kterd je
katalyzovana synthasou acetohydroxykyselin (AHAS). Tato disertani prace se zabyva
anal}"z;)u obou zdkladnich typd regulace biosyntetickych drah aminokyselin: 1) analyzou
regulace syntézy kli¢ového enzymu represi nebo pred€asnou terminaci transkripce (v této
dasti byly studovany promotorové sekvence gent ilvB a ilvN kddujici dvé podjednotky
enzymu AHAS), 2) analyzou regulace aktivity enzymu (tato studie zahrnuje konstrukci
enzymu AHAS rezistentniho ke zpétnovazebné inhibici valinem). Na zavér byly ziskané
poznatky vyuzity pro konstrukci kmenti C. glutamicum produkujicich zvySené mnoZstvi
valinu. Tyto kmeny mohou byt zdkladem pro konstrukci primyslovych produkénich kment

nové generace.



Literarni ptehled

2. LITERARNI PREHLED
2.1. Rod Corynebacterium

Rod Corynebacterium patii mezi nesporulujici, grampozitivni, aerobni ¢i fakultativné
anaerobni a obligdtn€ chemoorganotrofni mikroorganismy. Tvar buriky zavisi u téchto
bakterii na staii kultury a pouZitém kultivaénim mediu. Béhem ristu se rovné nebo
zakiivené ty¢inky, které byvaji na jednom konci kyjovité rozsifené a asto tvofi formace ve
tvaru pismene V, zkracuji nebo rozpadaji na jednotlivé buiiky kokovitého tvaru (Talaro a
Talaro, 1996).

Mezi nejvyznamnéjsi charakteristiky téchto bakterii patfi neobvyklé sloZeni jejich
bunééné stény (Marienfeld et al., 1997; Eggeling a Sahm, 2001; Puech et al., 2001). I kdyz
Corynebacterium nalezi mezi grampozitivni mikroorganismy, organizaci povrchovych obalt
pfipomina spise bakterie gramnegativni (Bayan et al., 2003). Spodni, silnou vrstvu bunééné
stény tvofi polymery arabinogalaktan a peptidoglykan, jehoz specifickou souéasti je peptid
obsahujici kyselinu meso-diaminopimelovou. V povrchové, lipidové vrstve, jejiZ struktura se
s nejveétsi pravdépodobnosti velmi podobd vné&j§i membran€ gramnegativnich bakterii, se
nachazeji predevsim fetézce kyseliny mykolové o délce 22 az 36 uhlikli. Pravé chemické
sloZeni buné&nych oball, spolu se srovnavacimi fylogenetickymi studiemi nukleotidovych
sekvenci 16S-rRNA (Pascual et al, 1995), potvrzuje blizkou piibuznost rodu
Corynebacterium s rody Gordona, Rhodococcus, Nocardia a Mpycobacterium, jejichZ
bunééna sténa rovnéZ obsahuje vysoky podil kyseliny mykolové. Na zaklad¢ této skute¢nosti
byl rod Corynebacterium zafazen mezi aktinomycety (Embley a Stackebrandt, 1994;
Stackebrandt et al., 1997).

Dal§im vyznamnym znakem téchto bakterii je molarni obsah guaninu a cytosinu
(G+C) v DNA, ktery se pohybuje v rozmezi 51-65 %. Spolu s rody Streptomyces a
Mpycobacterium tak rod Corynebacterium patii mezi aktinomycety s vysokym obsahem G+C
paru.

Zastupci rodu Corynebacterium jsou v ptirodé hojné€ rozsiteni (Liebl et al., 1991).
VyskytuJ:e se mezi nimi fada patogennich druhi, napiiklad rostlinny patogen C. fascians,
zviteci patogen C. pseudotuberculosis, ktery vyvolava chronické, hnisavé infekce u ovci,
koz, koni a dalSich teplokrevnych zvifat, nebo C. xerosis, jenz je podminén¢ patogenni
obyvatel sliznice hosohltanu. Nejvyznamnéj$im piedstavitelem skupiny je lidsky patogen C.
diphtheriae zpusobujici zaskrt. Symptomy tohoto onemocnéni, jeZ miZe koncit aZ smrti

pacienta, jsou disledkem ptlisobeni exotoxinu produkovaného timto mikroorganismem.
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Velmi pocetnou skupinu korynebakterii tvofi pudni, nepatogenni druhy, které nachazeji
Siroké prumyslové uplatnéni, pfedev§im jako producenti aminokyselin. Nejvyznamné&j$im

zastupcem této skupiny je Corynebacterium glutamicum.

2.1.1. Corynebacterium glutamicum a jeho vyuziti

Kmeny druhu Corynebacterium glutamicum jsou v soucasné dobé vyuZivany
zejména pro prumyslovou produkci kyseliny L-glutamové a L-lysinu. Ro¢né se s pouZitim
korynebakterii vyrobi az 1,5 miliénu tun glutamatu a vice nez 550 000 tun lysinu. Vyvijeny
jsou rovnéZ kmeny produkujici dal$i aminokyseliny, napiiklad isoleucin nebo threonin
(Eggeling et al., 1997). Proces mikrobidlni fermentace je pro primyslovou produkci
aminokyselin vyuzivan jiz od roku 1957, kdy byl v Japonsku izolovan grampozitivni
bakterialni kmen produkujici vysoké mnozZstvi kyseliny glutamové (az 30 g/1) (Kinoshita et
al., 1957). Novy mikroorganismus byl nejprve pojmenovan Micrococcus glutamicus a
pozd¢ji taxonomicky zatazen jako Corynebacterium glutamicum.

K druhu C. glutamicum byly na zéakladé srovnavacich studii DNA-DNA nedavno
zafazeny také kmeny ptivodné znamé jako Brevibacterium lactofermentum a Brevibacterium
flavum. Dnes jsou tyto bakterie oznadeny jako C. glutamicum subspecies lactofermentum a
C. glutamicum subspecies flavum (Liebl et al., 1991).

C. glutamicum je pudni aerobni bakterie tvofici kratké nepravidelné ty¢inky o
velikosti 0,7-1 x 1-3 pum, které se ¢asto vyskytuji v parech nebo shlucich. Velmi dobie roste
v teplotnim rozmezi 25-37 °C (optimélni teplotou je 30 °C), zatimco pti 42 °C se jeho rist
vyrazné zpomaluje. Kmeny C. glutamicum jsou schopny rust v minimalnim mineralnim
mediu a syntetizovat vSechny nezbytné bunééné komponenty a metabolity, kofaktory i
vitaminy. Jedinou vyjimku tvofi D-biotin, ktery musi byt do kultiva¢niho media ptidavan (C.
glutamicum je pfirozeny biotinovy auxotrof). Vysvétlenim tohoto defektu muze byt
nepfitomnost genu bioF koddujiciho jeden z enzymid biosyntetické drahy biotinu
(Hatakeyama et al., 1993a; Hatakeyama et al., 1993b).

Biotechnologicky vyznam nepatogennich zastupci rodu Corynebacterium dokazuje
mimo jiné i skuteénost, Ze v nedavné dobé byla publikovana kompletni sekvence genomu
t&chto bakterii, a to tfemi zcela nezavislymi pracovisti. V databazi GenBank tak muze byt
nalezena sekvence C. glutamicum (NC_003450) publikované japonskou spole¢nosti Kyowa
Hakko Kogyo Co., Ltd. a sekvence blizce piibuzného C. efficiens (NC_004369), ktery byl
izolovan a sekvenovan japonskou konkuren¢ni spole¢nosti Ajinomoto Co. (Fudou et al.,

2002). Genom typového kmene C. glutamicum ATCC 13032 byl zcela nedavno sekvenovan
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také pracovi$tém university v Bielefeldu ve spolupraci s némeckou spoleénosti Degussa AG
(Kalinowski et al., 2003). Vysledky kompletniho sekvenovani odhalily, Ze chromosom C.
glutamicum je reprezentovan kruhovou molekulou DNA o velikosti 3 282 708 bp, ktera je
mens$i neZ genom taxonomicky blizkého kmene M. tuberculosis (4,2 Mb), ale vétsi nez
chromosom pfibuzného C. diphtheriae (2,5 Mb). Obsah part G+C ¢inni 53,8 %. Pomoci
pocitatovych programi vyhledavajicich oteviené &teci ramce bylo v chromosomu C.
glutamicum nalezeno 3002 potencidlnich gend, u 2489 z nich byla na zikladé
homologickych studii pfedpovézena funkce, u 250 zbyvajicich byla zjidténa podobnost s
konzervovanymi hypotetickymi proteiny ostatnich organismii. Pouze u 9 % gend zistava
funkce zatim neobjasnéna.

Divoké kmeny C. glutamicum jsou schopny produkovat aminokyseliny pfevazné
v nizkych koncentracich, které nejsou dostacujici pro primyslovou vyrobu (Eikmanns et al.,
1993). Klasickym S$lechténim téchto kmentl, jehoz zdkladem jsou techniky nahodné
mutageneze a nasledné selekce, bylo dosazeno vysoké produkce asi 15 riznych
aminokyselin. Od poloviny osmdesétych let minulého stoleti jsou tyto metody obohaceny o
techniky genového inZenyrstvi, které pomoci zcela specifickych a cilenych zésahti do
genomu této bakterie umoziuji nalézt nové cesty k dosazeni vy$§i produkce (Jetten a
Sinskey, 1995; Ikeda a Nakagawa, 2003). U korynebakterii tak byly postupné vyvinuty
klonovaci systémy zaloZené na fadé kryptickych plazmidd, které byly izolovany z C.
glutamicum (Tauch et al., 2003), zavedeny techniky genetickych pfenosti a zahijena
molekularné-geneticka analyza (Bonamy et al., 2003; Kirchner a Tauch, 2003). Detailné
prostudovéany jsou dnes také transkripéni signaly koryneformnich bakterii (Patek et al.,
1996; Vasicova et al., 1999; Patek et al., 2003a; Patek et al, 2003b). Tyto vysledky
potvrzuji, Ze C. glutamicum disponuje mnoha vlastnostmi, které mu i nadéle zajist'uji pfedni
misto mezi potencidlnimi producenty aminokyselin. K témto charakteristikim patfi, ve
srovnani s Escherichia coli nebo Bacillus subtilis, jednodussi regulace biosyntetickych drah,
jez jsou u C. glutamicum realizovany na mén€ stupnich. Vzhledem k pomémé malému
genomu je znaéné€ omezen vyskyt isoenzymi a degradativni enzymy pro mnohé
aminokyseliny &asto zcela chybi. Charakteristicka je naopak pfitomnost exportnich systémd,
které zabratiuji hromadéni produktt v butikach. Pomoci metod genového inZenyrstvi jiz byla
v poslednich letech zkonstruovana fada efektivnich producenti aminokyselin (Sahm et al.,
1995; Eggeling et al., 1997; Sahm et al., 2000; Ohnishi et al., 2002; Ohnishi et al., 2003,
Ohnishi et al., 2005).
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2.2. Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou jako stavebni kameny proteini jednémi z nejvyznamnéjsich
produktt kazdé buriky. Kromé této zakladni funkce mohou byt vyuZity také jako zdroje
uhliku, dusiku a energie, podileji se na stavbé bunécné stény a slouzi jako prekursory dalSich
nepostradatelnych latek. Narozdil od bakterii, niZ§ich eukaryot a rostlin nejsou ostatni
organismy schopny syntetizovat vSech 20 zékladnich aminokyselin vyskytujicich se
v proteinech. Ty, které nejsou danym organismem vytvafeny, musi byt slozkou jeho potravy.

vvvvv

histidin, isoleucin, leucin, lysin, methionin, threonin, tryptofan a valin.

2.2.1. Priumyslova vyroba aminokyselin

Pro ziskavani aminokyselin v primyslovém meéfitku existuji étyfi zdkladni postupy:
1) extrakce (purifikace aminokyselin z proteinovych hydrolyzatd), 2) chemicka syntéza, 3)
enzymatické postupy (v dne$ni dobé pomoci imobilizovanych enzymil) a 4) mikrobialni
fermentace. Kromé C. glutamicum se k vyrobé aminokyselin mikrobialni fermentaci vyuziva
také E. coli, zejména pro produkci threoninu, tryptofanu a dalich aromatickych

aminokyselin (Hermann, 2003).

2.2.1.1. Produkéni kmeny

Potencialn¢ produkéni kmeny aminokyselin vzZdy podstupuji nékolikastuptiovy
proces Slechténi (dnes jiZ cilen¢ smérovany pomoci technik genového inZenyrstvi), jehoz
vysledkem je efektivn&jsi produkce poZadovaného metabolitu (Wohlleben er al., 1993;
Eggeling a Sahm, 1999a; Sahm et al., 2000; Pfefferle et al., 2003). V prumyslové vyrobé
aminokyselin se tak uplatiiuji pfedev$im auxotrofni mutanti, regulaéni mutanti, mutanti
majici poruchu v regulaci aktivity kli¢ového enzymu zpétnou vazbou nebo kombinace téchto
ti typt (nasobni mutanti).

Auxotrofni mutanti maji pferuSeny vedlej§i metabolické drdhy a tim zastaveno
odcerpavani metabolitd, které tak mohou byt vyuZity pro syntézu Zddané aminokyseliny.
V dusledku preruSeni konkuren¢nich drah musi vSak byt nepostradatelné metabolity
vznikajici témito drahami buiice dodavany (Plachy, 1984; Nakayama, 1985). Pokud je
preruSena konkurenéni drédha pro jinou aminokyselinu a kultivace daného kmene probihé
v minimalnim mediu, byva pozadované zvyseni produkce spojeno s hladovénim a naslednou

limitaci rdstu. U lysinového producenta C. glutamicum subspecies flavum RC 115 (auxotrof
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na threonin a methionin) tak dosSlo ke zvySeni produkce lysinu za podminek stringentni
odpovédi, ktera byla vyvoldna limitujici koncentraci threoninu v kultivaénim mediu
(Ruklisha et al., 2001).

Regulaéni mutanti maji pozménéné regula¢ni sekvence gent kodujicich enzymy dané
biosyntetické drahy. Ztrata afinity represoru k t€mto sekvencim vede ke zvySené expresi
pfislusného enzymu a ve vétSin€ piipadi rovnéZz ke zvySené syntéze poZadovaného
produktu. Regula¢ni mutanty l1ze ziskat také zménou aminokyselinové sekvence represoru
(Plachy, 1984).

Mutanti majici poruchu v regulaci enzymu zpétnou vazbou jsou rezistentni k inhibici
enzymu koneénymi produkty dané drahy (v tomto piipadé aminokyselinami). Vétsinou se
selektuji jako mutanti rezistentni k analogim aminokyselin (Tsuchida a Momose, 1986;
Morbach et al., 1995; Ogawa-Miyata et al., 2001). Mechanismus této regulace bude
podrobné;ji popsan v kapitole 2.2.3.2.2.

S wvyuzitim technik genového inZenyrstvi miZe byt zesilena exprese gend
biosyntetickych drah klonovanim pomoci strukturné i segrega¢né stabilnich vektorti nebo
umisténim danych gend pod silny, pfipadné indukovatelny promotor (Radmacher et al.,
2002). Novym trendem je simultanni koordinovana zvy$ena exprese vice neZ jednoho genu
dané drahy, ktera umozni, aby byla pfi zrychleném toku metaboliti drahou zachovana
hladina (pool) jednotlivych meziproduktd. Nedochdzi tak k vyCerpani intermediati ani
k jejich nefyziologickému hromadéni v buiice (Koffas et al., 2003). Castym postupem pro
zvySeni vysledné produkce byva také zavedeni novych gent nebo biosyntetickych drah do
prumyslové vyznamnych organismi. Vneseni genetické informace pro utilizaci druhotnych
substratt tak napiiklad umozni nahradit drazsi substraty za levné;$i varianty. Syntéza Zadané
aminokyseliny muize byt zvySena také zménou vlastnosti genového produktu. Zavedenim
nejriznéjsich mutaci in vitro lze zlepsit katalytické i biochemické vlastnosti enzymd,
naptiklad jejich tepelnou stabilitu nebo afinitu k substratim.

Kone¢né mnozstvi dané aminokyseliny produkované do prostfedi zavisi rovné€Zz na
uc¢innosti jejiho exportu z buikky (Krdmer, 1994; Burkovski a Krdmer, 2002). Vhodné
mutace posilujici transportni systémy se tak mohou podilet na celkové zvySené produkci
pfislusné aminokyseliny (Krédmer, 1996; Eggeling a Sahm, 1999b; Simic et al., 2001). Na
zdkladé techniky mutageneze tak byla u C. glutamicum v nedavné dobé objevena
dvoukomponentova permeasa BrFE, ktera zodpovidd za export vétvenych aminokyselin
(valinu, leucinu a isoleucinu) (Kennerknecht ez al., 2002). Zvyseni produkce vlivem posileni
exprese gend brnF a brnE bylo jiZ prokazano v ptipadé L-isoleucinu. Velmi dilezitou roli

ma také import aminokyselin do buiiky, zejména v souvislosti s auxotrofnimi produkénimi
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kmeny. Tuto skute¢nost dokazuji studie valinového stresu u valinového producenta C.
glutamicum VAL1 (isoleucinovy auxotrof) (Lange et al., 2003). Pfidavek valinu do
kultivaéniho media vtomto pfipadé stimuloval produkci valinu timto kmenem, avs$ak
zaroveii vyrazn€ zpomalil jeho rist. Inhibice ristu vyvoland limitaci na isoleucin zde byla
vysvétlena jako disledek kompetice valinu a isoleucinu o ptena$e¢ BrQ, ktery zodpovida
za transport valinu, leucinu a isoleucinu do buriky (Tauch et al., 1998). Transportni systémy
zaji$t'ujici import aminokyselin do buriky v§ak mohou mit i pfimy negativni vliv na produkci
zadaného metabolitu. V pfipadé kmene C. glutamicum produkujiciho glutamat bylo
napiiklad zjiSt€no, Ze se sekundarni transportni systém, zajist'ujici vstup glutamatu do buiiky,
podili na cirkulaci jiz vyprodukované aminokyseliny mezi butikou a vné&j§im prostfedim a
oslabuje tak kone¢nou produkci této latky (Trotschel et al., 2003).

Metabolismus burkky je komplexni proces, ktery je tvofen siti vzijemné se
ovliviiyjicich reakci, znichz Zadna neprobiha zcela izolované. Biosyntéza jednotlivych
bunéénych sloucenin je vZdy napojena na centralni a energeticky metabolismus, se kterym
sdili spole¢né prekurzory i redukéni ekvivalenty. Pii konstrukei produkénich kmenti se proto
mohou uplatnit i mirné zasahy posunujici rovnovahu centralniho metabolismu ve prospéch
zadaného produktu (Bott a Niebisch, 2003; Marx et al., 2003). Vliv riznych (i zcela
nepfibuznych) genli na produkci dané aminokyseliny je dnes studovan za nejrizné&jsich
fyziologickych podminek s pomoci technik DNA (RNA) microarrays (Hayashi et al., 2002;
Wendisch, 2003), které spolu s analyzou vnitrobuné¢né koncentrace a toku metaboliti (tzv.
metabolom a fluxom), nabizeji globélni pohled na tuto problematiku (Kiefer et al., 2004;
Kromer et al., 2004; Polen a Wendisch, 2004; Wittmann et al., 2004a; Wittmann et al.,
2004b).

Nezanedbatelny vliv na kone¢nou produkci aminokyselin méa také sloZeni
kultiva¢niho media (Plachy, 1975; Posten a Cooney, 1993). Pro kazdy produkéni kmen musi
byt nejprve stanoveny optimalni podminky kultivace (teplota, pH, zfed'ovaci rychlost pfi
kontinualni kultivaci apod.), véetné€ zdroji uhliku, dusiku a energie, které umozni nalézt
ekonomicky vhodny kompromis mezi maximélni ristovou rychlosti a maximalnim
vytéZkem dané aminokyseliny (Uy et al., 2003). Ptikladem mizZe byt studium vlivu ptidavku
acetatu jako kosubstratu glukosy na rychlost ristu a produkci lysinu u lysinového producenta
C. glutamicum RC 115 béhem kontinudlni kultivace v bioreaktoru (Paegle a Ruklisha, 2003).
Mala mnozZstvi acetatu vyvolala drobné zpomaleni riistu, av§ak vyznamny vzestup produkce
lysinu, zatimco pfidavek vysoké koncentrace acetatu zpusobil vyrazny pokles vytézku
lysinu. Zminény negativni efekt acetatu byl odstranén pfidavkem pyruvatu. Se sloZenim

kultivaéniho media rovnéz zce souvisi schopnost buné€k efektivné piijimat jednotlivé Ziviny
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pomoci riznych transportnich systémid nebo schopnost vyrovnat se s osmotickym stresem
(Gourdon et al., 2003; Ronsch et al., 2003). I tyto faktory mohou vyrazné ovlivnit vyslednou

produkci Zédané aminokyseliny.

2.2.2. Ekonomicky vyznam aminokyselin

Aminokyseliny patii vedle ethanolu a antibiotik k nejvyznamnéj$im mikrobialnim
produktlim (Glazer a Nikaido, 1995). V roce 1908 objevil japonsky chemik Ikeda velmi
atraktivni chut' L-glutamatu, kterd vedla k vyuziti této latky jako ochucovadla potravin.
Plivodné byla tato aminokyselina vyrdbéna finanéné nakladnou hydrolyzou proteind nebo
chemickou syntézou, pfi které vznikala pouze obtizn¢ délitelnd smés D- a L-glutamatu.
V souCasné dob&é bezkonkuren¢né pievlada fermentaéni postup vyroby s vyuzitim C.
glutamicum. Také dalsi aminokyseliny (naptiklad alanin, aspartat nebo cystein) nachéazeji
uplatnéni v potravinafském priimyslu pro vyrobu ochucovadel, sladidel a ptisad do potravin.

Nezastupitelna je role aminokyselin i v dal§ich primyslovych odvétvich. V 1ékafstvi
se vyuZivaji jako sloZky infuznich roztokl (arginin, isoleucin, leucin, lysin, prolin, tyrosin,
tryptofan, valin) nebo terapeutické latky (asparagin, fenylalanin, glutamin, histidin,
methionin, tryptofan), v zemédélstvi jako pfisady do krmiv pro zvySeni nutri¢ni hodnoty
(zejména lysin, methionin a threonin) a jako rdstové regulatory. Mnohé aminokyseliny

nachazeji uplatnéni také v chemickém a kosmetickém primyslu ( naptiklad serin).

2.2.3. Obecné principy biosyntézy aminokyselin a jeji regulace

Mnohé chemoorganotrofni bakterie maji schopnost syntetizovat v§ech 20 zakladnich
aminokyselin, a to i z velmi jednoduchych surovin, jakymi jsou glukosa, amoniak, CO; a
siran. Podle zptsobu syntézy a vychozich prekurzorti se aminokyseliny déli na 6 skupin (6
zékladnich drah): glutamatova, aspartatova, pyruvatova, serinova, aromaticka a histidinova
(Kapralek, 2000). Jednotlivé drahy jsou rtizn€¢ dlouhé, zahrnuji 3 az 13 dil¢ich reakci a
ptislu$ny pocet intermediatu.

Syntéza vSech primarnich metabolith musi byt vzdy piesné vyvéaZena, z tohoto
divodu se béhem evoluce vyvinuly regulaéni mechanismy zaji$t'ujici pfirozenou existenci
buriky i jeji schopnost reagovat na nepfiznivé vlivy prostfedi. I kdyZ mezi riznymi
bakteridlnimi druhy existuji rozdily v jednotlivych enzymatickych i regulac¢nich krocich
dané drahy a v rozmisténi pfislusnych genti na chromosomu, zékladni mechanismus regulace
anabolickych drah zlstava zachovan. V piipad¢ biosyntetickych drah aminokyselin se jedna
o kombinaci dvou zakladnich typd: 1) regulace syntézy enzymu na drovni genové exprese,
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2) regulace aktivity jiz existujiciho enzymu. Represe syntézy funguje zejména v pfipadé€, kdy
se aminokyselina vyskytuje v prostiedi a tvorba enzymového aparatu pro jeji syntézu je
zbyte¢na. Druhy typ regulace koordinuje rychlost tvorby a spotfeby dané aminokyseliny

v burice.

2.2.3.1. Regulace na urovni genové exprese
V biosyntetickych drahach aminokyselin se uplatiiuji zejména dva typy regulace na

urovni genov€é exprese: 1) represe transkripce, 2) pfed¢asna terminace transkripce

(atenuace).

2.2.3.1.1. Represe transkripce

Regulace biosyntézy aminokyselin represi iniciace transkripce probihd pomoci
regula¢niho proteinu (represoru). Represor se vaZe na specifickou sekvenci DNA (operator),
ktera se vyskytuje v oblasti promotoru a ma zpravidla palindromaticky charakter.

Pro vazbu represoru na operator je nutnd pfitomnost korepresoru, kterym je obvykle
aminokyselina, jejiz syntéza je regulovana. Vazba aminokyseliny na represor vyvola jeho
konformaéni zménu, ktera umoZni komplexu represor-korepresor rozpoznat sekvenci
operatoru. Vznik trojkomplexu represor-korepresor-operator zabrani optimaélni interakci
RNA-polymerasy s promotorem, a tim ¢aste¢n€ nebo Gplné reprimuje iniciaci transkripce.

Enzymy jedné biosyntetické drahy ¢asto tvofi v bakteridlni buiice samostatnou
transkripéni jednotku (operon), fizenou spole¢nym operatorem, ktery je zpravidla situovan
mezi promotorem a strukturnimi geny operonu. Syntéza téchto enzymi potom podléha
spole¢né koordinované represi a derepresi (piikladem mohou byt geny kédujici enzymy
biosyntetické drahy histidinu).

V nékterych piipadech se geny jediné biosyntetické drahy nalézaji na ruznych
mistech chromosomu (napiiklad geny syntézy methioninu). I tyto geny vSak byvaji
regulovany spole¢né jednim regula¢nim proteinem (jednim komplexem represor-korepresor)
a tvofi tak regula¢ni jednotku ozna¢ovanou jako regulon.

U C. glutamicum se regulace exprese represi vyskytuje v drahach biosyntézy
methioninu a cysteinu, kde jako pfedpokladany transkripéni represor fady gent ptisobi
protein McbR (¢len rodiny TetR) (Rey et al., 2003). Analyzou genu leuB z C. glutamicum,
ktery kdduje 3-isopropylmalatdehydrogenasu (jeden z enzymi biosyntetické drahy leucinu),

bylo zjisténo, Ze se aktivita promotoru P-leuB vyznamné sniZila pifi kultivaci na mediu
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obsahujicim leucin (Péatek et al., 1998). Zatim v3ak nebyl tento promotor, obsahujici

palindromatickou sekvenci v oblasti transkripéniho startu, podrobnéji analyzovan.

2.2.3.1.2. Atenuace transkripce

Pfed€asné terminace transkripce (atenuace transkripce) se v biosyntetickych drahach
aminokyselin vyskytuje velmi ¢asto. Tento typ regulace je zcela unikatni pro prokaryotické
organismy, protoZe jeji princip je zaloZen na bezprostiedni navaznosti transkripce a translace
u bakterii. V eukaryotickych burikach, kde probihaji oba tyto procesy nezavisle
v oddé€lenych kompartmentech, se atenuace vyvinout nemohla. Mechanismus pfed¢asné
terminace transkripce je popsdn u mnoha gent riznych bakteridlnich druhti (Vitreschak et
al., 2004), na molekularni urovni je viak nejlépe prostudovan u tryptofanového operonu z E.
coli (Landick et al., 1996; Rosypal, 1997; Snyder a Champness, 2003).

Za regulaci atenuaci, jejiZ mechanismus je zaloZen na pfesné souhfe mezi transkripci
a translaci, zodpovidd specifickd sekvence (atenuator) ve vedouci oblasti pfisluiného
operonu (Obr. 2.1.). 5'-konec vznikajici mRNA je vétSinou tvofen &tyfmi dseky (1, 2, 3, 4),
které jsou vzajemné komplementdrni a mohou tvofit tfi alternativni sekundarni struktury
(vlasenky). V zavislosti na koncentraci tryptofanu v buiice mohou nastat dvé mozZnosti
vzniku téchto vlasenek. Za nadbytku tryptofanu se tvofi nejprve vlasenka mezi Gseky 1 a 2
(protektor), ktera zplsobi pozastaveni transkripce a soucasné umoZni vznik terminaéni
vlasenky mezi useky 3 a 4 nesouci vlastnosti termindtoru nezavislého na faktoru ro.
Transkripce operonu je tak pfed¢asné zastavena, protoZe enzymy pro syntézu aminokyseliny
nejsou potiebné. Za nedostatku tryptofanu naopak vznika vlasenka mezi tUseky 2 a 3
(antiterminator), jejiz funkci je inhibice vzniku terminaéni vlasenky. Za téchto podminek
muZe transkripce celého operonu pokracovat. Dalsi nezbytnou vlastnosti atenuatoru je
kédovani vedouciho peptidu, ktery obsahuje jeden nebo vice zbytkii aminokyseliny, jejiz
biosyntéza je atenuaci regulovana (v tomto piipadé tryptofan). Kodoény determinujici
tryptofan jsou umistény vuseku 1 a jejich hlavni uloha spociva ve zprostfedkovéni
informace o vnitrobuné¢né koncentraci tryptofanu. Vlastni signélni molekulou je potom
pfislu§na aminoacyl-tRNA (respektive pomér mezi nabitou a nenabitou formou transferové
ribonukleové kyseliny).

Model mechanismu atenuace piedpoklada, Ze tento proces je zahdjen iniciaci
transkripce. Na 5°-konci vznikajici mRNA se nejprve samovolné utvoii vlasenka mezi useky
1 a 2, ktera zptsobi pozastaveni transkripce. Toto pozastaveni hraje vyznamnou roli pro
synchronizaci celého procesu, protoZze umozZni nasednuti ribosomu a iniciaci translace
vedouciho peptidu. Pohyb ribosomu po mRNA v blizkosti vlasenky 1 a 2 pravdépodobné
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tuto strukturu rozvolni a transkripce tak muiZe pokrafovat az k tryptofanovym kodontim
vuseku 1. Pf nedostatku tryptofanu nemohou byt tyto kodény obsazeny pfislu$nou
aminoacyl-tRNA a translace je zastavena. Tim je umoZnén vznik antiterminaéni vlasenky
mezi useky 2 a 3, ktera inhibuje tvorbu terminatoru mezi Useky 3 a 4 a transkripce pokracuje
smérem ke strukturnim gentim. Naopak pifi nadbytku tryptofanu miZe byt tato
aminokyselina zafazena do sekvence vedouciho peptidu, jehoZ syntéza je tak dokoncena.
Uvolnéni ribosomu umozni opét vznik vladsenky mezi Useky 1 a 2, kterd zamezi tvorbé
antiterminatoru mezi tseky 2 a 3. Usek 3 zlistava volny a miiZe se spojit s useckem 4 za

vzniku vlasenky terminacni, ktera zptisobi pfedéasné ukongeni transkripce.

DNA [Promotorl |Atenuétor| l Strukturni geny l |Terminétor|
Ribosom
Kodény pro
tryptofan
1) Nadbytek ~ RNA [ : I [ PN Transkripce
tryptofanu 1 X 2 ' predéasné
’ Terminétor ukonéena
Vedouci peptid
Kodén pro terminaci
translace vedouciho
peptidu

2) Nedostatek
tryptofanu

Transkripce
+ pokraéuje

Antiterminétor

Obr. 2.1. Schéma atenuace transkripce tryptofanového operonu z E. coli

Cisla 1, 2, 3 a 4 oznaluji vzajemné komplementarni iseky DNA ve vedouci sekvenci tryptofanového operonu,
které v zavislosti na aktualni koncentraci tryptofanu v buiice mohou tvofit &tyfi rizné sekundarni struktury
(vlasenky), které ¥idi prib&h transkripce strukturnich gent. Obrazek je detailné popsan v textu na strankach 10
all.
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Popsanym modelem lze, aZ na drobné odliSnosti, vysvétlit funkci vSech dosud
popsanych atenuatord E. coli. U grampozitivnich bakterii jsou mechanismy regulace
transkripce atenuaci rozmanit&j§i (Henkin a Yanofsky, 2002). Ptedfasné terminaci
transkripce miZe zabranit neaktivovana tRNA svoji pfimou interakci se vznikajici mRNA.
Interakce mezi témito molekulami pravdépodobné stabilizuje sekundarni strukturu
antiterminaéni vlasenky. Tento typ regulace byl popsan u operonu ilv-leu a genu tyrS z B.
subtilis (Grundy et al., 1994) a ptfedpokladd se i u operonu argS-lysA z C. glutamicum
(Grundy a Henkin, 1994). Dalsi mechanismus atenuace, ktery zavisi na funkci proteinu
TRAP, byl nalezen u tryptofanového operonu z B. subtilis (Merino et al., 1995; Babitzke,
1997; Babitzke, 2004; Yanofsky, 2004). Vlastni signalni molekulou je zde pfimo dana
aminokyselina (v tomto pfipadé tryptofan). Protein TRAP, jehoZ plsobeni je regulovano na
zaklad¢ allosterické aktivace koncentraci tryptofanu v buiice, je schopen vazat vznikajici
mRNA a tim stabilizovat terminaéni vlasenku zodpovidajici za pifed¢asné ukonceni
transkripce. Nadbytek aminokyseliny aktivuje protein TRAP a ten zajisti terminaci
transkripce pfislusnych biosyntetickych genti. Negativni regulaci zaji$t'uje protein anti-
TRAP, ktery se vaZze na protein TRAP a inhibuje tim jeho funkci. Syntéza proteinu anti-
TRAP je indukovéna pfitomnosti nenabité Trp-tRNA (Snyder et al., 2004).

Mezi operony C. glutamicum kontrolované atenuaci byl nedavno zafazen také operon
ilvBNC koédujici enzymy biosyntetické drahy valinu, leucinu a isoleucinu, jehoZ studium je
mimo jiné néplni této disertatni prace (Morbach et al, 2000). Pfed¢asnou terminaci

transkripce je zfejmé regulovan rovnéz gen leuAd z C. glutamicum (Patek, 2005).

2.2.3.2. Regulace na urovni aktivity enzymii

Aktivita enzymd muze byt v burice regulovana kovalentni chemickou modifikaci,
vazbou aktivatori a inhibitord, rozdilnou specifitou enzymu k substratim nebo rychlosti
degradace enzymu. V biosyntetickych drahdch aminokyselin se uplatfiuji zejména dva typy
regulace: 1) rozdilna specifita vazby dvou nebo vice substrati danym enzymem, 2)

allostericka interakce enzymu s metabolitem (inhibice enzymu zpétnou vazbou).

