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1 UVOD

Ceska biotechnologicka spole¢nost Contipro a.s. se zabyva produkci a vyuzitim kyseliny
hyaluronové (HA) pro kosmeticky a farmaceuticky pramysl. HA ma $iroké vyuziti predevSim proto, ze
je prirozenou soucasti mezibunééné hmoty zivych organismt a hlavné ¢loveka. Navic mé hydrofilni
vlastnosti a biologické u¢inky (regenerace pokozky, hojeni ran aj.), diky kterym je pravé vyuzivana ve
farmaceutickych a kosmetickych ptipraveich. Spolecnost k jeji produkei vyuziva bakterialniho kmene
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, ktery je jejim pfirozenym producentem. HA u tohoto
formé kapsule, ktera obaluje cely povrch bakterie a tim ji skryva pfed bunkami imunitniho systému
napadeného organismu. Bakterialni kmen, ktery vyuziva k produkci spolecnost Contipro, byl ziskan
nahodnou fyzikalni mutagenezi a je nepatogenni (nehemolyticky). Cilem této prace je predevsim
zmapovani zmén, ke kterym v genetické vybavé kmene doslo. Hlavnim a nejvyraznéjsim dasledkem
mutace kmene byla pravé velmi vysoka produkce HA. Proto jsme se pokusili najit zmény v genomu
a spojit je s metabolickymi drahami syntézy HA, aby bylo moZné produkci ovliviiovat ¢i cilen¢
upravovat. Ovlivilovani jeji produkce pies cilené upravy se stalo i nastrojem k prohloubeni znalosti
mechanismu tvorby tohoto virulentniho faktoru a jeho vyznamu pro rast bun€k v laboratornich
podminkach [1, 2, 3, 4].

Aby byla problematika komplexné prostudovana, byla velka cast teorie vénovana metabolickym
draham syntézy HA v bakteridlnim druhu S. zooepidemicus a jejich regulaénim mechanismim. Dalsi
kapitoly byly vénovany metodam, kterymi byly tyto drahy studovany na zikladé¢ genové exprese.
Prvnim krokem bylo zjisténi sekvence celého genomu kmene studovaného a referencniho metodou
celogenomové sekvenace. Nasledovala analyza ziskanych dat s vyhleddvanim variant. Dale byly
provedeny kontrolni kultivace a odbéry pro izolaci RNA, ktera byla pouZita pro transkriptomickou
analyzu metodou DNA cipti a qPCR.

Posledni ¢ast prace byla zaméfena na sledovani zmén exprese gendl u metabolickych drah, které jsou
pfimo ¢i nepfimo zapojeny v produkci kyseliny hyaluronové, nebo ji mohou vyrazné ovlivnit. Jednalo
se predev§im o drahy syntézy bunélné stény, peptidoglykanu a glykolyzy. Na zakladé vysledki
publikovanych v roce 2013 v Australii [5] jsme se rozhodli inspirovat se jejich experimentem a ovétit
vliv suplementace kultivacniho média N-acetylglukosaminem (GIcNAc) na biosyntézu HA u kmene
ATCC35246. GlcNAc je jednim z prekurzorti syntézy HA a jeho suplementace méla dle vyse uvedené
studie pozitivni dopad na jeji produkci. Vysledky ziskané molekularné-biologickymi metodami jsou
doplnéné analyzou vytézku HA z experimentalnich kultivaci.



2  TEORETICKA CAST

2.1 Kyselina hyaluronova (HA)

HA je pfirozené se vyskytujici glykosaminoglykan, ktery nabizi mnoho jedineénych vyhod jako
stavebni jednotka pro biomateridly. V lidském téle se vyskytuje ve form¢ hyaluronatu sodného. Pii
fyziologickém pH existuje v nahodném klubkovitém uspotadani [6]. Nejvyssi koncentrace HA
v lidském t€le mizeme zaznamenat v kizi, v pupecni siitite ¢i ve sklivei o€i. V mikrobialni 1isi se s HA
nejcastéji setkavame jako s extracelularni kapsuli nékterych druhli bakterii rodu Streptococcus
(napt. S. zooepidemicus, S. pyogenes, S. equisimilis) [7]. Je to neimunogenni enzymaticky
degradovatelny linearni polysacharid o vysoké molekulové hmotnosti (4 000-8 000 000 Da) [8],
skladajici se z disacharidickych jednotek, které jsou tvoreny D-glukuronovou kyselinou (GlcUA) a N-
acetylglukosaminem (GIcNAc) spojenymi -1-3 a B-1-4 glykosidickou vazbou (obr. 1) [9]. Do skupiny
glykosaminoglykanti patii dale naptiklad chondroitin sulfat, dermatan sulfat a heparan sulfat. Kyselina
hyaluronova neobsahuje na rozdil od ostatnich ze skupiny sulfatovou skupinu a interaguje nekovalentné
s komplexy proteint. Stale vice se dozvidame o biologickych funkcich HA, které jsou zprostiedkovany
specifickymi receptory na povrchu bunék, jako jsou CD44 a RHAMM [10]. Vysoka koncentrace HA je
zaznamenavana v oblastech proliferace a migrace bun¢k, dale je dulezita pro morfogenezi a regeneraci
tkani [9].

carboxyl hydroxyl

acetamido
| glucuronic acid | N-acetylglucosamine |

Obrazek 1: Struktura kyseliny hyaluronové [9].

HA ma vyznamnou roli v mnoha procesech zahrnujicich naptiklad angiogenezi, homeostazy, hojeni
ran a podobné. Ve vysoké koncentraci je pritomna v extracelularni matrix. Svymi vlastnostmi si nasla
Siroké uplatnéni v kosmetickém prumyslu, biomedicin€é, farmacii a potravinaiském pramyslu.
Komer¢ni produkce je zamétfena na Siroké spektrum pouziti jak HA, tak jejich derivatd (pf. o¢ni operace)
[6]. V soucasnosti se vyzkum HA rozsifuje i do obord jako jsou nanotechnologie, nanomedicina,
tkanové inzenyrstvi, metabolické inZzenyrstvi a podobné [11]. Tradi¢nim zplisobem ziskavani HA byla
extrakce z kohoutich hiebinkd, ted’ se vyrabi predevs§im mikrobialni produkci s nizkou produkéni cenou
a mensim dopadem na zivotni prostiedi [12]. Je uspésné produkovana v prumyslovém métitku zejména
vhodnymi bakterialnimi kmeny rodu Streptococcus, které maji vysokou vytéznost a nizké naklady na
kultiva¢ni podminky.



2.1.1 Historie objevu a produkce HA

V roce 1934 Karl Meyer a John Palmer popsali novy polysacharid izolovany z bovinniho sklivce o¢i.
Nasli latku obsahujici uronovou kyselinu a aminosacharid, kterou pojmenovali hyaluronova kyselina
jako spojeni slov hyaloid (sklivec) a uronova kyselina. Dale také popsali jeji chemickou strukturu [13].

Termin hyaluronan byl vSak zaveden aZ roku 1986. V letech 1930-1940 byla HA izolovana z mnoha
ruznych zdrojl, od sklivce a kohoutich hfebinkd po bakterie rodu Streptococcus. Fyzikalné chemicka
charakterizace kyseliny hyaluronové byla provedena v obdobi 1950—1960. Vyzkumnici zjistili extrémné
vysokou viskozitu pfi velmi nizké koncentraci a vyjimecné rheologické vlastnosti. Diky tomu HA mtize
slouzit jako lubrikant, stabilizator struktur, regulator obsahu vody a mize tvofit hydrogely.
Viskoelastické vlastnosti jsou kontrolovany koncentraci a molekulovou hmotnosti pouzité kyseliny
hyaluronové [14, 15]. Pivodni HA jako produkt pouZitelny v mediciné a farmacii byl ptipraven Endre
A. Balazsem, ktery pfipravil prvni nezanétlivou a vysoce ¢istou vysokomolekularni HA z pupeénich
snir a kohoutich hfebinkti [16]. Zacatkem osmdesatych let byla HA poprvé pouzita k vytvofeni
nitroo¢nich ¢ocek pro implantaci. Po tomto Gspéchu se stala hlavnim materialem pouzivanym k o¢nim
operacim [16].

Extrakce kyseliny hyaluronové z kohoutich hiebink postupem ¢asu piestala stacit poptavce na trhu
a pfedev§im pozadavkim novych biomedicinskych a farmaceutickych aplikaci. Jako alternativni
produkce kyseliny hyaluronové byla zavedena mikrobialni fermentace [3, 17]. Prvni fermentac¢né
pfipravenda HA pro komercni ucely byla produkovana bakterialnim druhem S. equi subsp.
zooepidemicus, ktery zistava nejpouzivanéj$im v industrialni produkci. Po kmenech rodu Streprococcus
lze HA produkovat i v jinych bakteriich, jak pfirozenou cestou s nizsi ucinnosti, tak za pomoci metod
metabolického a genového inzenyrstvi. Miizeme uvést jak Gram negativni bakterie (Agrobacterium sp.,
Escherichia coli), tak i Gram pozitivni (Bacillus sp., Lactococcus lactis) [18, 19, 20, 21, 22].

2.1.2 Mikrobidlni produkce

Kyselina hyaluronova ziskavana extrakci z kohoutich hiebinkdi nebo bovinniho sklivce tvori
komplex s proteoglykany. Je proto slozité izolovat vysokomolekularni HA, jelikoZ nékolikanasobna
extrakce zplisobuje nezadouci redukci molekulové hmotnosti. Velmi dtlezitym faktorem je také
vyuzivani zivo¢isného produktu k 1é¢b¢ lidi a s tim spojena rizika imunitni odpovédi, virové infekce
a podobné. Proto se primysl pfiklonil k mikrobialni produkci. Bakterialni kmeny produkuji HA jako
extracelularni polysacharid, ktery je nekovalentné vazany k bunééné sténé a mize byt vlivem vnéjsiho
prostiedi uvoliiovan do zivného média. Mnozstvi tohoto polymeru produkovaného bakterialni
fermentaci mtze byt teoreticky neomezené. Prakticky je to uz komplikovangjsi. S pribyvajicim
produktem roste viskozita média, méni se pH kultiva¢niho prostfedi a dochézi i k dal§$im zménam
v pribéhu fermentace, které vedou ke zpomaleni ¢i zastaveni syntézy [23].

Bakterialni kmeny produkuji HA nejcastéji ve formé mukoidni kapsule pokryvajici celou bunku.
Kapsule je biokompatibilni s hostitelskym organismem a je jednim z faktord virulence [24, 25]. Chrani
bakterialni buniku pfed piisobenim bunck imunitniho systému a zvySuje jeji pfilnavost ke sliznicim
hostitelského organismu [26]. Ve kmenech rodu Streptococcus je HA produkovana jako sekundarni
metabolit a neni tedy pfimo zapojena v procesu rustu, vyvoje, nebo rozmnozovani bunky). Jeji produkce
je podminéna geneticky a mize byt ovlivnéna nutriénimi i dal§imi faktory. BéZné pouzivany
S. zooepidemicus (ptirozeny producent) mize vyprodukovat az 6 g/l HA za vhodnych kultiva¢nich
podminek a v zavislosti na vybraném kmenu. Vysoka viskozita roztoku i s nizkou koncentraci HA
zplsobuje komplikace spojené s michanim a vzdusnénim fermentac¢nich reaktord. Z hlediska



metabolismu zde soupeti o spolecné prekurzory (UDP-GIcNAc a UDP-GIcUA) metabolické drahy
syntézy HA a buné¢ného ristu (energeticky metabolismus, biosyntéza peptidoglykanu a polysacharida
bunécné stény). Poslednim vyznamnym faktorem je syntéza kyseliny mlécné, ktera je produktem
metabolismu cukrt. Jeji vysoka koncentrace (az 65 g/l [27]) vede k silné inhibici bunééného ristu
a produkce HA, tim Ze snizuje hodnotu pH, ¢imz deprimuje metabolismus. Kontinualni Gprava pH zase
zvySuje koncentraci soli vmédiu a méni osmotické prostiedi bunky [7]. Souhrnny pichled
metabolickych drah, propojenych s metabolickou drahou produkce kyseliny hyaluronové je uveden na
obr. 2.