2.2.3.2.1. Substratova specifita enzymi

Mnohé enzymy biosyntetickych drah aminokyselin maji schopnost rozpoznavat dva
nebo vice substratd. Specifita vazby se vSak muze u jednotlivych substrati zna¢né lisit.
Piikladem je enzym synthasa acetohydroxykyselin (AHAS), kliCovy enzym biosyntetické
drahy valinu, jehoZ vlastnosti a funkce budou podrobné popsany v kapitole 2.4. Tento enzym
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rozpoznava dva substraty (2-ketobutyrat a pyruvat), 2-ketobutyrat vSak s mnohem vyssi
specifitou (Squires et al., 1981).

2.2.3.2.2. Inhibice enzymu zpétnou vazbou

Inhibice zpétnou vazbou patti mezi zakladni regulaéni mechanismy aktivity enzymd.
Je zprostfedkovana pfimo produkty biosyntetickych drah (aminokyselinami), které se vaZou
na molekulu enzymu, a tim usmérmiuji jeho aktivitu a zabrafiuji svému nadmémému
hromadéni v buiice. Regulaci zpétnou vazbou podléhaji pfedevs§im enzymy katalyzujici
vstupni reakci dané dréhy nebo enzymy soutéZici o spoleény substrat, ktery se vyskytuje
v mistech vétveni dvou biosyntetickych drah. Molekuly téchto enzymi jsou vybaveny
dvéma vazebnymi misty. Kromé katalytického mista pro substrat obsahuji téZ allosterické
misto, kam se vazi zpétnovazebné ptisobici inhibitory. Disledkem této vazby je konformaéni
zména molekuly enzymu, kterd znemoZni vazbu substratu do katalytického mista ¢i pfeménu

substratu na produkt. Inhibice zpétnou vazbou byla popséana v E. coli i v C. glutamicum.

2.3. Biosyntéza valinu

Valin, spolu sleucinem a isoleucinem, tvoii skupinu aminokyselin s vétvenym,
nepolarnim postrannim fetézcem. Jako aminokyseliny esencidlni jsou vSak syntetizovany
vyhradné€ mikroorganismy, houbami a rostlinami. Ro¢ni svétova primyslova produkce ¢ini
asi 500 t L-valinu, 400 t L-leucinu a 400 t L-isoleucinu. V poslednich letech vSak poptavka
po téchto latkach vzrustd. Biosyntetické drahy vétvenych aminokyselin jsou uzce spjaty,
paralelni syntézy valinu a isoleucinu jsou dokonce katalyzovany identickymi enzymy (Obr.
2.2.). Kaskada reakci sméfujicich k syntéze valinu, leucinu a isoleucinu se vyznauje viemi
hlavnimi znaky charakterizujicimi biosyntetické drahy aminokyselin. K témto znakdm patfi
pfedevsim vétveni drah a multivalentni regulace genové exprese i enzymové aktivity
(zejména allosterickou zpétnovazebnou inhibici). Zhlediska déleni jednotlivych
anabolickych drah podle typu prekurzoru spadaji drahy vétvenych aminokyselin do skupiny
pyruvatové. Vyjimku muzZe tvofit isoleucin, jehoZ syntézu zahajuje aminokyselina threonin
(Clen rodiny aspartatové). Z tohoto diivodu byva téz isoleucin v n€kterych publikacich fazen
do aspartatové skupiny. Od biosyntetické drahy valinu se odvétvuje biosynteticka draha

kyseliny pantothenové, jejimZ prekursorem je 2-ketoisovalerat.
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2.3.1. Biosyntéza valinu v C. glutamicum
2.3.1.1. Biosynteticka draha

Biosyntetickd drdha vétvenych aminokyselin z C. glutamicum je schématicky
znazornéna na obrazku 2.2. Jednotlivé chemické reakce i enzymy, které je katalyzuji, jsou
shodné u v8ech organismi disponujicich touto drahou (Voet a Voetova, 1995). Odli$nosti se
ve v&tsin€ piipadl vyskytuji pouze v uspofadani genli na chromosomu, v poétu isoenzymui

nebo v detailech regula¢nich mechanismi.

™ ‘ ilvA

[pyruvat]

|

v
v

Zaceto2yirony- | [Zacstolakua]
butyrat 2-acetolaktat

—— | 2-isopropyimalat|

ilvC IPMS leuA IPMI leuCD

v
2,3-dihydroxy-
3-methylvalerat

v v

| 2,3-dihydroxyisovalerat| | 3-isopropylmalat|

............. DHAD........... N

v v v

[2-ketoisokapronat|

i’vE .............. TA i’vE
v v v
ISOLEUCIN VALIN LEUCIN

pantothenat

Obr. 2.2. Biosyntetické drahy valinu, leucinu a isoleucinu v C. glutamicum

Cervené jsou znaleny enzymy Katalyzujici jednotlivé reakce drahy: TD = threonindeaminasa, AHAS =
synthasa acetohydroxykyselin, AHAIR = isomeroreduktasa acetohydroxykyselin, DHAD = dehydratasa
dihydroxykyselin, TA = transaminasa, IPMS = isopropylmalatsynthasa, IPMI = isopropylmalatisomerasa,
IPMDS = isopropylmalatdehydrogenasa. Modfe jsou zvyraznény geny, kterymi jsou tyto enzymy kddovany.
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Prvni reakci spole¢né ¢asti biosyntetickych drah vétvenych aminokyselin je reakce
kondenza¢ni, katalyzovana synthasou acetohydroxykyselin (AHAS). V buiikach C.
glutamicum se vyskytuje pouze jedina forma tohoto dvoupodjednotkového enzymu, jehoz
vétsi (katalytickd) podjednotka je kodovana genem ilvB a mensi (regulaéni) podjednotka
genem ilvN (Inui et al., 1993; Keilhauer et al., 1993). Jako kli¢ovy enzym drahy podléha
synthasa acetohydroxykyselin zpétnovazebné regulaci valinem, leucinem a isoleucinem, jez
se vaZou na regulaéni podjednotku IlvN. Tato regulace vSak neni ptili§ striktni, protoZe i
v pfitomnosti vy$3i koncentrace vSech tfi aminokyselin je inhibice enzymu maximalné 50 %
(Eggeling et al., 1987). Zatimco v pfipad¢ drahy syntézy valinu jsou substraty reakce dvé
molekuly pyruvétu, v isoleucinové draze figuruje pouze jedna molekula pyruvatu, druhym
substritem je 2-ketobutyrat vznikajici deaminaci threoninu u¢inkem threonindeaminasy
(threonindehydratasy) (Cordes et al., 1992). Také tento enzym (specificky pouze pro syntézu
isoleucinu), jenz je kodovan genem ilvA, podléhd zpétnovazebné inhibici koneénym
produktem (isoleucinem). Podobné jako v ptipad€ E. coli je rovnéz threonindeaminasa z C.
glutamicum tetramer, jehoZ allosterickym aktivatorem je valin (Mockel et al., 1992). U
vSech dosud izolovanych threonindeaminas zodpovidd amino-terminalni oblast polypeptidu
za katalytickou aktivitu a karboxy-terminalni oblast za aktivitu regula¢ni. Enzym pochazejici
z C. glutamicum je v8ak jedine¢ny svou malou velikosti, kterd je zpisobena deleci 95
aminokyselin v karboxy-terminalni oblasti.

Produktem alternativnich kondenza¢nich reakci katalyzovanych enzymem AHAS
jsou dvé acetohydroxykyseliny, které v nasledujicim kroku podléhaji isomerizaci a NADPH-
dependentni redukci za vzniku 2,3-dihydroxykyselin. Reakce je katalyzovana
isomeroreduktasou kédovanou genem ilvC (Cordes et al., 1992). I tento enzym podléhd
mirné regulaci zpétnou vazbou (inhibice valinem a leucinem) (Leyval et al., 2003), jeho
aktivita v burice je vSak konstantné vysokd. Narozdil od enzymu AHAS, ktery je mezi
jednotlivymi mikrobidlnimi i rostlinnymi druhy vysoce konzervovan, je isomeroreduktasa ve
své struktufe mnohem méné uniformni. Protein kddovany genem ilvC ma v buiikdch C.
glutamicum rovnéz aktivitu ketopantoatreduktasy. Tento enzym katalyzuje druhou reakci
v biosyntetické draze pantothenatu (Merkamm et al., 2003).

Dalsim krokem biosyntetické drahy vétvenych aminokyselin je dehydratace 2,3-
dihydroxykyselin za vzniku 2-ketokyselin. Enzym dehydratasa dihydroxykyselin,
katalyzujici tuto reakci, je kddovan genem ilvD a podléha mimé zpétnovazebné regulaci
valinem a leucinem (Leyval et al., 2003). Jednim z produkti dehydrataéni reakce je 2-

ketoisovalerat, ktery reprezentuje misto vétveni mezi biosyntetickou drahou valinu a drahou
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sméfujici k syntéze leucinu (Obr. 2.2.). Tato leucinové vétev je pro uplnost struén€ popsana
v poslednim odstavci této kapitoly.

Posledni reakci biosyntetické drahy valinu a isoleucinu (ale téZ leucinu) je
transaminace mezi 2-ketokyselinami a glutamatem za vzniku kone¢nych produktd (valinu,
isoleucinu a leucinu). Reakce je katalyzovana enzymem transaminasou B, kterd je
produktem genu ilvE. Jednotlivé transaminasy postupné izolované z riznych organismi byly
na zékladé své evoluéni pfibuznosti rozd€leny do &tyt hlavnich tfid, transaminasa B u¢astnici
se biosyntézy vétvenych aminokyselin byla zafazena do skupiny III. Diky své Siroké a
prekryvajici se substratové specifit¢ vSak zdstdvaly tyto proteiny poslednimi dosud
nepopsanymi enzymy mnoha biosyntetickych drah. Zatimco v E. coli existuji kromé
transaminasy B dal$i dva enzymy, které mohou &aste¢né komplementovat transaminaéni
aktivitu potfebnou pro syntézu valinu (transaminasa AvtA) a leucinu (transaminasa TyrB), o
genu ilvE z C. glutamicum se ptedpokladalo, Ze kéduje jedinou transaminasu, ktera je
v tomto organismu zodpovédna za biosyntézu vétvenych aminokyselin (Radmacher et al.,
2002). Nedavno byl vSak na zaklad¢ srovnavacich studii (a téZ diky znalosti kompletni
sekvence genomu) objeven v C. glutamicum novy gen pdxR, jehoZ produkt je schopen
nahradit transaminasu B pfi tvorbé valinu (¢aste¢né také pfi tvorbé leucinu) (McHardy et al.,
2003). Protein PdxR, jehoZ sekven¢ni podobnost s transaminasou AvtA z E. coli je pouze 17
%, byl zatazen do rodiny bakteridlnich transkrip¢nich regulatori MocR a pravdépodobné se
ucastni biosyntézy pyridoxinu (vitaminu B6). Piekvapivé vSak bylo zjisténi, Ze na svém C-
konci nese motiv specificky pro aminotransferasy I. tfidy. Transamina¢ni funkce proteinu
PdxR a jeho udast v biosyntéze valinu byla ovéfena rovné€Zz inaktivaci pfisluiného genu.
Kromé transaminasy PdxR byla v buiikach C. glutamicum detekovana také slaba aktivita
transaminasy AvtA (Leyval et al., 2003).

Odvétvujici se draha vedouci k syntéze leucinu zahrnuje tii specifické reakce:
kondenzaci 2-ketoisovaleratu a acetyl-CoA, isomerizaci a oxidativni dekarboxylaci (Obr.
2.2.). Kondenza¢ni reakce je katalyzovana 2-isopropylmalatsynthasou, kterd je kdédovéana
genem JeudA a jako prvni enzym specificky pro tvorbu leucinu podléha velmi silné
zpétnovazebné inhibici touto aminokyselinou. Nésledujici dvé reakce katalyzuji
isopropylmalatisomerasa kddovana geny leuC a leuD a 3-isopropylmalatdehydrogenasa, jez
je produktem genu JeuB. Posledni reakci leucinové drahy je reakce transaminalni, ktera je
spoleéna pro biosyntézu vSech tf vétvenych aminokyselin a je popsédna v pfedchozim

odstavci.
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2.3.1.2. Organizace genii a regulace exprese

Geny determinujici enzymy jednotlivych biosyntetickych drah jsou vétSinou
sdruzeny do spoleénych transkripénich jednotek (operonid) a podléhaji spoleéné regulaci
exprese. Uspofadani téchto genti do operonti v8ak neni u vSech mikroorganismt shodné. V
ptipadé€ drahy biosyntézy valinu u C. glutamicum tvofi transkripéni jednotku pouze geny
ilvB, ilvN a ilvC.

Operon ilvBNC podléhd spole¢né regulaci atenuaci (Keilhauer et al., 1993).
Transkripéni start genu ilvB byl pfesné lokalizovan 292 bp pfed pocatkem translace a
vedouci sekvence genu ilvB byla zmapovana dele¢ni analyzou (Morbach et al., 2000).
Prokézana tak byla existence hlavnich znakli charakterizujicich operony regulované
klasickym typem atenuace (tedy pfed¢asnou terminaci transkripce, ktera je fizena procesem
translace). K témto znakdm patfi pfitomnost vedouciho peptidu, regula¢nich kodont pro
valin, leucin a isoleucin a pfitomnost charakteristickych sekundarnich struktur (protektor,
antiterminator, terminator) (Obr. 2.3.). Narozdil od vétSiny dosud publikovanych studii
atenuace vSak transkript vedouciho peptidu operonu ilvBNC neobsahuje vazebné misto pro
ribosom (vzdalenost transkripéniho a transla¢niho startu ¢ini pouze 1 nukleotid). I ptes
spole¢nou regulaci operonu atenuaci pfedchazeji také gentim i/vN a ilvC vlastni promotory.
Geny ilvB, ilvN a ilvC jsou tak pfepisovany ve tfech riznych transkriptech o velikostech 3,9
kb (transkript ilvBNC), 2,3 kb (transkript ilvNC) a 1,1 kb (transkript ilvC) (Obr. 2.4.).
Nejmensi transkript, jehoZ syntézu fidi silny, konstitutivni promotor P-ilvC, je nezavisle na
kultiva¢nich podminkach vzdy pfitomen. Zji§téni, Ze specifickd aktivita isomeroreduktasy
zistava v buiikdch C. glutamicum béhem kultivace témét konstantni, je v souladu
s transkrip¢ni analyzou. Atenuace operonu i/vBNC tak ovliviluje pfedev§im hladinu enzymu
AHAS, zatimco aktivitu isomeroreduktasy zasadnim zptisobem nemeéni.

Narozdil od uspofadani genti biosyntézy valinu a isoleucinu v chromosomu E. coli
nejsou geny ilvA a ilvE z C. glutamicum soucasti spole¢ného operonu. Gen ilvD rovné€Z neni
soudasti operonu ilvBNC, je od tohoto operonu vSak oddé€len pouze dvéma otevienymi
Stecimi ramci X a Y (Radmacher et al., 2002) (Obr. 2.4.). Otevieny ¢teci ramec X byl na
zdkladé homologie identifikovan jako gen yggB koédujici protein s funkci
mechanosenzitivniho kanalu, funkce otevieného &teciho ramce Y neni dosud znama.

Orientace genu ilvD je vzhledem k operonu ilvBNC opalna.
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Obr. 2.3. Vedouci sekvence genu ilvB

Transkripce fizena promotorem P-ilvB podléha regulaci atenuaci. Cernym tuénym pismem jsou vyznadeny
oblasti —35 a —10 promotoru P-ilvB a transkripéni start +1, modrym pismem translaéni pocatky vedouciho
peptidu a genu ilvB. Pod sekvenci DNA jsou modfe zvyraznény aminokyselinové sekvence pfisluinych
proteinti. Cervené ipky znazoriiuji oblasti vzniku alternativnich sekundérnich struktur atenuétoru, &ernymi
Sipkami je zakreslena nedokonala pfima repetice (DR), ktera se pravdépodobn¢ ucastni regulace promotoru P-
ilvB.

~___invD KYHC x {8 [ivN> operon IVENC

P transkript iVBNC 3,9kb
transkript ivNC 2,3kb
o)  transkript iMC 1,1kb

v

Obr. 2.4. Usporidani genii biosyntetické drahy valinu v chromosomu C. glutamicum

Geny ilvB, ilvN a ilvC tvoti v C. glutamicum spole¢nou transkripéni jednotku (operon), ktera se prepisuje do tf
mRNA o niznych délkach (3,9 kb, 2,3kb a 1,1kb), z nichZ transkript ilvC je nejhojn&jsi. PferuSovana Sipka
znazoriuje transkript pro vedouci peptid tohoto operonu. Gen ilvD je lokalizovan v blizkosti geni ilvB, ilvN a
ilvC, neni v3ak souéasti spole¢né transkrip&ni jednotky. Od operonu ilvBNC ho oddéluji dva oteviené &teci
ramce X a Y, otevfeny &teci ramec X byl na zakladé homologie identifikovan jako gen yggB kodujici protein
s funkci mechanosenzitivniho kanélu.

18



Literarni pfehled

Geny leud, leuB, leuC a leuD kddujici enzymy specifické pro syntézu leucinu jsou
v chromosomu C. glutamicum lokalizovany ve zcela odli$nych oblastech a netvoti
transkripéni jednotku ani spole¢ny shluk (Bathe ef al., 1996). I v tomto pfipad€ vSak leucin
(kone¢ny produkt drahy) reguluje nejen aktivitu enzymd, ale také expresi pfisluSnych gend
na Urovni iniciace transkripce (Pétek et al., 1994; Patek et al., 1998). Represe promotorové
aktivity v pfitomnosti leucinu byla experimentalné prokazana u promotorti P-leuA a P-leuB.
V piipad¢ genu leud probihéd regulace exprese s nejvétsi pravdépodobnosti mechanismem
atenuace (Patek, 2005).

2.3.2. Biosyntéza valinu v E. coli

2.3.2.1. Biosynteticka draha

V nasledujicich dvou kapitolach (2.3.2. a 2.3.3.) jsou shrnuty vysledky studii
biosyntetickych drah vétvenych aminokyselin u dal$ich mikroorganismi a rostlin. U
modelového mikroorganismu E. coli bylo doposud nashromazdéno nejvice informaci,
ztohoto diivodu je této bakterii vénovana zvlastni kapitola. ProtoZe zakladni schéma
biosyntetické drahy se od schématu z kapitoly 2.3.1. zasadné neli$i, budou v nasledujicich
dvou kapitolach uvedena pouze fakta odliSujici E. coli (ptipadné dal$i organismy) od C.
glutamicum. Zéakladnim rozdilem mezi obéma mikroorganismy je jejich odlina Zivotni
strategie a schopnost adaptace. E. coli (a enterobakterie obecn¢), narozdil od pidni bakterie
C. glutamicum, musi byt pfipravena na mnohem rozmanit&j$i podminky prostfedi, z tohoto

‘w7

divodu byvaji jeji biosyntetické drahy slozit&j$i. Mezi hlavni odli$nosti patii pfitomnost
exprese (Umbarger, 1983; Umbarger, 1996).

Piikladem existence isoenzymu v E. coli mize byt kliCovy enzym drahy synthasa
acetohydroxykyselin (AHAS). Narozdil od C. glutamicum, kde se vyskytuje pouze jediny
typ tohoto enzymu, byly v E. coli nalezeny tfi isoformy enzymu AHAS (AHAS I, II. a IIL.),
které se odliSuji svou substratovou specifitou, zpétnovazebnou inhibici i regulaci genové
exprese. Zatimco isoenzymy AHAS 1. a III. podléhaji inhibici kone¢nym produktem drahy
(valinem), enzym AHAS IL je viéi této zpétnovazebné regulaci rezistentni. Aktivni formy
vSech tfi isoenzymi jsou jako v ptipad¢ C. glutamicum dvoupodjednotkové a koduji je
nasledujici dvojice geni: geny ilvB a ilvN (AHAS 1), geny ilvG a ilvM (AHAS I1.) a geny
ilvl a ilvH (AHAS I11.). Jednotlivé isoenzymy budou bliZe popsany v kapitole zamé&fené na
enzym AHAS.
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Podobné jako v C. glutamicum také enzym AHAS z E. coli rozpoznava dva
substraty: pyruvat a 2-ketobutyrat. 2-ketobutyrat vznika deaminaci threoninu a zahajuje sled
biochemickych reakci smeétujicich k syntéze isoleucinu. Deaminaci threoninu katalyzuje
threonindeaminasa kodovana genem ilvA, jejiz aktivita je v burikach E. coli velmi G¢inné
kontrolovana. Negativni regulaci zajiStuje zpé&tnovazebna inhibice isoleucinem, zatimco
valin plisobi jako aktivator enzymu. Aktivni forma threonindeaminasy je tvofena tetramerem
identickych podjednotek o velikosti 48,5 kDa a obsahuje dvé vazebna mista pro inhibitor a
jedno vazebné misto pro aktivator. Deaminace threoninu v§ak neni jedinou reakci, ktera v E.
coli zajistuje syntézu 2-ketobutyratu. Tento metabolit (a nasledné také isoleucin) mohou
buriky tvofit paralelni drahou, jejiZ soucasti je B-methylaspartat tvofeny pravdépodobné z
glutamatu za u¢inku glutamétmutasy.

Nasledujici dve reakce biosyntetické drahy vétvenych aminokyselin se zasadné nelisi
od schématu, ktery byl popsén u C. glutamicum. Katalyzovany jsou shodnymi enzymy
(isomeroreduktasa a dehydratasa dihydroxykyselin), jez jsou kédovany stejnymi geny (ilvC a
ilvD). Jisté rozdily jsou v posledni transamina¢ni reakci, které se v buiikach E. coli mohou
ucastnit aZ tfi rizné enzymy, i kdyZ ne se zcela identickym uéinkem. Nejduilezit&€j$im z nich
je, podobné jako v pfipad€ C. glutamicum, transaminasa B kodovanéa genem il/vE a spadajici
do tfeti tfidy transaminas. Tento enzym (182 kDa; hexamer identickych podjednotek) je
nezbytny pro tvorbu isoleucinu. V biosyntéze valinu a leucinu v8ak miZe byt transaminasa B
zastoupena dal§imi dvéma enzymy, které jsou fazeny mezi transaminasy prvni tfidy. Tvorbu
leucinu tak muzZe katalyzovat enzym TyrB, v biosyntéze valinu se uplatiiuje enzym AvtA
(transaminasa C), jako donor amino-skupiny vSak v pfipadé¢ enzymu AvtA slouZi alanin.
Enzym AVtA je rovnéz schopen konvertovat 2-ketobutyrat na 2-aminobutyrat.

Schéma drahy specifické pro leucin je v E. coli shodné se schématem na obrazku

2.2., ktery znazortiuje biosyntézu vétvenych aminokyselin u C. glutamicum.

2.3.2.2. Organizace geniu a regulace exprese

Zatimco aZ na uvedené vyjimky se E. coli a C. glutamicum ve vlastni biosyntetické
draze zasadné neodlisuji, v uspofadani ptislusnych genl na chromosomu a rovnéz v regulaci
jejich exprese byly nalezeny znaéné rozdily.

Pro E. coli je charakteristicky operon ilvGMEDA, ktery sdruZuje geny ilvG a ilvM
(AHAS 1I.), ilvE (transaminasa B), ilvD (dehydratasa dihydroxykyselin) a ilv4
(threonindeaminasa) do transkrip¢éni jednotky. Soucésti tohoto shluku jsou také geny ilvC

pro isomeroreduktasu a ilvY, jehoZ produkt zajistuje pozitivni kontrolu exprese genu ilvC
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(Obr. 2.5.). Geny ilvBN a ilvIH pro valin-sensitivni enzymy AHAS 1. a III. vytvéteji vlastni
transkripéni jednotky nachazejici se na odli$nych mistech chromosomu (geny ilvIH ptimo
sousedi s leu-operonem). V E. coli tak existuji tfi shluky gend, které zajist'uji syntézu valinu,

leucinu a isoleucinu.

operon ivGMEDA —— G M IvE X ivD N v > vy H e >

transkript iVGMEDA 6,7 kb >
transkript  IVEDA 4,6 kb
transkript IVE 1,1 kb —tp
transkript  iVDA 3,6kb

v

Obr. 2.5. Uspoiadani genti biosyntetické drahy valinu v chromosomu E. coli

Na zakladé Northern analyzy operonu ilvGMEDA byla zjit&na existence dvou pom&mé stabilnich transkripti
ilvEDA (4,6 kb) a ilvE (1,1 kb) a dvou vyrazn&€ méné¢ stabilnich transkriptii ilVGMEDA (6,7 kb) a ilvDA (3,6
kb). Kompletni informace o zptisobu transkripce operonu ilvGMEDA viak mohou byt ziskany aZ na ziklad&
potvrzeni, jaké frakce ilVEDA, ilvE a ilvDA mRNA vznikaji jako primarni produkt transkripce a jaké frakce
jsou vysledkem posttranskripénich procesti. MnoZstvi a velikost jednotlivych transkripti zavisi také na
zvolenych kultivadnich podminkach. Naptiklad b&hem dereprese vznikd pfedeviim transkript iVGMEDA o
plné délce, za anaerobnich podminek je naopak iniciovana transkripce ze slabého vnitiniho promotoru P-ilvA.
BliZe charakterizovany byly rovnéz tfi ze Etyf promotort: P-ilvG, P-ilvE a P-ilvA.

Exprese gend biosyntetickych drah vétvenych aminokyselin podléhd v E. coli
multivalentni represi kone¢nymi produkty, mechanismus této kontroly se vSak u
jednotlivych operoni c¢aste¢né liSi. Regulace exprese operonu ilvGMEDA zavisi na
pfitomnosti viech tfi aminokyselin. Zatimco represe nastava pti nadbytku valinu, leucinu i
isoleucinu, k derepresi operonu sta¢i nedostatek pouze jediné z uvedenych aminokyselin.
Operon ilvBN kodujici isozym AHAS 1. mize byt dereprimovan pouze limitujici koncentraci
valinu nebo leucinu (bivalentni represe), mnoZstvi isoleucinu expresi neovliviluje. U
operonu ilvIH pro isozym AHAS III. dochazi k derepresi pouze za podminek nizké
koncentrace leucinu.

Regulace exprese operonu ilVGMEDA je fizena atenuaci, jejiz mechanismus
odpovidda modelu popsaném v kapitole 2.2.3.1.2. Ve vedouci sekvenci genu ilvG byly
nalezeny pfislusné typy vlasenek, detekovan byl rovnéz vedouci transkript (183 bp) a
vedouci peptid o velikosti 32 aminokyselin, z nichZ 15 patfi k vétvenym aminokyselinam.
Kromé atenuace se v regulaci exprese operonu ilvGMEDA uplatiiuje také globélni regulaéni
protein Lrp (leucine-responsive protein), jehoz DNA-vazebné misto s vysokym stupném
konzervovanosti bylo nalezeno ve vedouci sekvenci tohoto operonu mezi sekvenci

atenuatoru a genem i/lvG (Rhee et al, 1996). Sila exprese jednotlivych geni operonu
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ilvGMEDA se muze &asteéné lisit. Nejsilnéji je dereprimovan gen ilv4, a to zejména
v ptipad¢ hladovéni na isoleucin. Odlisnéd odpov&€d’ na limitaci riznymi aminokyselinami
mize souviset s odliSnym zastoupenim té€chto aminokyselinovych zbytkd v sekvenci
jednotlivych enzymd. Transkripty vznikajici pfepisem operonu ilvGMEDA jsou znazornény
na obrazku 2.5. (Huang et al., 1992).

Také bivalentni represe operonu i/lvBN valinem a leucinem probihda mechanismem
atenuace. Detekovan byl vedouci transkript (188 bp) i vedouci peptid o velikosti 32
aminokyselin, z nichz 12 tvofi valin a leucin. Na regulaci exprese operonu ilvBN se podili
rovnéZ katabolické represe. Ve vedouci sekvenci operonu byly nalezeny nejen specifické
sekundarni struktury charakteristické pro atenuaci, ale v oblasti promotoru téZ tsek téméf
identicky s konsensus-sekvenci vazebného mista pro protein CRP vazici cAMP, ktery po
vazbé na DNA umozni transkripci genti citlivych ke katabolické represi.

Exprese tfetiho operonu ilvIH je odlisnd od pfedchozich ptipadi: jeji regulace
neprobihd mechanismem atenuace (pfitomnost atenuacnich vlasenek nebyla potvrzena ani
sekvenéni analyzou vedouci oblasti). Represe miZe byt vyvolana pouze jedinou
aminokyselinou (leucinem), aktivaci operonu zprostfedkuje globalni regulaéni protein Lrp
(Wang a Calvo, 1993). Usek DNA, ktery zodpovida za regulaci operonu, byl nalezen 200 aZ
350 bp pred transkripénim startem. Tato oblast je nezbytna nejen pro represi leucinem, ale
rovnéZ pro maximalni expresi gend i/vI a ilvH.

Zcela specifickym zptisobem je regulovan gen ilvC kédujici isomeroreduktasu, jenz
neni soucasti zadného operonu, ale spolu s genem ilvY lezi v té€sném sousedstvi operonu
ilvGMEDA (Obr. 2.5.). Pro tvorbu funkéniho enzymu je nutna pfitomnost obou gent (ilvC a
ilvY), jez se ve své funkci komplementuji. Exprese genu i/vC podléha indukci substratem,
avSak pouze v pfitomnosti pozitivniho kontrolniho elementu kdédovaného genem ilvY.
Induktor (substrat) pravdépodobné piimo aktivuje produkt genu ilvY.

Spole¢nou transkripéni jednotku tvofi v E. coli také geny leuA, leuB, leuC a leuD,
které koduji enzymy pro biosyntézu leucinu. Operon leudBCD, ktery se naléza v t€sném

sousedstvi operonu ilvIH, je regulovan atenuaci.
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2.3.3. Biosyntéza valinu u dalSich mikroorganismii a rostlin

Charakteristiky biosyntetické drahy vétvenych aminokyselin u E. coli, uvedené
v pfedchozich kapitolach, plati pro enterobakterie obecné a 1i8i se jen v detailech. Napiiklad
Salmonella typhimurium vytvaii pouze dv€ isoformy enzymu AHAS, a to AHAS I
kédovanou geny ilvBN, kterd je citlivd ke zpétnovazebné inhibici, a zpétnovazebné
rezistentni AHAS II., ktera je determinovana geny ilvGM.

Naopak, velmi podobné uspofadani geni jako v C. glutamicum se nachazi u druhd
grampozitivniho rodu Streptomyces. Jedina isoforma enzymu AHAS, jez podléha casteéné
zpétnovazebné inhibici kone¢nymi produkty, je v té€chto bakteriich kddovana geny ilvB a
ilvN, které tvofi spolu s genem i/vC transkripéni jednotku (De Rossi et al., 1995; Potter a
Baumberg, 1996).

Dalsi bakterie, u kterych byla analyzovana biosyntetickd draha vétvenych
aminokyselin, jsou mlé¢né bakterie. Nejpodrobnéji byla organizace biosyntetickych gend
studovéana u Lactococcus lactis subspecies lactis, kde bylo zji§téno, Ze devét z téchto gent je
sdruZeno do dvou skupin na jediném fragmentu DNA o velikosti 12 kb (Godon et al., 1992).
Prvni skupinu tvofi geny specifické pro tvorbu leucinu (leud, leuB, leuC a leuD), druha
skupina obsahuje geny uplatiiujici se v syntéze viech tfi vétvenych aminokyselin (ilvD, ilvB,
ilvN, ilvC a ilv4). Uvedené pofadi jednotlivych gent odpovida jejich pofadi na chromosomu
L. lactis. Mimo spole¢ny shluk leZi pouze gen ilvE, ktery kdduje transaminasu katalyzujici
posledni reakci drahy. Obé skupiny gent ziejmé obsahuji vlastni promotorové sekvence,
nejsou viak oddéleny transkripénim termindtorem. Z tohoto divodu tvofi geny leu i ilv
pravdépodobné spole¢nou transkripéni jednotku. Cely operon je regulovan mechanismem
atenuace, vedouci peptid bohaty na leucinové zbytky se napadné podobéa vedoucimu peptidu
operonu leu z E. coli a naopak odliSuje od vedouciho peptidu operonu ilvGMEDA a ilvBN
z téhoZ organismu. Mezi obéma skupinami biosyntetickych gend (tedy mezi geny leuD a
ilvD) byl zcela neo¢ekavané nalezen neznamy gen ORF2, jehoz produkt pravdépodobné
patii do rodiny ATP-vazebnych proteini. Na zdkladé¢ homologickych studii byla navrzena
funkce tohoto proteinu, jenZ by se mohl ucastnit transportu aminokyselin nebo regulace
biosyntetickych genti. Biosyntetickd draha vétvenych aminokyselin byla studovéana také u
Leuconostoc mesenteroides subspecies cremoris, jenz rovné€Z nachazi uplatnéni
v mlékarenstvi (Cavin et al., 1999). PfestoZe organizace jednotlivych gend na chromosomu
se Caste¢né podoba pravé popsanému uspofddini u L. lactis, vbunéném extraktu
Leuconostoc mesenteroides nebyla naméfena Zadna aktivita enzymu AHAS. V souladu se
stanovenim specifické aktivity AHAS je zji§té€ni, Ze kmeny této bakterie jsou auxotrofni na

vSechny tii vétvené aminokyseliny.
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Analogie v uspofadani biosyntetickych genti s modelem popsanym u Lactococcus
lactis byla nalezena také u Bacillus subtilis (Grandoni et al., 1992). Spole¢ny operon ilv-leu
je v tomto piipadé tvofen sedmi z deseti biosyntetickych genti a podléha regulaci atenuaci,
jez je tizena koncentraci leucinu v burice (nikoliv v8ak koncentraci isoleucinu a valinu).
Vedouci sekvence genu ilvB, ktery je prvnim strukturnim genem operonu ilv-leu, se vyrazné
podobé vedouci sekvenci leucinového operonu z E. coli. Kromé atenuace zajistuje doladéni
negativni regulace operonu také globalni regulator TnrA uplatilujici se zejména
v metabolismu dusiku (Tojo et al., 2004). Timto zplsobem je exprese operonu ilv-leu
reprimovana dvakrat az tfikrat.

Mechanismem atenuace jsou s nejvétsi pravdépodobnosti regulovany téz geny ilvB a
ilvN ze stopkovité bakterie Caulobacter crescentus (Tarleton et al., 1994). Geny ilvB a ilvN
patmé tvofi, jako u ostatnich mikroorganismu, spole¢nou transkripéni jednotku, jejiz vedouci
sekvence obsahuje znaky charakteristické pro vedouci sekvenci operonu ilvGMEDA z E.
coli.