Obrdazek 2: Souhrnny prehled propojeni metabolickych drah zapojenych v produkci HA [7].

2.2 Biosyntéza HA ve S. zooepidemicus

Kyselina hyaluronova je derivatem monosacharidickych jednotek GIcNAc a GIcUA. Syntéza HA je
rozdélena do tii fazi. V prvni fazi se syntetizuje UDP-glukuronova kyselina (UDP-GIcUA). Glukoza-6-
fosfat je konvertovan a-fosfoglukomutazou (PgmA) na glukdza-1-fosfat reverzibilni reakci. UDP-
glukdza pyrofosforylaza (GalU) nasledné katalyzuje reakci UTP a glukézy-1-fosfatu za vzniku UDP-
glukdzy. UDP-glukuronova kyselina je ziskana specifickou oxidaci primarni alkoholové skupiny na
UDP-glukoéze katalyzované UDP-glukéza dehydrogenazou (Ugd) [9].

Druha faze je zodpovédna za syntézu UDP-N-acetylglukosaminu (UDP-GIcNAc) a zadina reakci
fruktozy-6-fosfatu. Aminoskupina z glutaminu je pienesena na fruktozu-6-fosfat za katalyzy
amidotransferazou (GImS) a za vzniku glukosamino-6-fosfatu. Nasledujici krok je velmi energeticky
narocny. Fosfatové skupiny jsou pieskupeny za ptisobeni mutazy (GlmM), coz vede ke vzniku N-acetyl-
glukosamin-1-fosfatu. Nasledné je acetylova skupina pfesunuta na glukosamin-6-fosfat za pomoci
acetyltransferazy a za vzniku N-acetyl glukosaminu-6-fosfatu. Nakonec za katalyzy pyrofosforylazou
(bifunkéni enzym GImU) UTP reaguje s N-acetyl-glukosamin-1-fosfatem a vznikda UDP-GIcNAc.

Ve tieti fazi jsou nasyntetizované aktivované prekurzory spojovany HA syntazou (HasA) do kone¢né
struktury kyseliny hyaluronové (obr. 3) [9].
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Obrdazek 3: Biosyntéza HA ve S. zooepidemicus [20)].

Celkové mnozstvi ATP spotiebované na ptipravu 1 molu disacharidickych jednotek HA jsou 4 moly,
ztoho 2 moly ATP jsou spotfebovany ve dvou glukokinazovych reakcich a 2 moly ATP jsou
spotiecbovany  na  regeneraci  donorovych  UTP. Oxida¢ni  reakce  katalyzovana
UDP-glukéza dehydrogenazou uvoliiuje 2 moly NADH na 1 mol nasyntetizovanych HA
disacharidickych jednotek [9].

Tti klicové enzymy jsou zapojeny do prvni ¢asti drahy — konverze glukozy-6-fosfatu na UDP-
glukuronovou kyselinu. Jsou to fosfoglukomutaza (gen pgmA), UDP-glukoza pyrofosforylaza (geny
hasC, nebo galU) a v neposledni fadé UDP-gluk6za dehydrogenaza (geny hasB, nebo ugd). Kritickymi
enzymy pro syntézu druhého prekurzoru — UDP-N-acetylglukosaminu — jsou fosfoglukoizomeraza
(geny hasE, nebo gpi) a bifunk¢ni enzym glukosamin-1-fosfat acetyltransferaza/N-acetylglukosamin-1-
fosfat uridyltransferaza (geny hasD, nebo glmU). Iniciaéni molekuly (prekurzory) pro syntézu HA jsou
také intermediaty tvorby bunécné stény a mohou byt rovnéz zpracovany glykolyzou ¢i pentézovym
cyklem [28].

2.2.1 has operon

Enzymy, zapojené¢ do metabolické drahy kyseliny hyaluronové, jsou u streptokokti kddovany has
operonem. Pocet gendl, z nichz se has operon sklada, se maze liSit od 3 do 5 u riznych kment [29].
U ptirozeného producenta kyseliny hyaluronové S. zooepidemicus ATCC35246 a ptibuznych kmeni
(S. zooepidemicus H70, S. zooepidemicus MGCS10565) je vSech pét geni (hasA, hasB, hasC, hasD,
hasE) lokalizovano na stejném lokusu genomu v Aas operonu. Transkripce téchto gend je pod kontrolou
mista pocatku transkripce a 6’° promotoru umisténého 50 bp pied hasA4 [30, 31, 9]. Tyto kmeny maji ve
svém genomu také jednu kopii #asC genu navic. Kopie hasC byla nalezena v gps operonu obsahujicim
pouze dva geny: hasC a gpsA gen, ktery kdduje NAD(P)" dependentni glycerol-3-fosfat dehydrogenazu.
Dodate¢na kopie hasC ma za nasledek stabilizaci a zlepSeni produkce HA v bunkach [29]. Bylo
prokéazano, ze biosyntéza HA je v buiikach Streptococcus sp. kontrolovana na urovni transkripce silou
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promotoru has operonu aregulovana dvouslozkovym regulaénim systémem csrS/csrR (respektive
arlS/R, nebo covR/S) [32, 33, 4].

Byly charakterizovany has operony dvou patogennich zastupcl S. zooepidemicus a S. equi, které jsou
vyuzivany ke komeréni produkci HA [30]. Dale byla zkoumana skladba gent sas operonu u téchto
kmenti i s dalsimi kmeny rodu Streptococcus a nékterymi kmeny rodu Bacillus, ktery ptirozené formuje
kapsuli z poly-D-gamma-glutamové kyseliny. Pfibuznost operonti je nazna¢ena na obrazku 4 evolu¢nim
distancnim dendrogramem (Kimurtiv dvouparametrovy model), zaloZenym na analyze 16S rRNA. Dale
je na schématu nazna¢eno usporadani gend sas operonu u S. equi subsp. zooepidemicus [30].

hasA  hasB hasC gimU pgi

Straptococcus equi subsp. zooepidemicus

Streptococcus equi subsp. equi —‘:>-'|:§—
Streptococcus pyogenes _‘:>-'|::ﬂL

Streplococcus ubens _|:>-1[_
—Sireptococcus pneumoniae E;EE’ -

Bacillus anthracis m%

Obrazek 4: Skladba has operonu u S. equi subsp. zooepidemicus a dalsich kmenii rodu Streptococcus,
navic se skladbou genii identifikovanych u Bacillus anthracis [30].

Gen gpi koduje fosfoglukoizomerazu, ktera je pro rust bakterii na sacharidech jako uhlikovém zdroji
esencialni. Neni ovSem esencialni pro produkci HA a proto je vhodna samostatna regulace transkripce
has operonu a gpi. V té by mohl hrat roli silné€ konzervovany ¢’ promotor pted gpi, ktery naznacuje, ze
tento gen je pod kontrolou alespont dvou promotorti [30].

2.2.2  HAsyntaza

Hyaluronan syntaza (HAS) je enzym kodovany hasA genem umisténym na zacatku has operonu a je
esencialni pro produkci kyseliny hyaluronové. Existuji dvé nepfibuzné skupiny HA syntaz [34].
Syntazy, které nachazime u obratlovcd a mimo jiné u bakterii rodu Streptococcus, patii do skupiny HAS
I. HA syntazy, izolované z bakterie Pasteurella multocida, jsou fazeny do skupiny HAS II. Skupina
HAS I se dale déli na dvé podskupiny podle sméru polymerizace: podskupinu HAS I-R u niz probiha
polymerizace od redukujiciho konce (streptokokalni, mysi a lidskda HA) a podskupinu HAS I-N, u niz
probiha polymerizace od neredukujiciho konce, patii sem napi. HAS z Xenopus leavis [35]. Syntazy
tiidy HAS I pati do GT2 skupiny glykozyl transferaz, kterd zahrnuje i B-glykozyl transferazy jako jsou
celuléza syntaza a chitin syntaza [35]. Skupina HAS II je pon€kud odlisnd od ostatnich syntaz.
Polymerizace probiha sice od neredukujiciho konce (stejn¢ jako u HAS I-N skupiny), ale vyskytuji se
piedevs§im u Gram-negativnich bakterii [35].

HA je u streptokokil syntetizovana na cytoplasmatické membrané pomoci membranoveé asociované
procesivni syntazy (obr. 5) se Ctyfmi transmembranovymi a dvéma k membrané asociovanymi
doménami [36, 37, 38, 39]. HAS je lipid-dependentni integralni protein a pro jeho aktivitu jsou
vyzadovany specifické fosfolipidy tzv. kardiolipiny. Funk¢ni katalytickou jednotkou je HAS monomer
tvorici komplex se Sestnacti kardiolipinovymi molekulami [35, 40].
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Obrdazek 5: (A) Navrhované usporadani transmembranovych a membrdanové asociovanych domén
HAS u S. equi subsp. zooepidemicus ve své neaktivni formé bez zakomplexovani s kardiolipiny. Domény
1 a2 adomény 4 a5 jsou spojeny kratkymi extracelularnimi smyckami, tudiz jsou asociovany jako
sousedni domény [37]. Dvojice poldrnich rezidui naznacenymi v bilém ramecku K** a E%
zprostredkovava interakce mezi témito sousednimi doménami. Domény 3 a 6 mohou byt rozmisteny tak,
jak je uvedeno na obrdzku, nebo si mohou své pozice vymeénit [41]. (B) Navrhované usporadant
transmembranovych a membranové asociovanych domén HAS u S. equi subsp. zooepidemicus ve své
aktivni formé — tvori komplex s fosfolipidy (Cerné vyznaceny s bilou ,, hlavickou*). Fosfolipidy se aktivné
zapojuji do tvorby poru, kterym je zirejmé HA translokovana pres membrdanu ven z bunky [42] [prevzato
z 35].

Syntéza HA probihd de-novo prodluzovanim polymeru zjeho redukujiciho konce [43]. Nejsou
tvofeny zadné kovalentné napojené intermediaty. Mechanismus translokace fetézce polymeru pies
plazmatickou membranu, stejné jako zakonéeni polymerizace, neni jesté zcela objasnén. Zadny pfimy
dikaz o zapojeni HAS do translokace HA fetézce neexistuje, nicméné zapojeni ABC transportéru bylo
vylouceno [9]. Zatim byla jen vyslovena hypotéza, Ze HA fetézec je extrudovan skrze por formovany
samotnou HA syntazou a terminace nastava stfihovou silou, ktera fetézec HA tla¢i pry¢ od hyaluronan
syntazy [42, 44]. Rostouci fetézec zistava pfipojeny k HAS na bunétné membrané a zaroven je
extrudovan do extracelularniho prostoru (obr. 6). Vyslovena teorie mize byt odpovédi na otazku, jak
HAS reguluje velikost HA a jak mtize byt komplex HAS-UDP-HA (UDP — uridin difosfat) stabilni az
n¢kolik hodin [39].