V rostlinnych burikdich probihd biosyntéza valinu, leucinu a isoleucinu
v chloroplastech, proto geny biosyntetickych enzymt kdéduji navic chloroplastovy tranzitni
peptid, diky némuz mohou byt smérovany do cilovych organel (Singh a Shaner, 1995). Na
zékladé morfologického déleni jsou vétvené aminokyseliny syntetizovany ve vSech
rostlinnych organech, preferenéné¢ vSak v mladych, rostoucich tkanich. Z hlediska
regula¢nich mechanismt biosyntetickych drah valinu, leucinu a isoleucinu se v rostlinnych
burikach uplatiiuji stejné principy jako v buitkach bakteridlnich: regulace genové exprese,
substratova specifita enzymu a zpétnovazebna inhibice koneénymi produkty. Navic mtze
byt exprese mnoha gend koordinovana v zavislosti na jejich vyskytu v riznych organech
rostliny podle jejich specifické potfeby. U jednotlivych enzyml podilejicich se na tvorbé
vétvenych aminokyselin byly nalezeny nékteré specifické rysy, naptiklad mnohé parazitické
a saprofytické rostliny obsahuji kromé& klasické threonindeaminasy podléhajici
zpétnovazebné inhibici isoleucinem rovnéZ threonindeaminasu, kterd je ktéto regulaci
necitliva. Substraitem tohoto enzymu, ktery se uplatiiuje zejména v degradacich proteind,
miiZze byt kromé threoninu také serin. Dal§im specifickym rysem miiZe byt i pfitomnost dvou
riznych aminotransferas, jez se odliSuji svou substratovou specifitou. Nejlépe
prostudovanym rostlinnym enzymem je synthasa acetohydroxykyselin, kterd bude

podrobnéji popsana v nasledujici kapitole.
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2.4. Synthasa acetohydroxykyselin (AHAS)

Synthasa acetohydroxykyselin (AHAS), téZ nazyvana acetolaktatsynthasa (ALS),

katalyzuje prvni reakci specifickou pro tvorbu valinu (a isoleucinu) a je proto kliCovym
enzymem této biochemické drahy (Chipman et al., 1998). Vyskytuje se s pomé&€mé vysokym
stupném konzervovanosti u vSech organismi schopnych syntetizovat tyto aminokyseliny
(tedy u mikroorganismu a rostlin). V souladu s obecnymi charakteristikami biosyntetickych
drah aminokyselin, uvedenymi v kapitole 2.2.3., podléha syntéza i vlastni aktivita tohoto
enzymu komplexu regula¢nich mechanismi, které se u riznych organismu li§i v detailech,
ale jejichZ princip zustava zachovan. Kromé enterobakterii, kde bylo nalezeno vice isoforem,
syntetizuje vétSina prokaryot pouze jedinou formu enzymu AHAS. V pfipadé bakterii se
neméni ani prostorova struktura proteinu, ktery se vzdy skladd ze dvou podjednotek.
Zatimco vétsi podjednotka zodpovida za katalytickou aktivitu enzymu, mensi podjednotka
zprostiedkuje zpétnovazebnou regulaci koneénymi produkty. Nepfitomnost regula¢ni
podjednotky sice vyvolava rezistenci enzymu ke zpétnovazebné inhibici, ale zpisobuje
markantni pokles enzymové aktivity. Mens$i podjednotka je tak kromé zpétnovazebné
regulace nezbytna pro stabilizaci enzymu a jeho plnou aktivitu. Také v pifipadé rostlinnych
homologli byla neddvno prokédzana existence dvoupodjednotkového uspoiadani enzymu
AHAS (Hershey et al., 1999; Lee a Duggleby, 2001).

Zvlastnim znakem bakteridlnich i rostlinnych enzymti AHAS je zavislost jejich
aktivity na koenzymu FAD, pfestoZe kondenza¢ni reakce katalyzovana timto enzymem
nezahrnuje oxidaci ani redukci, pro néZ je pfitomnost tohoto koenzymu charakteristicka
(Singh a Shaner, 1995). Tato skute¢nost, spolu svelmi silnou podobnosti
aminokyselinovych sekvenci enzymi AHAS a pyruvétoxidasy (az 30% identita), naznacuji
spole¢ny pavod téchto proteinti. Kromé koenzymu FAD zavisi aktivita enzymu AHAS také
na pfitomnosti thiamin difosfatu (TPP) a hote¢natych iontt.

Impulsem pro studium vlastnosti, funkci i struktury enzymu AHAS byl pfedevsim
objev z pocatku 80. let minulého stoleti, kdy bylo zjiSt€éno, Ze tento protein je teréem
pusobeni dvou vysoce aktivnich a komeréné¢ velmi usp&Snych skupin herbicidg,
imidazolinond a sulfonylmocéovinovych herbicidi (napiiklad sulfometuronmethyl) (Ray,
1984; Shaner et al., 1984). Tato skuteénost je od té doby hojné vyuZivana v zemé&d€lstvi, kde
se specifické inhibitory enzymu AHAS pouZzivaji pro pfipravu herbicidi nezavadnych pro
Zivotni prostfedi i lidské zdravi (Singh a Shaner, 1995). Nizkou toxicitu téchto latek
zpuisobuje zejména nepfitomnost enzymu AHAS v Zivo€iSnych burikach. Herbicidy

neplisobi pouze na rostlinné enzymy, ale inhibuji rovnéz aktivitu kvasinkovych a
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bakterialnich homologt, jez byvaji ¢asto vyuzivany jako model pro studium vazby enzym-
inhibitor. Vazebna mista herbicidi se (narozdil od vazebnych mist pro zpétnovazebné
pasobici inhibitory) vyskytuji na velké, katalytické podjednotce pobliz aktivniho centra
enzymu (Pang et al., 2002). Nedavno byly s vyuZitim mykobakteridlnich enzymi AHAS
zahajeny experimenty testujici vyuZiti sulfonylmocovinovych a imidazolinonovych
herbicidu jako 1éku proti TBC (Zohar et al., 2003).

Nepochybny je také biotechnologicky vyznam enzymu AHAS, jenz miZe byt vyuzit
pro pfipravu bakteridlnich kmend produkujicich vysokd mnoZstvi vétvenych aminokyselin,
popfipad€ kyseliny pantothenové. Zménou vlastnosti proteinu lze totiZ pomémé snadno
posunout rovnovahu celé biosyntetické drahy smérem k produkci Zddaného metabolitu
(Tsuchida a Momose, 1986).

Podobn¢ jako kapitola popisujici biosyntetickou drahu vétvenych aminokyselin je i
kapitola pojednévajici o enzymu AHAS pro piehlednost rozdélena do tfi &asti, ve kterych

jsou shrnuty informace ziskané studiem C. glutamicum, E. coli a dal$ich organismu.

2.4.1. Enzym AHAS z C. glutamicum
Neékteré vlastnosti enzymu AHAS z C. glutamicum byly uvedeny jiz v kapitole 2.3.1.

popisujici metabolickou drahu vétvenych aminokyselin. Jednou z charakteristik enzymu
AHAS je schopnost paraleln¢ katalyzovat dvé reakce a tudiZ také vazat dva substraty
(pyruvat a 2-ketobutyrat) (Obr. 2.2.). Zatimco kondenzaci dvou molekul pyruvatu zadina
biosyntéza valinu (a leucinu), kondenzace jedné molekuly pyruvatu a jedné molekuly 2-
ketobutyratu zahajuje syntézu isoleucinu. Enzym AHAS rozpoznava oba zminéné substraty,
avsak s rozdilnou preferenci. Afinita enzymu k 2-ketobutyratu je vy$$i nez afinita k pyruvatu
a podobny poznatek byl ziskéan také v ptipad€ E. coli K12 (Squires et al., 1981). U typového
kmene C. glutamicum byly stanoveny nasledujici parametry charakterizujici afinitu enzymu
k jednotlivym substratim: pro 2-ketobutyrat byly namé&feny hodnoty K, = 4,8 x 10° M a
Vimax = 0,58 U/mg, pro pyruvét Ky, = 8,4 x 10 a Vpay = 0,37 U/mg (Eggeling et al., 1987).
Z tohoto divodu byva po exogennim ptidavku 2-ketobutyratu vyznamné limitovana tvorba
valinu a leucinu ve prospéch syntézy isoleucinu. Buiiky v této situaci hladovéji na valin a
leucin a rust kultury se vyrazné€ zpomaluje. Pfidavek 2-ketobutyratu do kultivaéniho media
soucasné vyvolava u C. glutamicum az 20nasobné zvySeni specifické aktivity enzymu
AHAS (Eggeling et al., 1987) a rovnéz vyznamné zvySeni hladiny transkriptti ilvBNC, ilvNC
i vedouciho transkriptu v buiikach (Keilhauer et al., 1993). Disledky zvySené koncentrace 2-
ketobutyratu (zvySeni exprese operonu i/lvBNC a narust aktivity enzymu AHAS) jsou
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predeviim vysledkem atenuace, na kontrole exprese operonu ilvBNC se v8ak pravdépodobné
uplatituje také dal§i mechanismus regulace, kde by jako pfimy nebo nepfimy aktivator
transkripce mohl pisobit pravé 2-ketobutyrat (Morbach et al., 2000).

Unikatni charakteristikou enzymu AHAS z C. glutamicum je rovnéz zpisob jeho
exprese, zminény jiZ v kapitole 2.3.1. Northern analyza prokazala existenci tii rizn€ velkych
transkripti vznikajicich pfepisem operonu ilvBNC (Keilhauer et al., 1993) (Obr. 2.4.).
Piekvapiva, a mezi dosud studovanymi mikroorganismy jedineénd, byla pfitomnost
transkriptu o velikosti 2,3 kb, nesouciho geny ilvN a ilvC. Tento transkript zfejmé zajist'uje
dostate¢nou koncentraci regula¢ni podjednotky IlvN v buiikach C. glutamicum a je tak
pravdépodobné nezbytny pro vysokou aktivitu enzymu AHAS. V podminkach in vitro bylo
totiz prokazéno, Ze maximalni aktivity isoenzymu AHAS IIL z E. coli je dosahovano pouze

v pfitomnosti nadbytku regula¢ni podjednotky IlvN (Weinstock et al., 1992).

2.4.2. Enzym AHAS z E. coli

Enzym AHAS z E. coli je nejlépe prostudovanym proteinem z rodiny AHAS, a to jak
z hlediska vlastnosti, funkce a prostorové struktury jeho molekul, tak i z hlediska kinetiky
jim katalyzované chemické reakce (Barak et al., 1987; Gollop et al., 1989). Aktivni formu
enzymu tvofi tetramer sloZeny ze dvou velkych, katalytickych podjednotek a dvou malych,
regulaénich podjednotek (aB2) (Weinstock et al., 1992). Z E. coli byly izolovany tfi
isoformy enzymu AHAS, které se li§i zpisobem regulace (Grimminger a Umbarger, 1979;
Umbarger, 1996) (Tab. 2.1.). Isoenzymy AHAS 1. a III. podléhaji silné zpétnovazebné
inhibici valinem. Zatimco v C. glutamicum je aktivita enzymu inhibovana pouze z 50 % (a to
i spole¢nym pusobenim vSech tfi vétvenych aminokyselin o koncentraci 10mM), isoenzymy
AHAS I a IlIl. z E. coli K12 jsou inhibovany 1,5mM valinem aZ z 90 % (De Felice et al.,
1977). Isoenzym AHAS II. je naopak ke zpétnovazebné inhibici rezistentni. Odli$na je i
afinita rdznych isoforem k jednotlivym substratim a inhibitorim. Isozym III. ve srovnéni
s isozymem 1. napfiklad vaZe s niz§i G¢innosti pyruvat, avSiak ma mnohem vyssi afinitu
k valinu. Podobné jako v ptipadé C. glutamicum vykazuji vSechny tfi isoenzymy vys$si
vazebnou specifitu k 2-ketobutyratu ve srovnani s pyruvatem. VétSina prototrofnich kment
E. coli obsahuje enzym AHAS II. rezistentni ke zpétnovazebné inhibici kone¢nymi produkty
a alesporil jeden zisoenzymu sensitivnich. Kmen E. coli K12 neni schopen syntetizovat
isoformu AHAS II. a jeho rist je ztohoto divodu inhibovan v pfitomnosti vysoké

koncentrace valinu.
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Nedavno byly zahajeny experimenty, jejichZ cilem je charakterizovat prostorovou
strukturu enzymu AHAS. V pfipad¢ isoformy AHAS II. byla podrobné studovéana veétsi,
katalytickd podjednotka s cilem nalézt aktivni misto enzymu (Ibdah et al., 1996). Enzym
AHAS 1II. je ze vSech tf isoforem pfitomnych vE. coli nejcitlivéjsi k plisobeni
sulfonylmocovinovych a imidazolinonovych herbicidd. Mistn€ specifickd mutageneze
odhalila roli n€kolika vyznamnych aminokyselinovych zbytkl, a to nejen ve vazebné
schopnosti enzymu (Ibdah et al., 1996; Hill a Duggleby, 1998; Lee a Duggleby, 2000; Bar-
Ilan et al., 2001). Napfiklad substituce tryptofanu v pozici 464 vyrazné snizila specifické
rozpoznani preferovaného substratu 2-ketobutyratu i citlivost enzymu k inhibici herbicidem
sulfometuronmethylem. Zdména methioninu v pozici 460 naopak vyznamné sniZila stabilitu
proteinu i jeho afinitu ke kofaktorim.

Na zéakladé¢ mutani analyzy i dalich kritérii byla pfedpovézena také trojrozmérna
struktura malé, regulacni podjednotky isoenzymu AHAS III. (Tab. 2.2., Obr. 2.6.)
(Vyazmensky et al., 1996; Mendel et al, 2001; Mendel et al., 2003). Pokud ostatni
bakterialni druhy (vétSinou grampozitivni) obsahuji pouze jedinou isoformu enzymu AHAS,
podoba se svoji délkou i sekvenci praveé isoenzymu AHAS III. (Porat et al., 2004). Nejvice
konzervovdna je mezi jednotlivymi isoenzymy i jednotlivymi bakteridlnimi druhy N-
koncovéa c¢ast polypeptidu, kterd je odpovédnd za vazbu zpétnovazebnych inhibitord. U
isoformy AHAS III. se tato oblast sklada do prostorové struktury, kterd se s nejvétsi
pravdé€podobnosti podoba neddvno popsané ,,ACT domén€“ vazZici ligand. Jako ACT
doména byla pivodné oznafena C-termindlni doména 3-fosfoglyceratdehydrogenasy
(3PGDH), dnes tato rodina zahrnuje také aspartokinasu, phenylalanin-4-hydroxylasu a dalsi
enzymy regulované koncentraci aminokyselin (Chipman a Shaanan, 2001). Podobn¢ jako u
ostatnich homologi je aktivni forma isoenzymu AHAS III. tvofena holoenzymem o velikosti
150-160 kDa slozeného ze dvou velkych a dvou malych podjednotek. Na zaklad€ hypotézy
vychézejici z navrZené prostorové struktury vznikd vazebné misto pro zpétnovazebné
pasobici inhibitor valin na rozhrani interagujicich N-termindlnich domén obou regula¢nich
podjednotek holoenzymu (Obr. 2.6.). Podobnou prostorovou strukturu ziejmé€ zaujimaji
vSechny dosud znamé enzymy AHAS, vyjimku tvofi jen regulani podjednotka valin-
rezistentniho isoenzymu AHAS II., kterd nebyla pomoci programu PSI-BLAST (position-
specific iterative sequence database) identifikovana jako ¢len ,,ACT doménové“ rodiny.
Deleéni analyzou genu pro regulaéni podjednotku isoenzymu AHAS III. bylo zji§téno, Ze N-
termindlni doména je nejen zodpovédna za vazbu zpétnovazebnych inhibitort, ale je téZ
nezbytna pro rozpoznani i Uplnou aktivaci katalytické podjednotky (pfitomnost malé

podjednotky je nutna rovnéZz pro maximalni aktivitu valin-rezistentniho isoenzymu AHAS
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I1.). Naopak C-terminalni ¢ast polypeptidu neni pro rozpoznéni ani aktivaci potfebnd, avsak
ucastni se vazby zpétnovazebnych inhibitorti. Jeji role muze spocivat ve stabilizaci dimeru
obou regula¢nich podjednotek nebo v pfenosu signalu na podjednotku katalytickou.
Uspoiadani isoenzymu AHAS III. do kone¢né prostorové konformace vyzaduje koenzym
FAD, slozeny holoenzym ma ale pomémé velkou tendenci disociovat na jednotlivé
podjednotky. Nepfitomnost malé, regulaéni podjednotky vyvolava rezistenci ke
zpétnovazebné inhibici, ale soucasné€ i sniZeni enzymové aktivity na 3-5% ptivodni hodnoty.
Vazba mezi velkou a malou podjednotkou je specifickd, malé podjednotky isoenzymu
AHAS I a AHAS III. se ve své vazbé na Kkatalytickou podjednotku vzijemné
nekomplementuji. Isoenzym AHAS III. podléha inhibici vSemi tfemi konednymi produkty,
ucinek jednotlivych inhibitorti klesa v nasledujicim pofadi: valin, isoleucin, leucin. Avsak
pouze inhibice valinem, kterdA muiZe dosahovat 65-85 % a pravdépodobné probiha

mechanismem nekooperativni inhibice, ma vyznamnéjsi fyziologicky efekt.

Tab. 2.1. Isoformy enzymu AHAS a jejich podjednotky izolované z E. coli

Gen Enzym / podjednotka’ Velikost (kDa) Zpétnovazebna regulace
ilvB AHAS I. / velka podjednotka 60 ano

ilvN AHAS 1. /mala podjednotka 9,5

ivG AHAS I1. / velka podjednotka 59,3 ne

ilvM AHAS II. / mala podjednotka 9,7

ilvl AHAS III. / velka podjednotka 61,8 ano

ilvH AHAS III. / mala podjednotka 17,5

'K aktivaci ezymu je pravd&podobn& nezbytna dimerizace katalytickych podjednotek, které jsou u jednotlivych
isoforem vysoce konzervovany (pfiblizné¢ 40% sekvenéni identita). Regulaéni podjednotky jsou z hlediska
sekvence i velikosti variabilngjsi.

Tab. 2. 2. Mutaéni analyza N-termindlni ¢asti regulaéni podjednotky enzymu AHAS I11. z E. coli

Pﬁ‘.mdm . Pozice Ammok).'sell.na Nasledek substituce
aminokyselina po substituci
asparagin 11 alanin Rezistence k inhibici valinem

Rezistence k inhibici valinem
glycin 14 kyselina asparagova | Neschopnost vazat valin
NiZ3i afinita malé podjednotky ke katalytické podjednotce

Rezistence k inhibici valinem

asparagin i i Neschopnost vazat valin
Vyrazné sniZena inhibice valinem

threonin 14 isoleucin NiZz3i afinita malé podjednotky ke katalytické podjednotce
Vys8i aktivita holoenzymu ve srovnani s divokym enzymem
AHAS 111

. . Rezistence k inhibici valinem
alanin 36 valin Niz3i afinita malé podjednotky ke katalytické podjednotce
lutamin 59 leucin Citlivost k inhibici valinem
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Obr. 2.6. Model trojrozmérné struktury dimeru N-termindlni &asti malé (regulaéni)
podjednotky isoenzymu AHAS IIL. z E. coli (Mendel et al., 2001)

N-koncova &ast polypeptidu pravdépodobné zaujimé prostorovou strukturu, ktera se velmi podobd doménam
rodiny ACT. Model této &asti proteinu, zachycujici 85 ze 163 aminokyselin, byl vytvofen mimo jiné na zakladé
mutadni analyzy vyznadenych aminokyselinovych zbytki. Disledky jednotlivych substituci shrnuje tabulka
2.2. Pro v&t3i nazornost a zobrazeni polohy viech testovanych aminokyselin je polypeptid zachycen ze dvou
riznych pohledd otoenych o 180°. Dvé molekuly navazaného zpétnovazebné plisobiciho inhibitoru (valinu)
jsou zakresleny ¢ervené.
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2.4.3. Enzym AHAS z dalSich mikroorganismii a rostlin

Jednotlivé isoformy enzymu AHAS byly detailnéji prostudovany rovnéz
v Salmonella typhimurium (Epelbaum et al., 1998). Tato bakterie je schopna exprimovat
pouze dvé isoformy enzymu AHAS (AHAS 1. a AHAS I1.), jez vyuZiva podobné jako E. coli
s riznou u¢innosti v zavislosti na koncentraci pyruvatu ve vnitrobunééném prostiedi.
Zpétnovazebné rezistentni AHAS II. jenz je kédovan geny ilvGM disponuje podobné jako
homolog pochazejici z C. glutamicum vyrazné¢ vy$§i afinitou k 2-ketobutyratu nez
k pyruvatu. Z tohoto diivodu se uplatiuje pfedeviim b&hem ristu na glukose, kdy se
v burikach zvy$uje hladina pyruvétu jako universélniho centrdlniho metabolitu s Sirokym
vyuzitim. Za téchto podminek je naopak 2-ketobutyrat pfitomen pouze v nizkych
koncentracich. Pokud je jedinym zdrojem uhliku a energie napfiklad acetat, hlavni roli
v biosyntetické draze vétvenych aminokyselin pfebira isozym AHAS 1. V tomto piipadé
intracelularni koncentrace pyruvatu klesd, naopak vzristd koncentrace glyoxylatu, ktery
pusobi jako inhibitor enzymu AHAS. V nepfitomnosti glukosy vSak souasné dochazi k
aktivaci exprese genu citlivych ke katabolické represi, mezi néZ patfi také operon ilvBN
koédujici enzym AHAS 1. Zvy3end exprese tohoto proteinu potom muiZe potla¢it negativni
efekt glyoxylatu. S rozdilnou afinitou obou isoenzymi k substratim souvisi také rozdilny
tok metaboliti sméfujicich k valinu nebo isoleucinu. Zatimco dvé tfetiny toku metabolith
k valinu a leucinu jsou zprostfedkovany isoenzymem AHAS 1., 70-90 % toku metabolitd
smérem k isoleucinu zaji$tuje AHAS II. Enzym AHAS I. je, narozdil od enzymu AHAS II.,
citlivy ke zpétnovazebné regulaci valinem. Téméf kompletni inhibici jeho aktivity vyvola jiz
2mM koncentrace této aminokyseliny. Podobné jako v pfipad¢ E. coli je aktivita enzymu
AHAS z S. typhimurium inhibovana rovnéZ herbicidem sulfometuronmethylem, ktery ptisobi
predevsim na isoenzym AHAS II. (Epelbaum et al., 1996).

Podobné dvoupodjednotkové uspofddani vykazuji také enzymy cyanobakterii
(Kouhen a Joset, 2002) a eukaryotické enzymy nalezené v kvasince Saccharomyces
cerevisiae (Pang a Duggleby, 1999). Kvasinkovy enzym AHAS podléha inhibici valinem a
aktivaci ATP (Pang a Duggleby, 2001). Pfedmétem studia u kvasinek je zejména krystalicka
struktura katalytické podjednotky a struktura komplexu této podjednotky s jiZ zminénymi
herbicidy (kapitola 2.4.), jeZ pusobi jako inhibitory enzymu blokujici pfistup substratu do
aktivniho mista (Pang et al., 2002; Pang et al., 2003). Na zéaklad¢ téchto poznatkii mohou byt
nasledné navrZzeny nové a uéinnéj$i molekuly studovanych herbicidu.

Narozdil od enzyma mikrobialnich platilo je§t¢ nedavno obecné tvrzeni, Ze enzymy
AHAS pochazejici z rostlin jsou tvofeny jedinou podjednotkou, jejiz velikost i mnohé

konzervované strukturni domény odpovidaji velké katalytické podjednotce enzymui
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bakterialnich. V poslednich letech vSak byla také v buiikdch vysSich rostlin prokézana
pfitomnost regulaéni podjednotky, struktura i mechanismus uU¢inku prokaryotickych a
eukaryotickych enzymi jsou tak pravdépodobné velmi podobné (Hershey et al., 1999; Lee a
Duggleby, 2001). Pocet gend determinujicich enzym AHAS je u riznych rostlinnych druht
variabilni. V Arabidopsis byl naptiklad nalezen pouze jediny gen kddujici tento protein
(Magzur et al., 1987), zatimco v Brassica napus bylo objeveno aZ pét t€chto gent (Rutledge
et al., 1991). RovnéZ rostlinné enzymy se, podobné jako bakteridlni, vyznacuji rozdilnou
substratovou specifitou a zpétnovazebnou inhibici zprostfedkovanou kone¢nymi produkty
dané drahy (Singh a Shaner, 1995). Regulaci inhibici zajistuji v rostlinich vSechny tfi
vétvené aminokyseliny (valin, leucin, isoleucin), jejich spoleény u¢inek ma synergisticky
charakter. Z tohoto divodu byla vyslovena hypotéza, podle které se zpétnovazebné
inhibitory zfejmé vaZou do riznych vazebnych mist na molekule proteinu. Tento piedpoklad
byl jiZ potvrzen, a to v pfipad€¢ enzymu AHAS z Arabidopsis thaliana (Lee a Duggleby,
2002). Regulaéni podjednotka tohoto enzymu obsahuje dvé repetice (interni duplikace),
znichz jedna vaze valin a isoleucin a druha pouze leucin. Také z rostlin byl jiz izolovan
mutant rezistentni ke zpétnovazebné inhibici valinem (Hervieu a Vaucheret, 1996). Inhibici
imidazolinont a sulfonylmocovinovych herbicidi, jez zpisobuji naptiklad zastaveni mitosy
a syntézy DNA nebo inhibici transportu cukrii z listi béhem fotosyntézy. Po exogennim
ptidavku vétvenych aminokyselin jsou vSak oba tyto procesy znovu obnoveny. Podle jiné
hypotézy by mohl u¢inek herbicidi souviset s toxickym hromadénim 2-ketobutyratu
(substrat inhibovaného enzymu AHAS) v buiice (LaRossa et al., 1987). Podobné jako u
kvasinkovych homologi probihaji i u rostlin detailni studie krystalické struktury komplexu
enzym-inhibitor (Pang et al., 2004) i dal$i mutaéni a dele¢ni analyzy (Kim et al., 2004).
Spolu s pfipravou novych herbicidi jsou vyvijeny rovnéZ mutanty zemédé€lskych rostlin
rezistentni k témto inhibitorim (Newhouse et al., 1991a; Newhouse et al., 1991b; Newhouse
et al., 1992; Tan et al., 2004). Jejich spoleénym znakem jsou mutace v genu kodujicim
enzym AHAS, které zpisobuji necitlivost enzymu vi¢i plisobeni pouzitych herbicidt. U
riznych rostlinnych druhti byly popsany az tfi formy této rezistence: selektivni rezistence
k imidazolinonim, selektivni rezistence k sulfonylmocovinovym herbicidim a spole¢na
rezistence k obéma zminénym skupinam. Tyto vysledky naznacuji pfitomnost dvou
nezavislych vazebnych mist, jejichz vzajemnd poloha viak je patrn€ blizkd a jez jsou

oddélena od vazebnych mist pro zpétnovazebné plsobici inhibitory.
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3. MATERIAL A METODY
3.1. Material

3.1.1. Kultiva¢ni pudy

3.1.1.1. Piidy kompletni

Pida LB

Trypton (Oxoid) 10 g

Yeast extract (Oxoid) 5 g

NaCl (Lachema) 10 g

Doplnéno do 1000 ml destilovanou vodou a sterilizovano autoklavovanim
pH 6,8 (neupravovano)

Pida LA
Do 1000 ml pudy LB ptidano 15 g agaru (Serva).

Pida 2xTY

Trypton 16 g

Yeast extract 10 g

NaClS5 g

Doplnéno do 1000 ml destilovanou vodou

pH 6,8 (neupravovano)

Po sterilizaci autoklavovanim piidéano:

Glukosa 50% (Lachema) 10 ml

FeSO4 x 7 H,O (Lachema) (5 g/1) + MnSO4 x 4 H,O (Lachema) (5 g/1) 1 ml

Pevna piida 2xTY
Do 1000 ml ptidy 2xTY piidano 15 g agaru.

Pida SOB

Trypton20 g

Yeast extract 5 g

NaCl 0,6 g

KCl (Lachema) 0,2 g

Doplnéno do 1000 ml destilovanou vodou

Po sterilizaci autoklavovanim ptidano:

1M MgCl, (Lachema) + 1M MgSO, (Lachema) 10 ml
pH 6,8 (neupravovano)
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Pida SOC
Do 1000 ml pidy SOB piidano 7 ml 50% glukosy.

Pida Epo

Trypton1lg

Yeast extract 0,5 g

NaCllg

Doplnéno do 80 ml destilovanou vodou

Po sterilizaci autoklavovanim pfidano 20 ml filtraci sterilizovaného roztoku:
Hydrazid isonikotinové kyseliny (Aldrich) 20 g/1000 ml (= 400 mg/20 ml)
Glycin (Lachema) 125 g/1000 ml (= 2,5 g/20 ml)

Tween 80 (Merck) 5 m1/1000 ml (= 0,1 ml/20 ml)

Pida BHIS

Brain Heart Infusion (Oxoid) 37 g
D-sorbitol (Serva) 91 g (autoklavovan zvlast’)
Doplnéno do 1000 ml destilovanou vodou

Pida LBHIS

Trypton S g

Yeast extract 2,5 g

NaCl5g

Brain Heart Infusion 18,5 g

Agarl5g

D-sorbitol 91 g (autoklavovan zvlast)

Doplnéno do 1000 ml destilovanou vodou a sterilizovano autoklavovanim

3.1.1.2. Pidy minimalni
Pida MM CGXII

Mocovina (Aristar) 5 g
(NH4),SO4 (Lachema) 20 g
K,HPO,4 (Serva) 1 g
KH,PO4 (Lachema) 1 g
MgSO4 x 7 H,O (Lachema) 0,25 g
CaCl, (Lachema) (1 g/100 ml) 1 ml
Doplnéno do 920 ml destilovanou vodou
pH7
Po sterilizaci autoklavovanim ptidano:
Stopové prvky 1 ml
(100ml: FeSO4 (Lachema) 1 g
MnSO4 (Lachema) 1 g
ZnSO4 x 7 H,0 (Lachema) 0,1 g
CuSO4 (Lachema) 0,02 g
NiSO4 (Lachema) 0,002 g)
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Biotin (Serva) (0,2 mg/ml) 1 ml

Glukosa 50% 80 ml

Kyselina protokatechova (Sigma) (30 mg/ml; pro rozpusténi pfidan 1 ml 1N NaOH do 10
ml; sterilizovano filtraci) 60 pl

Pro auxotrofni kmeny pfidano podle potteby:

L-valin (Fluka) (vysledna koncentrace SmM)

L-leucin (Sigma) (vysledna koncentrace SmM)

L-isoleucin (Serva) (vysledna koncentrace SmM)

Kyselina pantothenova (sodna sil) (Sigma) (vysledna koncentrace 0,2mM))

Pevna piida MM CGXII
Do 1000 ml pidy MM CGXII ptidano 15 g agaru (autoklavovan zvlast).

3.1.2. Bakterialni kmeny
Escherichia coli DHS5a. (supE44 AlacUl169 (¢80lacZ AM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96

thi-1relAI) - kmen umoziiujici a-komplementaci (Hanahan, 1985)

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 (typovy kmen)

Corynebacterium glutamicum AilvB (Morbach et al., 2000)

Kmeny C. glutamicum zkonstruované v této praci na zakladé typového kmene ATCC 13032

jsou uvedeny v tabulce 3.1.

Tab. 3.1. Seznam kmenu C. glutamicum zkonstruovanych v této praci na zdkladé typového
kmene ATCC 13032

Kmen C. glutamicum Charakteristika

AilvN dele¢ni mutant v genu ilvN

ilvNM13 mutant genu ilvN

AilvA ApanB dele¢ni mutant v genech ilv4 a panB

AilvA ApanB ilvNM13 dele¢ni mutant v genech ilv4 a panB; mutace v genu ilvN
AAttilvB dele¢ni mutant v atenuatoru promotoru genu i/vB

deleéni mutant vgenech ilvd a panB; delece v atenuatoru

AilvA ApanB AAttilvB promotoru genu ilvB

deleéni mutant vgenech ilvd a panB; delece v atenudtoru

AilvA ApanB AAttilvE ilvNM13 promotoru genu i/vB; mutace v genu ilvN

ilvNstop 1 dele¢ni mutant v genu ilvN — zkraceni genu ilvN

ilvNstop 2 dele¢ni mutant v genu ilvN — zkraceni genu ilvN
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3.1.3. Plazmidy

Plazmidy pouZité v této praci jsou obsaZeny v tabulce 3.2.