Obrazek 6: HA — HAS retain/release model kontroly velikosti produktu u hyaluronan syntaz skupiny
1. Levé schéma zobrazuje Sest membranovych domeén HAS (Sedeé vdlce) tvorici por, ktery obklopuje
a vaze rostouct HA retézec [45]. HA retezec je tvoren stiidave GlcUA (Cerveny kruh) a GlcNAc (modry
kruh), ke kterym je vazan UDP (Zluty trojuhelnik) z redukujiciho konce. Malé cerné Sipky ukazuji
zasobovani aktivniho mista substratem UDP-GlcUA a UDP-GlcNAc, pricemz UDP reakcni produkt je
z mista odvaden. Malé svétle zelené Sipky naznacuji piisobeni sil, které se podileji na udrzeni HA-HAS
komplexu pohromadeé (interakce s fosfolipidy, s cysteinovymi rezidui a jine). Piisobeni téchto sil je
znazornéno velkou svétle zelenou Sipkou. Malé tmave zelené Sipky zastupuji interakce (vazba k externim
proteintim, ¢i matrix) a sily (strihova sila, rotacni pohyb bunky, Brownitv pohyb), které odlucuji HA
retezec od HAS. Jejich pusobeni je zndazornéno jako velka tmavé zelend Sipka nahoru. Sily udrzujici
komplex HA — HAS pohromadé (Frewain) ztlstavaji po dobu syntézy HA vice méné konstantni, zatimco sily
odtrhavajici HA vetézec od komplexu (Freiease) prirozene naristaji se zvetsujict se velikosti retézce. Na
zacatku polymerizace jsou Frewin mnohem vetsi nez Freiease, postupné se sily vyrovndvaji, az v jistém
momentu v priibéhu elongace retezce se stava Freiease VELST nez Frewin. Dochazi k odtrzeni retézce HA od
HAS a k uvolneni do extracelularniho prostoru (schéma vpravo). Odtrzeny retézec HA je zobrazen
s navazanym UDP, protoze neni jasné, zda je proces uvolnéni retézce asociovan se ztrdatou UDP.
V pravé casti obrazku jsou naznacena rezidua K** v doméné 2 a E**” v doméné 4 (Zluta pismena).
Rezidua se podileji na silach udrzujicich komplex HA — HAS navazan [prevzato z 39].

Ke stabilit¢ komplexu HAS-UDP-HA a regulaci velikosti HA pfispiva i pfitomnost cysteinovych
rezidui na HA syntaze. Membranové vazana HAS ma 4 cysteinova rezidua na pozicich 226, 262, 281

202/ Cys®! a Cys*7 jsou umisténa velmi blizko sebe a spole¢né s Cys??®

a 367. Cysteinova rezidua Cys
jsou lokalizovana na vnitini strané¢ membrany. VSechna tato rezidua jsou taktéz lokalizovana velmi

blizko UDP-prekurzor vazebného mista (obr. 7) [35].



Obrazek 7: Navrhované rozlozeni cysteinovych rezidui a membrdanovych domén kolem aktivniho
mista HAS [prevzato z 39].

Ani jedno cysteinové reziduum neni vyzadovano pro aktivitu HAS [39]. V ptedchozich letech byla
tato rezidua studovana na molekularni urovni. Pozd¢ji byla snaha nahradit je serinovymi a alaninovymi
rezidui na riznych mistech a sledovat vliv na velikost produkované HA [40, 46].



3 DISKUZE NEJVYZNAMNEJSICH VYSLEDKU

3.1 Sekvenace chromozomalni DNA Streptococcus equi subsp. zooepidemicus CO4A

Z kultury kmene CO4A byla izolovana chromozomalni DNA. Minimalni doporu¢ované mnozstvi
DNA pro celogenomovou sekvenaci malych genomti (< 5 Mbp) je 250 ng. Mnozstvi naseho vzorku bylo
stanoveno na 1 155 ng (23,11 ng/ul, celkovy objem 50 ul). Vysledné hodnoty relevantnich poméra
absorbanci pf‘i 230,260 a 280 nm byly nésledujici: Aazeo280 = 1,85 a Aze0230 = 2,09.

DNA byla Gspésné osekvenovana a data byla analyzovana za pomoci softwaru. Sekvenace byla
provedena v modu paired-end o délce ¢teni 150 bp. Délka sekvenci se pohybovala v rozmezi 35-151 bp
(90 % sekvenci bylo delsSich nez 140 bp). Mnozstvi sekvenci v paru bylo 7 632 658, tedy 2x3 816 329.
Vice nez 90 % prectenych bazi vykazovalo Q-score >30, tedy spravnost Cteni vy$si nez 99,9 %. Konecné
vysledky byly dodany ve formé contigi o velikosti fadové od stovek part bazi po statisice part bazi.
Pocet contigli pro kmen CO4A se lisil s pouzitym softwarem pro de-novo sestaveni sekvence (tab. 1).
Contigy byly zapisovany do formatu FASTQ, ktery je kompatibilni s vyhledavacim a porovnavacim
softwarem, ktery miize byt pouzit k sestaveni celého genomu.

Tabulka 1: Rozdily v poctu a délce contigii s pouzitym softwarem (kmen CO4A)

Software Pocet contighh | Nejdelsi contig [bp] Délka genomu [bp]
CLC Genomics Workbench 77 118733 2103015
Geneious 512 83112 2111453
Velvet 7382 68315 2205676
ABYSS 1434 68315 2149762
Minia 275 68315 2062678

Contigy mély piekryvajici se komplementarni konce. Byla provedena analyza ru¢nim vyhledavanim
komplementarnich konct a nasledné spojovani contigti v programu ApE (A plasmid Editor, ApE 2020)
[47] a dopInéna softwarovou analyzou za pouziti voln¢ dostupné webové aplikace BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) [48]. Pomoci BLAST lze porovnavat genové sekvence s on-line databazi
anachazet tak homologni sekvence v ruznych bakterialnich kmenech. Contigy byly srovnany
s nejpiibuzngjsim osekvenovanym kmenem a byla zjiSténa jejich pravdépodobna pozice v genomu
v porovnani s referenénim genomem. K bioinformatické analyze byla pouzita také volné dostupna
verze programu Mauve [49], ktery sestavi contigy vuci referencnimu genomu a graficky je zobrazi.
Vysledkem byl kompletni genom kmene CO4A o velikosti 2 167 251 parQ bazi. Bylo identifikovano
1 999 kodujicich oblasti a obsah bazi GC byl 41,7 %.

Referenci byl genom kmene ATCC35246 [50], ktery je kmeni CO4A nejbliz§im pfibuznym
genomem (vykazuje 99,5% identitu). Jeho sekvence je také dostupna v databazi NCBI [48]. Sekvenace
byla provedena v roce 2011 tymem Cinskych védci za pouziti platformy Roche 454 genome sequencer
FLX systému a bylo ziskano celkem 649 contigh [50]. Kompletni genom je slozen z 2 167 264 pari
bazi s cetnosti nukleotidii GC 41,7 %. Obsahuje 1 984 sekvenci kodujicich protein.

3.2 Analyza genomu kmene CO4A

V dal$im kroku byla provedena analyza genomu kmene S. zooepidemicus CO4A. Detekovano bylo
1453 variant, nicmén¢ pro analyzu byly smérodatné predev§im varianty s frekvenci 90 % a vyssi.
Varianty snizsi frekvenci mohly vzniknout napt. pii pfipravé sekvenacni knihovny, v pribéhu
sekvenace, nebo pti kombinaci obou déji [51]. Po odfiltrovani variant s frekvenci nizsi nez 90 % jsme
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identifikovali 83 variant, z toho bylo 59 pfipadi SNV dale 15 pfipadl inserce a 9 piipadt delece.
V tabulce 2 jsou uvedeny vybrané geny, ve kterych byla identifikovana zména nukleotidové sekvence.

Identifikované varianty v jednotlivych nukleotidech u SNV, mohly zplsobit zménu
v aminokyselinovém fetézci. Pripadné zmény AMK sekvence byly zaneseny do tab.3 a dale
diskutovany. Pti bliz§im pohledu na referencni sekvenci genomu ATCC35246 zjistime, Ze byl letos
(2020) nov¢ anotovan [52], ale ziistala piivodni sekvenac¢ni data ziskana na platformé Roche 454 genome
sequencer FLX systému vroce 2011 [50]. Pyrosekvenace na platformé Roche byla v pribéhu let
optimalizovana, nicméné ma své limity pouziti (spravnost ¢teni, délka readd aj.) [53] a spole¢nost Roche
v roce 2016 ukoncila své aktivity v tomto odvétvi. Je tedy nutné se ptat, zda byly vSechny detekované

Mrwe

Vv

se domnivat, Ze se v ptivodnim genomu ATCC35246 mohly vyskytnout zmény zplsobené chybnou
sekvenaci, popf. nedostate¢nou délkou pokryti genomu z ditvodu mensiho mnozstvi sekvenac¢nich dat.
Tim mohlo dojit i k chybné interpretaci n¢kterych zmén AMK sekvenci. Zvlasté pak u gend, které se
zdaly byt u kmene ATCC35246 podle sekvence zcela nefunkéni (napiiklad nesmyslnd pfitomnost
velkého mnozstvi stop kodonti v sekvenci) a domnélou nahodnou mutaci byly v genomu kmene CO4A
opraveny. MozZnost chybné sekvenace referenéniho genomu ATCC35246 nelze vyloudit a proto je na ni
dale v textu upozornovano a je také u genti s variantami diskutovana.
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Tabulka 2: V tabulce jsou uvedeny vybrané SNV a indel mutace, které byly identifikovany v genomu kmene CO4A a jsou ndsledné diskutovany. Dale je uveden
vyznam genu a jeho oznaceni (dle databaze NCBI [48]) a jakym zpuisobem ovlivni zména nukleotidu aminokyselinovou sekvenci proteinu. Vsechny uvedené
zmeny byly identifikovany v kodujicich oblastech genu. CDS — CoDing Sequence / kodujict sekvence

Region Baze . AMK R

ATCC vaE};ﬁ o | Y ATCC ](333(1)2: X v ATCC %%41(1 ]r?)(zleli(su Shoda Frel[(oj?nce Gen Oblast Funkce genu

35246 Y| 35246 35246 P °
2028892 | Insertion - T LyS (AA-G) Asn (AAT) 479 497 96,4 SCSCC_O2448 CDS LPXTG cell wall anchor domain_containing protein

222567 | Insertion - T Lys (AA-G) Asn (AAT) 515 532 96,8 Sesec_00251 CDS LPXTG cell wall anchor domain-containing protein

225027 SNV C T Ala (GCT) Thr (ACT) 201 405 99.0 Sesec_00255 CDS g[gEagJ,z l;];Pg—]—glucose-l-phosphate uridylyltransferase HasC.2 [KO:K00963]
210788 | SNV C T | Asn(AAC) | Asn(AAT) | 427 428 99,8 Sesec 00234 | CDS dqmu, bifunctional UDP-N-acetylglucosamine

iphosphorylase/glucosamine-1-phosphate N-acetyltransferase

1129125 | SNV c T | Arg(CGA) | Gln(CAA) | 416 416 1000 | Sesec 01341 | CDS Fé“crg>3[;D1%']N['§°Oegl6’2;1ramoylpemapep“de'lysme N(6)-alanyltransferase
1751733 | SNV T c lle (ATA) Met (ATG) 506 507 99.8 Sesec_ 02125 CDS El(rg}fo, 5)0130spho—N—acetylmuramoyl—pentapeptlde—transferase [EC:2.7.8.13],
258129 | Insertion - TA Val (G-TA) | Val (GTA) 17 17 100,0 Sesec_00296 CDS | nanE, N-acylglucosamine-6-phosphate 2-epimerase [EC:5.1.3.9], [K01788]
408995 SNV A G Ile (ATT) Val (GTT) 518 519 99.8 Sesec_00473 CDS | dnaK, chaperone protein DnaK (heat shock protein 70) [K04043]

V tabulce 2 jsou uvedeny identifikované substituce (SNV) a indel mutace u vybranych genti. Nékteré mutace vedly ke zménam aminokyselinové sekvence
vznikajiciho proteinu a nékteré k tzv. tiché mutaci (beze zmény v aminokyselinové sekvenci). Tiché mutace byly v poslednich letech hojné studovany a byl
vyvracen nazor, ze takovéto mutace nemaji vliv na miru exprese genu. Naopak bylo zjisténo, Ze mohou mit vyznamny vliv na miru exprese genu [55]. Zmény
v nukleotidové sekvenci mohou mit vliv na tvorbu sekundarnich struktur mRNA a tim signifikantné snizit efektivitu exprese aniz by doslo ke zmén¢ v sekvenci
aminokyselinového fetézce [55]. V diskusi musi byt zohlednéna i moznost chybovosti v sekvenci referenéniho genomu ATCC35246. Jak bylo diive zminéno,
sekvence genomu kmene ATCC35246 [50] byla ziskana ne zcela spolehlivou metodou (pyrosekvenace) a mohly se v ni vyskytnout chyby.

Nejvice nas zajimaly geny, ve kterych doslo k mutaci a byly spojené s produkci kyseliny hyaluronové, nebo s blizkymi metabolickymi drahami. U genti pfimo
zapojenych v produkci HA byly identifikovany dvé mutace. Gen Sesec 00234 (g/mU) obsahoval tzv. tichou mutaci, pti které nedochazi ke zméné¢ v AMK
sekvenci (Asn—Asn). Naopak zména proteinové sekvence (Ala—Thr) nastala u druhé kopie genu UTP-glukédza-1-fosfat-uridyltransferazy kodované
Sesec 00255 (galU). Geny Sesec 00255 (galU) a Sesec 01989 (g/mU) jsou v genomu homolognimi sekvencemi genti Sesec 00234 (g/lmU) a Sesec_ 00233
(gall). Slouzi ke stabilizaci produkce HA tim, Ze zajist'uji dostate¢né mnozstvi kli¢ovych enzymu pro energeticky metabolismus bunék [30].



Ve skupiné identifikovanych inserci se také vyskytly geny, které je vhodné zminit v souvislosti s produkei
HA. Jednim zasadnim genem je Sesec 00296 (nank), ktery je kliCovym genem v drahach energetického
metabolismu buiikky. U CO4A doslo u nanE vlivem inzerce TA v sekvenci kodujici predikovanou N-
acetylmannosamine-6-fosfat-2-epimerazu k posunu ¢teciho ramce, ¢imz mohla byt ovlivnéna funkce tohoto
enzymu, ktery je kli¢ovy také pro biosyntézu neuraminové kyseliny u bakterii [56, 57, 58]. Neuraminova
kyselina se vyskytuje na povrchu bun¢k, ptispiva k jejich adhezi a je zapojena i do signalnich mechanismut
[57]. Patogenni bakterie ji produkuji jako virulentni faktor a ma podobnou funkci v bunce jako HA (ochrana
pied imunitnim systémem hostitelského organismu) [57].

Zajimavymi geny jsou Sesec_00251 a Sesec_02448. Koduji ve své sekvenci doménu LPXTG, jejiz funkce
je blize popsana jako protein-uchycujici se k bunééné sténé. Uvedena doména se objevuje nejéastéji na C-
termindlnim konci proteinu a vaze se kovalentni vazbou k pentaglycinovému vazebnému mistu
peptidoglykanu pfes threonin vazebné misto domény LPXTG [59]. Je jednim ze zakladnich virulentnich
faktorl u streptokokd, stejné jako kyselina hyaluronova. Jeho pfitomnost na povrchu bunék mtize mit vliv na
translokaci HA ven z buné¢k a tvorbu HA kapsule.

SNV mutace byla identifikovana i v genu Sesec_00473 (Ile— Val), ktery koduje chaperon DnaK. DnaK
chaperon systém byl charakterizovan u né€kolika patogennich bakteriich a existuje hypotéza, Ze je zapojen
v dilezitych bunécnych reakcich i u streptokokl. Zména v tomto genu by mohla mit vliv na patogenicitu
a stresovou rezistenci bun¢k [60].

Dva zbyvajici geny Sesec 01341 (murM) a Sesec 02125 (mraY) jsou dulezitymi geny v metabolickych
drahach syntézy peptidoglykanu. Syntéza peptidoglykanu je silné kompetujici draha k draze syntézy HA.
Zpracovava stejny prekurzor (UDP-GIcNACc) jako hlavni stavebni jednotku. Pti analyze na DNA cipech byla
také zjiSténa zvysSena mira exprese u obou genl (murM o 20 % a mraY o 30 %). murM kéduje enzym, ktery
zpracovava meziprodukt dréhy ve prospéch streptokokalniho typu peptidoglykanu. mraY koduje enzym,
ktery se podili na utilizaci undecaprenolu a pfivadi jeho metabolity do drah syntézy peptidoglykanu.
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Tabulka 3: Inserce stejné jako delece zpiisobuje posun ctecitho ramce, tudiz mohou zpiisobit zménu v kompletni casti sekvence proteinu. V tabulce jsou
uvedeny piivodni AMK sekvence dle referencniho genomu ATCC35246 a zménéné sekvence AMK u CO4A. Cervené podbarvend aminokyselina je methionin,

kterd je kodovana start kodonem. Zlute podbarvené casti zndazornuji sekvenci, kterd byla mutaci zménéna.

Gen

Region

Varianta

baze v
ATCC

baze v
CO4A

smér
transkripce

puvodni AMK sekvence ATCC35246

zménénd AMK sekvence CO4A

Sesec 02448

2028893

Insertion

5’3’

BITNKTKRTGLVRKYGACSAAIALAALASLGAGKAVKA
DQPAALKYPEPRDYFLHTREGDVIYDEDIKRYFEDLEAYLTA
RLGGIDKKVEEAAQKPGIPGPMGLAGPQGPKGDKGDPGAPG
ERGPAGPKGDTGEAGPRGEQGPAGQAGERGPKGDTGAPGP
KGEKGDTGAVGPKGEKGDTGATGPKGDKGERGEKGEQGQ
RGEKGEQGQRGEKGEQGQRGEKGEQGQRGEKGEQGQRGE
KGEQKPKGDQGKDTKPSAPKAPEKAPAPKAPKASEQSSNPK
APAPKSAPNKSAAPTGQKATLPATGETNHPFFTLAALSVIAS
AGVLTLKGKKTKLVIVSFPYDTNENS*

BITNKTKRTGLVRKY GACSAAIALAALASLGAGKAVKADQP
AALKYPEPRDYFLHTREGDVIYDEDIKRYFEDLEAYLTARLGGI
DKKVEEAAQKPGIPGPMGLAGPQGPKGDKGDPGAPGERGPAGP
KGDTGEAGPRGEQGPAGQAGERGPKGDTGAPGPKGEKGDTGA
VGPKGEKGDTGATGPKGDKGERGEKGEQGQRGEKGEQGQRGE
KGEQGQRGEKGEQGQRGEKGEQGQRGEKGEQKPKGDQGKDT
KPSAPKAPEKAPAPKAPKASEQSSNPKAPAPKSAPNKSAAPTGQ
KATLPATGETNHPFFTLAALSVIASAGVLTLKGKID*ASYCIFPV*
H*F*QL

Sesec 00251

222568

Insertion

5’3’

MR Y TLNKNKRARNYGLCSAAIALAAVASLGTAGSAKA
EEAKTLDQLPNPEEQILYNYWDTNDQKAREYLGDLYGFLKS
YLGELEKKLKSLDLLDLKVKKEKKEKKVIRVSKALRGKRVT
KALRGKRVTKAKKVKRATKAKKARRVTKAKKARKANAVS
KVKKVKRVTKVSKAKASMDIRVTMEKMLSHQHLKQILNQQ
QKLWRQQLKRAHYQLQGRQITHSSPLQPLVLSLAPAC*H*K
ARKT

BIRY TLNKNKRARNYGLCSAAIALAAVASLGTAGSAKAEEA
KTLDQLPNPEEQILYNYWDTNDQKAREYLGDLYGFLKSYLGEL
EKKAKEPGPAGPKGEKGEKGEKGDPGIQGPKGEKGDQGPKGEK
GDQGQKGEKGDQSQKGEKGDQGQKGEKGQRGEQGQKGEKGD
QGIQGQGEHGHKGHHGKDAKPSAPKADSKSTAKAMAPAAQKG
TLPATGETNHPFFTLAALGVIASAGMLTLKGKKN*

Sesec_00296

258129

Insertion

TA

5' >3’

MIPEKPSKAELLSVLKDGLIVSCQALPGEPLYSEAGGIMPL
MAKAAEEAGAVGIRANGVRDIKEIQAVTDLPIGIIKKEYPPQ
SPFITPTMAEVDALVALDVAVIALDCTQRERHDGLAIADFIR
AIKEKYPDQLFMADISTLEEGLAAYEAGIDFVGTTLSGYTPY
SRQGTGPDMELIGALCEAGVSVIAEGKIHSPEEARAVQALGV
AGIVVGGAITRPKEIAERFVAALTSSLSIKKY *

BIPEKPSKAELLSVLKDGLIVSCQALPGEPLYSEAGGIMPLMA
KAAEEAGAVGIRANGVRDIKEIQAVTDLPIIGIKKEYPPQSPFITP
TMAEVDALVALDVAVIALDCTQRERHDGLAIADFIRAIKEKYPD
QLFMADISTLEEGLAAYEAGIDFVGTTLSGYTPYSRQGTGPDME
LIGALCEAGVYQ**LRARFTVQRRLGLFRLWEWLVLWLVVLLP
DQRKLQSALWRL*HRHCL*KNI

Kdyz se podivame na zménu u genu nank (Sesec_00296), kterou mutace vyvolala v sekvenci aminokyselinového fetézce proteinu, zjistime, Ze koncova ¢ast
proteinu zfejme nebude zcela funkéni. Vznik mnoha novych stopkodénovych sekvenci pravdépodobné zastavi translaci pred¢asné. Musime ovSem vzit v tvahu
1 moznost chybné sekvence v genomu kmene ATCC35246. Analyzou pomoci metody DNA ¢ipti a qPCR bylo zjisténo signifikantni navyseni (nejvyssi jaké
bylo v praci zaznamenano) miry exprese u tohoto genu v porovnani s genem referencniho kmene ATCC35246. Gen nanE ma v genomu homologni sekvenci
(Sesec_00291). U genu Sesec 00251 se zda, ze doslo ke stabilizaci sekvence proteinu a pravdépodobné i k aktivaci jeho funkce. Zde se vSak pravdépodobné
jedna o chybu pfti sekvenaci referencniho genomu ATCC35246. Pravdépodobnost mutace s takovym disledkem na sekvenci proteinu je velmi nizka. U genu
Sesec 02448 byla sekvence diky mutaci zkracena (zatfazeni stopkodonu) o nékolik aminokyselin.