EcoRl
Sacl
Kpn|
Smal
Bam HI
- o
onV Hin cll
Pstl|
lacZa Sphi
R Hin dil
Km
pK18mobsacB
5660 bps
sacB

Obr. 3.1. Geneticka a restrik¢éni mapa mobilizovatelného vektoru pK18mobsacB

Mobilizovatelny vektor pK18mobsacB (Schifer et al., 1994) lze pfenaset do bunek C. glutamicum konjugaci a
rovnéZz se vyuZiva pro integrace fragmenti DNA do chromosomu. lacZa = gen pro aminoterminalni
fragment B-galaktosidasy (zajistuje selekci rekombinantnich kloni na zakladé a-komplementace); Km® = gen
pro rezistenci ke kanamycinu; sacB = modifikovany gen sacB pochazejici z plazmidu pSM20 (Bacillus
subtilis), ktery determinuje citlivost hostitelii k sacharose (enzym kédovany genem sacB pfeméiiuje sacharosu
z media na toxicky polymer levansacharosu); oriT, oriV = po&atky replikace v E. coli

T T2 \
cat

Xbal.

pET2
7540 bps

. “Smal
Hindill

Obr. 3.2. Geneticka a restrikéni mapa promoter-probe vektoru pET2

Podvojny replikativni vektor pET2 (Vasicova et al., 1998) lze pouzit pro mé&feni sily promotorti v E. coli a v C.
glutamicum. T1 = transkripéni terminator genu leuB z C. glutamicum; T2 = transkrip&ni terminatory rrnBT T,
z E. coli; cat = bezpromotorovy gen cat (= reportérovy gen) kddujici enzym chloramfenikolacetyltransferasu,
ktera determinuje rezistenci ke chloramfenikolu; Km® = gen pro aminoglykosidfosfotransferasu z transpozonu
Tn903 zajistujici rezistenci ke kanamycinu.
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Tab. 3.2. Seznam pouZitych plazmidii

Plazmid Charakteristika Citace
R : 5 oy : .

pK19 Km", klonovaci vektor E. ctolz umozitujici selekci na zakladé a- Pridmore, 1987

komplementace 3-galaktosidasy
pK19T Vektor pK19 s odstranénym restrikénim mistem Bg/II Tato prace
pEC71 Km®, podvojny (E. coli-C. glutamicum) klonovaci vektor Pétek et al., 1993

Km", podvojny (E. coli-C. glutamicum) klonovaci vektor umoZfiujici ,
pECKA selekci na zdklad€ a-komplementace B-galaktosidasy Tato préce

, . , Cordes et al.,

pKKS Operon ilvBNC z C. glutamicum vloZeny do vektoru pJC1 1992
pECKAIlvBNC | Operon ilvBNC z C. glutamicum vloZeny do vektoru pECKA Tato prace
pECKAIlvBNC | Operon ilvBNC z C. glutamicum s mutaci M8 v genu ilvN vloZeny do Tato pré
M8 vektoru pECKA alo prace
pECKAIilvBNC | Operon ilvBNC z C. glutamicum s mutaci M11 v genu ilvN vloZeny do Tato pré
Mi11 vektoru pECKA alo prace
pECKAIlvBNC | Operon ilvBNC z C. glutamicum s mutaci M13 v genu ilvN vloZeny do Tato pré
M13 vektoru pECKA alo prace

Km", integrativni vektor E. coli umoZiujici selekci pomoci genu sacB Schifer et al.,
pK18mobsacB | oy "5 | y 1994
pK18mobsacB | PCR fragment pro zavedeni delece do genu ilvN vloZeny do vektoru Tato pré
AilvN pK18mobsacB ato prace
pK18mobsacB | PCR fragment pro zavedeni mutace M13 do genu ilvN vlozeny do vektoru Tato oré
ilvNM13 pK 18mobsacB alo prace
pK18mobsacB |PCR fragment pro deletovani atenuatoru promotoru genu ilvB vlozeny do Tato ré
AAttilvB vektoru pK18mobsacB alo prace
55;5:2;?“13 PCR fragment pro zkraceni genu ilvN vloZeny do vektoru pK18mobsacB | Tato prace
ﬁl‘%{s&trggl;sacB PCR fragment pro zkraceni genu i/vN vloZeny do vektoru pK18mobsacB | Tato prace
pK18mobsacB |PCR fragment pro zavedeni delece do genu ilv4 vloZeny do vektoru Tato price
AilvA pK18mobsacB P
pK18mobsacB | PCR fragment pro zavedeni delece do genu panB vloZeny do vektoru Tato pra
ApanB pK18mobsacB prace
pET2 Km®, podvojny (E. coli-C. glutamicum) promoter-probe vektor Vasicova et al.,

(Obr. 3.2)

1998

pET2P-ilvB1 | Promotor genu ilvB (PCR fragment, 148 bp) v pET2 Tato prace
pET2P-ilvB2 | Promotor genu ilvB (PCR fragment, 417 bp) v pET2 Tato prace
pET2P-ilvB3 | Promotor genu ilvB (PCR fragment, 70 bp) v pET2 Tato prace
pET2P-ilvB4 | Promotor genu ilvB (PCR fragment, 339 bp) v pET2 Tato prace
pET2P-ilvNO | PCR fragment vedouci sekvence genu ilvN, 303 bp, v pET2 Tato prace
pET2P-ilvN1 | Promotor genu ilvN (PCR fragment, 767 bp) v pET2 Tato prace
pET2P-ilvN2 | Promotor genu ilvN (PCR fragment, 640 bp) v pET2 Tato prace
pET2P-ilvN3 | Promotor genu ilvN (PCR fragment, 530 bp) v pET2 Tato prace
pET2P-ilvN4 | Promotor genu ilvN (PCR fragment, 393 bp) v pET2 Tato prace

3.1.4. Primery (oligonukleotidy) pro PCR

Oligonukleotidy (VBC-GENOMICS) pouZité jako primery pro PCR jsou uvedeny v

tabulce 3.3.
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Tab. 3.3. Seznam pouZitych primera

Primer Sekvence oligonukleotidu (5'- 3) Ukel

PILVBH1 GCTCTGCAGTAGCGGGAGCCTGCCT | Klonovani P-ilvB

PILVBDI GTGGATCCTAGGTCATGGTGTGTCATGC N Klonovani P-ilvB

PILVBH2 GGCTGCAGCGTGCGTTGTGGAATTGGA | Klonovani P-ilvB

PILVBD2 TCTGGATCCTTTACTAAATAAGG N Klonovani P-ilvB

DELATTH GTGAATTCGACAACGATGCCG | Delece v atenudtoru P-ilvB
DELATTD GGGAATTCCACCAGAACAGEGCC N Delece v atenuétoru P-ilvB
ATT3 CAAGCCAAGCGAATAATGGTTATGGTGTGTCA Delece v atenuatoru P-ilvB
ATT4 ACCATTATTCGCTTGGCTTGGACGGGTCC | Delece v atenuatoru P-ilvB
DATTILVB GAGCCAAGATTAGCGCTGA F Ovéfeni delece v atenustoru P-ilvB
PILVNH1 AGGGATCCARAAGGCTCGAGAGA Klonovani P-ilvN

PILVND1 CTGGATCCTGAACGAGTACGGAC Klonovani P-ilvN

PILVND2 TCGGATCCGACGATGAAGTCGAT N Klonovani P-ilvN

PILVNH3 TTATGCATTGAAACCCTGTCCAAG Klonovéni P-ilvN

PILVND3 GGGGATCCACTCGCCCTGGTTACGA N Klonovani P-ilvN

PILVND4 CAGGATCCTCTGCTGCAGAT N Klonovani P-ilvN

MILVNH GCGGAGGAAGTACTGCC " Mutageneze ilvN

MILVND CAATCAGATTAATTGCTGTTTA N Mutageneze ilvN

ILVNMI GGACGTAGACG;;.TGACI;TTTCCCGCG ¥ Mutageneze ilvN

MISBGL GTTTAGAACTTGGCCGGAG N Mutageneze ilvN

ILVNM13H AGGACGTAGACGATGACTTTTCCCGCGTAT | Mutageneze ilvN v chromosomu
ILVNM13D ATACGCGGGAAAAGTCATCGTCTACGTCCT R Mutageneze ilvN v chromosomu
DELNIH CTGAATTCCGGTGGACTGGGCACC © Delece v ilvN

DELNID TTGAATGCGCTCTCTCCTTATGCCTCGGTC N Delece v ilvN

DELN2H TAAGGAGAGAGCGCATTCAACCTCGTGTCC | Delece v ilvN

DELN2D CCGAATTCAAGGAGAGGTCAGCGTC N Delece v ilvN

SILVNH GATCCTGCCGACATTCACGA F Ovéfeni ptitomnosti delece a mutace v ilvN
SILVND2 ATCAGCTTGTTGAGCTGC R Ovéfeni ptitomnosti delece a mutace v ilvN
DELNH3 GTGAATTCCCGACTTTGTTACCCTTTCT | Zkracovani ilvN

DELND3 CAAGCAGTGTCAGGCGATAGTGGTCTCTTC Zkracovani ilvN

DELNH4 TATCGCCTGACACTGCTTGACGTGATGGE | Zkracovani ilvN

DELND4 GTGAATTCCGTTCAGGTTTGGCTCG Zkracovani ilvN

DELNH5 CCGCGCCTGACGCGAACTGATCCAATCC | Zkracovani ilvN

DELNDS GTTCGCGTCAGGCGCGGAAGATGTTCG N Zkracovani ilvN

DELPANBHI | AACTGCAGCGCAAGAAGGTCT | Delece v panB

DELPANBD] | AATCGTCTGCATCGCGACCCAGCACAACGT N Delece v panB

DELPANBH2 |GGGTCGCGATGCAGACGATTCGACGCATTG Delece v panB

DELPANBD2 | AACTGCAGGGGATTGACAA N Delece v panB

DPANB GTAAACGGCCAGAAAGTTTC F Ovéfeni pfitomnosti delece v panB
DELILVAH] | AGGAATTCAGAGGACTGAGCCTG Delece v ilvA

DELILVADI TGGTTCGATAGGCCACGCCCTGGGCATGGT Delece v ilvA

DELILVAH2 GGGCGTGGCCTATCGAACCAGCGGGAGCAG F Delece v ilv4

DELILVAD2 | AAGAATTCGTACTCAGGAGTGCC N Delece v ilvA

DILVA GAGGATCTGCAGGATGTTC Ovéfeni pfitomnosti delece v ilv4
CM 42 GAAAATCTCGTCGAAGCTCG R primer-extension, sekvenovani promotori

v pET2
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'Mista pro 3tépeni restrikénimi enzymy jsou vyznalena kurzivou, mutované béaze tu¢n&, © na konci sekvenci
oznaduje primery ve sméru transkripce ptislusnych geni a ® primery proti sméru transkripce p¥isluinych gend.
’Primer CM4 je komplementarni k vektoru pET2.

3.1.5. Pouzity software

— DNAStar LaserGene 99 (http://www.dnastar.com): analyza a zpracovani sekvenci,
vzéajemné srovnani nukleotidovych nebo proteinovych sekvenci

— BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST): vyhledani homolognich nukleotidovych
nebo proteinovych sekvenci

— Chromas 1.43 (http://www.technelysium.com.au/chromas.html): analyza sekvenaénich
chromatogramt

— Adobe Photoshop 7.0CE (http://www.adobe.com): grafické tpravy

— CorelDraw 9 (http://www.corel.com): grafické upravy

— Plasmid Map Enhancer 3.1 (http://www.scied.com/ses_en4.htm): grafické upravy

— MS Office 2003CZ (http://office.microsoft.com)

3.2. Metody

3.2.1. Kultivace E. coli a C. glutamicum
Material:
-Kanamycin - kanamycinsulfat (Sigma)

Buiiky E. coli byly kultivovany pfi 37 °C na rotaéni tiepacce v batikach obsahujicich
pidu LB nebo na miskach s pidou LA. Buikky C. glutamicum byly kultivovany pfi 30 °C
na rota¢ni tfepaéce v baiikach obsahujicich pidu 2xTY nebo na miskach s pevnou pidou
2xTY. Pro selekci kment nesoucich plazmidy s rezistenci vi¢i kanamycinu bylo v obou

ptipadech do kultivaéniho media ptidano antibiotikum o kone¢né koncentraci 20 pg/ml.

3.2.2. Identifikace kloni E. coli s rekombinantnimi plazmidy a-
komplementaci (Sambrook a Russel, 2001)

Material:
-X-Gal (Serva) (20 mg/ml v dimethylsulfoxidu)
-IPTG (Serva) (200 mg/ml)
Princip metody je zaloZen na specifickych vlastnostech klonovaciho vektoru i

pouzitého bakterialniho kmene. Vektor nese segment laktosového operonu E. coli obsahujici
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reguladni sekvence a &ast genu lacZ, jehoZz expresi vznikd aminotermindlni &ast [-
galaktosidasy. Do kodujici sekvence je zaClenéno mnoholetné klonovaci misto, které
nepierusuje &teci ramec. Hostitelsky kmen E. coli DH5a naopak koduje karboxyterminalni
fragment B-galaktosidasy, ani jeden z uvedenych polypeptidii v8ak neni sim o sob& funk¢ni.
Aktivni enzym vznikd pouze v pfipadé a-komplementace obou fragmentl a tato situace
nastava, pokud je do buriky daného kmene pfenesen vektor bez klonovaného insertu. Aktivni
[-galaktosidasa je v tomto ptipadé€ detekovana na pevném agarovém mediu s chromogennim
substratem X-gal, jehoZ rozkladem vznika produkt zbarvujici bakteridlni kolonie modie.
Inzerce cizorodé DNA do klonovaciho mista vektoru inaktivuje aminotermindlni fragment
enzymu a ke komplementaci nedochézi. Kolonie bunék s rekombinantnim plazmidem jsou
potom bilé. Indukci exprese -galaktosidasy zajistuje pfidavek IPTG do media. Tato latka je
sterickym analogem pfirozeného substratu, av§ak neni enzymem rozkladana.

Na misku s ptidou LA a pfislusnym antibiotikem bylo rovnomérné rozetieno 40 ul X-
Gal a 4 pl IPTG. Po zaschnuti bylo na tuto misku vyseto 100 pl bunééné suspenze E. coli po
transformaci, nasledovala inkubace ve 37 °C. Druhy den byly na zdkladé barevné odli$nosti

identifikovany bilé kolonie s rekombinantnimi plazmidy. Kolonie obsahujici religovany

vektor bez klonovaného fragmentu byly modré.

3.2.3. Izolace nukleovych kyselin
3.2.3.1. Izolace plazmidové DNA z E. coli

Izolace plazmidové DNA byla zaloZena na alkalické lyzi podle Birnboimovy metody
(Birnboim, 1983).
Material:
-Pufr GET - 50mM glukosa, 10mM Na,EDTA (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 LiCl (Sigma) v 50mM Tris-HC], pH 7,5
-Ribonukleasa A (RNasa) (Serva)
Objemy do 2 ml byly staeny ve stolni mikrocentrifuze Hettich Mikro 20 (13 000x g),
objemy vé&tsi v centrifuze Sorvall RT6000B (5000 ota¢ek/min.; 4 °C).

Buriky byly kultivovany pfes noc v 50 ml pudy LB pfi 37 °C za stalého tfepani.
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Narostld bunéénd kultura byla stodena (10 min), supernatant odstranén a sediment
resuspendovéan v 5 ml ledového pufru GET. Po inkubaci v ledu (5 min) bylo pfidano 10 ml
Serstvé pripraveného 1% roztoku SDS v 0,2M NaOH a suspenze byla promichéana rychlym
ptevracenim kyvety. Po 10-minutové inkubaci v ledu bylo pfiddno 7,5 ml 3M octanu
draselného, suspenze byla opatrné promichana, inkubovéna v ledu (15 min) a centrifugovéna
(20 min). Pokud byl supernatant po centrifugaci zakalen, byl pielit ptes sterilni gdzu do nové
kyvety a znovu centrifugovan. Ze supernatantu byla plazmidova DNA sraZena ptidavkem 12
ml isopropanolu 10 min pfi laboratorni teploté a sedimentovana centrifugaci (20 min pfi
laboratorni teplot¢). Supernatant byl pe€livé odstranén a sediment rozpustén ve 2 ml sterilni
vody. Ptfitomna RNA byla vysraZena ptidavkem 2 ml roztoku LiCl po dobu 15 min v ledu a
odstranéna centrifugaci (10 min). Supernatant byl pfelit do nové kyvety a DNA byla
vysraZzena piidavkem 10 ml 96% ethanolu po dobu 20 min pii -20 °C. Nasledovala
centrifugace (10 min). Supernatant byl odstran€n, vysuSeny pelet rozpustén ve 400 ul pufru
TE obsahujicim RNasu (20 mg/ml) a inkubovan 30 min pfi 37 °C. DNA byla pfecidténa
extrakci fenolem a chloroformem (3.2.6.1.), sraZena ethanolem (3.2.6.2.) a rozpusténa v 50
ul sterilni vody.

V nékterych piipadech byl kizolaci plazmidové DNA vyuzit kit Wizard Plus
Midipreps DNA Purification System (Promega).

Miniizolace plazmidové DNA

Jedna az dvé klicky pfes noc narostlé kultury byly pfevedeny z misky obsahujici
pidu LA do kyvety Eppendorf a resuspendovany ve 100 ul pufru GET na laboratornim
mixeru Vortex. Po 5 min inkubace v ledu bylo pfidano 200 pl Cerstvé pfipraveného 1%
roztoku SDS v 0,2M NaOH. Obsah kyvety byl promichan okamzitym pfevracenim a po 5
min inkubace v ledu bylo pfidano 150 pl ledového 3M octanu draselného. Obsah kyvety byl
opatrné promichan, inkubovan v ledu dalsich 15 min a centrifugovan (5 min). Supernatant
obsahujici plazmidovou DNA byl pfelit do nové kyvety a precipitovan ethanolem (3.2.6.2.).
Po vysuSeni sedimentu byla DNA rozpusténa ve 20 pl roztoku RNasy (40 pg/ml) a
inkubovana 30 min pfi 37 °C.

V nékterych ptipadech byl kizolaci plazmidové DNA vyuzit kit Wizard Plus
Minipreps DNA Purification System (Promega).
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3.2.3.2. Izolace plazmidové DNA z C. glutamicum

Izolace byla zaloZena na alkalické lyzi, které pfedchazela degradace buné&iné stény

lysozymem.

Material:

-Pufr SET - 300mM sacharosa (Lachema), 10mM Na,EDTA, 25mM Tris-HCI, pH 8
-Pufr TE - ImM Na,EDTA, 10mM Tris-HCI, pH 8

-Lysozym (Sigma) v pufru SET (3 mg/ml)

-1% SDS v 0,2M NaOH

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

-Isopropanol

-Ribonukleasa A (RNasa)

Vsechny centrifugace byly provedeny ve stolni mikrocentrifuze Hettich Mikro 20 (13 000x
g)

Pfes noc narostla bunééné kultura (2 ml) byla centrifugovana (2 min). Po odstranéni
supernatantu byl pelet resuspendovan ve 200 pl roztoku lysozymu v pufru SET a inkubovan
2 h pti 37 °C. Po inkubaci bylo pfidano 400 pl erstvé ptipraveného 1% SDS v 0,2M NaOH,
smés byla promichana rychlym pfevracenim kyvety a inkubovana 5 min v ledu. Poté bylo
pfidino 300 pl 3M roztoku octanu draseln¢ho, obsah kyvety byl opatrn€ promichén,
ponechan 15 min v ledu a centrifugovéan (5 min). Supernatant obsahujici plazmidovou DNA
byl prelit do nové kyvety, DNA byla vysrazena pfidanim 900 pl isopropanolu pfi laboratorni
teploté¢ po dobu 15 min. Po centrifugaci (3 min) byl vysuSeny pelet rozpustén ve 100 pl
pufru TE. V dalsich krocich byla plazmidovda DNA pie€iSténa extrakci fenolem (3.2.6.1.),
vysraZena ethanolem (3.2.6.2.), rozpusténa ve 20 ul RNasy (40 pg/ml) a inkubovana 30 min
pii 37 °C.

3.2.3.3. Izolace chromosomové DNA z C. glutamicum

Material:

-Pufr TES - 5mM Na,EDTA, 50mM Tris-HCl, 100mM NaCl, pH 8

-Pufr SET - 300mM sacharosa, 10mM Na;EDTA, 25mM Tris-HCI, pH 8

-Lysozym v pufru SET (10 mg/ml)

-20% SDS

-Ribonukleasa A (RNasa)

Vsechny centrifugace byly provedeny ve stolni mikrocentrifuze Hettich Mikro 20 (13 000x
g), objemy vé&tsi v centrifuze Sorvall RT6000B (5000 otacek/min.; 4 °C).
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25 ml pidy 2xTY bylo zao¢kovano Eerstvé narostlou kulturou C. glutamicum na
ODgoo = 0,1. Kultivace probihala v 30 °C do ODgy = 0,5-0,8, poté byly buiiky zchlazeny
v ledu (10 min) a centrifugovany (10 min). Po odstranéni supernatantu byl pelet promyt 2 ml
pufru TES, resuspendovén ve 100 pl roztoku lysozymu v pufru SET a inkubovén 2 h pti 37
°C. Po inkubaci bylo pfidano 10 pl 20% SDS, smés byla dikladné promichana a doplnéna
pufrem TES na celkovy objem 400 pl. Nasledovalo precisténi extrakci fenolem (alesponi 2x)
a chloroformem (3.2.6.1.). RNA byla ze vzorku odstranéna pfidanim 4 pl RNasy (10 mg/ml)
a inkubaci v 37 °C (30 min). Vysledna chromosomovd DNA byla pfesrazena ethanolem

(3.2.6.2.) do 50 pl sterilni vody.

3.2.4. Transformace

3.2.4.1. Transformace E. coli (Hanahan, 1983)

Material:

-Roztok RF1 - 100mM RbCI (Sigma), 80mM MnCl; x 4 H,0 (Lachema), 10mM CaCl, x
2H,0 (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), 1I0mM RbC], 70mM CaCl, x 2 H,0, 15% (v/v)
glycerol, pH 6,8 (upraveno 0,2N NaOH), sterilizovano filtraci

Pfi izolaci byla pouZita centrifuga Sorvall RT6000B (5000 otac¢ek/min.; 4 °C).

Piiprava kompetentnich bunék

50 ml pudy SOB bylo zaockovano 1-2 koloniemi bakterialni kultury E. coli. Buiiky
byly kultivovany za stalého tfepani pti 37 °C. Po dosazeni ODg = 0,2 byla bunééna kultura
zchlazena v ledu (15 min) a centrifugovana (10 min). Supernatant byl odstranén, bunéény
pelet resuspendovan v 17 ml ledového pufru RF1, ponechdn 15 min vledu a znovu
centrifugovan (10 min). Supernatant byl odstranén, sedimentované buiiky resuspendovany
ve 4 ml ledového pufru RF2 a ponechdny 15 min v ledu. Takto pfipravené kompetentni
buriky byly rozplnény do pfedchlazenych kyvet Eppendorf po 200 pl a bud’ ptimo pouZity
pro transformaci nebo uchovany pifi -70 °C pro pozd&jsi pouziti. Celd pfiprava
kompetentnich bun¢k probihala pfi 0 - 4 °C.

Transformace kompetentnich bunék plazmidovou DNA

K 200 pl kompetentnich buné€k byl pfidan 1 ul plazmidové DNA nebo 10 pl liga¢ni
smési (0,1-1 ug DNA) a suspenze byla 30 min inkubovana v ledu. Poté byla vystavena

teplotnimu $oku (90 s, 42 °C) a opét zchlazena v ledu. K transformacni smési bylo pfidano
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800 ul pidy SOC, suspenze byla pienesena do zkumavek a kultivovana za tfepani 45 min pfi
37 °C. 100 pl této buné&né suspenze bylo vyseto na misky obsahujici ptidu LA s pfislusnym

antibiotikem.

3.2.4.2. Transformace C. glutamicum elektroporaci (Liebl et al., 1989)

Material:

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

-Roztok G -10% glycerol

Pfi izolaci byla pouZita centrifuga Sorvall RT6000B (5000 otaéek/min.; 4 °C) a stolni
mikrocentrifuga Hettich EBA 12 R (20 000x g; 4 °C).

Priprava kompetentnich bunék

125 ml tekuté plidy 2xTY bylo zaokovano 1 ml bun&éné kultury C. glutamicum
smyté z Cerstv€ narostlé agarové plidy. ODgg na pocatku kultivace bylo 0,1. Buriky byly
inkubovany pfi 30 °C za stalého tfepani do ODggo = 0,5 - 0,7. Poté byla kultura zchlazena 15
min v ledu a centrifugovana (10 min). Supernatant byl odstranén a pelet resuspendovan
ve 25 ml ledového pufru GT. Nasledovala opét centrifugace (10 min). Toto promyvani
vpufru GT bylo provedeno je$t¢ 2x. Supernatant byl peclivé odstranén, buiiky
resuspendovany v 1 ml ledového roztoku G, suspenze ptfevedena do kyvet Eppendorf a
centrifugovana (1 min). Promyti v roztoku G bylo opakovano. Po odstranéni supernatantu
byly buiiky opét resuspendovany v 1 ml ledového roztoku G a rozplnény po 200 pl. Takto
pfipravené kompetentni buriky byly pouZity pro transformaci elektroporaci nebo uloZeny
v -70 °C.

Elektroporace

Na elektroporaénim pfistoji (Gene-Pulser, Bio-Rad) byly nastaveny tyto parametry:
napéti 2,5 kV, kapacitance 25 pF, odpor 200 Q. K pfipravenym kompetentnim buiikam bylo
pfidano 1-2 pl plazmidové DNA (0,5-1 pg), obsah kyvety byl promichan pfevricenim a
kyveta ponechana 1 min v ledu. Suspenze byla pfevedena do pfedchlazené elektropora¢ni
kyvety (8itka 0,2 cm) a vystavena elektrickému pulzu trvajicimu 3-5 ms. Poté byl ihned
pfidan 1 ml pidy 2xTY a obsah kyvety byl pfelit do zkumavky. Transformované buiiky byly
kultivovany za stalého tfepani 1,5-2 h pifi 30 °C, ptevedeny do kyvet Eppendorf a
centrifugovany (2 min). Supernatant byl odstranén, sediment resuspendovéan v 300 pl media
2xTY. 100 pl této suspenze bylo vyseto na pevné pudy 2xTY obsahujici pfislusné selekéni

antibiotikum.
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Béhem celého postupu piipravy kompetentnich bun¢k i vlastni elektroporace byly
buriky uchovavany pti 0 - 4 °C.

3.2.4.3. Vysoce uéinna elektrotransformace C. glutamicum
(van der Rest et al., 1999)

Tato metoda elektroporace byla vyuzivana pro integraci pozadovanych useki DNA
do chromosomu C. glutamicum.
Material:
-Roztok G -10% glycerol
Pii izolaci byla pouzita centrifuga Sorvall RT6000B (4000 otacek/min.; 4 °C) a stolni
mikrocentrifuga Hettich EBA 12 R (20 000x g; 4 °C).

Priprava kompetentnich bunék

2x 50 ml tekuté ptdy Epo bylo zaockovéano Eerstvé narostlou kulturou C. glutamicum
na pocate¢ni ODggo = 0,3. Buriky byly inkubovany 28 h pfi 18 °C za stalého tiepani 200
otacek/minutu. ODggo na konci kultivace dosahla pfiblizn€ hodnoty 1. Po 28 h byla kultura
ochlazena v ledu (15 min) a centrifugovana (10 min). Supernatant byl odstranén a pelet
resuspendovan ve 25 ml ledového roztoku G. Nésledovala opét centrifugace (10 min).
Promyvani v roztoku G bylo provedeno jest¢ 3x. Po &tvrtém promyti byl supernatant peglivé
odstranén, builky resuspendovany v 1 ml ledového roztoku G, pfevedeny do kyvet
Eppendorf a sto¢eny (1 min). Promyti v roztoku G bylo provedeno jest¢ 1x. Po odstranéni
supernatantu byly buiiky resuspendovany v 750 pl ledového roztoku G a rozplnény po 150
pl. Takto pfipravené kompetentni buriky byly pouZzity pro transformaci elektroporaci nebo
uloZeny v -70 °C.
Elektroporace

Na elektroporaénim pfistoji (Gene-Pulser, Bio-Rad) byly nastaveny tyto parametry:
napéti 2,5 kV, kapacitance 25 pF, odpor 600 Q. K pfipravenym kompetentnim buiikdm bylo
pfidano 5-10 pl plazmidové DNA (az 10 pg), obsah kyvety byl promichan pfevracenim a
kyveta ponechana 1 min v ledu. Suspenze byla pfevedena do pfedchlazené elektropora¢ni
kyvety ($itka 0,2 cm) a vystavena elektrickému pulzu trvajicimu 10-12 ms. Poté byl pfidan 1
ml pidy BHI a buiky ihned vystaveny tepelnému Soku 46 °C po dobu 6 min.
Transformované buiky byly kultivovany za stilého tiepani 2 h pfi 30 °C, zahultény
centrifugaci a cely obsah transformacni smési vyset na selektivni pevnou pidu LBHIS

obsahujici pfislu$né antibiotikum.
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Béhem celého postupu piipravy kompetentnich bunék i vlastni elektroporace byly
buriky uchovavany pfti 0 - 4 °C.

3.2.5. Elektroforeticka analyza DNA v agarosovém gelu
(Sambrook a Russel, 2001)

Material:
-Pufr TAE - 40mM Tris-acetat (Sigma), ImM EDTA, pH 8 (upraveno k octovou)
Pro ptipravu elektroforetického pufru a agarosového gelu S0x ztedéno.

-Agarosa (Lachema)
-indika¢ni smés - 30% glycerol, 0,25% bromfenolova modt (Serva)
-0,005% ethidiumbromid (Serva) v H,O

Elektroforeticka separace plazmidové a chromosomové DNA nebo jejich fragmentt
byla provadéna v horizontalnim agarosovém gelu v pufru TAE. Koncentrace agarosy (0,6 -
1,5%) byla volena podle velikosti analyzované DNA. Pted nanesenim do jamek v gelu byla
ke vzorku DNA piidana sterilni voda (obvykle do 10 ul) a 2 ul indika¢ni smési.
Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 50-70 V po dobu 1-3 h. Poté byl gel pfenesen
do vodného roztoku ethidiumbromidu a DNA byla barvena 5-20 min (podle hustoty a
tloustky gelu a podle koncentrace DNA). Po obarveni byla DNA vizualizovana UV zifenim
a elektroforetogram zdokumentovan pomoci digitdlni kamery KODAK DC290 Zoom a
pocitacového programu KODAK 1D Image Analysis Software.

3.2.6. Manipulace s DNA

Nasledujici postupy jsou zaloZeny pievazné na metodach popsanych v laboratornim

manualu Molecular Cloning (Sambrook a Russel, 2001).

3.2.6.1. 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)
Vzorky byly staeny na stolni mikrocentrifuze Hettich Mikro 20 (13 000x g; 2 min).
K roztoku DNA byl pfidén stejny objem smési fenol/chloroform/isoamylalkohol.
Po dikladném protfepani a centrifugaci byla do nové Eppendorfovy kyvety odebrana horni
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vodna faze obsahujici DNA. Tato extrakce fenolem byla opakovana je$t¢ jednou.
Nasledovalo odstranéni zbytkd fenolu ze vzorku extrakci do stejného objemu chloroformu
(smés chloroform/isoamylalkohol) a po roztfepani a centrifugaci byla do nové kyvety opét
odebrana horni vodna faze s rozpusSténou DNA. Tato DNA byla pifeist€éna sraZenim

ethanolem (3.2.6.2).

3.2.6.2. SraZeni DNA ethanolem

Material:

-96% ethanol

-70% ethanol

-3M octan draselny

Vzorky byly staceny na stolni mikrocentrifuze Hettich Mikro 20 (13 000x g; 5 min).

DNA byla sraZena z roztoku pfidavkem 3M octanu draselného (1/10 objemu) a 96%
ethanolu (dvojnisobek objemu) pii -20 °C po dobu 20 min. Po centrifugaci byl odstranén
supernatant a pelet vysrazené DNA byl promyt pfidavkem 200 pl 70% ethanolu. Suspenze
byla opé&t centrifugovéna, supernatant znovu odstranén, pelet pe¢livé vysusen za sniZeného

tlaku a rozpustén podle potieby ve sterilni vodé nebo vhodném pufru.

3.2.6.3. Izolace plazmidové DNA a jejich fragmenti z gelu
Material:
- Kolonky GenFElute pro purifikaci DNA (Supelco)

DNA byla izolovana z agarosového gelu s pouzitim kolonek GenElute postupem
doporu¢enym vyrobcem. B&hem postupu byla vyuzita stolni mikrocentrifuga Hettich Mikro
20. Po elektroforetické separaci byl pas v agarosovém gelu obsahujici poZzadovany fragment
DNA vyfiznut, agarosovy blo¢ek rozkréjen na malé kousky a vloZen do kolonky GenElute
(pH 8). Kolonka byla voln€ nasazena na kyvetu Eppendorf, zbavenou vi¢ka. Nasledovala
centrifugace (12 000x g, 10 min). Vodny roztok pfitomny po centrifugaci v kyveté
obsahoval izolovanou DNA, kterd byla v dal$im kroku zahus$téna srazenim ethanolem

(3.2.6.2.).

3.2.6.4. Stépeni DNA restrikénimi endonukleasami

Restrikéni endonukleasy pouZité v této praci:
- Nhel (Amersham)
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- BamH1, Bglll, Hincll, Scal, Smal, Sspl (BioLabs)
- Nsil (GIBCO BRL)
- EcoRlI, Pstl (MBI Fermentas)

Plazmidova DNA byla $té€pena restrik¢énimi endo-deoxyribonukleasami v objemu 10
-100 pl v pufru dodavaném vyrobcem a za podminek jim doporu¢enych. Doba Sté€peni
zavisela na G¢innosti enzymu, na jeho stabilit€ a na poc€tu a poloze zasahovych mist pro dany
enzym na molekule DNA. Plazmidovd DNA byla §t€pena obvykle po dobu 1 h. Pokud se
restrikéni mista nachazela na koncich linearniho fragmentu DNA (naptiklad produkty PCR
ziskané s pouzitim vhodnych primert), doba §tépeni byla prodlouZena, protoZe u¢innost
nékterych restrikénich enzymil v téchto ptipadech vyrazné klesa. Kontrola §tépeni byla
provedena elektroforézou v agarosovém gelu (0,7 - 1,5 %) (3.2.5.).

3.2.6.5. Zatupeni koncii restrikénich fragmenti Klenowovym fragmentem
DNA-polymerasy I

Material:

-Klenowiv fragment DNA-polymerasy I (MBI Fermentas) + reakéni pufr dodany
vyrobcem

-2mM dNTP (Boehringer Mannheim)

Zatupeni 5’- pfeénivajicich koheznich konci

DNA Sté€pend pfisluSnym restrikénim enzymem byla pfeciSténa extrakci fenolem
(3.2.6.1.) a rozpusténa v 19 pl sterilni vody. Ke vzorku bylo pfidano 2,5 pl 10x
koncentrovaného pufru, 0,4 pl Klenowova fragmentu DNA-polymerasy I (10 U/ul ) a 2,5 pl
2mM dNTP. Po 15-minutové inkubaci pifi 37 °C bylo ptidano 0,4 pl Klenowova fragmentu
DNA-polymerasy I a reakéni smés byla inkubovéna dal$ich 15 min pti 37 °C. Nésledovala

inaktivace enzymu 15 min pfi 65 °C a pfecisténi DNA extrakci fenolem.

3.2.6.6. Defosforylace vektoru alkalickou fosfatasou
Material:
-alkalicka fosfatasa (SAP, USB) + reak¢ni pufr dodany vyrobcem

Roztok vektoru §t€épeného piislusnymi restrikénimi enzymy byl preci§tén sraZzenim
ethanolem (3.2.6.2.) a DNA byla rozpusténa v 44 pl vody. K roztoku DNA bylo pfidano 5 pl
10x koncentrovaného defosforylaéniho pufru a ptislusné mnozstvi SAP podle doporuceni
vyrobce (mnoZstvi enzymu se individudlné€ fidi mnoZstvim a velikosti vektoru a typem

konct vzniklych po $tépeni restrikénimi enzymy). Reakéni smés byla inkubovana 1 h pii 37
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°C. Nasledovala inaktivace enzymu 15 min pii 65 °C a pfecisténi DNA sraZenim ethanolem.

3.2.6.7. Ligace fragmentii plazmidové DNA
Material:
-T4-DNA ligasa (MBI Fermentas) + reakéni 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:
m;= (m, . LyLy) . MR

m; = mnozZstvi insertu (ng)

my = mnozZstvi vektoru (ng)

L= velikost insertu (kb)

Lv = velikost vektoru (kb)

MR = zvoleny molarni pomér insert/vektor (vét§inou 3 : 1)

Ke smési fragmentu klonované DNA a vektoru byly pfidiny 2 ul 10x
koncentrovaného liga¢niho pufru a 1 ul T4-DNA ligasy. Poté byla smés doplnéna sterilni
vodou do 20 pl, inkubovéna 14 h pfi 15 °C a pouZita pro transformaci kompetentnich bunék
E. coli (3.2.4.1.).

3.2.7. Polymerasova retézova reakce (PCR) (Mullis et al., 1994)
Material:

-Taq polymerasa (Top-Bio) + reakéni pufr dodany vyrobcem (obsahujici 1,5mM MgCl,)
-dNTP 20mM (Top-Bio)

Metoda PCR (polymerase chain reaction) byla pouzZivana pro amplifikaci
specifickych usekit DNA, pro potvrzeni pfitomnosti téchto usekli vloZenych do molekul
vektoru a téZ pro ovéfeni pfitomnosti zavadénych deleci v chromosomu C. glutamicum. PCR
reakce probé&hly obvykle podle nésledujicich schémat v termocykleru Techne-PROGENE.

SloZeni reakéni smési

SloZeni reakéni smési je uvedeno v tabulce 3.4. Celkovy objem smési byl 50 nebo
100 pl. Po pfidani vSech komponent byla reakéni smés prevrstvena dv€éma kapkami
mineralniho oleje (Sigma), ktery zabranil odpafovéani vzorku.

Program PCR reakce
Program PCR je uveden v tabulce 3.5.
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Tab. 3.4. SloZeni reakéni smési pro PCR

K ¢ Objem/mnoZstvi/’kone¢na
omponenta koncentrace ve 100 ul

Templatovi DNA' 5-10ng

10x reakéni pufr 10 pl

glycerol Sul

Primer 1 1uM

Primer 2 1uM

dNTP (20mM) 200uM

MgCl, 1,5mM

Taq polymerasa 25U

Sterilni voda Doplnit do 100 pl

'Jako templat byla pouzita plazmidovad nebo chromosomova DNA. PH potvrzeni pfitomnosti klonovaného
fragmentu nebo delece byla v nékterych pfipadech jako templat pouZita nepurifikovana totilni buné¢na DNA
(buné¢ny lyzat ze ziskanych transformanti).

Tab. 3.5. Program PCR reakce

Cyklus | Krok Teplota |Cas Pocet cyklu
1 Denaturace 94 °C 2 min 1
Denaturace 94 °C 30s
2 Hybridizace' T-5 °C 30s 20-25
Syntéza® 72 °C 40s-1,5min
3 Zavéretna syntéza 72 °C 10 min 1

'V této fazi hybridizuji oligonukleotidové primery s fetézcem templatové DNA na principu komplementarity.
Hybridiza¢ni teplota byla zvolena na zakladé teploty tani jednotlivych primeni (T,,), ktera byla vypocitina
podle vzorce: Ty, [°C] =2 (A + T) + 4 (G + C). Pokud se T, ptisludnych primert lidily, byla vzdy pouZita niZ3i
z obou vypoétenych hodnot.

%Pro syntézu nového Fetézce DNA byla pouZita teplota 72 °C, coZ je optimalni teplota pro aktivitu termostabilni
Taq polymerasy. Délka faze syntézy zavisi na velikosti syntetizovanych fragmenti (syntéza 1 kb DNA = 1
min).

3.2.8. Mistné specificki mutageneze (cilena mutageneze)

Postup mistné specifické mutageneze vyuzivajici dvou naslednych PCR reakci a
muta¢niho primeru byl zaloZen na metod€ popsané v préci Ito et al., 1991 (Obr. 3.3.). Cilem
bylo pfipravit smés PCR fragmentli nesoucich az ¢tyii rizné poZadované mutace.

Prvni PCR reakce byla provedena se dvéma paralelnimi kombinacemi primert.
Kombinace primeri MILVNH a MISBGL dala vznik fragmentu A o velikosti 786 bp.
Primer MILVNH obsahoval pfirozené zasahové misto pro restrikéni enzym Scal, pomoci
primeru MISBGL bylo mutovano (a tim inaktivovano) pfirozené zésahové misto pro
restrikéni enzym BglIl. Paralelni kombinaci primert ILVNM1 a MILVND vznikl fragment
B (smés fragmentti B) o velikosti 491 bp obsahujicich poZadované mutace zavedené pomoci

degenerovaného primeru ILVNMI.
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1) Syntéza fragmentu A ohrani€eného primery MILVNH a MISBGL

MILVNH - pfirozené Sca | misto pfirozené Bgl Il misto
Y Templat: plazmid pKKS
A L
Sca | \L MISBGL (odstranéni Bg/ Il mista)
v X
Fragment A
A ®

2) Syntéza fragmentu B ohrani¢eného primery ILVNM1 a MILVND

ILVNM1 (zavadi pozadované mutace)

N Templat: plazmid pKK5
<
\l/ MILVND
B
Fra tB
- gmen
MUTACE

3) Syntéza fragmentu C ohrani¢eného primery MILVNH a MILVND

MILVNH - Sca |
— K
A X
Templat: smés fragmentii Aa B
MUTACE Bglll v poméru 1:1
. v
= A -
MILVND
v R
1. Produkt: fragment bez mutace
A ®
) 4 || A 4
2. Produkt: fragment s mutaci
a L A
Scal MUTACE Bgl ll

Obr. 3.3. Schéma postupu mistné specifické mutageneze

Restrik¢ni mista jsou znafena plnym trojuhelnikem, zrudeni restrikéniho mista k¥izkem, zavddéné mutace

plnym &ervenym &tvercem a pouZité primery prazdnou Sipkou. Po restrikci enzymy Scal a Bg/lII byl §té€pen
pouze fragment obsahujici poZadovanou mutaci.
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Druhd PCR reakce byla provedena pomoci primert MILVNH a MILVND. Jako
templat byla pouzita smé&s precisténych fragmentti A a B pochézejicich z prvni PCR reakce

v molarnim poméru 1:1. Program reakce je znazornén v tabulce 3.6.

Tab. 3.6. Program druhé PCR reakce pro syntézu cilového fragmentu nesouciho mutaci

Cyklus | Krok Teplota | Cas Podet cykli
1 Denaturace 94 °C 2 min 1
2 Denaturace 94 °C 30s
Syntéza' 72°C 1 min 3
3 Denaturace 94 °C 30s
Hybridizace 50 °C 30s 20-25
Syntéza 72 °C 1 min
4 Zéavéredna syntéza 72 °C 10 min 1

'Béhem této faze dodlo ke spojeni komplementdrnich &4sti denaturovanych vldken obou templatovych
fragmentt a k syntéze chybé&jicich usekd.

Vysledkem druhé PCR reakce byl fragment C (dva typy fragmentu C) o délce 803 bp
(Obr. 3.3.). Oba typy vysledného fragmentu C byly sekvenéné téméf identické. Prvni typ bez
pozadovanych mutaci vSak ztratil zasahové misto pro restrikéni enzym Bg/II vlivem mutace
nesené primerem MISBGL. Druhy typ se zachovanym zasahovym mistem pro restrikéni
enzym Bg/II byl tvofen smési fragmentd nesoucich ¢tyfi rizné poZzadované mutace vnesené
degenerovanym primerem ILVNMI1. Tato smés mutovanych fragmenti byla S$t€pena
restrikénimi enzymy Scal a Bglll a pouZzita pro vyménu za identicky plivodni fragment
uvnitf operonu ilvBNC (popsano ve vysledkové ¢ésti prace). Pfitomnost jednotlivych mutaci
byla ovéfena sekvenovanim (sekvena¢ni kit Applied Biosystems; automaticky DNA
sekvenator ABI PRISM 3100).

3.2.9. Zavadéni mutaci a deleci do chromosomu C. glutamicum

3.2.9.1. Syntéza fragmentu nesouciho deleci (mutaci)

Fragmenty nesouci mutace nebo delece byly syntetizoviny pomoci metody
vyuzivajici PCR (Horton et al., 1995). Schéma syntézy fragmentu nesouciho deleci je
znazornéno na obrazku 3.4. Zakladem postupu jsou opét dvé nasledné PCR reakce. Béhem
prvni PCR reakce vznikaji dva produkty. Primery P1D a P2H jsou navrZeny tak, aby
obsahovaly pfesahy o délce 10 bp komplementarni se sekvencemi, které budou ohrani¢ovat
budouci deleci. Pouzitim primeri P1H a P1D vznikéd produkt 1 s pfesahem na 3" konci a

kombinaci primerd P2H a P2D vznika produkt 2 s pfesahem na 5" konci molekuly. Oba
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produkty tak sdileji pfekryvajici se oblast v délce 20 bp.

P1H

P2H
[ b
e L T e
P1D ‘ P2D

1. PCR
P1H + P1D
P2H + P2D

Produkt 1 ‘\ Produkt 2

2.PCR
P1H + P2D
Templat = produkt 1 + produkt 2 (1:1)

—_’
‘—_
L]
N

Produkt obsahujici deleci 100 — 368 bp

Obr. 3.4. Schéma syntézy fragmentu nesouciho deleci

Cervené a modfe jsou znateny komplementarni oblasti navrienych primeri s templatovou DNA. Vysledkem
prvni PCR reakce jsou produkty 1 a 2, které sdileji pfekryvajici se komplementarni oblast v délce 20 bp
(Cervenomodry tisek). Na zakladé tohoto pfekryvu je b&éhem druhé PCR reakce syntetizovan vysledny fragment
s deleci. Postup je detailné popsan v textu na pfedchozi a nasledujici strané.
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Produkty 1 a 2 jsou pouZity pro druhou PCR reakci jako templétovd DNA v poméru
1:1. PCR reakce je provedena s pouZitim primert P1H a P2D a jeji program je znazornén
v tabulce 3.7. Na zéklad¢ jiz zminéné komplementarni oblasti o velikosti 20 bp dochazi

k piekryvu obou fragmenti a nasledné syntéze vysledného fragmentu s deleci.

Tab. 3.7. Program druhé PCR reakce pro syntézu cilového fragmentu nesouciho deleci

Cyklus |Krok Teplota | Cas Podet cykli
1 Denaturace 94 °C 2 min 1
2 Denaturace 94 °C 30s
Hybridizace' Ty-5°C |60 3
Syntéza’ 72 °C 1,5 min
3 Denaturace 94 °C 30s
Hybridizace Ty-5 °C 30s 20
Syntéza 72 °C 1,5 min
4 Zavé&retna syntéza 72 °C 10 min 1

'B&hem hybridiza¢ni faze doslo k prekryvu obou templéatovych fragmenti na zéklad& komplementérni oblasti o
velikosti 20 bp. Hybridiza¢ni teplota byla zvolena jako teplota tani p¥ekryvajici se oblasti (Ty), ktera byla
vypoéitana podle vzorce: T, [°C]=2 (A+ T) +4 (G + C).

2V této fazi prob&hla syntéza chybgjicich isekd obou prekryvajicich se vlaken.

3Tteti cyklus reakce jiz odpovid4 standardnimu programu popsanému v tabulce 3.5.

Pro zavedeni mutace do chromosomu byl pouzit shodny postup s né€kolika obménami
v prvni PCR reakci. Vysledny fragment s mutaci mé zachovanu pivodni délku, proto se
primery P1D a P2H nachézeji na identickém misté chromosomu (v misté budouci mutace),
jsou navzajem pln€ komplementarni, nenesou Zzadné pfesahy, ale obsahuji pozadovanou

mutaci, kterou béhem prvni PCR reakce zavadéji do produkti 1 a 2.

3.2.9.2. Zavedeni deleci (mutaci) do chromosomu

Mutace a delece byly zavedeny do chromosomu C. glutamicum pomoci fragmenti
syntetizovanych PCR reakci a klonovanych v integrativnim vektoru pK18mobsacB (Schéfer
et al., 1994). Tento vektor se v buitkkdch C. glutamicum nereplikuje, pfeziva pouze diky
integraci do chromosomu hostitele. K integraci dochazi na zékladé¢ homologni rekombinace
mezi klonovanym fragmentem s poZadovanou deleci (mutaci) a odpovidajici homologni
oblasti v chromosomu C. glutamicum. Aby byla integrace do chromosomu dostatecné
uc¢inna, byla velikost klonovaného fragmentu alespori 1200 bp (600 bp pied deleci a 600 bp
za deleci). Vysledni integranti ziskévaji rezistenci ke kanamycinu, ktera je determinovana
vektorem pK18mobsacB.

Selekce pozadovanych dele¢nich mutantd je nasledné provedena na zakladé

podminéného letdlniho efektu genu sacB v C. glutamicum. V ptitomnosti 10 % sacharosy
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rostou pouze klony, ve kterych doslo ke druhé homologni rekombinaci a tim ke ztrate celé
vektorové sekvence (tedy i genu sacB). Nalezeni vyslednych klont bylo usnadnéno také
selekci na zakladé fenotypového projevu. Delece zpusobily ve vétsin€ piipadi auxotrofii,
zavedeni mutace do auxotrofniho kmene naopak obnoveni prototrofniho fenotypu. Ve vSech

ptipadech byly provedené zasahy do chromosomu potvrzeny PCR reakci a sekvenovanim.

3.2.10. Méreni promotorové aktivity
3.2.10.1. Stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace (MIC) chloramfenikolu

Materiél:
-Chloramfenikol (Sigma)

Pfi orientanim meéfeni aktivity promotord byla stanovena minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) chloramfenikolu kmenl obsahujicich promoter-probe vektor pET2
s reportérovym bezpromotorovym genem cat, kdédujicim chloramfenikolacetyltransferasu,
enzym inaktivujici chloramfenikol acetylaci. Do tohoto vektoru byly pfed gen cat klonovany
studované promotory. Metoda je zaloZena na skute¢nosti, Ze mira rezistence bunék vici
chloramfenikolu je pfiblizn¢ tméma urovni exprese genu cat a tedy i transkripéni aktivité
studovaného promotoru.

Pro stanoveni MIC chloramfenikolu byly buikky C. glutamicum kultivovany v 1 ml
selek¢ni pidy 2xTY pies noc za stélého tfepani. Suspenze narostlych buiiek byla po 10 pl
nakapana na sadu misek s pfislusnou pudou a postupné se zvy3ujici koncentraci
chloramfenikolu (0-100 pg/ml). Po 48 h byla stanovena MIC jako nejniZ3i koncentrace

chloramfenikolu, pti které byl jiz zietelné inhibovan rust testované kultury.

3.2.10.2. Stanoveni specifické aktivity chloramfenikolacetyltransferasy (CAT)

Enzymova aktivita chloramfenikolacetyltransferasy (CAT) byla stanovena
kolorimetricky s pouZitim spektrofotometru BioMate 5, ThermoSpectronic. Princip metody
(Shaw, 1975) je =zaloZen napfenosu acetylové skupiny zacetylkoenzymu 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 mnozZstvi volné kyseliny 5-thio-2-nitrobenzoové (TNB), ktera je
Zluté zbarvena. MnozZstvi vznikajici TNB bylo méfeno spektrofotometricky pfi vinové délce
412 nm.
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chloramfenikolacetyltransferasa

1. Chloramfenikol + AcetylCoA P Acetylovany chloramfenikol + CoA-SH

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

(DTNB) 5’-S-CoA-2-nitrobenzoovi kyselina (CoATNB)
coon . COOH COOH §-5=CoA SH COOH
NO; NO, NO, : NO,
DTNB CoA-TNB TNB

Obr. 3.5. Princip stanoveni enzymatické aktivity chloramfenikolacetyltransferasy

Koneénym produktem reakce je TNB syté Zluté barvy, jejiZ intenzita je méfena spektrofotometricky pfi A=412.

Material:

-Pufr KPP - 9 dilt 0,5M K,;HPO4 (Lachema), 1 dil 0,5M KH,PO,4 (Lachema), pH 7,8

-Pufr RM (10 ml) - 4 mg DTNB (Serva) v 1 ml 1M Tris-HCI (pH 7,8) + 200 pul 5SmM
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 H,O (Lachema),
2,5 g KI (Lachema), doplnit do 500 ml 0,2N NaOH

-Hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma)

Objemy do 2 ml byly staceny ve stolni mikrocentrifuze Hettich EBA 12 R (20 000x g; 4 °C),

objemy vétsi v centrifuze Sorvall RT6000B (5000 otacek/min.; 4 °C).

Piiprava bezbunééného extraktu

25 ml pudy 2xTY bylo zaockovano Eerstvou bunéénou kulturou. Nasledovala

kultivace za stalého tfepani do ODgy = 2 - 4. Narostla buné¢na kultura byla zchlazena v ledu

(10 min) a centrifugovana (5000 otacek/min., 10 min, 4 °C). Bunéény pelet byl promyt 25

ml ledového pufru KPP a resuspendovan v 500 pl pufru KPP. Buikky byly rozbity

ultrazvukem (sonikétor Ikasonic U50; IKA Labortechnik) v ledové lazni po dobu 20 min

s impulsem délky 0,5 s opakujicim se kazdou sekundu a s nastavenou uc¢innosti 100 %. Po

sonikaci nasledovala centrifugace (20 000x g, 20 min, 4 °C), supernatant (bezbunéény
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extrakt) byl odebran a uchovan pii —20 °C.
Mcéfeni specifické aktivity CAT

Méfeni specifické aktivity CAT probihalo pfi 37 °C a vinové délce 412 nm.
Do kyvety bylo pfidano 970 pl pufru RM a 10-50 pl bezbunééného extraktu. Po dobu 1 min
byla potom zaznamenéana zména absorbance extraktu bez substratu. Poté bylo ptidano 50 pl
5mM cloramfenikolu (substrat), obsah byl promichin a méfena zména absorbance po dobu 1
min. Bezbunéény extrakt byl zfedén tak, aby se zména absorbance v ¢ase pohybovala
v rozmezi 0,05-0,1/min. Kazdy vzorek byl méfen alespoii 3x.

Meéfeni celkové koncentrace proteind

Obsah bilkovin v bezbunééném extraktu byl stanoven biuretovou metodou. K 5-100
pl bezbuné&éného extraktu byla pfidana 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 métena absorbance vzorku pii vinové délce 580 nm. Stejnym postupem s pouZitim
fady vodnych roztokd BSA o rizné koncentraci (0-1 mg/ml) byla ziskana kalibra¢ni kiivka.
Vysledna celkova koncentrace proteini ve vzorku byla stanovena odeétenim z grafu
kalibra¢ni kiivky.

Vypocdet specifické aktivity CAT

Specificka aktivita CAT byla vypo¢tena podle nasledujiciho vzorce:
SA = (AE .V.)/( €. Vg .c)

SA specificka aktivita [U/mg proteinu]; (U = pmol/min)
AE zména absorbance za 1 min [1/min]
V. celkovy objem reakéni smési [ml]
€ extinkéni koeficient [ml/pM]
Ve objem bezbunééného extraktu [ml]
¢ koncentrace proteini [mg/ml]
U ziskanych hodnot specifické aktivity CAT byla stanovena pfesnost té€chto hodnot
vypocditanim smérodatné odchylky.

3.2.11. Stanoveni specifické aktivity synthasy acetohydroxykyselin
(AHAS)

Metoda je zaloZzena na spektrofotometrickém stanoveni acetolaktatu, ktery je
produktem reakce katalyzované synthasou acetohydroxykyselin (AHAS) (Singh et al., 1988;
Pospisil et al., 1998; Westerfeld, 1945). Substratem této reakce jsou dvé molekuly pyruvatu.

Vznikly acetolaktat je detekovan nepifimo po dekarboxylaci na acetoin v kyselém prostiedi.
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Acetoin je nasledné stanoven kolorimetricky. Po vytvofeni komplexu s kreatinem a a-
naftolem dochazi v zavislosti na mnoZstvi pfitomného acetoinu k rizné intenzivnimu
ruzovému zbarveni vzorku.

Materiél:

-2% KCl

-0,1M pufr KPP - 9 dild 0,1M K,HPO,, 1 dil 0,1M KH,PO4, pH 7,3

-Sonikaéni pufr - 0,1M KPP (pH 7,3), 0,5mM dTT (Sigma), 20% glycerol

-125mM pufr KPP - 9 dili 125mM K,HPOq, 1 dil 125mM KH,PO,, pH 7,3

-333mM MgCl,

-10mM flavinadenindinukleotid (FAD) (sodna sil) (Sigma)

-10mM thiamin pyrofosfat (TPP) (Sigma)

-1M Pyruvét (Sigma)

-50% H,SO4 (Lachema)

-500mM Valin

-500mM Leucin

-500mM Isoleucin

-0,45N NaOH

-0,5% kreatin (Fluka)

-5% a-naftol (Sigma) v 2,5 N NaOH

-0,5mM acetoin (Fluka)

Objemy do 2 ml byly staceny ve stolni mikrocentrifuze Hettich EBA 12 R (20 000x g; 4 °C),
objemy vétsi v centrifuze Sorvall RT6000B (5000 ota¢ek/min.; 4 °C).

Piiprava bezbunééného extraktu

Buné¢na kultura byla zaockovana z Cerstvé misky do 50 ml minimalniho media MM
CGXII a kultivovana do ODggo = 4 — 10. Narostlé buriky byly zchlazeny v ledu (10 min) a
centrifugovany (5000 ota¢ek/min., 10 min, 4 °C). Bunéény pelet byl dvakrat promyt 25 ml
ledového 2% KCI a resuspendovan ve 3 ml sonika¢niho pufru. Burky byly rozbity
ultrazvukem v ledové 1dzni po dobu 30 min s impulsem délky 0,5 s opakujicim se kaZdou
sekundu. Po sonikaci nasledovala centrifugace (20 000x g, 20 min, 4 °C), supernatant
(bezbunéény extrakt) byl odebran a uchovéan v -20 °C.

Enzymaticka reakce

Reakce probihala v 37 °C s pravidelnymi odbéry (1 ml) v riizném c¢ase. Reakéni smés
(5ml) obsahovala v kone¢ném slozeni 100mM pufr KPP, 10mM MgCl,, 100uM TPP,
100uM FAD, 50mM pyruvat a vpfipad€é meéfeni inhibice enzymu také 10 mM
aminokyseliny. Reakce byla zahajena pfidanim 500 pl bezbunééného extraktu a doba jejiho
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trvani zdavisela na jednotlivych kmenech C. glutamicum (zpravidla 5 min u kment
plazmidovych a 20 az 30 min u kmenid bezplazmidovych). Po pfidani 100 ul 50% H,SO4
doslo k zastaveni reakce, nasledovala dal$i kultivace v 37 °C po dobu 25 min. V pribéhu
tohoto €asu doSlo v kyselém prostfedi kyseliny sirové k dekarboxylaci acetolaktatu na
acetoin, ktery mohl byt detekovan kolorimetricky.
Stanoveni acetoinu

Ke 200 pl vzorku bylo ptidano 800 pl 0,45N NaOH a 1 ml smési 0,5% kreatinu a 5%
a-naftolu (v 2,5N NaOH) v poméru 1:1. Obsah byl promichan a inkubovan ve tmé pfi

pokojové teploté po dobu 30 min. Poté byla méfena absorbance vzorku pii vinové délce 535
nm. Stejnym postupem byla pfipravena fada standardii o rizné koncentraci acetoinu (0-
0,06mM), které umoznily ziskat kalibra¢ni k¥ivku.

Meéfeni celkové koncentrace proteind

Celkova koncentrace proteinti byla stanovena postupem uvedenym v metodé
3.2.10.2.
Vypocet specifické aktivity AHAS

Hodnoty absorbanci jednotlivych odbéri byly vyneseny graficky v zavislosti na ¢ase
téchto odbérd, vyslednymi body byla proloZena pfimka. Smérnice této pfimky udava zménu
absorbance daného vzorku za minutu. Na zékladé kalibra¢ni kiivky acetoinu byla absorbance
pfevedena na koncentraci acetoinu a vynasobena celkovym fedénim vzorku. Vysledna
specificka aktivita AHAS (U/mg proteinu) byla ziskdna po vydéleni celkovou koncentraci
proteint ve vzorku. U ziskanych hodnot byla stanovena pfesnost téchto hodnot vypocitanim

smérodatné odchylky.

3.2.12. Stanoveni produkce valinu

3.2.12.1. Detekce produkce valinu na miskach

Pro hrubé stanoveni produkce valinu byl pouzit test produkce na Petriho miskéch.
Sledovana byla velikost rustové zony podkladového detekéniho auxotrofniho kmene C.
glutamicum AilvB kolem kment testovanych. Vlivem delece v genu ilvB neni detekéni kmen
schopen syntetizovat valin a mizZe tedy rist pouze v blizkosti kolonii kmene produkéniho.

Na Petriho misku s pevnou pidou MM CGXII (25 ml) obsahujici leucin, isoleucin a
pantothenat bylo naneseno 5 ml smési soft (mé€kkého) agaru (0,5% agar v MM CGXII) s 500
ul pfes noc narostlé bunééné suspenze detekéniho kmene. Po zaschnuti byly na horni vrstvu
soft agaru nakapany 3 ul bunééné suspenze testovanych kmeni. Kultivace probihala dva az

tfi dny v 30 °C, poté byla sledovana velikost vytvofené ristové zony.
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3.2.12.2. Stanoveni produkce valinu vysokouéinnou kapalinovou chromatografii
(HPLC)

Material:
-0,05M NaAc (Sigma), pH 7,2 — polarni faze
-metanol (Lachema) — nepolarni faze
-ODS Hypersil HPLC kolony (velikost ¢astic 5 um, 200x2,1 mm; Thermo Electron, USA)
-membrénovy filtr (0,45 um HV; Millipore Durapore)
Vzorky byly sta¢eny na stolni mikrocentrifuze Hettich Mikro 20 (13 000x g; 10 min).
Kultivace

Testované kmeny C. glutamicum byly kultivovany 48 h v tekutém mediu MM CGXII
(60 ml v 500-ml kultivaénich baiikach, 30 °C, 120 otacek/minutu) do ODgg = 40. V piipadé
kmeni obsahujicich delece v genech ilvA a panB byly pfidany 0,9mM isoleucin a 0,5 uM
pantothenét zajist'ujici limitovany rist bun€¢né kultury. Vzorek bunééné suspenze (1 ml) byl

centrifugovan, supernatant vakuové prefiltrovan a pouZit pro stanoveni koncentrace valinu
HPLC.

Stanoveni koncentrace valinu

Koncentrace valinu v mediu byla stanovena pomoci HPLC s reverzni fazi (HP 1090;
Hewlett-Packard, Waldbronn, Némecko) s fluorimetrickou detekci (excitace pfi 230 nm,
emise pfi 450 nm) po automatické derivatizaci s orthofthaldialdehydem (Lindroth a Mopper,

1979). Koneéné koncentrace valinu byla odectena z kalibracni kfivky.
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4. VYSLEDKY

Tato disertaéni prace se zabyva kliCovym krokem biosyntetické drahy valinu u
Corynebacterium glutamicum. Timto krokem je prvni reakce specificka pro syntézu valinu,
leucinu a isoleucinu, ktera je katalyzovana synthasou acetohydroxykyselin (AHAS) (Obr.
2.2.). Kapitola Vysledky je pro snadn&jsi orientaci rozdé€lena do tfi ¢asti. V prvni €asti jsou
shrnuty vysledky transkripéni analyzy geni ilvB a ilvN kédujicich katalytickou a regula¢ni
podjednotku enzymu AHAS. Druhd &ast se zabyva studiem regulace aktivity enzymu
AHAS, popsana je specificki mutageneze genu ilvN a konstrukce enzymu AHAS
rezistentniho ke zpétnovazebné inhibici. Treti ¢ast, kterd navazuje na vysledky pfedchozich
kapitol, popisuje konstrukci novych kment C. glutamicum produkujicich valin. Porovnany
jsou také kone¢né hodnoty produkce valinu u jednotlivych nové zkonstruovanych

producentd.

4.1. Transkrip¢ni analyza geniu ilvB a ilvN
kodujicich enzym AHAS

Zékladni poznatky tykajici se mechanismu transkripce téchto gent jiz byly
publikovéany (Keilhauer et al., 1993; Morbach et al., 2000). Geny ilvB a ilvN, spolu s genem
ilvC pro isomeroreduktasu acetohydroxykyselin, tvofi v chromosomu C. glutamicum
spole¢nou transkripéni jednotku (operon), ktera podléhd regulaci atenuaci. Tuto regulaci
zajistuji specifické sekvence (atenudtor) v oblasti vedouci sekvence genu ilvB. Kromé
spole¢ného promotoru genu ilvB maji geny ilvN a ilvC také vlastni, nezavislé promotory.
Piepisem operonu ilvBNC ze tii promotoru tak vznikaji tfi transkripty o riznych délkach
(Obr. 2.4.).

4.1.1. Promotor genu ilvB (P-ilvB)

Vedouci sekvence genu ilvB, ktery koduje vétsi, katalytickou podjednotku enzymu
AHAS, byla podrobné zmapovana mutaéni a dele¢ni analyzou (Morbach et al., 2000).
Vysledky této studie potvrdily pfitomnost vedouciho peptidu, specifickych sekvenci
(protektor, antiterminator, terminator) i regula¢nich kodénid pro valin, leucin a isoleucin,
zajistujicich synchronizaci transkripce a translace (Obr. 2.3.). Hypotéza piedpokladajici
regulaci exprese operonu i/vBNC atenuaci tak byla prokazdna. Kromé regulace atenuaci se

v ptipadé operonu ilvBNC z C. glutamicum uplatiiuji jeSt€ dalSi kontrolni mechanismy
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iniciace transkripce, nejpravdépodobnéji pfima aktivace. Jako aktivator promotoru P-ilvB by

mohl pisobit 2-ketobutyrat (jeden z pfirozenych substratti enzymu AHAS), jehoZ pfitomnost
v kultivaénim mediu vyznamné€ zvySuje mnoZstvi transkriptu i{/lvBNC v buiikach i aktivitu
daného enzymu.

Cilené zasahy do regula¢nich sekvenci operonu ilvBNC za ucelem zvySeni exprese (a
tim i vysledné produkce valinu) vyZaduji detailni znalost celé oblasti. Tato ¢ast disertaéni
prace tedy navazuje na dosud ziskané poznatky a pokracuje v analyze promotorové sekvence
genu ilvB.

Vyznam jednotlivych ¢asti promotoru P-ilvB na jeho aktivitu byl prokédzan méfenim
promotorové sily ¢tytf rizné dlouhych fragmentd DNA (B1, B2, B3 a B4), nesoucich rizné
oblasti vedouci sekvence genu ilvB (Obr. 4.2.A). K méfeni promotorové aktivity byl vyuzit
promoter-probe vektor pET2 (Obr. 3.2.) (VaSicova et al., 1998) nesouci bezpromotorovy
reportérovy gen cat pro chloramfenikolacetyltransferasu (CAT), enzym inaktivujici
antibiotikum chloramfenikol acetylaci. V tomto systému je aktivita studovaného promotoru
méfena Urovni exprese genu cat, ktera se vyhodnocuje pfimo meéfenim specifické aktivity
CAT, nebo nepiimo, stanovenim minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) chloramfenikolu.
Metoda stanoveni MIC je zaloZena na skute¢nosti, Ze mira rezistence bunék vuéi
chloramfenikolu je pfiblizn¢ umérna sile exprese genu cat, a tedy i transkripéni aktivité
testovaného promotoru.

Fragmenty B1 (148 bp), B2 (417 bp), B3 (70 bp) a B4 (339 bp) byly pfipraveny PCR
reakci s nasledujicimi kombinacemi primeri: fragment B1 (primery PILVBH1 a PILVBD1),
fragment B2 (primery PILVBH1 a PILVBD2), fragment B3 (primery PILVBH2 a
PILVBDI1) a fragment B4 (primery PILVBH2 a PILVBD2). Primery PILVBH1 a PILVBH2
nesou na svém 5’ konci zasahové misto pro restrikéni enzym Pstl, primery PILVBDI1 a
PILVBD2 zéasahové misto pro restrikéni enzym BamHI. Po piecisténi a $t€peni pfislusnymi
restrikénimi enzymy byly fragmenty vklddany do promoter-probe vektoru pET2. Také
vektor byl pro ligaci §tépen restrikénimi enzymy BamHI a Pstl a jeho volné konce byly
defosforylovany alkalickou fosfatasou SAP. Liga¢ni smési byly transformovany buiiky E.
coli DH5a a sekvence vzniklych rekombinantnich klond byla ovéfena sekvenovanim (s
pouzitim primeru CM4, komplementarniho k sekvenci vektoru pET2).

Za G&elem porovnani promotorovych aktivit jednotlivych fragmentti béhem riznych
fyziologickych podminek ristu byly DNA vyslednych rekombinantnich klon pouzity k
transformaci auxotrofniho kmene C. glutamicum AilvB (Morbach et al., 2000). Tento kmen
neni v disledku delece v genu ilvB schopen syntetizovat valin, leucin ani isoleucin, diky této

skute¢nosti v8ak miiZe byt snadno vystaven stresovym podminkdam limitovaného ristu.
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Aktivita studovanych promotorovych fragmenti tak mohla byt stanovena jak za podminek

nelimitovaného rustu, tak za podminek ristu limitovaného, zptisobeného hladovénim bun&k
na valin. V tomto pfipad¢ byl analyzovan pouze vliv valinu, jehoZ zvySend produkce je
koneénym cilem této diserta¢ni prace. Postup experimentu byl nasledujici: buné¢na kultura
kmene C. glutamicum AilvB obsahujici vektor pET2 s klonovanym fragmentem promotoru
P-ilvB byla kultivovdna v minimalnim mediu MM CGXII za podminek limitovaného ristu,
zpusobeného hladovénim buné€k na valin. Limitujici koncentrace valinu byla 0,2mM, leucin
a isoleucin byly pfitomny v nadbytku (5SmM). V okamziku, kdy se rtst kultury vlivem
hladovéni zastavil, byla odebrana polovina buné¢né suspenze a vzorek byl zpracovan pro
stanoveni aktivity CAT. Ke druhé poloviné bunééné suspenze byl pfidan valin v koneéné
koncentraci 10mM a kultura byla opét kultivovana, dokud nedoslo k obnoveni
exponencionalniho ristu bun¢k. Poté byl i tento vzorek zpracovan pro stanoveni aktivity
CAT. Ptiklad limitovaného a nelimitovaného ristu kultury je uveden na obrazku 4.1.,
vysledky experimentu (stanoveni miniméalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) chloramfenikolu a

specifické aktivity CAT) jsou shrnuty v obrazku 4.2.B,C.