Sl

3.3 Sledovani exprese genii za pomoci DNA ¢ipu

Syntéza kyseliny hyaluronové miiZe byt ovlivnéna intenzitou exprese geni u riiznych metabolickych drah, které spolu kompetuji (biosyntéza peptidoglykanu,
metabolismus aminocukrl a nukleotidii aj.) nebo se dopliuji (metabolismus zpracovani sachardzy aj.). Sledovani celogenomové exprese metodou DNA ¢ipt
u bakterialnich kmenti S. equi subsp. zooepidemicus (interni kmen s ozna¢enim CO4A a kmen referencni ATCC35246) bylo provedeno za danych kultivac¢nich
podminek. Vyizolovana RNA byla reverzni transkripci pfepsana do cDNA, ktera byla nasledn€ oznacena a hybridizovana na Cipu. Data byla zpracovana za
pouziti vhodné zvoleného softwaru. Analyza byla zaméfena na srovnani miry exprese u kmene referencniho ATCC35246 a kmene produkéniho CO4A
v souvislosti se zafazenim k urCité metabolické skupiné. Pokud byl rozdil exprese mezi kmeny nizsi nez 10 %, byla exprese povazovana za signifikantné
nemeénnou.

3.3.1 Metabolické drahy aminocukrii a nukleotidii
Velkou skupinou sledovanych genti energetického metabolismu jsou ty, zapojené do drah zpracovani aminocukri a nukleotidui (tab. 4).

Tabulka 4: V tabulce jsou uvedeny geny kmene CO4A vztahujici se k drahdam aminocukrii a nukleotidii. Uvedeno je oznaceni genu, jeho funkce, zkratka
a ciselné oznaceni k vyhledavani v databazi KEGG [61]. Jsou zde uvedeny pomeéry expresi genit u obou kmenit normalizovany k referencnimu genu gyrA. Na
obrazku 8 jsou geny vykresleny v kontextu dalsich drah. " Pomér celkové exprese genu v ATCC35246 k celkové expresi gyrA (ATCC35246). ¥ Pomér celkové
exprese genu v CO44 k celkové expresi gyrA (CO4A). ¥ Pomér celkovych expresi obou kmenii normalizovanych ke gyrd: CEGgyrd (CO4A4)/ CEGgyrA (ATCC)

Gen (iﬁ,ggcyr)’\l) ((gé%zr)’}) Pomér? erI;lfgz Funkce genu
1,20 1,35 1,13 113% | ugd; UDP-glucose 6-dehydrogenase HasB [KO:K00012] [EC:1.1.1.22]
235 3,14 133 | 133% galU; UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase HasC.2 [KO:K00963] [EC:2.7.7.9]
135 1,73 128 128% glmU; Bifunctional protein glmU [KO:K04042] [EC:2.7.7.23 2.3.1.157]
1,83 221 121 121% gpi; glucose-6-phosphate isomerase [KO:K01810] [EC:5.3.1.9]
2,55 2,66 1,04 | 4% galU; UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase HasC.2 [KO:K00963] [EC:2.7.7.9]
1,69 2,40 142 142% nanE; N-acetylmannosamine-6-phosphate 2-epimerase [KO:K01788] [EC:5.1.3.9]
0,96 1,12 L17| M17% ptsG; sugar phosphotransferase system (PTS), IIBC component [KO:K02778 K02779] [EC:2.7.1.199]
0,86 0,97 13| 113% PTS system, maltose and glucose-specific IIA-B-C component [KO:K02777] [EC:2.7.1.-]
325 5,98 1,84 | 184% nanE; N-acetylmannosamine-6-phosphate 2-epimerase [KO:K01788] [EC:5.1.3.9]
0,87 1,09 125 125% dapA; N-acetylneuraminate lyase [KO:K01639] [EC:4.1.3.3]
1,54 2,05 133 | 133% scrK; fructokinase ScrK [KO:K00847] [EC:2.7.1.4]
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1,06 1,30 123 | 123% |manA; mannose-6-phosphate isomerase Pmi [KO:K01809] [EC:5.3.1.8]

1,73 1,83 1,06| 16% |manZ; mannose-Specific Phosphotransferase System Component IID ManZ [KO:K02796] [EC:2.7.1.191]

1,67 1,75 1,05| 15% |manY; mannose-specific phosphotransferase system (PTS), IIC component [KO:K02795] [EC:2.7.1.191]

0,84 0,93 LI1| M1% manX; PTS system mannose-specific EIIAB component ManX [KO:K02793 K02794] [EC:2.7.1.191 2.7.1.191]
1,18 1,22 1,03| 13% nagA; N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase [KO:K01443] [EC:3.5.1.25]

1,82 1,83 1,00 0% glk; glucokinase [KO:K00845] [EC:2.7.1.2]

0,88 0,96 1,09| 19% | nagB; glucosamine-6-phosphate isomerase [KO:K02564] [EC:3.5.99.6]

0,97 1,17 121 121% murA; UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase [KO:K00790] [EC:2.5.1.7]

0,77 0,89 1,16 | 1M16% |nagZ; glycosyl hydrolase family protein [KO:K01207] [EC:3.2.1.52]

1,15 1,48 129 129% PTS system mannose/fructose permease 1IC component [KO:K02795] [EC:2.7.1.191]

124 1,64 132 132% |sugar phosphotransferase system (PTS), mannose/fructose/sorbose family, IID component [KO:K02796] [EC:2.7.1.191]
0,65 0,75 1,14 | 1149, |sugar phosphotransferase system (PTS), fructose family, IIA component [KO:K02793] [EC:2.7.1.191]

1,16 1,24 1,07 7% ¢glgC; glucose-1-phosphate adenylyltransferase [KO:K00975] [EC:2.7.7.27]

0,86 1,09 127 127% | &18C; glycogen biosynthesis protein GlgD [KO:K00975] [EC:2.7.7.27]

1,02 0,99 097| 3% |murA; UDP-N-acetylglucosamine I-carboxyvinyltransferase [KO:K00790] [EC:2.5.1.7]

1,27 1,36 1,07 7% galE; UDP-glucose 4-epimerase [KO:K01784] [EC:5.1.3.2]

1,73 237 137 137% glmS; glucosamine--fructose-6-phosphate aminotransferase [KO:K00820] [EC:2.6.1.16]

1,19 1,22 1,02 12% |manB; phosphomannomutase PgmA [KO:K01835] [EC:5.4.2.2]

121 1,39 1,15 1159 |murB; UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosamine reductase [KO:K00075] [EC:1.3.1.98]

1,40 1,51 1,08 8% |sugar phosphotransferase system (PTS), mannose/fructose family, IID component [KO:K02796] [EC:2.7.1.191]
1,14 1,19 1,05 15% agaC; mannose permease 1IC component ManY [KO:K02795] [EC:2.7.1.191]

0,58 0,62 1,07 7% PTS system mannose/fructose family IIA component [KO:K02793] [EC:2.7.1.191]

231 2,77 120| 120% | glmM; phosphoglucosamine mutase GImM [KO:K03431] [EC:5.4.2.10]

2,15 2,79 1,30 130% glmU; Bifunctional protein glmU [KO:K04042] [EC:2.7.7.23 2.3.1.157]

0,95 1,19 125 125% galK; galactokinase [KO:K00849] [EC:2.7.1.6]

0,68 0,77 1,13 | 113% | galT; galactose-1-phosphate uridylyltransferase [KO:K00965] [EC:2.7.7.12]

0,57 0,69 121 121% | galE; UDP-glucose 4-epimerase [KO:K01784] [EC:5.1.3.2]

1,57 1,96 125 125% gamP; glucose-specific phosphotransferase system (PTS), IABC component [KO:K02777 K20107 K20108] [EC:2.7.1.- 2.7.1.208]
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Obrdzek 8: Oznacené geny (zelené ordmovani) se podileji predevsim na metabolickych drahdach N-
acetylglukosaminu. Dalsi geny koduji enzymy zapojené v metabolickych drahach sacharidickych
sloucenin navazujici na glykolyzu a glukoneogenezi. Obecné jsou aminocukry, nukleotidy a jejich
metabolické verze nejvice zapojeny v drahach glykolyzy a glukoneogeneze. Zelené podbarvené geny se
vyskytuji u S. zooepidemicus ATCC35246. Bile podbarvené geny nejsou u S. zooepidemicus pritomny.
[upraveno dle 61]
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Vybér sledovanych genti metabolickych drah aminocukrti a nukleotidil je zaméfen na metabolismus
UDP cukrt (N-acetylglukosaminu, GlcNAc) jako prekurzoru biosyntézy kyseliny hyaluronové. N-
acetylglukosamin mtze byt ziskavan extracelularné¢ anebo mize byt produktem metabolismu. Gen
Sesec 00848 (nagZ, EC:3.2.1.52) koduje B-N-acetylhexosaminidazu, ktera katalyzuje hydrolyzu B-N-
acetylglukosaminu (NAG) zneredukujiciho konce riznych glukokonjugati a piivadi GIcNAc do
metabolismu [62]. U tohoto genu bylo sledovano navySeni exprese o 16 %. Gen Sesec_00430 koduje
enzym fruktokinazu (scrK, EC:2.7.1.4), ktery méni fruktézu na fruktézu-6-P. Fruktoza prichazi z drah
metabolismu fruktézy, manozy a zejména sachardzy. Fruktdza-6-P muze dale odchazet ke zpracovani
do kaskad glykolyzy a syntézy HA. Zde bylo pozorovano navySeni miry exprese o 33 % v porovnani
s referencnim kmenem. Frukt6za-6-P mtze byt jako meziprodukt konvertovana na glukozu-6-P.
Konverzi katalyzuje enzym glukdza-6-fosfat izomeraza (gpi, EC:5.3.1.9), ktera je kodovana genem
Sesec 00235. Navyseni jeho relativni miry exprese v porovnani s kmenem ATCC35246 bylo stanoveno
na 21 %. Gen je soucasti jak drah glykolyzy, tak biosyntézy HA. Frukt6za-6-P miize byt odvedena jako
substrat 1 do drah metabolismu mandzy. Zménu na man6zu-6-P katalyzuje enzym manoza-6-fosfat
izomeraza, kterd je koddovana genem Sesec 00431 (manAd, EC:5.3.1.8). NavySeni miry exprese bylo
0 23 % vyssi nez u referen¢niho kmene. Glukozu-6-P miize buiika ziskat hydrolyzou sacharézy, nebo
jako extracelularni substrat a k tomu je vyuzivan gen Sesec 00292 kodujici ¢ast fosfotransferazového
systému PTS (ptsG, EC:2.7.1.199). U tohoto genu bylo sledovano navyseni exprese o 17 %.

V metabolismus aminocukrii a nukleotidi je zajimavy gen nanE (Sesec_00296), ktery katalyzuje
obousmérnou reakci ménici GIcNAc-6-P na ManNAc-6-P a mize tak odvadét prekurzor syntézy HA
do drah metabolismu mandzy. Gen Sesec 00296 (rnanE) ma v genomu homologni sekvenci
Sesec 00291. Ob¢ kopie vykazovaly vysokou miru exprese v porovnani s referenénim kmenem
ATCC35246 (Sesec_00291 mél nartst exprese o 42 % a Sesec_00296 dokonce o 84 %). V sekvenci
Sesec_00296 byla identifikovana inserce (kap. 3.2 tab. 2), ktera posunula a pfedev§im zkratila Cteci
ramec. Disledkem mohl byt pozorovany nartist exprese gent.. Gen nank je kliCovym enzymem také
u biosyntézy N-acetylneuraminové kyseliny (sialové kyseliny) [56, 57, 58]. Geny Sesec 00291 (nank),
Sesec 00292 (ptsG), Sesec 00293 (PTS systém), Sesec 00296 (nanE) a Sesec 00302 (dapA) jsou
molekula uplatiiuje N-acetylglukosamin [57]. Z dat je patrné, Ze se zvySila jejich exprese oproti
ATCC35246 v rozmezi 13-84 %. Muze to naznacovat pravé nedostatek enzymu N-acetylmannosamin-
6-fosfat-2-epimerazy (popi. omezeni jeho funkcénosti v porovnani s ATCC35246), potazmo depresi této
metabolické drahy, ktera spotfebovava u S. zooepidemicus CO4A prekurzor syntézy HA — GlcNAc.
Pokud tedy jedna z cest zpracovani GlcNAc neni funkéni, miize to vést k posileni zbylych drah a to by
mohlo vysvétlovat i zvySenou expresi gend, které tento cukr zpracovavaji.