A-Hladovéni B-Nelimitovany rust

10
9 - 4
8-
71
6#
5-

OD 600

4 1
3-

&as (h)

Obr. 4.1. Limitovany a nelimitovany rist C. glutamicum AilvB

V &asti A je vynesena ristova kfivka kmene za podminek ristu limitovaného valinem (minimalni medium +
0,2mM valin). Ve 23. h ristu (v okamziku, kdy se riist buné&né kultury v disledku hladovéni zastavil) byl
pfidan valin v kone&né koncentraci 10mM a tim navozen nelimitovany, exponencialni rist bun&k. Cervené
Sipky oznaluji &as dvou odbérti biomasy pro stanoveni specifické aktivity CAT (jeden odbér v okamZiku
hladovéni a druhy v priibéhu exponencidlniho ristu kultury).
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MIC CAT
Velikost | (ng/ml) (U/mg proteinu)
Fragment (bp) Kompletni Kompletni Minimalni Minimalni Zvy3eni aktivity
pevné medium medi p; TY medium medium zpusobené
2xTY edium 2x + 10mM valin | + 0,2mM valin hladovénim
B1 148 70 2,1 1,7 4,3 2,5x
B2 417 30 0,04 0,07 1,1 16x
B3 70 50 0,5 0,3 1 3x
B4 339 15 0,03 0,01 0,3 30x

Obr. 4.2. Mé&Feni aktivity promotoru P-ilvB

A

Schéma fragmentd B1, B2, B3 a B4 nesoucich rizné &asti promotoru P-ilvB: DR = nedokonala pfima repetice;
P = jadro promotoru P-ilvB. Fragment B1 (148 bp) nese nedokonalou pfimou repetici a sekvenci promotoru.
Fragment B2 (417 bp) obsahuje nedokonalou pfimou repetici, promotor a atenuator. Fragment B3 (70 bp) nese
pouze sekvenci promotoru, zatimco fragment B4 (339 bp) sekvenci promotoru i s atenuatorem.

B,C

Fragmenty B1, B2, B3 a B4 byly klonovany v promoter-probe vektoru pET2, jehoZ hostitelem byl kmen C.
glutamicum AilvB (kmen auxotrofni na valin, leucin a isoleucin). Hodnoty specifické aktivity CAT byly
stanoveny za podminek nelimitovaného ristu (kompletni medium 2xTY, minimalni medium + 10mM valin) a
za podminek hladovéni na valin (minimalni medium + 0,2mM valin). Uvedené vysledky jsou primérem
alespoii tfi nezavislych méfeni, jejichz pfesnost byla ovéfena vypoditanim smérodatné odchylky. Jeji hodnoty
se pohybovaly v rozmezi + 23 %.

Z uvedenych vysledkt vyplyva, Ze za podminek limitovaného riistu vyvolaného
hladovénim na valin dochazi k vyznamnému zvy$eni promotorové aktivity fragmentti B2 a
B4, které obsahuji oblast atenuatoru. Zajimavé je také porovnani promotorovych aktivit
fragmentu liSicich se pfitomnosti nebo nepfitomnosti nedokonalé pfimé repetice (DR) pied

sekvenci vlastniho promotoru P-ilvB (Obr. 2.3.; Obr. 4.2.A). Pfitomnost repetice na

64



Vysledky

fragmentu B1 zpusobila pfi nelimitovaném rustu téméf 6-nasobné zvySeni aktivity

promotoru ve srovnani s fragmentem B3, ktery tuto oblast postrada. Zcela obdobné je
srovnani fragmentti B2 a B4. Fragment B2 nesouci repetici mél 7-krat vys$s§i promotorovou
aktivitu neZ identicky fragment B4 bez repetice. Oblast nedokonalé pfimé repetice tedy
pravdépodobné zodpovida za aktivaci promotoru P-ilvB.

Jako jeden zmoznych kandidat, ktery by pfimou nebo nepfimou vazbou na
nedokonalou repetici (DR) zprostfedkoval aktivaci promotoru P-ilvB, byl testovan 2-
ketobutyrat (Keilhauer et al., 1993). Aby mohla byt tato hypotéza prokazana, byly DNA
vektoru pET2 s naklonovanymi fragmenty B1, B2, B3 a B4 pouzity k transformaci divokého
kmene C. glutamicum 13032 a auxotrofniho kmene C. glutamicum AilvA (popis konstrukce
tohoto kmene je uveden v kapitole 4.3.1.). Vlivem delece v genu ilv4 neni kmen C.
glutamicum AilvA schopen syntetizovat vlastni 2-ketobutyrat, ktery by mohl tvofit nezadouci
pozadi experimentu. Bunééné kultury byly kultivovany v miniméalnim mediu MM CGXII za
pfitomnosti nasledujicich koncentraci 2-ketobutyratu: 0OmM, 5mM, 20mM, 50mM a 100mM.
Testovéany byly rovné€Zz 3-hodinové indukce 2-ketobutyratem a sledovany piedevsim aktivity
fragmenti Bl a B3. Na zakladé navrzené hypotézy méla pfitomnost 2-ketobutyritu
v kultivaénim mediu vyvolat zvy3eni promotorové aktivity fragmentu B1, ktery nese pied
vlastnim promotorem nedokonalou pfimou repetici (DR). Fragment B3 repetici neobsahuje,
proto jeho promotorova aktivita neméla byt pfitomnosti 2-ketobutyratu ovlivnéna. Ziskané
vysledky vSak hypotézu nepotvrdily, ke zvySeni promotorové aktivity nedoslo u Zadného
zobou studovanych fragmenti. Pro kontrolu byl shodny experiment proveden také
s fragmenty B2 a B4, které obsahuji navic oblast atenuatoru. V pfitomnosti 5SmM a 50mM 2-
ketobutyratu v kultivanim mediu doslo v pfipad€ fragmentu B2 k 2-nasobnému a v pfipadé
fragmentu B4 k 3-nasobnému zvySeni promotorové aktivity. Tento jev vSak spiSe souvisi
s pfitomnosti atenuatorové sekvence. Enzym AHAS upfednostiiuje ze svych dvou substrati
pravé 2-ketobutyrat a pokud v burice dojde ke zvySeni hladiny této latky, je syntetizovan
zejména isoleucin na ukor leucinu a valinu, jejichZ koncentrace se tak stava limitujici. Buiiky
za¢inaji hladovét a aktivita promotoru stoupa. Mechanismus aktivace promotoru P-ilvB
nezavislé na atenuaci tedy zatim zlstava neobjasnény.

Na zakladé vysledkti analyzy promotorové sekvence genu ilvB byl navrZen cileny
zasah pfimo v chromosomu C. glutamicum. Podstatou tohoto zasahu bylo zavedeni delece
atenuatoru do vedouci sekvence genu ilvB, které by vyvolalo zvySeni exprese operonu
ilvBNC (a tim i zvySeni produkce valinu). Detaily tohoto experimentu jsou uvedeny

v kapitole 4.3.3., tykajici se konstrukce produkénich kmend.
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4.1.2. Promotor genu ilvN (P-ilvN)

Narozdil od promotoru P-ilvB nebyl promotor genu ilvN pro mensi, regulacni
podjednotku enzymu AHAS jest¢ studovan, jeho existenci vSak naznafovalo mapovani
transkripti operonu ilvBNC (Keilhauer et al., 1993) (Obr. 2.4.). Jednim zkoli této
disertaéni prace tedy bylo nalézt oblast, ve které se tento promotor vyskytuje, a nasledné
uréit jeho pfesnou polohu (misto transkripéniho startu) metodou primer-extension. Z tohoto
divodu byla navrzena syntéza fragmentu DNA (303 bp, pozdéji oznacen jako NO), ktery by
pokryval oblast pted genem ilvN v rozsahu béZném pro vyskyt promotorové sekvence. K
syntéze fragmentu byla vyuzita PCR reakce a primery PILVNHI1 a PILVNDI nesouci
zasahova mista pro restrikéni enzym BamHI. Podobné jako v pfipad¢ promotoru P-ilvB byl
fragment nesouci potencidlni promotor P-ilvN ligovan do promoter-probe vektoru pET2
pfed bezpromotorovy reportérovy gen cat. Pfi stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace
(MIC) chloramfenikolu a specifické aktivity CAT vsak nebyla naméfena Z4dn4 promotorova
aktivita tohoto fragmentu. PCR reakci byl tedy pfipraven delsi fragment N1 (767 bp) a jeho
delecni derivaty N2 (640 bp), N3 (530 bp) a N4 (393 bp) (Obr. 4.3.A). Pouzity byly
nasledujici kombinace primerti: fragment N1 (primery PILVNH3 a PILVND1), fragment N2
(primery PILVNH3 a PILVND4), fragment N3 (primery PILVNH3 a PILVND?2) a fragment
N4 (primery PILVNH3 a PILVND3). Primer PILVNH3 nese zasahové misto pro restrikéni
enzym Nsil, primery PILVND1, PILVND2, PILVND3 a PILVND4 zasahové misto pro
restrikéni enzym BamHI. Enzym Pst]l nebyl v tomto pfipadé pro klonovani vhodny (jeho
zasahové misto se vyskytuje uvnitt fragmenti N1 a N2), byl proto nahrazen enzymem Niil,
ktery po restrikci vytvai s enzymem Pstl identické kohezivni konce DNA. Nasledujici
postup experimentu byl shodny s postupem popsanym v kapitole 4.1.1., tykajici se
promotoru P-ilvB. Cilovym kmenem pro méfeni promotorové aktivity fragmenti byl opét
kmen C. glutamicum AilvB. Vysledné hodnoty minimélni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
chloramfenikolu a specifické aktivity CAT za podminek nelimitovaného a limitovaného

rastu jsou shrnuty v obrazku 4.3.B,C.
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A B
" . 06
1 @ Minimalni medium
i N . _ 05 1 + 10mM valin
' N2 ' s B Miniméini medium
. ] 2 04 +0,2mM valin
I 1 2
. NI . 5 0,3 1
I 1 1~
N4 PR . - ‘E 0,2 -
§
*ﬂ 0’1 A
ivB P-ivN ivN . I
0 h T
N1 N2 N3 N4
C
MIC CAT
Velikost (ug/ml) (U/mg proteinu)
Fragment (bp) Kompletni Kompletni Minimalni Minimalni Zvyseni aktivity
pevné medium | medium medium medium zpisobené
2xTY 2xTY + 10mM valin | + 0,2mM valin hladovénim
NO 303 5 0 / / /
N1 767 15 0,01 0,003 0,07 23x
N2 640 25 0,06 0,02 0,1 5x
N3 530 50 0,2 0,06 0,3 5x
N4 393 70 0,6 0,07 0,5 7x

Obr. 4.3. Méfeni aktivity promotoru P-ilvN

A
Schéma rizné dlouhych (odspodu postupné zkracovanych) fragmentii N1, N2, N3 a N4 nesoucich promotor P-
ilvN. Fragment NO nenese sekvenci promotoru a nevykazuje tedy ani Zadnou promotorovou aktivitu.

B,C

Fragmenty NO, N1, N2, N3 a N4 byly klonovany v promoter-probe vektoru pET2, jehoZ hostitelem byl kmen
C. glutamicum AilvB (kmen auxotrofni na valin, leucin a isoleucin). Hodnoty specifické aktivity CAT byly
stanoveny za podminek nelimitovaného ristu (kompletni medium 2xTY, minimalni medium + 10mM valin) a
za podminek hladovéni na valin (minimalni medium + 0,2mM valin). Uvedené vysledky jsou primérem
alespori tH nezavislych méfeni, jejichZ pfesnost byla ovéfena vypolitinim smérodatné odchylky. Jeji hodnoty

se pohybovaly v rozmezi + 20 %.

Analyza promotoru P-ilvN odhalila, Ze se tento promotor nachazi neobvykle daleko,
v oblasti 319 az 712 bp od transla¢niho po¢atku strukturniho genu i/vN, uvniti genu ilvB. Na
zaklad€ dele¢ni studie promotoru bylo zji§t€éno, Ze oblast mezi vlastnim promotorem a
translaénim startem genu i/vN je odpovédna za represi transkripce. Tuto hypotézu potvrzuji

promotorové aktivity fragmentd N1, N2, N3 a N4, které se sniZuji spolu s rostouci délkou
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fragmentu. Mechanismus represe nebyl podrobn¢ studovén, avSak poloha dané oblasti uvnitf

genu ilvB znemoZiiuje tvorbu sloZitych sekundarnich struktur, které by mohly byt odpovédné
za tuto regulaci. Ani pocitaova analyza sekvence nepotvrdila pfitomnost smycek a
vlasenek, zpusob regulace transkripce z promotoru P-ilvN je tedy zfejmé odli$ny od regulace
promotoru P-ilvB.

Piesna poloha transkripéniho startu genu ilvN byla nalezena mapovanim 5°-konce
ptislusné mRNA metodou primer-extension (PEX). Princip metody spoéiva v reverzni
transkripci studované mRNA ze znafené¢ho primeru CM4, ktery je k sekvenci sledované
RNA komplementarni. Jako templdt byla vyuZita totdlni RNA izolovana z kmene C.
glutamicum AilvB, ktery obsahoval vektor pET2 s naklonovanym fragmentem N4 nesoucim
promotor P-ilvN. Reverzni transkripce z primeru CM4, jehoZ sekvence se nachazi na vektoru
pET2 za klonovanym fragmentem, probihd opaénym smérem neZ transkripce ze
studovaného promotoru a sméfuje k zacatku testované mRNA. Vyslednd jednofetézcova
DNA byla poté analyzovana v polyakrylamidovém gelu. Paraleln¢ s reverzni transkripci byla
provedena také sekvenacni reakce fragmentu s pouZitim stejného primeru. Porovnanim
sekvena¢niho profilu a polohy pasu tvofeného produktem reverzni transkripce byl
z autoradiogramu odec¢ten transkripéni pocéatek genu ilvN (Obr. 4.4.). Z obrazku je patmné, Ze
pozice transkripéniho startu odpovida cytosinu ve vzdélenosti 337 bp od transla¢niho
pocatku genu ilvN. Od polohy transkripéniho startu byl nasledn€ odvozen vlastni promotor
P-ilvN, ktery je tvofen sekvencemi TAAACT (oblast —10) a ATGAAG (oblast —35).

>
#AacCcGeT
. Y
c - - “
T —r :;___ Obr. 4.4. Stanoveni transkripéniho poéatku
-10 : . genu ilvN (primer-extension)

c T
I T o m— Vysledek reakce primer-extension se nachazi
c e — vprvnim  sloupci  (PEX). Dalsi  drahy
¢ =% - autoradiogramu, které reprezentuji sekvenaéni
A T — reakci, jsou oznaleny jako komplementarni
é - Wa nukleotidy (A, C, G a T) tak, aby sekvence ¢tena
C<4 @ .. == odshora odpovidala konvenénimu zapisu (5°-3°
cA; . -a-g vlékno). Tato sekvence, je pro ndzornost vypsana
G — o po levé strané obrazku, a lze vni identifikovat
G i s oblast —10 promotoru P-ilvN. Tuénym pismem je
c ‘ - P . . .
G - zvyraznén nukleotid odpovidajici transkripénimu
A " ——— pocatku genu ilvN (C). Pomoci restrikéniho enzymu
G k- .
T - ___:':'_ BamHI byl studovany promotor ligovan do
g —— A promoter-probe vektoru pET2.

BamHI| } S —
c e 8
c “‘..'
4
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4.2. Konstrukce enzymu AHAS rezistentniho
ke zpétnovazebné inhibici

Klicovym krokem biosyntetické drahy valinu u C. glutamicum je prvni reakce
specifickd pro syntézu valinu, leucinu a isoleucinu, kterd je katalyzovdna enzymem
synthasou acetohydroxykyselin (AHAS) (Obr. 2.2.). Obecnym rysem biosyntetickych drah
aminokyselin je regulace aktivity kli¢ového enzymu zpétnovazebné plisobici inhibici, ktera
je zprostfedkovana kone¢nymi produkty danych drah. Také v ptfipad¢ biosyntetické drahy
valinu podléha kli¢ovy enzym AHAS inhibici valinem, leucinem a isoleucinem (Eggeling et
al., 1987). Konstrukce enzymu rezistentniho ke zpétnovazebné inhibici muze pomoci
objasnit samotny mechanismus regulace (silu inhibice, pocet vazebnych mist pro inhibitory
atd.) a rovnéz muize slouZit jako zaklad pro konstrukci kmene, ktery by nalezl uplatnéni pfi
prumyslové produkci valinu. K ptipravé enzymu AHAS rezistentniho k inhibici byla zvolena
metoda mistn€ specifické mutageneze genu ilvN pro regulaéni podjednotku enzymu.
Kapitola navic popisuje konstrukci kmene C. glutamicum AilvN a vektoru pECKA

potiebnych pro detekci mutovaného enzymu a méfeni jeho aktivity.

4.2.1. Konstrukce vektoru pECKA

Principem konstrukce enzymu AHAS rezistentniho ke zpétnovazebné inhibici byla
vyména divokého genu ilvN voperonu ilvBNC za gen mutovany. Tato vyména byla
uskute¢néna pomoci restrikénich enzymi Scal a Bglll, jejichZ pfirozena zasahova mista se
uvnitt operonu vyskytuji. Nejprve v8ak musel byt vytvofen vhodny vektor, ktery by slouzil
jako nosi¢ operonu ilvBNC v buiikkich C. glutamicum a zarovei by umoZnil vyménu
divokého fragmentu Scal-Bgl/lIl za fragment mutovany. Nezbytnou vlastnosti tohoto nového
vektoru tedy musela byt absence zdsahovych mist pro restrikéni enzymy Scal a Bg/II.

Zakladem nového vektoru pECKA byl vektor pK19 (Pridmore, 1987) z E. coli a
replikon kryptického plazmidu pBL1 z C. glutamicum. Prvnim krokem konstrukce bylo
odstranéni zasahového mista pro restrikéni enzym Bg/II ve vektoru pK19 pomoci
Klenowova fragmentu DNA polymerasy 1. Takto upraveny plazmid pK19T byl $tépen
restrikénim enzymem Nhel a vzniklé 5’-pfesahujici kohezivni konce DNA byly pro ucely
ligace zatupeny Klenowovym fragmentem DNA polymerasy I. K ziskani replikonu plazmidu
pBL1 byl vyuzit jiz dfive pfipraveny podvojny vektor pEC71 (Patek et al., 1993), jehoz
fragment Hincll o velikosti 2,7 kb byl ligovan s plazmidem pK19T. Schéma konstrukce je
znazornéno na obrazku 4.5. Vysledny vektor pECKA (5,4 kb) je schopen replikace
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v butikach E. coli i C. glutamicum. Obsahuje gen determinujici rezistenci ke kanamycinu,

kazetu laktosového operonu zajist'ujici selekci rekombinantnich molekul a-komplementaci a

7 unikétnich zasahovych mist pro restrikéni enzymy Hincll, Sall, BamHI, Smal, Kpnl, Sacl a
EcoRI.

EcoRI
Sacl|
@
BamH|
Sall
Hmr.l:
Hina
Hincl sca el
5186
EcoRI
Sacl (NhellHincll), (1)
Kpnl :Pstl,8
Smal :Sphl,14
Ba)r(nH: 5281, Pwull, ;Hindlll, 16
bal 4959, Pvuii,_samum
poall ' .Sph1,570
incl . BstEIl,619
Pstl 'Sphl, 790
Hiﬁgm /.Sph!,877
5135 i .Sph|,886
pK19 pBP1
replikon
BstEIll, 1544
"Bcil,1969

3291, Pwull’

K |

3026, Bcll:
(3021), (BgNl)
2931, Pwu li

‘Xbal,2401

(NhellHincll), (2699)

Obr. 4.5. Konstrukce vektoru pECKA

Rekombinantni plazmid pECKA je podvojny, klonovaci vektor, schopny samostatné replikace v butikiach E.
coli a C. glutamicum. Tmavé zelenou barvou jsou zvyraznény restrikéni enzymy pouZité pro klonovani, svétle
zelenou barvou enzymy, jejichZ zdsahové misto bylo b&éhem konstrukce odstranéno. lacZ a lacI = kazeta
laktosového operonu, zajistujici selekci rekombinantnich klonii na zakladé a-komplementace; Km® = gen pro
rezistenci ke kanamycinu; ori = pocatek pro replikaci plazmidu v E. coli; rep = gen koédujici protein Rep
zahajujici replikaci plazmidu v C. glutamicum; ORFS = gen, jenZ je sou¢asti minimalniho replikonu plazmidu
pBL1.
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4.2.2. VloZeni operonu ilvBNC do vektoru pECKA

Cely proces mistné€ specifické mutageneze byl proveden v nov€ zkonstruovaném
vektoru pPECKA s naklonovanym operonem ilvBNC z C. glutamicum. Jako zdroj operonu
byl vyuzit plazmid pKKS (Cordes et al., 1992). Restrikénim enzymem Sspl byl z tohoto
plazmidu vy$tépen fragment o velikosti 5,8 kb, ktery byl ligovan do vektoru pECKA
$t€peného restrikénimi enzymy Smal a Hincll. Vysledny plazmid pECKAilvBNC (11,1 kb)

je znazornén na obrazku 4.6.

_(Nhel/Hincli), 1
:Pst1,8
1Sphl 14
10925, EcoRl. :Hindlll,16
10915, Sac | ; .Sspl,150
10909, Kpn |; : .Sph1,570
mso?.<35pu5mauj ; i .Sphl,790
i : i Sphl,877

10051, Kpnl, : /Sph!,886

9606, Sphl.
9574, Pst| .

pBL1
replikon

8806, Scal..

8637, Pstl... ..Xbal,2401

rep \
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8370, Sacl... _..(Nhel/Hincll), 2699

8040, Bg/ll -

7637, Pstl
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Obr. 4.6. Restrikéni a genetickd mapa plazmidu pECKAilvBNC

Cervené je na mapé plazmidu vyznaden fragment nesouci operon ilvBNC z C. glutamicum, &ern& pivodni
vektor pECKA. Svétle zelenou barvou jsou zvyraznény restrikéni enzymy pouZité pro vkladani operonu
ilvBNC do vektoru pECKA, v zavorkach jsou uvedeny enzymy, jejichZ zasahové misto bylo b&hem procesu
konstrukce odstranéno. lac = kazeta laktosového operonu, ktera byla pferuiena vloZenim fragmentu; Km® =
gen pro rezistenci ke kanamycinu; ori = po€atek pro replikaci plazmidu v E. coli; rep = gen kddujici protein
Rep zahajujici replikaci plazmidu v C. glutamicum.
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4.2.3. Konstrukce kmene C. glutamicum AilvN

Rezistence enzymu AHAS ke zpétnovazebné inhibici miZe byt prokazéna pouze
mé&fenim specifické aktivity daného enzymu v pfitomnosti inhibitorti. Tato kapitola popisuje
konstrukci kmene C. glutamicum AilvN vhodného pro tato méfeni, ve kterém doslo po
zavedeni delece do chromosomu k inaktivaci genu i/vN pro regula¢ni podjednotku enzymu
AHAS (Obr. 4.7.). Po transformaci plazmidem pECKA nesoucim mutovany operon ilvBNC
tak nejsou v burikach tohoto kmene pfitomny Zadné regula¢ni podjednotky IlvN divokého
typu, které by pfi méfeni specifické aktivity AHAS interferovaly s podjednotkami
mutovanymi.

Schéma syntézy dele¢nich kmeni je detailn€ popsédno a zobrazeno v kapitole 3.2.9.
v ¢asti Material a metody. Fragment PCR (1,2 kb) obsahujici deleci v genu ilvN o velikosti
100 bp byl piipraven pomoci vnéj§ich primeri DELN1H a DELN2D a primeri DELNI1D a
DELN2H ohrani¢ujicich budouci deleci a nesoucich pfesahy o délce 10 bp. Vysledny
fragment byl pomoci restrikéniho enzymu EcoRI ligovan do integrativniho vektoru
pK18mobsacB, s jehoz pomoci byl vloZzen do chromosomu C. glutamicum ATCC 13032.
Pozadované klony s deleci byly po druhé homologni rekombinaci selektovany na pevném
minimélnim mediu MM CGXII, obsahujicim pouze SmM leucin a SmM isoleucin. V tomto
pfipadé nezpisobila inaktivace genu ilvN pro regulaéni podjednotku enzymu AHAS tplnou
auxotrofii vysledného kmene. Enzym si i v nepfitomnosti regulaéni podjednotky zachoval
nizkou aktivitu, jeji hodnota v3ak byla téméf neméfitelna (Tab. 4.1.). V miniméalnim mediu
neobsahujicim valin proto rychlost ristu dele¢niho kmene ve srovnani s kmenem divokym

vyrazné poklesla.

..ATGCCGCCGTTGAATCGACCGAGGCATAAGGAGAGACCCAAGATGGCTAATTCTGACGTCA

ilvB ilvN

CCCGCCACATCCTGTCCGTACTCGTTCAGGACGTAGACGGAATCATTTCCCGCGTATCAGG
delece

Obr. 4.7. Zavedeni delece do genu ilvN

Cervené je zvyraznéna delece zavedena do genu ilvN, podtrZenym, tuénym, ervenym pismem odstranény
translaéni poCatek téhoZ genu. Modrym tu¢nym pismem je vyznaéen stop kodon pfedchoziho genu ilvB.
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4.2.4. Cilena (mistné specifickad) mutageneze genu ilvN

Principem cilené mutageneze genu ilvN, ktera by vyvolala rezistenci enzymu AHAS
ke zpétnovazebné inhibici, byla vyména pfirozeného fragmentu Scal-Bg/II (766 bp) uvnitt
operonu ilvBNC za fragment mutovany (Obr. 4.8.).

T R I N R T
&’ﬁa\{“’\“ o:mséf;\%f%}%’/&W
| \] I (11 ¥ [ |
| 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 bp
| |
| ilvB M ivN_ ) | ilvC ‘)

Obr. 4.8. Schéma operonu ilvBNC z C. glutamicum

Cervené jsou na obrazku vyznatena zisahova mista pro restrikéni enzymy Scal a Bglll, jejichZ §t&penim vznikl
fragment o velikosti 766 bp. Tento fragment byl po mistn¢ specifické mutagenezi pouzit k vyméné za stejné
vymezeny fragment nesouci poZadované mutace.

Podkladem pro navrh mistné specifické mutageneze byly vysledky ziskané studiem
biosyntézy valinu u Streptomyces cinnamonensis a E. coli (Kopecky et al., 1999,
Vyazmensky et al., 1996). V ptipad€ S. cinnamonensis bylo sekvenaéni analyzou genu ilvN
u mutanti rezistentnich k analogim valinu zji§téno, Ze substituce aminokyselin glycinu,
valinu a leucinu v pozicich 16, 17 a 18 za kyselinu asparagovou v pozicich 16 a 17 a za
fenylalanin v pozici 18 zcela odstranila inhibici enzymu AHAS 10mM valinem. Stejného
fenotypu bylo dosazeno b&éhem studia regula¢ni podjednotky homologniho enzymu AHAS
IIl. z E. coli, k6dované genem ilvH. Spontanni zdménou glycinu v pozici 14 za kyselinu
asparagovou ztratil protein schopnost vazat valin. Tyto vysledky dokazuji, Ze uvedené
zamény v aminokyselinové sekvenci regulaéni podjednotky enzymu AHAS ovliviiuji
vyslednou konformaci enzymu a nevratné€ poskozuji vazebné misto pro inhibitor valin. Jak je
patrné z obrazku 4.9., zminéna oblast odpovida N-koncové doméné proteinu, kterd je mezi
jednotlivymi bakteridlnimi druhy zna¢né€ konzervovana. Pro tudely mistné specifické

mutageneze u C. glutamicum byly proto vybrany aminokyseliny glycin, isoleucin, isoleucin
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v pozicich 20, 21 a 22, které se vlivem vysoké konzervovanosti této oblasti s nejvetsi

pravdépodobnosti rovnéz vyskytuji v allosterickém vazebném mist€ enzymu.

7 LSVLVENEKPIGVLIARITALFPF.. - Streptomyces cinnamonensis
8 LSVLVEDR KP|IGVLIARYVAAL F. - Mycobacterium tuberculosis
11 I SALVLNEKP|GVL|QRTISGL F. - Methanococcus jannaschii

5 LSVLLENES|GAL|ISRVIGLF. - Salmonellatyphimurium

5 LSVLLENES|GAL|SRVIGLPF. - Escherichiacoli- AHAS Il

5 ITLTVVNRS|GVL|INRITGL F.. - Bacillus subtilis

11 LSVLVQDVD|GITIISRYVSGMPF. - Corynebacterium glutamicum

Obr. 4.9. Porovnani aminokyselinové sekvence konzervované N-termindlni domény regulaéni
podjednotky enzymu AHAS

Cisla po levé strané udavaji pozici prvnich aminokyselinovych zbytkli v ptisluiném proteinu. Tu&n& jsou
zvyraznény aminokyseliny identické se sekvenci Streptomyces cinnamonensis. Rame&ek oznaduje kritickou
oblast vyskytu mutaci, vedoucich k odstranéni zpé&tnovazebné inhibice enzymu. U modfe zvyraznénych
aminokyselin v pozicich 16, 17, 18 u S. cinnamonensis a v pozici 14 u E. coli byl tento fenotyp experimentalné
prokazan. Cerven& jsou vyznadeny aminokyseliny v pozicich 20, 21 a 22, které byly vybrany pro mistné
specifickou mutagenezi genu ilvN u C. glutamicum.

Pfiprava fragmentu nesouciho poZadované mutace je detailné popsana v kapitole
3.2.8. voddilu Materidl a metody. K zavedeni mutaci byl vyuZit degenerovany primer
ILVNMI1. Smés vyslednych mutovanych fragmentd Scal-Bg/Il s riznymi kombinacemi
jedné, dvou nebo tfi aminokyselinovych zamén byla pouzita k vyméné piivodniho fragmentu
v plazmidu pECKAIilvBNC. Izolovany byly 3 mutované klony (pECKAilvBNCMS,
pECKAIilvBNCM11 a pECKAilvBNCM13), jejichz zamény byly zjistény sekvenovanim
s vyuZitim sekvenacnich primert SILVNH a SILVND2. Aminokyselinové sekvence i
sekvence DNA ziskanych mutantii jsou zndzornény na obrazku 4.10. DNA tfi mutovanych
klond, spolu sdivokym typem pECKAIilvBNC, byla pouzita k transformaci nové
zkonstruovaného kmene C. glutamicum AilvN. Nésledovalo stanoveni specifické aktivity
AHAS a inhibice enzymu valinem, leucinem a isoleucinem. Vysledky méfeni jsou shruty

v tabulce 4.1.

Sekvence DNA Sekvence proteinu Mutace
GGA ATC ATT Gly (20) 1Ile(21) 1Ile(22) WT
GGT GAC ATT Gly (20) Asp(21) Ile(22) M1l
GGT GAC TTT Gly(20) Asp(21) Phe(22) M8
GAT GAC TTT Asp(20) Asp(21) Phe(22) M13

Obr. 4.10. Sekvence klonii ziskanych cilenou mutagenezi genu ilvN z C. glutamicum

Modfe jsou zvyraznény mutované baze, Servené substituované aminokyseliny a &erné divoké sekvence. Cisla
v zavorkach udavaji pozice aminokyselin regulaéni podjednotky enzymu AHAS.
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Tab. 4.1. M¢éreni specifické aktivity AHAS a jeji zpétnovazebné inhibice v plazmidovych
kmenech C. glutamicum AilvN

Zbytkova aktivita AHAS v pFitomnosti
Plazmid Aktivita AHAS' 10mM aminokyselin
z (U/mg proteinu) (%)
Valin Leucin Isoleucin

- 0,0004 - - -
pECKAIlvBNC 0,11 52 65 57
pECKAilVBNC M11 0,008 32 61 82
pECKAIlVBNC M8 0,03 112 105 112
pECKAIlVBNC M13 0,06 95 98 108

'Uvedené hodnoty specifické aktivity AHAS jsou primérem alespoi i nezavislych méfeni, jejichZ pfesnost
byla stanovena vypo¢itanim smérodatné odchylky. Jeji hodnoty se pohybovaly v rozmezi + 18 %.

Z tabulky 4.1. vyplyva, Ze vysledné mutované klony M8 a M13 ziskaly ogekavany
fenotyp a inhibice enzymu AHAS valinem, leucinem i isoleucinem byla tedy odstranéna.
Aktivita enzymu méfend bez pfitomnosti inhibitorl v§ak u téchto kmeni poklesla. Tento fakt
mizZe byt vysvétlen zeslabenim vazby mezi katalytickou a regulaéni podjednotkou enzymu.
Vazba regula¢ni podjednotky aktivuje ptisobeni podjednotky katalytické, v nepfitomnosti
regula¢ni podjednotky si katalytickd podjednotka uchovava jen minimalni aktivitu. Dikazem
tohoto tvrzeni je aktivita enzymu AHAS bezplazmidového kmene C. glutamicum AilvN, jejiz
hodnota byla pouze 0,0004 U/mg proteinu. Na zidkladé¢ zminéné hypotézy by se vazebné
misto pro inhibitory, jehoZ konformace byla cilenou mutagenezi pozménéna, mohlo podilet
také na vzajemné vazb€ katalytické a regulaéni podjednotky enzymu AHAS. Druhym
zavérem tohoto experimentu je skute¢nost, Ze mistné specifickou mutagenezi vazebného
mista pro valin byla odstranéna téZ inhibice leucinem a isoleucinem. Na molekule enzymu

tedy zfejmé existuje jediné spole¢né vazebné misto pro tyto tfi inhibitory.
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4.2.5. Zavedeni mutace M13 do chromosomu C. glutamicum

Klonovanim ve vysokokopiovych vektorech dochazi k vyraznému zvySeni exprese
genu biosyntetickych drah, ktera vsak ¢asto negativné ovliviluje stabilitu daného plazmidu
(Reinscheid et al., 1994). V pfipad¢ klonovani mutovaného operonu ilvBNC v C.
glutamicum AilvN navic dochazelo k nezadoucim homolognim rekombinacim mezi
odpovidajicimi useky DNA na chromosomu a ve vektoru pECKAilvBNC, jejichZ disledkem
byla postupna vyména mutovanych alel ilvN nesenych plazmidem za alely obsahujici deleci.
Z tohoto divodu bylo navrZzeno schéma, podle kterého byla nejvhodné&j$i mutace M13
zavedena pifimo do chromosomu C. glutamicum. Pozice této mutace je pro nazornost znovu

vyznacena na obrazku 4.11.

ilvB ilvN
>

e AATCGACCGAGGCATAAGGAGAGACCCAAGATGGCTAATTCTGACGTCACCC

mutace M13

D D F e
GCCACATCCTGTCCGTACTCGTTCAGGACGTAGACGATGACTTTCCCGCGT.....
GGAATCATT

G I I

puvodni

sekvence

Obr. 4.11. Sekvence 5°-konce genu ilvN a pozice mutace M13

Cervené jsou zvyraznény mutované baze, tuénym Sernym pismem pivodni sekvence v mutované oblasti a
modrym pismem stop kodon genu ilvB a polatek translace genu ilvN. Zelené jsou vyznaeny aminokyselinové
sekvence.

Detailni postup experimentu je uveden v kapitole 3.2.9. v ¢asti Material a metody.
Fragment PCR o velikosti 1,3 kb nesouci mutaci M13 byl pfipraven pomoci vné&jsich
primerd DELN1H a DELN2D a pln¢ komplementarnich muta¢nich primert ILVNM13H a
ILVNM13D. S pouzitim integrativniho vektoru pK18mobsacB byla mutace zavedena do
chromosomu kmene C. glutamicum AilvN za vzniku stabilniho bezplazmidového kmene C.
glutamicum ilvNM13. Deleéni kmen AilvN byl vyuZit zdivodu snadng&jsi selekce
vyslednych mutanti pomoci PCR (Obr. 4.12.). Hodnoty specifické aktivity AHAS a

zpétnovazebné inhibice naméfené u nové zkonstruovaného kmene jsou shrnuty v tabulce 4.2.
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1500 bp
1000 bp

500 bp

300 bp
200 bp
100 bp

Obr. 4.12. PCR-detekce mutanti po vyméné
deletované alely ilvN v chromosomu C. glutamicum za
alelu nesouci mutaci M13

Detekce byla zalozena na syntéze fragmentu DNA
vymezeného primery SILVNH a SILVND2, ktery se lisil
velikosti u kmene deleéniho C. glutamicum AilvN (200 bp) a
kmend mutantnich C. glutamicum ilvNM13 (300 bp). Obrazek
pfedstavuje elektroforetickou analyzu fragmenti DNA
vzniklych PCR reakci, kde byla jako templat pouZita
nepurifikovand totdlni bunéénd DNA (bun&ny lyzat
testovanych klond). Drahy odpovidajici mutantnim klontim
jsou oznadeny &ervenou $ipkou.

velikostni standard DNA (BioLabs)

PCR fragment (300 bp) (klon s mutaci M13 v genu ilvN)
PCR fragment (200 bp) (klon s deleci v genu ilvN)

PCR fragment (200 bp) (klon s deleci v genu ilvN)

PCR fragment (300 bp) (klon s mutaci M13 v genu ilvN)

A e

Tab. 4.2. MéFeni specifické aktivity AHAS a jeji zpétnovazebné inhibice v bezplazmidovém
kmenu C. glutamicum ilvNM13

Zbytkova aktivita AHAS v pFitomnosti
Kmen | AKtivita AHAS' 10mM aminokyselin
(U/mg proteinu) (%)
Valin Leucin Isoleucin
WT? 0,04 43 57 47
ilvNM13 0,03 104 98 105

'Uvedené hodnoty specifické aktivity AHAS jsou priimérem alespoii tfi nezavislych mé&feni, jejichZ pfesnost
byla stanovena vypoditanim smérodatné odchylky. Jeji hodnoty se pohybovaly v rozmezi + 15 %.
2Jako kontrola byl pouzit divoky kmen C. glutamicum ATCC 13032.

Podobné jako v pfipadé plazmidovych kmenl ziskal i bezplazmidovy kmen C.

glutamicum ilvNM13 po cilené mutagenezi rezistenci ke zpétnovazebné inhibici enzymu

AHAS. Narozdil od kmenu plazmidovych je viak nové zkonstruovany kmen zcela stabilni.

Navic hodnota aktivity enzymu v pfitomnosti 10mM valinu je u kmene mutovaného vyssi

neZ u kmene divokého.
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4.2.6. Konstrukce kmeni C. glutamicum se zkracenou regulacni
podjednotkou enzymu AHAS

Také cilem této &asti disertani prace, ktera je paralelou mistné specifické
mutageneze genu ilvN, bylo pfipravit stabilni bezplazmidovy kmen C. glutamicum
rezistentni ke zpétnovazebné inhibici enzymu AHAS. Timto postupem mél vzniknout nejen
enzym s rezistenci, ale téZ s vy38i specifickou aktivitou. RovnéZ v tomto ptipadé slouzily
jako zdaklad vysledky ndhodné mutageneze, kterych bylo dosazeno VE. coli a S.
cinnamonensis (Kopecky et al., 1999; Mendel et al., 2003). Pozadovany fenotyp rezistence
ziskaly klony t&chto bakterii, u nichz doSlo ke zkriceni genu koédujiciho regulaéni
podjednotku enzymu AHAS. Tato zkréaceni, spolu s ndvrhem podobného experimentu u C.

glutamicum (zkraceni D1 a D2), jsou zndzornéna na obrazku 4.13.

1 MANSDVTRHILSVLVQDVDGIISRVSGMFTRRAFNLVSLVSAKTETHGIN -C.glutam. (11vN)
1 MS- - - - TKHTLSVLVENKPGVLARITALFSRRGFNIDSLAVGVTEHPDIS -S.cinnam. (i1vN)
1 M------ RRILSVLLENESGALSRVIGLFSQRGYNIESLTVAPTDDPTLS -E.coli  (ilvH)
% % % Kk %* %
* Stop D1
51 RITVVVDADELNIEQITKQLNKLIPVLKVVRLDEETTIARAIMLVKVSAD -C.glutam. (i1vN)
47 RITIVVNVEDLPLEQVTKQLNKLVNVLKIVELEPGAAVARELVLAKVRAD -S.cinnam. (ilvN)
45 RMTIQTVGDEKVLEQIEKQLHKLVDVLRVSELGQGAHVEREIMLVKIQAS -E.coli  (ilvH)
* % * % dkdk %k %* % * * * % *
* Stop D2
101  STNRPQIVDAANIFRARVVDVAPDSVVIESTGTPGKLRALLDVMEPFGIR -c.glutam. (11vN)
97 NETRSQIVEIVQLFRAKTVDVSPEAVTIEATGSSDKLEAMLKMLEPFGIK -S.cinnam. (i1VN)
95 GYGRDEVKRNTEIFRGQIIDVTPSLYTVQLAGTSGKLSAFLASI------ -E.coli  (ilvH)
* * % %* % * %k * *
151 ELIQSGQIALNRGPKTMAPAKI------- 172 -c.glutam. (i1vN)
147 ELVQSGTIAIGRGSRSITDRSLRALDRSA 175 -S.cinnam. (ilvN)
139 - - - -RDVAKIVEVARSGVVGLSRGDKIMR 163 -E.coli  (ilvH)

Obr. 4.13. Porovnini aminokyselinové sekvence regulaéni podjednotky enzymu AHAS z C.
glutamicum, S. cinnamonensis a E. coli

Cerveng jsou vyznaena navrzena zkraceni regula&ni podjednotky u C. glutamicum, modfe a zelené zkraceni,
ktera vyvolala rezistenci ke zp&tnovazebné inhibici a zvySeni aktivity enzymu AHAS u S. cinnamonensis a E.
coli. Zkraceni genu ilvN jsou na obrazku reprezentovana barevné zvyraznénymi aminokyselinami, jejichz
kodén byl mutaci pfeménén na kodén termina¢ni. Hvézdit¢kou jsou zvyraznény pozice, vnichz byly
aminokyseliny identické u v3ech tfi porovnavanych mikroorganismi.

Postupem, ktery je detailn& popsan v kapitole 3.2.9. v oddile Materiél a metody, byly
piipraveny dva fragmenty PCR. Fragment 1 o velikosti 1,2 kb byl syntetizovan pomoci
vngjSich primerdt DELNH3 a DELND4 a muta¢nich primerd DELND3 a DELNH4. Pomoci
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muta¢nich primerti byla do vysledného fragmentu 1 zavedena mutace ménici triplet CGC
vmist¢ D1 na stop kodon TGA, tato mutace byla bezprostfedn€ nasledovana deleci o
velikosti 142 bp. Fragment 2 (1,2 kb) byl pfipraven pomoci shodnych vnéjsich primert
DELNH3 a DELND4 a muta¢nich primerd DELNDS a DELNHS. Také v tomto piipadé€ byla
do fragmentu 2 zavedena mutace, ktera pozmenila triplet CGA v mist€ D2 na stop kodon
TGA a ihned za nim byla vytvofena delece o velikosti 96 bp. Oba fragmenty byly §tépeny
restrikénim enzymem EcoRI a klonovany ve vektoru pK18mobsacB, s jehoz pomoci byly
zavedeny do chromosomu divokého kmene C. glutamicum ATCC 13032. Vysledné kmeny
C. glutamicum ilvNstop 1 a C. glutamicum ilvNstop 2, obsahujici zkracenou formu regula¢ni
podjednotky enzymu AHAS, byly stabilni, avSak ani v jednom pfipadé neodpovidala
specificka aktivita enzymu o¢ekavanym hodnotam (Tab. 4.3.).

Tab. 4.3. Mé&feni specifické aktivity AHAS a jeji zpétnovazebné inhibice valinem v
bezplazmidovych kmenech C. glutamicum ilvNstop 1 a C. glutamicum ilvNstop 2 se zKrdcenymi
regula¢nimi podjednotkami enzymu AHAS

ivita AHAS! Zbytkova aktivita AHAS
Kmen A::Jt/lr:lgt:mteinu)s v pfitomnosti 10mM valinu
(%)
WT? 0,03 35
ilvNstop 1 0,003 100
ilvNstop 2 0,01 73

'Uvedené hodnoty specifické aktivity AHAS jsou primérem alespoil tfi nezavislych méfeni, jejichZ pfesnost
byla stanovena vypo¢itanim smérodatné odchylky. Jeji hodnoty se pohybovaly v rozmezi + 17 %.
?Jako kontrola byl pouzit divoky kmen C. glutamicum ATCC 13032.

Z vysledki uvedenych v tabulce 4.3. je patrné, Ze u obou nové zkonstruovanych
kmend C. glutamicum ilvNstop 1 a C. glutamicum ilvNstop 2 doSlo k odstranéni nebo
vyraznému sniZeni inhibice enzymu AHAS 10mM valinem, zaroveri v§ak tato zkraceni genu
ilvN zpusobila markantni pokles enzymové aktivity. Tyto kmeny proto nebyly vyuZity

v dal$ich experimentech.
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4.3. Konstrukce kmenu C. glutamicum
produkujicich valin

Na zaklad¢ vysledkl popsanych v pfedchozich dvou kapitolach byla zahéjena
konstrukce novych kment C. glutamicum produkujicich valin. Byla zkonstruovana fada
bezplazmidovych i plazmidovych kmend sriznymi kombinacemi nasledujicich
genomovych zasahl: delece v genu ilv4, delece v genu panB, delece atenuatoru promotoru
genu ilvB, mutace M13 v genu ilvN a zvySeni exprese operonu i/vBNC klonovanim v
mnohokopiovém vektoru. V této ¢asti oddilu Vysledky budou nejprve bliZze popsany
jednotlivé zminéné manipulace, déle budou uvedeny hodnoty produkce valinu u vybranych
kmeni, stanovené metodou HPLC, a porovnan vliv jednotlivych genomovych zasahi na
vyslednou produkci. Obsahem posledni kapitoly vysledkové ¢asti je potom analyza
n€kterych fyziologickych vlastnosti dosud nejlepsiho ziskaného produkéniho kmene.

4.3.1. Zavedeni delece do genu ilvA

Gen ilvA kdéduje enzym threonindeaminasu, ktera katalyzuje pfeménu threoninu na 2-
ketobutyrat, jeden ze substratd studovaného enzymu AHAS (Obr. 2.2.). Kondenzaci 2-
ketobutyratu a pyruvatu je zahajena fada biochemickych reakci, na jejimZ konci vznika
aminokyselina isoleucin. Paralelni kondenzaci dvou molekul pyruvatu, ktera je téz
katalyzovana enzymem AHAS, zaind kaskada reakci kon€ici tvorbou valinu. Z obou
uvedenych substrati enzymu AHAS je 2-ketobutyrat substratem preferen¢nim, tedy i draha
vedouci k syntéze isoleucinu je upfednostn€na na ukor drahy zajist'wjici tvorbu valinu.
Zavedenim delece do genu ilv4 byla zastavena syntéza konkurenéniho 2-ketobutyratu,
pyruvat se stal jedinym dostupnym substratem enzymu AHAS a produkce valinu vzrostla.
Vysledny auxotrofni kmen C. glutamicum AilvA v§ak nebyl schopen syntetizovat isoleucin.

Postup zavedeni delece Ailv4d do chromosomu divokého kmene C. glutamicum
ATCC 13032 je detailné popsan v kapitole 3.2.9. v ¢asti Materidl a metody. K pfipraveé
fragmentu PCR (1,2 kb) nesouciho deleci o velikosti 368 bp byly vyuZity vné&j$i primery
DELILVAHI1 a DELILVAD2 a muta¢ni primery DELILVAD1 a DELILVAH2. Vysledny
fragment byl §t€pen restrikénim enzymem EcoRI a klonovén v integrativnim vektoru

pK18mobsacB, s jehoZ pomoci byl zaveden do chromosomu C. glutamicum.
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4.3.2. Zavedeni delece do genu panB

Biosynteticka draha vitaminu pantothenatu se odvétvuje od drahy syntetizujici valin a
odCerpava tak jeji metabolity (Obr. 2.2.). Misto vétveni je reprezentovano 2-
ketoisovaleratem, spole¢nym substritem pro nasledujici dva enzymy: 1) transaminasu,
katalyzujici posledni reakci biosyntetické drahy valinu a 2)
ketopantoathydroxymethyltransferasu, kddovanou genem panB a katalyzujici prvni reakci
specifickou pro syntézu pantothenatu. Inaktivaci genu panB zavedenim delece bylo
zastaveno odCerpavani 2-ketoisovalerdtu konkuren¢éni drahou a tim umoZnéno maximalni
vyuZiti tohoto intermediatu ve prospéch syntézy valinu. I v tomto pfipadé se viak vysledny
kmen C. glutamicum ApanB stal auxotrofem dependentnim na pfidavek pantothenatu do
kultiva¢niho media.

Syntéza fragmentu (1,2 kb) nesouciho deleci (200 bp) i zavedeni delece do
chromosomu C. glutamicum pomoci vektoru pK18mobsacB je opét detailné popsano
v kapitole 3.2.9. Vtomto experimentu byly vyuZity vnéj§i primery DELPANBHI1 a
DELPANBD?2, muta¢ni primery DELPANBD1 a DELPANBH2 a restrikéni enzym PstI pro
ligaci dele¢niho fragmentu s vektorem pK18mobsacB.

4.3.3. Zavedeni delece atenuatoru do vedouci sekvence genu ilvB

Zékladem pro zavedeni delece atenuatoru do vedouci sekvence genu ilvB byly
vysledky transkripéni analyzy promotoru P-ilvB, shrnuté v kapitole 4.1.1. Z téchto vysledkt
vyplyva, Ze pfitomnost atenuitoru sniZuje za podminek nelimitovaného ristu aktivitu
promotoru 25-30x. Z tohoto divodu bylo navrzeno zavedeni delece atenuatoru promotoru P-
ilvB pfimo do chromosomu C. glutamicum, jehoz oekavanym disledkem mélo byt zvySeni
exprese operonu i/lvBNC.

Experiment byl opét proveden s vyuZitim vektoru pK18mobsacB postupem
popsanym Vv kapitole 3.2.9. Fragment PCR (1.2 kb) nesouci deleci o velikosti 221 bp byl
pfipraven pomoci vnéjsich primerd DELATTH a DELATTD a muta¢nich primerti ATT3 a
ATT4. Oblast zavadéné delece je znazornéna na obrazku 4.14. Vysledkem experimentu byl
kmen C. glutamicum AAttilvB.
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Nedokonala pfima repetice
..... CTTAACCGAAGTGGGGGAGTTTTGGGGGTGGGAATTTTCGTGCGTTGTGGAATTGGAAAC
ATA -35

TCGATGTGTGTAGCATGACACACCATGACCATTATTCGACTTGTAGTAGTAACCGCGCGGCG
-10

Vedouci peptid
CCTGCCGTAACGGCCTTCCAAGTCGTCTCGTCAAGCGCCCTCGACAACACTCACCACAGTGT

> atenuator
TGGAACGAGGGCTTTCTTGTTGGTTATGACCCAAGTAGCCAACTTTGCAACAGACATCTGTC

delece
GCACTGCGTGCACAGCATCCGCGTCGGAACAATTTTAAATGAGGGCTTTGTCTTTAGGCTGA

GTTGAAATCGGCTTGGCTTGGACGGGTCCTGTGAAAATCCTTATTTAGTAAAGGAGCCAGAA

ilvB

Obr. 4.14. Zavedeni delece atenudtoru do vedouci sekvence genu ilvB

Cervené je vyzna&ena delece, ktera byla zavedena do chromosomu C. glutamicum, podtrzené pismo zvyraziiuje
sekvenci odstranéného atenuatoru (odstranéné oblasti potencidlnich sekundarnich struktur) a Cervené tuéné
pismo terminani kodén vedouciho peptidu. Modré Sipky oznaduji kodujici oblast genu ilvB a vedouciho
peptidu, do jehoZ transladniho pocatku byla pfi konstrukci dele¢niho kmene zavedena bodova mutace (zelen€),
odstratiujici iniciaéni kodon (ATG " ATA). Nedokonalad p¥imé repetice vyznatend &ernymi Sipkami zvy3uje
silu promotoru P-ilvB, vlastni promotorovou sekvenci udavaji oblasti —10 a —35.

4.3.4. Zavedeni mutace M13 do genu ilvN

Zavedeni mutace M13, jejimz dusledkem je rezistence kli€ového enzymu AHAS ke
zpétnovazebné inhibici, je detailné popsano v kapitole 4.2.5. Zde bude zkouman vliv mutace

na vyslednou produkci valinu u riznych kment C. glutamicum.

4.3.5. Klonovani operonu ilvBNC v mnohokopiovém vektoru

VloZeni operonu ilvBNC do mnohokopiového vektoru pECKA je popsano v kapitole

4.2.2. Klonovanim operonu byla vyznamné zvy$ena jeho exprese a tim i vysledna produkce

valinu. U rtiznych nové zkonstruovanych kmend C. glutamicum bylo poté analyzovano,

jakym zplsobem je produkce ovlivnéna piitomnosti plazmidu pECKA nesouciho divoky
operon ilvBNC nebo mutovany typ ilvBNCM13.
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4.3.6. Méreni produkce valinu u vybranych kmeni C. glutamicum
Produkce valinu byla méfena pomoci HPLC u vybranych nové zkonstruovanych
kment C. glutamicum, nesoucich rizné kombinace dosud popsanych genomovych uprav.
Vysledna koncentrace valinu byla stanovena po 48-hodinové kultivaci bunék v minimalnim
mediu MM CGXII. Auxotrofni kmeny nesouci deleci v genech ilv4 a panB byly kultivovany
za podminek limitovaného ristu, zplisobeného pfitomnosti 0,9mM isoleucinu a 0,5uM
pantothenatu. Hodnoty naméfenych produkci a vliv jednotlivych genomovych zasahd na
vyslednou produkci jsou shrnuty v tabulkach 4.4. - 4.9. Uvedené vysledky jsou primérem
alespoii tii nezavislych méfeni, jejichz pfesnost byla stanovena vypoé&itanim smérodatné

odchylky. Jeji hodnoty se pohybovaly v rozmezi + 25 %.

Tab. 4.4. Vliv delece ilvA a delece panB na produkci valinu

Kmen C. glutamicum | Produkce valinu (mM) Efepk:o?iﬁ::iﬁ‘;i';ﬁ na
ATCC 13032 (WT) 1,3

AilvA ApanB 32,8 zvySeni 25x
ilvNM13 15,3

AilvA ApanB ilvNM13 87,3 zvyseni 3,7X

Tab. 4.5. Vliv chromosomové mutace M13 na produkci valinu

Kmen C. glutamicum Produkce valinu (mM) Efekt c‘:::;‘:)s(;’l‘l‘l‘:gi;‘l‘i‘;?:ce Mi13
ATCC 13032 (WT) 1,3

ilvNM13 15,3 zvySeni 12x

AilvA ApanB 32,8

AilvA ApanB ilvNM13 87,3 zvyseni 2,7

AilvA ApanB AAttilvB 8

AilvA ApanB AAttilvB ilvNM13 36,1 zvySeni 4,5x

Tab. 4.6. Spole¢ny vliv delece ilvA, delece panB a chromosomové mutace M13 na produkci
valin

Kmen C. glutamicum | Produkce valinu (mM) Efekt \l::lip: :d“ku
ATCC 13032 (WT) 1,3

ilvNM13 15,3 zvySeni 12x
AilvA ApanB 32,8 zvySeni 25X
AilvA ApanB ilvNM13 87,3 zvySeni 67X
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Tab. 4.7. Vliv delece atenuatoru promotoru genu i/vB na produkci valinu

Kmen C. glutamicum Produkce valinu (mM) Efekt M“i’:gn':‘ produkci
AilvA ApanB 32,8 y

AilvA ApanB AAttilvB 8 snizenl 4,1X

AilvA ApanB ilvNM13 87,3 iy

AilvA ApanB ilvNM13 AAttilvB 36,1 snizenl £,4X

Tab. 4.8. Vliv pfitomnosti plazmidu pECKAilvBNC na produkci valinu

Kmen C. glutamicum Prodlz:c;[;'alinu l;:lt:l;trg gfﬁ?‘: ;ﬁ::
ATCC 13032 (WT) 1,3

ATCC 13032 (WT)/pECKAIlVBNC 30,5 ZvySeni 23x
AilvA ApanB 32,8

AilvA ApanB/pECK AilvBNC 118,5 zvySeni 3,6x
AilvA ApanB ilvNM13 87,3

AilvA ApanB ilvNM13/pECKAilVBNC 126,8 ZvySeni 1,5x
AilvA ApanB ilvNM13 AAttilvB 36,1

AilvA ApanB ilvNM13 AAttilvB/pECK AilvBNC 86 ZvySeni 2,4x

Tab. 4.9. Vliv chromosomové mutace M13 a mutace M13 nesené na plazmidu pECKA na
produkci valinu

Produkce Efekt chromosomové mutace
Kmen C. glutamicum valinu (mM) M13 a mutace M13 nesené
plazmidem na produkci valinu
ATCC 13032 (WT)/pECKAIilvBNC 30,5 ]
ilvNM13/pECKAilVBNC M13 50 ZvySeni 1,6x
AilvA ApanB/pECKAilvBNC 118,5 o
AilvA ApanB ilvNM13/pECK AilvBNC M13 1235 mirne zvySeni

Z vysledkt uvedenych v tabulkach je patrné, Ze zatimco delece v genech ilvA4 a panB,
mutace M13 v genu i/lvN a klonovéni operonu ilvBNC prokazateln€ zvySuji produkei valinu,
delece atenuatoru ve vedouci sekvenci genu ilvB zpusobuje vyrazné sniZeni produkce.
Negativni efekt delece atenuatoru byl potvrzen také méfenim specifické aktivity enzymu
AHAS. Ve srovnani s divokym kmenem C. glutamicum ATCC 13032 (specificka aktivita
AHAS = 0,033 U/mg proteinu) byla u kmene C. glutamicum AAttilvB naméfena pouze
aktivita poloviéni (0,015 U/mg proteinu). Pfeklonovanim dané oblasti do promoter-probe
vektoru pET2 a méfenim specifické aktivity CAT vSak bylo prokdzano, Ze zminény

negativni efekt neni zplUsoben sniZenim aktivity promotoru P-ilvB b&éhem konstrukce
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dele¢niho kmene. Naopak, transkripéni aktivita fragmentu nesouciho vedouci sekvenci genu

ilvB s deleci v atenuatoru (4 U/mg proteinu) byla za nelimitujicich podminek téméf 2,5x
vy$$i nez aktivita nejsiln€j$iho fragmentu B1 (kapitola 4.1.1.) nesouciho pouze vlastni
promotor P-ilvB a nedokonalé pifimé repetice (DR) (specificka aktivita CAT = 1,7 U/mg
proteinu) a 57x vy$$i neZ aktivita nedeletovaného fragmentu B2 (specificka aktivita CAT =
0,07 U/mg proteinu). MoZnym vysvétlenim negativniho vlivu delece atenuatoru ve vedouci
sekvenci genu ilvB na aktivitu enzymu AHAS a vyslednou produkci valinu by mohla byt
agregace regulaénich (popfipad€ katalytickych) podjednotek, zpiisobena jejich zvysenou
expresi (Mendel et al., 2003).

Pozitivni vliv pfitomnosti mutace M13 v chromosomu C. glutamicum je velmi dobie
patrny také z obrazku 4.15., ktery ukazuje vysledek jednoduchého testu produkce valinu na
Petriho miskéach (metoda je popsana v kapitole 3.2.12.1. v sekci Material a metody).

1 C.g. AilvA ApanB/ pECKAIilvBNC 1 C. g. AilvA ApanB/ pECKAIlvBNC
2 C. g.ilvNM13 2 C. g. AilvA ApanB ilvNM13

3 C. g. AAttilvB 3 C. g. AilvA ApanB

4 C.g. ATCC 13032 (WT) 4 C. g. ATCC 13032 (WT)

Obr. 4.15. Test produkce valinu na Petriho miskich

Na Petriho misky obsahujici minimalni medium MM CGXII s leucinem, isoleucinem a pantothenatem byl
husté rozetfen podkladovy detekéni kmen C. glutamicum AilvB, ktery bez pfitomnosti valinu neni schopen
samostatného ristu. Po zaschnuti bylo na povrch naneseno po 3 pl suspenze kultur &tyf testovanych
produkénich kmend C. glutamicum a po 48-72 hodinich byly porovnany riistové zény auxotrofniho kmene
kolem kmenti testovanych. Velikost této riistové zony je uméma schopnosti testovaného kmene produkovat
valin do media a komplementovat tak deficienci detekéniho kmene.

85



Vysledky

U vybranych kmend C. glutamicum nesoucich genomové zasahy pozitivné puisobici
na produkci valinu byla kromé vysledné hodnoty produkce stanovena také specificka aktivita
enzymu AHAS a jeji inhibice v pfitomnosti 10mM valinu. Vysledek tohoto pokusu je
graficky znazornén na obrazku 4.16. Zcela podle o¢ekavani doslo ke ztraté citlivosti enzymu
AHAS ke zpétnovazebné inhibici u vSech kmenl syntetizujicich pouze mutovany typ
regulaéni podjednotky (tedy u bezplazmidovych kmend s mutaci M13 v genu ilvN a u

plazmidovych kment nesoucich mutaci M13 v chromosomu i na plazmidu).
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Obr. 4.16. Specificka aktivita AHAS a produkce valinu u vybranych kment C. glutamicum

Specifickd aktivita AHAS byla méfena b&hem exponencidlni fize ristu, vyslednd produkce valinu byla
stanovena po 48-hodinové kultivaci metodou HPLC. Uvedené hodnoty jsou vysledkem alespoii tfi nezavislych
méfeni.
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4.3.7. Charakterizace kmene C. glutamicum AilvA ApanB ilvNM13/
pECKAIilvBNC

Nejlep$im producentem valinu zkonstruovanym v této praci je plazmidovy kmen

AilvA ApanB ilvNM13/pECKAIilVBNC, jehoZ produkce dosdhla az 127mM valinu po 48

hodinach kultivace. Za u¢elem lepsi charakterizace tohoto kmene byl proveden experiment,
ve kterém byly v pribéhu kultivace v minimalnim mediu MM CGXII stanoveny tfi
fyziologické parametry: optickd denzita buné€k, specifickd aktivita enzymu AHAS a
produkce valinu. Ziskané hodnoty a jejich zavislost na &ase jsou zndzomnény na obrazku
4.17. Z vynesenych kiivek vyplyva, Ze produkce valinu vzrista paralelné s riistem buné¢né
kultury, linearni akumulace valinu v8ak pokraduje i ve stacionarni fazi, kdy uz opticka
denzita nestoupd. Specifickd aktivita enzymu AHAS se zvySuje béhem exponencialni faze
ristu a na jejim konci doséhne vrcholu. S pfechodem bunééné kultury do faze stacionarni

v§ak prudce klesa.
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Obr. 4.17. Specifickd aktivita AHAS a produkce valinu v priibéhu kultivace C. glutamicum
AilvA ApanB ilvNM13/pECKAIilvBNC

Opticka denzita, specificka aktivita AHAS a produkce valinu byly m&feny u nejlepsiho ziskaného producenta
valinu béhem 56-hodinové jednorazové kultivace v minimalnim mediu MM CGXII. Kmen byl limitovan
ptitomnosti 0,9mM isoleucinu a 0,5 uM pantothenatu. Produkce valinu byla stanovena pomoci HPLC.
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S. DISKUSE

Cilem této disertaéni prace byla analyza klicového kroku biosyntetické drahy valinu
v C. glutamicum. Tento krok je reprezentovan kondenzac¢ni reakci katalyzovanou synthasou
acetohydroxykyselin (AHAS). Soucasti komplexni regulace aktivity enzymu AHAS je
v burikach C. glutamicum katalyza homolognich reakci, odli$na afinita enzymu k riznym
substratim, multivalentni zpétnovazebna inhibice, regulace exprese pfedéasnou terminaci
transkripce a pravdépodobné také pfima aktivace iniciace transkripce (Eggeling et al., 1987,
Keilhauer et al., 1993; Morbach et al., 2000; Radmacher et al., 2002).

Valin je jako esencidlni aminokyselina velmi dileZitym biotechnologickym
produktem, jenZ je pouzZivan jako pfisada do krmnych smési nebo nezbytna slozka infuznich
roztokl (Glazer a Nikaido, 1995). Ztohoto divodu byly ziskané vysledky vyuZity ke
konstrukci novych kmeni produkujicich zvy$ené mnozstvi této aminokyseliny.

Pro snadnéjsi orientaci je diskuse, stejné jako vysledkova East, rozdélena do tii
kapitol. Prvni kapitola se zabyva analyzou regulace kli¢ového enzymu AHAS na trovni
transkripce, druhé kapitola analyzou regulace enzymu na drovni jeho aktivity a ve tfeti ¢asti

je diskutovana konstrukce a vlastnosti novych produkénich kmend.

5.1. Transkripéni analyza geni ilvB a ilvN

5.1.1. Promotor P-ilvB

Promotor genu ilvB, ktery kdduje katalytickou podjednotku enzymu AHAS, byl jiz
v neddvné dobé podrobnéji studovén, stanovena byla rovnéZ jeho pfesné poloha (Keilhauer
et al., 1993; Morbach et al., 2000). Regulaci promotoru zajist'uje pfedev§im atenuace, jez je
fizena vSemi tfemi vé€tvenymi aminokyselinami, ¢aste¢né se pravdépodobné uplatiiuje také
pfima nebo neptfima aktivace transkripce. Za u¢elem detailni analyzy promotoru P-ilvB byly
do promotorové sondy pET2 vloZeny ¢tyfi fragmenty DNA (B1, B2, B3 a B4) nesouci rizné
dasti vedouci sekvence genu ilvB (Obr. 4.2.A). U téchto fragmentd byla za riznych
fyziologickych podminek stanovena jejich promotorova aktivita. V souladu s vysledky, které
jiZz byly publikovany, bylo pfi hladovéni testované bunétné kultury na valin detekovéano
zvyseni promotorové aktivity u fragmentti B2 a B4 nesoucich atenuator. Zatimco v piipad¢,
kdy reportérovym enzymem byla -galaktosidasa a limitujici Zivinou 2,5mM valin (Morbach

et al., 2000) doslo pouze ke dvojnasobnému zvys$eni promotorové aktivity, u sondy pET2 za
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pfitomnosti 0,2mM valinu vzrostla aktivita promotoru Sestnactkrat (fragment B2) az
thicetkrat (fragment B4).

V souvislosti s pravé popsanymi experimenty je rovnéZ zajimavé zminit a porovnat
tfi rizné zpusoby kultivace, které vice ¢i méné vedly k vyhladovéni testovanych bunéénych
kultur. Nejprve byly pro kultivaci v minimélnim mediu MM CGXII s nadbytkem valinu
(10mM koncentrace) a s limitujici koncentraci valinu (0,2mM koncentrace) pouzity dvé
oddélené kultivacni baiiky. Ziskané vysledky v§ak mohly byt ovlivnény chybou, jeZ vznikla
porovnavanim dvou zcela nezavisle rostoucich bunéénych kultur. Navic byl pokus v tomto
provedeni naroény na €as i mnozstvi pouzitych kultivaénich ban¢k. Z tohoto divodu bylo
schéma experimentu upraveno pro jedinou bailku, ve které probihala nejprve kultivace
v nadbytku valinu. Jakmile kultura doséhla exponencialni faze ristu, byla odebrana polovina
bunééné suspenze a vzorek byl zpracovan pro stanoveni specifické aktivity CAT.
Nasledovalo promyti druhé poloviny bunééné kultury, které mélo odstranit veskery valin
pfitomny v kultivaénim mediu, a poté kultivace za podminek limitujici koncentrace valinu.
Timto zplisobem se vSak i pfes peclivé a opakované promyvani kultury nikdy nepodafilo
pouzity auxotrofni kmen C. glutamicum AilvB zcela vyhladovét. Na zakladé uvedenych
problémi byl zvolen tieti zptisob kultivace popsany v kapitole 4.1.1., kde v jediné kultivaéni
barice probihala nejprve kultivace za podminek limitujici koncentrace valinu. V okamziku,
kdy se rtst kultury vlivem hladovéni zastavil, byla odebrana polovina bunééné suspenze a
vzorek byl zpracovan pro stanoveni specifické aktivity CAT. Ke druhé polovin€ bunécné
suspenze byl pfidan valin o koneéné koncentraci 10mM a kultura byla déle kultivovéna,
dokud nedoslo k obnoveni exponencialniho ristu bunék. Toto schéma pokusu, jez bylo
pouZito také b&hem analyzy promotoru P-ilvN, nakonec poskytlo nejpiesnéjsi a
nejprukaznéjsi vysledky méfeni.