Pokud se podivame na geny vice zapojené do metabolickych drah UDP-GIcNAc, mizeme zacit
u velmi bézného metabolitu fruktdzy-6-P. Fruktdza-6-P prichazi z cyklu glykolyzy a glukoneogeneze.
Pomoci enzymu glukdézamino-fruktdza-6-fosfat aminotransferaza (g/msS, EC:2.6.1.16), ktery je kodovan
genem Sesec 01170, je konvertovana na gluk6zamin-6-P. Mira exprese byla o 37 % vyssi nez u kmene
ATCC35246. Kaskada pokracuje genem Sesec 01569, ktery koduje enzym fosfoglukdozamino mutazu
(glmM, EC:5.4.2.10). Méni glukdézamin-6-P na D-gluk6zamin-1-P. Mira exprese byla stanovena na
hodnotu o 20 % vyssi. D-glukézamin-1-P je nasledné konvertovan na N-acetylgluk6zamin-1-P za
katalyzy C-terminalni domény bifunkéniho enzymu glukosamin-1-fosfat acetyltransferazy (gimU,
EC:2.3.1.157; EC:2.7.7.23), ktery je kodovan genem Sesec 01989 (Sesec 00234). Mira jeho exprese
byla navysena o 30 % v porovnani
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s referen¢nim kmenem. Tento enzym (g/mU) spolu s piedchozimi dvéma enzymy (g/mS, glmM) se piimo podileji na syntéze prekurzoru pro produkci HA.
N-terminalni doména stejného enzymu (g/mU) katalyzuje zménu N-acetylglukosaminu-1-P na aktivovanou formu UDP-N-acetylglukosamin [63]. Zde bylo
zaznamenano navySeni miry exprese o 28 %.

Geny zapojené piimo v metabolickych reakcich vedoucich ke vzniku N-acetylglukosaminu mély vyssi zménu miry exprese, nez v drahach okrajovych, nebo
tam kde byl metabolit odvadén do jinych cykli. Mazeme fici, Ze u kmene CO4A mély klicové geny signifikantné vys$si zménu exprese a tudiz je pravdépodobné,
Ze se projevila i na trovni proteomu. Mlzeme pozorovat kaskadu gent s vy$§i mirou exprese smétujici od glukozy-6-P a fruktozy (pochazejici ze sacharozy,
jako uhlikového zdroje v kultivaci) az k UDP-N-acetylglukosaminu (prekurzoru biosyntézy HA). Zajimavym genem byl i gen nank, ktery je klicovym jak pro
energeticky metabolismus buiiky, tak pro biosyntézu neuraminové kyseliny [56].

3.3.2 Geny has operonu a vybrané geny souvisejici s produkci HA

Do tohoto oddilu byly zatazeny geny metabolickych drah, které souvisi ptimo, nebo neptimo s produkci HA, nebo ji mohou svou aktivitou ovliviiovat (tab. 6).
Byly sem zatazeny geny has operonu (tab. 5), tedy pfimo drahy syntézy HA.

has operon

Tabulka 5: V tabulce jsou uvedeny geny zapojené v metabolickych drahdch produkce kyseliny hyaluronové (geny has operonu). Uvedeno je oznaceni genu,
jeho funkce, zkratka a ciselné oznaceni k vyhledavani v databazi KEGG [61]. Jsou zde uvedeny pomeéry expresi genit u obou kmenu normalizované
k referencnimu genu gyrA. Schéma genii has operonu v kontextu biosyntézy HA je uvedeno na obrdzku 9.V Pomér celkové exprese genu v ATCC35246 k celkové
expresi gyrA (ATCC35246). ¥ Pomér celkové exprese genu v CO44 k celkové expresi gyrd (CO44). ¥ Pomér celkovych expresi obou kmenii normalizovanych
ke gyrA: CEGgyra (CO4A4)/ CEGgyra (ATCC)

Gen ((Ii}%g%')’}) ((é%%‘y")’;) Pomér? | Zména exprese Funkce genu
- Sesec_0023 1hasA 2,56 4,77 1,86 T86% hasA; hyaluronansynthase HasA [KO:K00752][EC:2.4.1.212]
2 Sesec_00232ugd 1,20 1,35 1,13 3% ugd; UDP-glucose 6-dehydrogenase HasB [KO:K00012] [EC:1.1.1.22]
% Sesec_00233galU 2,35 3,14 1,33 T33% galU; UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase HasC.2 [KO:K00963] [EC:2.7.7.9]
E Sesec_00234glmU 1,35 1,73 1,28 1728% glmU; Bifunctional protein glmU [KO:K04042] [EC:2.7.7.23 2.3.1.157]
Sesec_00235gpi 1,83 2,21 1,21 T21% gpi; glucose-6-phosphate isomerase [KO:K01810] [EC:5.3.1.9]
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Obrazek 9: Geny has operonu v kontextu metabolickych drah produkce HA majici zménu exprese
vys$si nez 10 % [upraveno dle 5].

has operon, koduje centralni enzymy biosyntézy kyseliny hyaluronové, a je regulovan silnym
promotorem. Ocekavali jsme, ze vyssi vytézek HA u kmene CO4A v porovnani s referenci by mohl mit
puvod ve zvysené expresi gentl ~as operonu. Nase vysledky skuteéné ukazaly, Ze exprese has operonu
u CO4A je vyssi nez u ATCC35246. Nejvyssi zména genové exprese byla zaznamenana u genu
Sesec 00231 kodujiciho hyaluronan syntazu (has4, EC:2.4.1.212). Enzym je klicovy pro spojeni dvou
prekurzorti a vzniku HA. NavySeni bylo o 86 % v porovnani s referenénim kmenem. U ostatnich gent
nebylo zaznamenano tak vyrazné navyseni miry exprese (Sesec 00232 o 13 %; Sesec_00233 o 33 %;
Sesec_00234 o 28 %; Sesec_00235 o0 21 %). Sila exprese genti v jednom operonu klesa se vzdalenosti
od promotorové sekvence [30]. Zde se tento jev Upln€ nepotvrdil. Je v§ak nutné zohlednit i to, Ze gen
gpi je regulovan samostatnym promotorem (o7°) [30]. Podili se, jako jeden s kli¢ovych geni, na drahach
metabolismu cukril, a proto je pro buitku nezbytna samostatna regulace jeho exprese.

U Sesec 00234 (glmU) byla, jako u jediného genu Aas operonu, identifikovana bodova mutace. Jde
se o tzv. tichou mutaci, kdy nedochazi ke zmén¢ v sekvenci aminokyselin vzniklého proteinu. Mutace
nezpusobila zménu aminokyselinové sekvence, nicméné stejny polypeptid s jinou nukleotidovou
sekvenci by mohl byt translatovan s rozdilnou efektivitou [55].
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1C

Vybrané metabolické drahy

Tabulka 6: V tabulce jsou uvedeny geny zapojené ve vybranych metabolickych drahdach souvisejicich s produkci HA. Uvedeno je oznaceni genu, jeho funkce,
zkratka a ciselné oznacent k vyhledavani v databazi KEGG [61]. Jsou zde uvedeny poméry expresi genit u obou kmenit normalizované k referencnimu genu
gyrd. Geny jsou vykresleny v kontextu biosyntézy HA na obrazku 10. 7 Pomér celkové exprese genu v ATCC35246 k celkové expresi gyrA (ATCC35246).
2 Pomeér celkové exprese genu v CO4A k celkové expresi gyrd (CO44). ¥ Pomér celkovych expresi obou kmenii normalizovanych ke gyrA: CEGgyq (CO4A)/
CEGgya (ATCC)

Zména exprese Funkce genu

™3% PTS system, maltose and glucose-specific IIA-B-C component [KO:K02777] [EC:2.7.1.-]

™84% nanE; N-acetylmannosamine-6-phosphate 2-epimerase [KO:K01788] [EC:5.1.3.9]

T™10% gpm; phosphoglycerate mutase family protein
3% nagA; N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase [KO:K01443] [EC:3.5.1.25]
9% nagB; glucosamine-6-phosphate isomerase [KO:K02564] [EC:3.5.99.6]

™21% murA; UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase [KO:K00790] [EC:2.5.1.7]

™22% eno; phosphopyruvate hydratase [KO:K01689] [EC:4.2.1.11]

0% sulfatase [KO:K19005] [EC:2.7.8.20]

J 6% pfk; 6-phosphofructokinase [KO:K00850] [EC:2.7.1.11]

179% pyk; pyruvate kinase [KO:K00873] [EC:2.7.1.40]

™37% glmS; glucosamine--fructose-6-phosphate aminotransferase [KO:K00820] [EC:2.6.1.16]

T™33% 1dh; L-lactate dehydrogenase [KO:K00016] [EC:1.1.1.27]

™5% murB; UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosamine reductase [KO:K00075] [EC:1.3.1.98]

™20% glmM; phosphoglucosamine mutase GImM [KO:K03431] [EC:5.4.2.10]

™27% ugtP; glycosyltransferase [KO:K19002] [EC:2.4.1.337]

9% glycosyltransferase [KO:K13677] [EC:2.4.1.208]




Sesec_01044eno
Sesec_01167pfk == S A U

Sesec_01168pyk

T

pyruvate —» lactate

Pentose Phosphate Pathway Glycolysis
Glucose ﬁ ﬁ
(external) —P/\ Glucose-6-P  my. Fructose-6-P
Pgi
5319 |GImS Nag8
atp’ ADP P 26116 1 35996
(1.4°%) (+4.1**%)
Cell wall <:| Glucose-1-P Glucosamine-6-P <  N-acetylglucosamine-6-P
: NagA
DOIysaCCha”des GImM 35.1.25 SeseC00293| ATP
=& My
+1.6 "
Sesec_01147 .
= ichol Glucosamine-1-P .
[Sesec_01819ugtP]<==1 ™% <=3 uop-Glucose N-acetyl glucosamine

acid P
Sesec_01820 — A-CoA (external)
::_.l Hase CoA
13322

N-acetylglucosamine 1 P
UDP-Glucuronic acid
l uTP
UDP ‘4 HasA @ PPi
24.1.212
UDP N-acetylglucosamine

Hyaluronic Acid /
uDP MurA
2517
(-0.7 %) =>|Sesec_01392murB|
Peptidoglycan

Obrdzek 10: Geny vybranych metabolickych drah zarazeny do souvislosti s biosyntézou HA. Zelené
oznaceny jsou geny, které mély zménu miry exprese vyssi nez 10 % v porovnani s referencnim kmenem.
Cervené zakrouzkované jsou geny, u kterych byla zjisténa mutace. U genu glmU byla identifikovina SNV
ticha mutace, u genu nank doslo k inserci dvou nukleotidit a u HasC (galU) se vyskytla SNV mutace v jeho
homologni sekvenci Sesec_00255 [upraveno dle 5].