Porovnanim promotorovych aktivit fragmentd B1 a B3 (poptipad¢ B2 a B4), které se
li§i pouze pfitomnosti nedokonalé pfimé repetice lokalizované pfed (upstream) vlastnim
jadrem promotoru P-ilvB (Obr. 4.2.A, Obr. 2.3.), bylo zjiSt€no, Ze tato repetice zodpovida za
aktivaci promotoru. Jako mozny aktivator, ktery by mohl plsobit prostfednictvim
nedokonalé pfimé repetice, byl testovan 2-ketobutyrat, v jehoZ pfitomnosti vyrazn¢ vzriista
aktivita enzymu AHAS (az 7x) i mnoZstvi transkriptu i{lvBNC v buiikach (Keilhauer et al.,
1993; Morbach et al, 2000). Promotorové aktivity fragmenti Bl, B2, B3 a B4 za
piitomnosti 2-ketobutyratu byly méfeny v divokém kmeni C. glutamicum 13032 a
auxotrofnim kmeni C. glutamicum AilvA. Kmen AilvA neni schopen syntetizovat 2-
ketobutyrat a nevytvafi tak nezadouci pozadi experimentu. Pokus byl navrZen v né€kolika

schématech: 1) kultivace testovanych kultur v pfitomnosti 0mM, 5mM, 20mM, 50mM a
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100mM 2-ketobutyratu nebo 2) tfi-hodinové indukce SOmM a 100mM 2-ketobutyratem.
Porovnany byly vysledné hodnoty promotorovych aktivit odpovidajicich fragmentd B1 a B3
(poptipad¢ B2 a B4), které se li§i pouze pfitomnosti nedokonalé pifimé repetice. Ani pod
vlivem 100mM 2-ketobutyratu vSak nebyl v pfipad¢ fragmentu B1 nesouciho repetici
zaznamenan narust promotorové aktivity ve srovnani s fragmentem B3. Tento vysledek
muiZe byt vysvétlen dvéma zptsoby: 1) 2-ketobutyrat neptisobi jako aktivator promotoru P-
ilvB. Aktivaci promotoru potom zaji$t'uje jina, dosud neznama latka, nebo sama sekvence
DNA, jez v pfitomnosti nedokonalé pifimé repetice zaujima vyhodné&j$i konformaci pro
vazbu RNA-polymerasy a iniciaci transkripce. 2) 2-ketobutyrat pusobi jako aktivator
promotoru P-ilvB, av8ak nikoliv prostfednictvim nedokonalé piimé repetice. Obé tyto
hypotézy musi byt déale studovany. V pfipad¢ fragmentd, které nesou navic sekvenci
atenuatoru (fragmenty B2 a B4), doslo k dvojnasobnému (fragment B2) aZ k trojnasobnému
(fragment B4) zvy$eni promotorové aktivity vlivem pfitomnosti SO0mM 2-ketobutyratu
v kultivaénim mediu. Tento jev vSak miiZe byt vysvétlen pravé na zakladé regulace
promotoru P-ilvB atenuaci. KliCovy enzym drahy (enzym AHAS) totiZ projevuje vyssi
substratovou specifitu k 2-ketobutyratu nez k pyruvatu. Z tohoto divodu vyrazny nadbytek
2-ketobutyratu v kultivaénim mediu posunuje tok metabolith ve prospéch isoleucinu
(respektive draha béZi témét vyhradné smérem k isoleucinu), buiika za¢ina hladovét na valin
a leucin a exprese operonu i/vBNC vlivem atenuace stoupa.

Detailni analyza promotoru P-ilvB rovnéZ odhalila, Ze odstranéni atenuatorové
sekvence zvysi aktivitu tohoto promotoru az 30x (Obr. 4.2.: srovnani promotorovych aktivit
fragmenti B1 a B2 (popfipadé B3 a B4) pfi nelimitovaném ristu v minimalnim mediu).
Z tohoto diivodu byla navrZena delece atenuatoru promotoru P-ilvB pfimo v chromosomu C.
glutamicum. Na zakladé této hypotézy mélo dojit ke zvySeni exprese operonu ilvBNC, které
by mélo podobny disledek jako klonovani operonu v mnohokopiovém replikativnim vektoru
(tedy zvySeni produkce valinu). Navrzeny ptfedpoklad vSak nebyl potvrzen. I kdyz se
transkripéni aktivita takto upravené vedouci sekvence genu ilvB prokazatelné zvysila
(potvrzeno pteklonovanim daného tUseku DNA do promoter-probe vektoru pET2),
specifické aktivita enzymu AHAS se ve srovnani s divokym kmenem C. glutamicum 13032
snizila na polovinu a vysledna produkce valinu aZ 4x. Redenim tohoto problému by mohlo
byt vytvofeni delece nikoliv celé oblasti atenuatoru, ale pouze jeho specifické ¢asti. Podobny
experiment totiZ prokazal, Ze delece o velikosti 9 nukleotidi ve vzdalenosti piiblizné 30 bp
od atenuatorové sekvence mirné zvySuje transkripéni aktivitu vedouci sekvence genu ilvB

(Morbach et al., 2000).
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5.1.2. Promotor P-ilvN

Narozdil od promotoru P-ilvB nebyl promotor genu ilvN pro regula¢ni podjednotku
enzymu AHAS dosud identifikovan. Jeho existence v§ak byla prokazana Northern analyzou
operonu ilvBNC, ktera odhalila pfitomnost transkriptu i{/lvNC o velikosti 2,3 kb (Keilhauer et
al., 1993). Podobné jako enzym AHAS III. z E. coli, také homolog z C. glutamicum pro
svoji maximalni aktivitu zfejmé vyZaduje nadbytek molekul regula¢ni podjednotky. Funkci
transkriptu ilvNC je tedy pravdépodobné zajistit dostateéné vysokou koncentraci této
podjednotky v burice. Zatimco v E. coli jsou ob€ podjednotky enzymu AHAS pfepisovany
vzdy spole¢né z jediného promotoru, potencialni interni promotor situovany pfed genem
ilvN byl nalezen také v Methanococcus aeolicus (Bowen et al., 1997).

Pfesné poloha promotoru P-ilvN v C. glutamicum byla stanovena metodou primer-
extension, ktera prokazala, Ze transkripéni start genu i/lvN lezi uvnitf pfedchazejiciho genu
ilvB v poméme¢ velké vzdélenosti (337 bp) od pocatku translace genu i/lvN. Na zakladé
pocitacové i funkéni analyzy souboru promotorti pochazejicich z C. glutamicum spada
promotor P-ilvN se svymi oblastmi —10 (TAAACT) a —35 (ATGAAG) mezi stfedné silné
transkripéni signaly (Patek et al., 1996; Vasicova et al., 1999; Patek et al., 2003b).

Oblast mezi transkripénim a translaénim pocéatkem genu i/vN byla déle analyzovana,
a to postupnym zkracovanim daného iseku smérem k transkripénimu startu genu i/vN. Timto
zpusobem byly pfipraveny &étyfi fragmenty DNA o rizné délce (N1, N2, N3 a N4) (Obr.
4.3.A), u nichz byla pomoci promotorové sondy pET2 stanovena jejich promotorova
aktivita. Na zakladé dele¢ni analyzy bylo zji§téno, Ze zminénd oblast zodpovida za represi
transkripce probihajici z promotoru P-ilvN. Tuto hypotézu potvrzuji promotorové aktivity
jednotlivych testovanych fragmentt DNA, které se snizuji spolu srostouci délkou
fragmentu. Mechanismus této regulace nebyl dosud objasnén, zcela jisté se vSak jedna o jiny
typ kontroly exprese neZ v pfipadé promotoru P-ilvB. Poloha této oblasti uvnitt strukturniho
genu ilvB totiZ sniZuje moZnosti vyskytu regula¢nich smycek a vlasenek. Pfitomnost téchto

sekundarnich struktur nebyla potvrzena ani pocitatovou analyzou sekvence DNA.
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5.2. Konstrukce enzymu AHAS rezistentniho
ke zpétnovazebné inhibici

V buikkach C. glutamicum podléhd enzym AHAS multivalentni zpétnovazebné
regulaci vSemi tfemi aminokyselinami s vétvenym fetézcem (valinem, leucinem a
isoleucinem) (Eggeling et al., 1987). V produkénich kmenech C. glutamicum vnitrobunééna
koncentrace téchto aminokyselin vyrazné€ vzrustd, naptiklad v buitkach kmene produkujiciho
valin byla stanovena koncentrace valinu az 75SmM a koncentrace leucinu 15mM (Leyval et
al., 2003). Tyto koncentrace vétvenych aminokyselin jiz mohou mit vyrazné negativni vliv
na aktivitu enzymu AHAS, a proto jednim z cilt této diserta¢ni prace bylo pfipravit enzym
rezistentni ke zpétnovazebné inhibici. Takto upravené kliCové enzymy byvaji ¢asto
vyuzivany pro konstrukci produkénich kmend (Ogawa-Miyata et al., 2001). Pro pfipravu
enzymu AHAS rezistentniho ke zpétnovazebné inhibici byla vyuZita metoda mistné
specifické mutageneze. Experiment byl nejprve provadén v plazmidovém systému
s pouzitim nové sestrojeného podvojného vektoru pECKA. Podkladem pro navrh tohoto
pokusu byly vysledky ziskané nahodnou mutagenezi u S. cinnamonensis a E. coli
(Vyazmensky et al., 1996; Kopecky et al., 1999; Pospisil et al., 1998; Pospisil et al., 1999).
Po mistné specifické mutagenezi byly izolovany tfi mutované klony M8, M11 a M13 (Obr.
4.10.), u nichZ byla stanovena specificka aktivita enzymu AHAS a jeji inhibice vétvenymi
aminokyselinami (Tab. 4.1.).

Zatimco aktivita divoké formy enzymu byla jednotlivymi aminokyselinami
(v koncentraci 10mM) inhibovana z 35 % (inhibice leucinem) aZ 50 % (inhibice valinem),
mutanti M8 a M13 ziskali uplnou rezistenci k této inhibici. Sou¢asné vSak, ve srovnani
s divokym typem, specificka aktivita mutantd bez pfitomnosti inhibitord vyznamné poklesla,
pravdépodobné vlivem oslabeni vazby mezi regulaéni a katalytickou podjednotkou.

Zcela v souladu s publikovanymi daty byl nejsilngj§im inhibitorem divoké formy
enzymu AHAS valin (Leyval et al., 2003). V buiikach kmend C. glutamicum produkujicich
valin je tak aktivita enzymu AHAS regulovana pravdépodobné zejména touto
aminokyselinou. Také pro vétSinu ostatnich dosud popsanych enzymi AHAS ma vé&tsi
fyziologicky vyznam pouze inhibice valinem. Pfikladem miZe byt isoenzym AHAS III. z E.
coli, kde inhibice touto aminokyselinou miZe dosahnout az 85 % (De Felice et al., 1977),
nebo nové charakterizovana synthasa acetohydroxykyselin z Bacillus stearothermophilus
(Porat et al., 2004). Enzymy AHAS v divokém kmeni C. glutamicum nebo v rostlinach
podléhaji zpétnovazebné regulaci vemi tfemi vétvenymi aminokyselinami, v C. glutamicum

viak i v pfipad€ jejich spole¢ného puisobeni nepfesahne inhibice enzymu 50%.
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Zavedenim mutace M13 a M8 do genu ilvN pro regula¢ni podjednotku enzymu
AHAS doslo k odstranéni inhibice enzymu nejen valinem, ale také leucinem a isoleucinem.
Tento vysledek naznaluje, Ze na molekule enzymu AHAS z C. glutamicum velmi
pravdépodobné existuje jediné spole€né vazebné misto pro vSechny tfi zpétnovazebné
pusobici inhibitory. Toto allosterické vazebné misto se pravdépodobné nachazi na rozhrani
interagujicich N-termindlnich domén obou regula¢nich podjednotek enzymu (Obr. 2.6.)
(Mendel et al., 2001). Zcela jina situace byla popsana u rostlinného homologa z Arabidopsis
thaliana (Lee a Duggleby, 2002). Regula¢ni podjednotka enzymu AHAS obsahuje u téchto
rostlin dvé sekvenéni repetice, z nichZ jedna pravdépodobné vaze pouze leucin a druha valin
a isoleucin. Na molekule tohoto enzymu tak existuji dvé oddélena allostericka vazebna
mista.

Klonovéani deregulovanych biosyntetickych genti ve vysokokopiovych vektorech
¢asto zpusobuje nestabilitu vzniklych plazmidu (Reinscheid et al., 1994). Také mutované
molekuly enzymu AHAS byly v tomto piipadé¢ determinoviny geny nesenymi
multikopiovym vektorem pECKA, navic vkmeni C. glutamicum AilvN, kde dochazelo
k vyméné ¢aste¢né deletované alely a mutované alely mezi plazmidem a chromosomem
v disledku homolognich rekombinaci. Za u¢elem konstrukce stabilniho mutovaného kmene
C. glutamicum byla mutace M13 zavedena ptfimo do chromosomu této bakterie. U vzniklého
bezplazmidového kmene C. glutamicum ilvNM13 byla stanovena specifickd aktivita enzymu
AHAS a jeji inhibice vétvenymi aminokyselinami (Tab. 4.2.). Synthasa acetohydroxykyselin
ze zkonstruovaného kmene vykazovala opét Uplnou rezistenci ke zpétnovazebné inhibici a
specificka aktivita mutovaného enzymu byla v pfitomnosti 10mM valinu vy3si nez aktivita
divokého typu. Narozdil od plazmidovych kment vykazuje kmen C. glutamicum ilvNM13
uplnou genetickou stabilitu.

Mutace M13 v genu ilvN pro regulaéni podjednotku enzymu AHAS zpusobila zcela
podle ocekavani rezistenci enzymu ke zpétnovazebné inhibici, podobn€ jako mutace
aminokyselin v analogickych polohach v enzymech pochazejicich zE. coli a S.
cinnamonensis (Obr. 4.9.) (Vyazmensky et al., 1996; Kopecky et al., 1999). Narozdil od E.
coli (kde byl substituovan glycin v pozici 14 za kyselinu asparagovou) a S. cinnamonensis
(kde doslo po ndhodné mutagenezi k zaméné glycinu v pozici 16 za kyselinu asparagovou
nebo valinu v pozici 17 za kyselinu asparagovou nebo leucinu v pozici 18 za fenylalanin),
pouze v piipadé C. glutamicum (kde byly po mistn€ specifické mutagenezi substituovany az
tfi aminokyseliny najednou: glycin v pozici 20 za kyselinu asparagovou, isoleucin v pozici
21 za kyselinu asparagovou a isoleucin v pozici 22 za fenylalanin) doslo ke sniZeni aktivity

enzymu. Dal3i mutace v regulaéni podjednotce enzymu AHAS III. z E. coli, které vedly
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k odstranéni zpétnovazebné inhibice, jsou uvedeny v tabulce 2.2. (Mendel et al., 2001). Ve
snaze docilit zpétnovazebné rezistence a zaroveii plné aktivity enzymu AHAS byl polypeptid
regulacni podjednotky na svém C-konci postupné€ zkricen, a to zavedenim terminacnich
kodond v oblasti 90 a 117 aminokyseliny (Obr. 4.13.). I tento experiment byl zaloZen na
vysledcich ndhodné mutageneze v E. coli a S. cinnamonensis. V E. coli byla popsana tii
zkraceni na C-konci polypeptidu regula¢ni podjednotky o 35, 48 a 80 aminokyselin (Obr.
4.13.) (Mendel et al, 2003). Vysledkem téchto deleci byla rezistence enzymu ke
zpétnovazebné inhibici a zachovani nebo v pfipadé mutanta zkraceného o 80 aminokyselin
dokonce mirné zvySeni aktivity enzymu ve srovnani s divokym typem. Podobného vysledku
bylo dosazeno také nahodnou mutagenezi v S. cinnamonensis, kde zminény fenotyp
zpusobilo zkraceni polypeptidu regulaéni podjednotky vyvolané pfeménou kodénd pro 106.
a 109. aminokyselinu ve stop kodony (Obr. 4.13.) (Kopecky et al., 1999). V ptipad¢ C.
glutamicum sice uvedend zkraceni regulaéni podjednotky vyrazné sniZila citlivost enzymu ke
zpétnovazebné inhibici, vysledna aktivita enzymu vSak byla opét vyznamné redukovana.
Vysvétlenim tohoto negativniho efektu je s nejvetsi pravdépodobnosti sniZeni afinity malé,
regula¢ni podjednotky k podjednotce katalytické. Studium vlastnosti regulaéni podjednotky
enzymu AHAS III. z E. coli objasnilo, Ze mnohé z uvedenych mutaci v N-koncové &ésti
peptidu i deleci v C-koncové &asti proteinu, které vyvolavaji rezistenci ke zpétnovazebné
inhibici i mimé zvySeni aktivity enzymu, zaroveii zpusobuji sniZeni vzajemné afinity
podjednotek. To znamena, Ze pro zachovani pivodni aktivity je u mutovanych enzymt
nezbytné zvySeni koncentrace regula¢nich podjednotek. Narozdil od experimentti in vitro
provadénych uE. coli a S. cinnamonensis se tato nepfizniva skute¢nost mohla naplno
projevit v C. glutamicum, kde byla vSechna méfeni uskutenéna in vivo. Resenim tohoto
problému by mohlo byt posileni exprese genu ilvN v mutovanych klonech, které by zvysilo
hladinu regulaénich podjednotek v buiice. Vzhledem k lokalizaci promotoru P-ilvN uvnitf

strukturniho genu ilvB se v§ak ani tato cesta zatim nejevi zcela schudna.
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5.3. Konstrukce produkénich kment

Na zakladé¢ vysledkli popsanych v pfedchozich dvou kapitolach byla zahajena
konstrukce novych kmeni C. glutamicum produkujicich valin. Zavedenim deleci a mutaci do
chromosomu a klonovanim gend ve vektorech byla pfipravena fada bezplazmidovych i
plazmidovych kmenti nesoucich rtizné kombinace téchto genomovych zasahi: delece v genu
ilvA4, delece v genu panB, delece atenuatoru promotoru genu i/vB, mutace M13 v genu ilvN
zajistyjici rezistenci enzymu AHAS ke zpétnovazebné inhibici a zvySeni exprese operonu
ilvBNC klonovanim v nové zkonstruovaném mnohokopiovém vektoru pECKA. Studovan
byl predev§im vliv jednotlivych genomovych zasahti na vyslednou produkci valinu, u
vybranych kment byla stanovena rovnéz specificka aktivita enzymu AHAS a jeji inhibice
10mM valinem. Vysledky téchto experimentid jsou pifehledné shrnuty v tabulkach 4.4. - 4.9.
a na obrazcich 4.15. a 4.16.

Kromé delece v atenuétoru genu ilvB, ktera sniZila vyslednou produkci valinu aZ 4x a
jejiz dalsi dusledky jiz byly diskutovany v kapitole 5.1.1., ovlivnily vSechny ostatni
genomové upravy vyslednou produkci valinu vZdy pozitivné. Disledkem delece v genu ilvA4
je v prvni fadé neschopnost daného kmene syntetizovat 2-ketobutyrat, jenZ je preferenénim
substratem enzymu AHAS a rovnéZ vstupnim intermediatem biosyntetické drahy isoleucinu
(Obr. 2.2.). Nepfitomnost 2-ketobutyrdtu proto umozni burikdm pouZit enzym AHAS
vyhradné€ pro syntézu valinu (a leucinu), zaroveii se kmen s deleci v genu ilv4 stava
isoleucinovym auxotrofem. I této skute€nosti vSak bylo vyuZito pro zvySeni vysledné
produkce valinu. Produkéni kmeny byly kultivovany v minimélnim mediu, které obsahovalo
limitujici koncentraci isoleucinu (0,9mM). Nedostatek této aminokyseliny spousti
v hladovéjicich buiikach dva regulaéni mechanismy: 1) vlivem atenuace vzristd exprese
operonu ilvBNC; 2) limitujici koncentrace aminokyseliny obecné€ vyvolava stringentni
odpovéd’, jejimz disledkem stoupa vnitrobunééna koncentrace ppGpp. Tento alarmon potom
aktivuje nebo naopak inhibuje fadu pochodi, kterymi se burika vyrovnava s danou stresovou
situaci. Jednim z téchto procesu je také aktivace operoni kédujicich enzymy pro biosyntézu
mnoha aminokyselin. Otazka zptisobu limitace produk¢énich kmend b&hem kultivace vSak
neni dosud zcela dofeSena. Obecné plati, Ze hladovénim na rizné aminokyseliny mtze byt
vlivem popsané stringentni odpovédi zvySena produkce Zaddané aminokyseliny. Casto ale
miva na vyslednou produkci pozitivni vliv také limitace ristu Zivinou, ktera s metabolismem
aminokyselin pfimo nesouvisi. U C. glutamicum bylo naptiklad popsano zvySeni produkce
lysinu jako dusledek limitujici koncentrace fosfatu v kultiva¢nim mediu (Coello et al.,
1992).
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Vytvoteni delece v genu ilv4 vyrazn€ zvySilo produkci valinu, soucasné se avak
téméf u vSech kmeni AilvA snizila specificka aktivita AHAS. SniZeni transkripce enzymu
AHAS je pravdépodobné vyvolano nepfitomnosti 2-ketobutyratu, ktery za plné funkce genu
ilvA zajiStuje indukci exprese operonu ilvBNC. SniZzenad aktivita AHAS je v kmenech
nesoucich deleci v genu ilv4 patrné€ kompenzovéana blokovanim isoleucinové drahy, které tak
poskytuje pyruvat pro syntézu valinu. Delece v genu panB, ktery koduje enzym katalyzujici
prvni reakci specifickou pro syntézu pantothenatu, zabranila odCerpavani metabolitu
ketoisovaleratu touto konkurenéni drahou (Obr. 2.2.). Pozitivni vliv deleci uvnitf gend ilv4 a
panB byl jiz diive pro konstrukce produkénich kmenti pro vétvené aminokyseliny vyuZit
(Radmacher et al., 2002). V této praci bylo u kmeni nesoucich uvedené delece naméfeno az
25-nasobné zvySeni produkce valinu (Tab.4.4.).

Prikazné pozitivni efekt na vyslednou produkci valinu méa rovnéz zavedeni mutace
M13 do chromosomu C. glutamicum. Tato mutace v genu ilvN, jenZ kdéduje regulaéni
podjednotku enzymu AHAS, jiZ byla diskutovana v kapitole 5.2. Jeji pfitomnost zptisobuje
uplnou rezistenci enzymu ke zpétnovazebné inhibici vétvenymi aminokyselinami. Protoze v
C. glutamicum je aktivita enzymu AHAS i v pfitomnosti vSech tfi inhibitori redukovana
maximalné o 50 %, byl pozitivni vliv zpétnovazebn¢ rezistentniho mutantniho enzymu na
vyslednou hodnotu produkce dlouho zpochybiiovéan. Z tohoto hlediska jsou vysledky ziskané
v této praci piekvapivé a neocekavané. Pouhd pfitomnost mutace M13 v chromosomu C.
glutamicum (kmen C. glutamicum ilvNM13) zvySila produkci valinu 12x ve srovnani
s kmenem divokym (Tab. 4.5.; Obr. 4.15. a 4.16.). Také u dalSich nové zkonstruovanych
bezplazmidovych kmeni produkce valinu po zavedeni mutace M13 do chromosomu vyrazné
vzrostla (Tab. 4.5.; Obr. 4.15. a 4.16.). Nejleps$im dosud ziskanym bezplazmidovym
kmenem je kmen C. glutamicum AilvA ApanB ilvNM13, ktery po 48-hodinové kultivaci
produkuje téméf 90mM valin.

Klonovéani operonu ilvBNC v nové sestrojeném mnohokopiovém vektoru pECKA
zvysilo specifickou aktivitu enzymu AHAS 4x a vyslednou produkci valinu 23x (Tab. 4.8.;
Obr. 4.15. a 4.16.: srovnani divokého kmene C. glutamicum ATCC 13032 skmenem
nesoucim plazmid pECKA). Nejlepsi dosud ziskany plazmidovy kmen C. glutamicum AilvA
ApanB ilvNM13/pECKAIilvBNC produkoval az 127mM valin béhem 48-hodinové kultivace.
Podobny efekt zvySené produkce byl pozorovan také jako disledek klonovéni operonu
ilvBNC v jinych multikopiovych vektorech (Sahm and Eggeling, 1999; Radmacher et al.,
2002). Vysokou produkci plazmidovych produkénich kmend vSak velmi Casto provazi
strukturni nestabilita pouzitych vektord (Reinscheid et al., 1994). V této praci se zminény

negativni u¢inek projevil zejména v pfipadé¢ klonovani mutovaného operonu ilvBNC
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nesouciho mutaci M13 v genu ilvN (Tab. 4.9.; Obr. 4.16.). I zde zpusobila pfitomnost
mutace, kromé rezistence enzymu AHAS ke zpétnovazebné inhibici, také mirné zvyseni
vysledné produkce, avSak na ukor genetické stability pouZzitych kmend.

Béhem analyzy produk¢nich kmeni, nesoucich mimo jiné chromosomovou deleci
v genu ilv4, bylo zjisténo, Ze pfitomnost 40mM valinu v kultivaénim mediu vyvolava u
téchto kmenti inhibici ristu, zvySeni mnozstvi transkriptu i/lvBNC v burikach (2,5x) a rovnéz
zvySeni specifické aktivity enzymu AHAS (3,5x) (Lange et al., 2003). Tyto disledky vysoké
koncentrace valinu v mediu byly vysvétleny na zakladé hladovéni testovanych kmend na
isoleucin, které bylo zpisobeno kompetici obou zminénych aminokyselin o pfenase¢ BrnQ
na vstupu do buriky. Také v ptipad€ nejlepsiho producenta valinu ziskaného v této praci (C.
glutamicum AilvA ApanB ilvNM13/pECKAIilvBNC) byla provedena studie nékterych
fyziologickych parametri v pruibéhu 56-hodinové jednorazové kultivace (Obr. 4.17.).
Vynesené kiivky ukazuji, Ze se specifickd aktivita enzymu AHAS zvySila b&hem
exponencialni faze téméf 2x (porovnani hodnot mezi 12. a 28. hodinou kultivace). Po 28 h
ristu byl jiz vmediu akumulovan téméf 30mM valin a rist kultury se zacal vyrazné
zpomalovat, pravdépodobné vlivem zminéné limitace isoleucinem. Pfesto linearni rist
koncentrace valinu v mediu pokracoval i ve stacionarni fazi, zfejmé¢ diky zvySené expresi
operonu ilvBNC a zvySené dostupnosti zdroje uhliku, ktery jiZ nebyl vyuzivan pro produkci
bunééné biomasy. Naopak, specifickda aktivita enzymu AHAS opét poklesla k hodnoté
méfené ve 12. hodiné kultivace.

Z tabulek 4.4. - 4.9. vyplyva, Ze se vliv jednotlivych genomovych zésahii na produkci
valinu vzajemné neséita. Cim vice uprav jiZ butika nese a &m vice aminokyseliny produkuje,
tim mensi je pozitivni vliv kazdého nového zasahu. Navic jakéakoliv zména v expresi nebo
aktivité¢ enzymu nemuzZe byt ojedin€la, v idedlnim pfipad€ by méla byt zvySena exprese ve
viech stupnich dané reakéni kaskady, aby nedochazelo ke zbyte¢nému a pro buiiku
zatézujicimu hromadéni intermediatd. V biosyntetické draze valinu je proto nutné posilit
také transkripci gent ilvD a ilvE (Obr. 2.2.), poptipad€ gend kédujicich transportni systémy
aminokyselin.

RovnéZ auxotrofie produkénich kmeni neni zcela urcit¢ nejvyhodnéjsi a
nejekonomi¢t&jsi vlastnosti, protoze kultivaéni ptidy musi byt za t€chto podminek obohaceny
o chybé&jici metabolity. Na zaklad& detailni analyzy transkripénich signald (Patek et al.,
1996; Vasicova et al., 1999; Patek et al., 2003a; Patek et al., 2003b) byly z tohoto divodu
v projektu navazujicim na tuto praci zkonstruovany bradytrofni (leaky) mutantni kmeny C.
glutamicum s mutacemi v promotorech gent ilv4, panB a leuA (Obr. 2.2.), které vyrazné

zeslabily silu uvedenych promotort a tim i expresi danych genti. Rist vyslednych
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bradytrofnich kmenti je vlivem nizké vnitrobunééné koncentrace isoleucinu, pantothenatu
nebo leucinu limitovan, pfesto vSak jsou tyto kmeny z hlediska syntézy vSech nezbytnych
latek zcela sobéstaéné.

Metabolismus builky je komplexni proces, v némz Zadny krok neprobiha izolované,
naopak jednotlivé reakce sdileji spole¢né intermedidty a reduk¢ni ekvivalenty. Vysledna
produkce valinu tak muzZe byt posilena rovnéZ mirnym zasahem do centralniho metabolismu,
naptiklad zvySenim dostupnosti substratu klicového enzymu AHAS, kterym je pyruvat.
Tento metabolit je jako jeden ze zadkladnich intermediati centralniho metabolismu
substratem mnoha enzymt, které o jeho vazbu vzijemné soupefi. Na zdklad€ pfimého
méfeni bylo zjiS§t€no, Ze vnitrobuné¢nd koncentrace této latky neni pro saturaci enzymu
AHAS dostate¢na (rovnéz vlivem velmi nizké afinity enzymu k tomuto substratu) (Leyval et
al., 2003). Zesilenim afinity enzymu AHAS k pyruvatu, naptiklad mistn€ specifickou
mutagenezi, nebo zvySenim jeho koncentrace v buiikach C. glutamicum tak miZe byt
vyznamné posilena vétev drahy smétujici k tvorbé valinu, ktera je za bé&€Znych podminek
potlacena vétvi isoleucinovou.

Z vysledku této disertacni prace ma nejvetsi prakticky vyznam nov€ zkonstruovany
bezplazmidovy kmen C. glutamicum AilvA ApanB ilvNM13 schopny produkovat témér
90mM valin po 48 hodinach kultivace. Tento kmen nesouci veSkeré modifikace na
chromosomu muizZe byt vyuzit jako zadklad nové generace bezplazmidovych produkénich
kment C. glutamicum, které budou ve srovnani s kmeny plazmidovymi geneticky stabilné€;si
a kde bude rovnéz vyrazné sniZeno teoretické riziko spojené s ptitomnosti rekombinantnich
vektorti. Pouziti plazmidl, jeZ nesou heterologni geny a markery determinujici rezistenci
k antibiotikim, podléha v soudasnosti vyraznému legislativnimu omezeni z divodu
nekontrolovatelného horizontalniho $ifeni této genetické informace v prostiedi.
Neopomenutelnou vyhodou nové zkonstruovanych kmenl produkujicich valin je rovnéz
mozZnost jejich pfemény v producenty metabolitd odvétvujicich se biosyntetickych drah
(tedy v producenty leucinu, isoleucinu nebo pantothenatu) (Sahm a Eggeling, 1999).
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6. ZAVER

Studium kli¢ového kroku biosyntetické drahy valinu v Corynebacterium glutamicum,

ktery je reprezentovan kondenza¢ni reakci katalyzovanou synthasou acetohydroxykyselin

(AHAS), zahrnovalo tfi pfistupy: 1) transkripéni analyzu geni ilvB a ilvN koddujicich

katalytickou a regula¢ni podjednotku enzymu AHAS; 2) analyzu enzymu AHAS na urovni

jeho aktivity a pfipravu enzymu AHAS rezistentniho ke zpétnovazebné inhibici; 3) praktické

vyuziti ziskanych vysledki pro konstrukci novych kmend C. glutamicum produkujicich

valin. V jednotlivych smérech bylo dosaZeno téchto vysledki:

1)

2)

3)

4)

Analyzou vedouci sekvence genu ilvB bylo zji§t€no, Ze dereprese promotoru P-ilvB
vyvolana hladovénim kultury na valin zvysila jeho transkripéni aktivitu az 30x a naopak,
za podminek nelimitovaného ristu byla vlivem atenuace sniZena aktivita promotoru
rovnéZ 25-30x. Oblast nedokonalé piimé repetice, ktera se nachdzi pfed jadrem
promotoru P-ilvB, déle zvySuje aktivitu tohoto promotoru 4-6x.

Metodou primer extension byl lokalizovén transkripéni start genu ilvN, a to uvnitf
strukturniho genu ilvB ve vzdalenosti 337 bp od translaéniho pocatku genu ilvN. Na
zakladé sekvenci oblasti —10 a —35 byl promotor P-ilvN zafazen mezi stfedné silné
promotory C. glutamicum. Dele¢ni analyzou bylo zjiSt€éno, Ze oblast vymezena
transkripénim a translaénim pocatkem genu ilvN je zodpovédna za represi promotoru P-
ilvN.

Cilenou mutagenezi genu ilvN byly pfipraveny mutantni formy enzymu AHAS nesouci
mutace M8 a M13, jeZ zajist'uji rezistenci enzymu ke zp&tnovazebné inhibici valinem,
leucinem i isoleucinem. Na molekule enzymu AHAS tak patrné existuje jediné spolecné
vazebné misto pro tyto tfi inhibitory. Zavedeni mutace M13 do chromosomu C.
glutamicum zvysilo produkci valinu 12x.

Na zékladé¢ dosazenych vysledki byla zkonstruovana fada bezplazmidovych i
plazmidovych kmend C. glutamicum produkujicich valin. Tyto kmeny obsahuji rizné
kombinace nésledujicich genomovych zasahi: delece v genu ilv4, delece v genu panB,
delece atenuatoru ve vedouci sekvenci genu ilvB, mutace M13 v genu ilvN a zvySeni
exprese operonu i/vBNC klonovanim v mnohokopiovém vektoru pECKA. Nejlepsim
dosud ziskanym plazmidovym producentem byl kmen C. glutamicum AilvA ApanB
ilvNM13/pECKAilvBNC produkujici 127mM valin, nejlep§im bezplazmidovym
producentem byl kmen C. glutamicum AilvA ApanB ilvNM13 produkujici téméf 90mM
valin po 48-hodinové kultivaci. Kmen C. glutamicum AilvA ApanB ilvNM13 bude vyuZit

jako zaklad produkénich kmenti nové generace.
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