Produkci HA by mohlo ovlivnit odvadéni meziproduktti syntézy ke zpracovani do jinych metabolickych
drah. Piikladem toho miize byt vyuziti aktivovaného UDP-N-acetylglukosaminu pro syntézu peptidoglykanu.
Timto smérem byly sledovany dva geny (Sesec 00830, Sesec_01392). Gen Sesec 00830 (murd, EC:2.5.1.7)
mél navySenou miru exprese o 21 % v porovnani s kmenem ATCC35246. Gen Sesec 01392 (murB,
EC:1.3.1.92) mé¢l expresi vyssi o 15 %. Aktivita hasA genu (86 % navyseni) byla v porovnani se zminénymi
geny tak vysoka, ze pokud by se ve stejné mife projevila na proteinové trovni, mohlo by dojit k navySeni HA
syntdz v membrané¢ a ziejm¢ by dochdzelo k vyznamnému navysSeni produkce HA. Draha syntézy
peptidoglykanu kompetuje s drahou syntézy HA piedev§im pfi intenzivnim rdstu streptokokalnich bunék.
Pozdéji, kdy je dosazeno maximalni hustoty bunék v médiu, se tato draha realizuje v pfipadnych prestavbach
buné¢né stény. Souvisi to i se skute¢nosti, ze narust koncentrace HA v médiu je oproti ristu bunék zpozdény.

Do metabolickych drah syntézy lipoteichoové kyseliny by mohla byt odvadéna UDP-glukéza. Timto
smérem byl sledovan gen Sesec 01819 (ugtP, EC:2.4.1.337), ktery mél expresi vy$§i 027 % nez
u referen¢niho kmene. Lipoteichoova kyselina je ukotvena na plasmatické membrané bunék a napomaha
k jejich uchyceni na sliznicich hostitelského organismu [151, 146]. Smérem z metabolismu syntézy HA byly
sledovany dva geny (Sesec 01044, Sesec 01349). U genu Sesec_01044 (eno, EC:4.2.1.11) bylo vypocteno
navySeni exprese o 22 % v porovnani s referenci. U genu Sesec 01349 (Idh, EC:1.1.1.27) bylo zjisténo
navysSeni 033 %. Zména exprese gend smérem do drah glykolyzy byla vys§i nez u drah syntézy
peptidoglykanu. Bunka by pravdépodobné preferovala energeticky metabolismus pfed navySenim syntézy
komponent bunééné stény. Samoziejmée bude zalezet na stavu kultivace a jejich podminkach. Frukt6za-6-P
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je konvertovana i na glukosamin-6-P, ktery vede k syntéze UDP-N-acetylglukosaminu. Konverze je
katalyzovéna aminotransferazou, kterd je kodovana genem Sesec 01170 (g/mS, EC:2.6.1.16). Jeho zména
exprese byla 037 % vyssi nez u kmene ATCC35246. Pokud porovname dva sméry, kterymi mize byt
frukt6za-6-P zpracovana, intenzita exprese gent je porovnatelna.

Jednim z faktord, které by mohly pozitivné ovlivnit produkci HA, je zpracovani N-acetlyglukosaminu,
ktery byl dodan jako extracelularni substrat. Enzym ke konverzi GIcNAc na N-acetylglukosamin-6-P koduje
gen Sesec_00293 (PTS transportni systém, EC:2.7.1.-). Jeho exprese byla o 13 % vyssi nez u reference.
Nésledné se méni glukosamin-6-P na glukosamin-1-P za katalyzy enzymem, ktery je kodovan genem
Sesec_01569 (gimM, EC:5.4.2.10). Exprese genu byla o 20 % vyS$i nez u kmene ATCC35246. N-
acetylglukosamin-6-P nemusi byt sméfovan piimo do drahy syntézy HA. Gen Sesec 00296 (nank,
EC:5.1.3.9) odvadi N-acetylglukosamin-6-P konverzi na N-acetylmanosamin-6-P do drah metabolismu
manodzy (4j. také do drah biosyntézy kyseliny N-acetylneuraminové [56, 57, 58]). Exprese genu byla o 84 %
vys$$i nez u kmene ATCC35246. Otazkou je, jaky vliv bude mit dodani externiho GIcNAc do kultiva¢niho
prostiedi pfi cileném experimentu. VIiv GlcNAc na produkci HA byl studovan pomoci metody qPCR.

Vyuziti externé dodané sachardzy, ktera je St€pena na glukdzu-6-P a fruktozu, mize mit také potencialné
pozitivni vliv na produkci HA. Tento smér drahy byl sledovan prostiednictvim genu Sesec 00467 (gpm,
EC:5.4.2.2), ktery koduje mutazu ménici glukézu-6-P na glukozu-1-P. Mira exprese genu byla o 10 % vyssi
nez u reference. Navic glukdza-6-P mtize vstupovat do drah pentézového cyklu.
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3.4 Sledovani exprese vybranych genii pomoci metody gPCR

Metoda qPCR umoziiuje sledovani a analyzu miry exprese gend v realném ¢ase a je schopna detekovat
velmi malé koncentrace analyzovaného substratu. Klicové pro hodnoceni a interpretaci vysledkl ziskanych
touto metodou bylo stanoveni referenéniho genu. Nasledné byly analyzovany geny zapojené do
metabolickych drah syntézy HA a do metabolickych drah potencialné participujicich na produkci HA. Byly
srovnany standardni kultivace kmenli CO4A a ATCC35246 s kultivacemi suplementovanymi GlcNAc,
jednim z prekurzort syntézy HA. Byl testovan jeho vliv na expresi uvedenych gent i na celkovy vytézek HA.
U vSech analyz byla jako negativni kontrola pouzita cDNA z bakterialniho kmene Escherichia coli DH5o.
spolecn¢ s primery pro gen kodujici hyaluronan syntazu (hasA4). Gen hasA neni v E. coli ptitomen, hodnoty
byly proto metodou gPCR nedetekovatelné, nebo zcela mimo standardni rozsah detekce.

3.4.1 Ovéi‘eni exprese genit has operonu

Geny has operonu jsou odpovédné za produkci kyseliny hyaluronové. Kyselina hyaluronova jako jeden
z virulentnich faktord je pro preziti streptokoka v hostitelském organismu velmi dtleZita. Proto bylo zajimavé
sledovat expresi téchto genti u kmene CO4A, ktery vykazuje vysokou miru produkce HA v porovnani
se sbirkovym kmenem ATCC35246 [50]. Geny a navrzené primery jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7: Geny has operonu s navrzenymi primery pro analyzu gPCR

Oznaceni genu Primery Produkt genu (protein)
Forward [TTAAGCACCCGCTGTCCTTC hasA, hyaluronan synthase HasA
Sesec 00231 Reverse |[TTACGTGTTCCCCAGTCAGC
Forward [TTTATGGGCTCACAGGAGGC ugd, UDP-glucose 6-dehydrogenase HasB
Sesec 00232 Reverse |[AGACACCCGCATAGCCAAAA
Forward [CTCCAAGCCAAGGGCAAAAC |galU, UTP-glucose-1-phosphate
Sesec 00233 Reverse |AGTCCTCTAGGGTGGCTCTG |uridylyltransferase (HasC)
Forward |GCCAGCCAAGAAAAGGTTGG . . .
glmU, Bifunctional protein glmU
Sesec 00234 Reverse |[TTGTTGATCCGCTCCTGCAT
Forward |[TTTCTTGGGCTGGCTTGAGT . .
gpi, glucose-6-phosphate isomerase
Sesec 00235 Reverse |AGCACCAAGGTAAGAGCCAC

Mira exprese gent Aas operonu byla sledovana metodou qPCR. Ziskané hodnoty C; byly normalizovany
k referen¢nimu genu gyr4 a byl vypocten primér ze tii biologickych replikati experimentu. Data jsou
uvedena v tabulce 8 a byla vynesena do grafti pro oba kmeny (graf 1 a 2). Geny jsou uvedeny v pofadi,
v jakém jsou pfitomny v has operonu. Smeérem od promotoru mira exprese klesa. Vyjimkou je gen gpi
kodujici glukdzu-6-fosfoizomerazu, ktery je Fizen samostatnym, silné konzervovanym ¢’° promotorem [30].

Tabulka 8: Prumeérné hodnoty C; biologickych replikdtit obou kmenii v poméru k C; referencnimu genu
gyrd (CgyrA/Cgenu).

has operon ATCC35246 CO4A
Oznaceni genu 4h 8h 12h 16 h 4h 8h 12 h 16 h
SeseC 00231:hasA 1,29 1,28 1,26 1,25 1,18 1,22 1,24 1,25
SeseC _00232:ugd 1,07 1,06 1,06 1,06 1,06 1,11 1,12 1,16

SeseC_00233:galU 1,12 1,11 1,12 1,10 1,06 1,08 1,18 1,17
SeseC 00234:glmU 1,07 1,06 1,06 1,04 1,03 1,01 1,08 1,05
SeseC_00235:gpi 1,18 1,17 1,16 1,14 1,12 1,13 1,16 1,15
SeseC_01348:gyrA 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
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C, hodnoty genti has operonu normalizovany ke gyrA - kmen CO4A
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Graf 1: Normalizované C, hodnoty genit has operonu kmene CO4A. has operon je regulovan dveéma
konzervovanymi promotory. Mira exprese odpovida predpokladu. Gen kodujici hasA mél nejvyssi expresi ze
vsech sledovanych genmii. Mira exprese genii klesa se vzdalenosti od promotorové oblasti, tak jak ukazuji data
v grafu. Vyjimku tvori gen Sesec 00235 (gpi), ktery koduje enzym klicovy pro drdhy energetického
metabolismu. Je tedy pravdépodobnd moznost samostatné regulace a proto je pred genem umisténa druhd
promotorova sekvence regulujici expresi pouze gpi genu [30].

C, hodnoty genti has operonu normalizovany ke gyrA - kmen ATCC35246
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Graf 2: U kmene ATCC35246 byl vyvoj exprese genii stejny jako u kmene CO4A. Dokonce u ATCC35246
byla relativni mira exprese hasA ve 4. hodiné kultivace vyssi nez u CO4A. Ostatni geny mély miru exprese
srovnatelnou s CO4A4.

V této kapitole vysledkd byla zhodnocena exprese genl has operonu u kmene produkéniho CO4A
a referen¢niho ATCC35246. Exprese gentl je vyssi nez u referencniho genu gyr4. Signifikantné vyssi pak
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v piipad¢ genid hasA a gpi. Geny has operonu jsou pod kontrolou dvou nezavislych promotort [30]. Pod
kontrolou druhého siln& konzervovaného promotoru ¢’° je pouze gen gpi. Jeho exprese je niz$i neZ exprese
genu hasA, nicméné vyrazné vys$i nez exprese zbylych gend sas operonu. Gen hasA kodujici hyaluronan
syntazu je exprimovan s nejvyssi intenzitou. Je zafazen na prvni misto hned po sekvenci prvniho promotoru
(exprese gent klesa se vzdalenosti od sekvence promotorové ¢asti [30]). Co se tyka zmény miry exprese
v Case, nepozorovali jsme zadny vyrazny trend u kmene CO4A, ani u kmene ATCC35246. Celkové to
vypada, ze exprese geni has operonu je u obou sledovanych kmenti srovnatelna. AvSak u analyzy metodou
DNA ¢ipt (kap. 3.3.1) byl zaznamenén signifikantni nardst miry exprese gend sas operonu u kmene CO4A
v porovnani s referenénim kmenem ATCC35246. Mohlo to byt zptisobeno rozdilnym stavem bunék pii
kultivaci. PoCet bun¢k dodanych v inokulu by mélo byt velmi podobné (ovéfeno spektrofotometricky),
nicmén¢ kvalita kultury mohla byt odli$na (u kmene ATCC35246 horsi) a tim mohla byt kultivace zpozdéna.
Metoda DNA cipt také mize ve vyssi mife vykazovat falesné pozitivni vysledky, pravé proto je hojné
vyuzivana v kombinaci s metodou qPCR. Bakterialni bunky kmene ATCC35246 vSak produkuji vyrazné
méné HA nez buniky produkéniho kmene CO4A (kap. 3.4.3). ProtoZe u studovanych kmenti metodou gPCR
nebyla zjisténa signifikantni zména exprese genil sas operonu, je mozné konstatovat, ze biosyntéza kyseliny
hyaluronové je v nich regulovana i jinym zptsobem.

3.4.2 Vliv N-acetylglukosaminu na expresi vybranych skupin genit

Jiz drive byl v literatufe publikovan pozitivni vliv suplementace média GlcNAc na produkci HA u bakterii
rodu Streptoccocus [5]. Na nasledujicim schématu (obr. 11) jsou vybrané geny vykresleny v souvislosti
s metabolickymi drahami HA. U nepfimo zapojenych metabolickych drah se jednad pfedev§im o enzymy
zapojené v syntéze bunécné stény (peptidoglykanu, litoteichoové kyseliny) a do energetického metabolismu

bunky.
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Obrdzek 11: Geny oznaceny cervenym krouzkem byly vybrdny jako potencialné zajimavé pro studium
Jejich exprese. [upraveno dle 5]

Hyaluronic Acid

Byly provedeny kultivace bakteridlnich kment CO4A a ATCC35246 v kultivaénim médiu
suplementovaném N-acetylglukosaminem (0,5 g/l) a v kultivaénim médiu bez suplementace. gPCR byla
nastavena dle odpovidajicich parametri. Samoziejmosti bylo zafazeni negativni kontroly, pro kterou byla
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pouzita jako templat cDNA ziskana piepisem RNA z bakterie E. coli DH50. a primery pro gen hasA, ktery se
u E. coli nevyskytuje. Ziskana data byla dale analyzovana.

Analyza zmén relativni genové exprese metodou 244V

Ziskané C; hodnoty byly normalizovany k referenénimu genu gyr4 a byla provedena analyza relativnich
zmén genové exprese metodou 2022V [64]. Vysledné hodnoty pro 1. biologicky replikat obou kmeni jsou
uvedeny v tabulce 9. Hodnoty ziskané metodou 2*2Y definuji relativni zmény exprese genu ve vztahu
k referen¢nimu genu a kontrolni kultivaci [64].

Tabulka 9: Hodnoty relativni zmény exprese vybranych skupin genii ziskané metodou 2**<”
Fold change 1. biologického replikatu
Gen CO4A ATCC

6 9 12 16 6 9 12 16
gyrA 1 1 1 1 1 1 1 1
Sesec 0023 1hasA 1,11 1,23 0,44 0,46 1,15 1,05 0,83 0,74
Sesec_00232ugd 1,18 1,18 0,71 0,48 0,69 0,78 1,42 1,07
Sesec 00233galU 1,15 1,25 0,22 0,26 1,23 0,80 0,73 0,67
Sesec 00234glmU 1,17 1,81 0,24 0,40 0,96 0,72 0,72 0,74
Sesec 00235gpi 1,04 1,08 0,43 0,55 1,01 1,07 1,04 1,03
Sesec_00293 1,00 1,33 0,44 0,65 1,22 0,72 1,09 0,91
Sesec_00296nanE 1,17 1,57 0,78 0,99 0,74 0,91 1,02 0,74
Sesec 00467pgm 1,11 1,30 0,63 0,56 1,02 0,80 0,89 0,70
Sesec_00575nagA 0,91 1,19 0,65 0,80 1,23 0,71 1,19 1,03
Sesec_00795nagB 1,18 1,23 0,42 0,32 0,67 0,58 0,70 0,53
Sesec 00830murA 1,14 1,70 0,65 0,95 1,12 0,91 1,28 1,14
Sesec 01044eno 1,09 1,25 0,53 0,54 1,35 1,11 0,98 0,93
Sesec 01147 1,25 1,33 0,49 0,47 1,11 0,70 1,22 1,01
Sesec 01167pfk 1,22 1,40 0,33 0,24 1,03 0,90 1,14 0,97
Sesec 01168pyk 1,01 1,03 0,47 0,39 0,85 0,88 1,18 0,99
Sesec 01170glmS 1,16 1,81 0,52 0,87 0,79 0,80 0,75 0,69
Sesec 013491dh 0,89 1,19 0,75 0,83 0,84 0,85 1,19 1,06
Sesec_01392murB 1,03 0,75 0,55 0,60 0,52 0,45 0,97 0,95
Sesec_01569gImM 0,76 0,94 0,68 0,78 1,03 0,73 0,79 0,75
Sesec_01819ugtP 0,70 1,27 0,41 0,51 0,93 0,97 1,09 0,75
Sesec 01820 1,07 1,38 0,77 0,92 0,65 0,64 0,84 0,89

Hlavni studovanou metabolickou drahou byla biosyntéza HA. Geny kodujici enzymy v ni zapojené, se
nachazeji v sekvenci za sebou v jednom operonu. Aas operon byl pojmenovan podle produkce HA. Prvni
Ctyfi geny jsou regulovany jednim promotorem, a proto mizeme ocekavat obdobnou reakci na zménu
kultiva¢niho prostfedi (obohaceni média GIcNAc) [30]. Skute¢né u zminénych genti kmene CO4A sledujeme
v prvnich hodinach (6. a 9. hodin€) kultivace navySeni miry exprese v porovnani s kontrolni kultivaci (u
Sesec_00231 hasA o 11 % a 23 %, u Sesec_00232 ugd o 18 % v obou piipadech, u Sesec_00233 ga/U o 15
% a 25 %, u Sesec_00234 glmU o 17 % a 81 %). U kmene ATCC35246 tento efekt nepozorujeme ziejme
proto, ze GIcNAc je utilizovan v pozdéjsi fazi kultivace. Gen Sesec 00234 (g/mU) v CO4A ma ve své
nukleotidové sekvenci bodovou mutaci (kap. 3.2, tab. 2), ktera ovSem nezplsobuje zménu na proteinove
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sekvenci. Vliv této mutace na expresi g/lmU bude pravdépodobné minimalni, nicméné ji nelze zcela vyloudit
[55]. U genu kodujiciho glimU byl u CO4A pozorovan vyrazny narlst exprese v 9. hodiné kultivace (81 %).
Geny kodujici gimU a galU maji v sekvenci genomu i svou druhou kopii (homologni sekvenci). Ta miize
souviset s vyraznym naristem exprese g/mU v CO4A amohla by vést k vyssi koncentraci enzymu
syntetizujiciho prekurzor (GIcNAc) syntézy HA. V piipadé genu Sesec 00233 (galU) byla v jeho kopii
identifikovana SNV mutace, kdy doslo i ke zméné¢ AMK sekvence (Ala—Thr). PfedevSim u kmene
ATCC35246 ve 4. hodiné kultivace byl sledovan nartst u ga/U o 23 %. Oproti tomu ptidavek GlcNAc do
média nemél vliv na expresi Sesec_00235 (gpi). Ke konci kultivace (ve 12. a 16. hodin¢) pozorujeme celkovy
pokles exprese. Kultura se dostava do stacionarni faze ristu, kultivaéni podminky se zhorSuji a mtize dochazet
k intenzivné;si degradaci RNA. ZhorSeni kultivacnich podminek spociva ptedevsim ve zmén¢ pH (napiiklad
vysoka produkce laktatu [27]), jeho vyrovnavanim pomoci NaOH a s tim spjatymi zménami v osmotickém
prostfedi bunék. Dale dochazi v disledku vysoké viskozity média na konci kultivace ke zhorseni toku Zivin
kvuli ztizenym podminkam michani a vzdu$néni v reaktoru. Stres bun¢k mtize mit také vliv na miru exprese
jednotlivych genil a na adaptaci organismu na jiné prostiedi, kde kapsule jiz ztraci svou ulohu.

U kmene ATCC35246 neni soudrznost v mife exprese genu has operonu tak vyrazna. Zejména u genu
Sesec 00232 (ugd) data pon¢kud piekvapiveé ukazuji nizs§i expresi oproti kontrole bez GlcNAc v prvnich
hodinach kultivace a naopak vyrazny nartst exprese ve 12. hodiné experimentu. Pokud by se pokles exprese
genu Sesec 00232 u ATCC35246 projevil i na proteinové urovni mohl by zabrzdit navazujici procesy, coz
by v kone¢ném duisledku mohlo mit za nasledek snizeni produkce HA. Vzhledem k tomu, ze jeho substratem
je UDP-glukoza, tak jeho nizka exprese v pocatku kultivace by mohla mit vliv na navySeni syntézy struktur
bunécné stény. Je pravdépodobné, ze kmen ATCC35246 v prvni poloviné kultivace upfednostiiuje syntézu
bunécné stény pred zvysenou produkci HA, ktera maze byt zpozdéna. Tento kmen tak za danych kultivacnich
podminek produkuje méné HA nez kmen CO4A.

U dal8ich gent kmene CO4A zapojenych piimo v drahach syntézy HA pozorujeme stejny expresni vyvoj
(Sesec 00467 pgm, Sesec_ 01167 pfk). U genu Sesec 001167 (pfk) pozorujeme v 9. hodin¢ kultivace nardst
0 40 % v porovnani s kontrolni kultivaci. Enzym je zapojen také v drahach glykolyzy. Metabolitem, ktery je
odvadén tim smérem a postupné zpracovavan enzymem pfk spolecné s geny Sesec 01168 (pyk)
a Sesec_ 01044 (eno) je fruktoza-6-P. U dalSich dvou geni Sesec 01168 (pyk) a Sesec 01044 (eno)
nepozorujeme tak vyrazné navyseni exprese jako u Sesec 01167 (pfk). Enzym pfk je centralnim enzymem
glykolyzy. Enzym eno méni glycerat na fosfoenolpyruvat a na tuto reakci navazuje enzym pyk, ktery
katalyzuje zménu fosfoenolpyruvatu na pyruvat. Zminéna enzymaticka posloupnost odvadi metabolity
z hlavnich drah az k odbouravani pyruvatu na laktat za katalyzy enzymu ldh (Sesec_01349), ktery ma
z uvedenych gentl nejnizsi expresi. Utlum genové exprese v koneénych hodinach kultivace (12. a 16. hoding)
je u kmene CO4A spole¢nym jevem, divodem mohou byt jiz zminéné neptiznivé kultiva¢ni podminky.
U kmene ATCC35246 vykazovaly geny Sesec 01167 (pfk) a Sesec_01168 (pyk) signifikantni nartist exprese
jen ve 12. hoding kultivace (14 % pfk a 18 % pyk), nejspise bude kultivace a s ni produkce HA v porovnani
s kmenem CO4A opozdéna. Dale byl zaznamenan narQst exprese u genu Sesec 01044 (eno) o 35 %
v 4. hodin¢ kultivace. Gen Sesec 01349 (/dh) mél vyrazngjsi narlst exprese ve 12. hodin¢ kultivace. Zde
mizeme pozorovat snizujici se miru navySeni exprese u kaskady po sobé jdoucich enzymatickych reakci
s casem kultivace: eno (35 % ve 4. hodin€¢) — pyk (18 % ve 12. hodin¢) — Idh (19 % ve 12. hoding).

Ustiednim aspektem tohoto experimentu bylo sledovéani vlivu externé dodaného N-acetylglukosaminu na
zmény exprese vybranych genl. Zpracovani externé dodaného GIcNAc je zajisténo mimo jiné i geny
Sesec 00293, Sesec 00575 (nagA) a Sesec_00795 (nagB). Vysoky nartist exprese v porovnani s kontrolni
kultivaci byl zaznamenan u genu Sesec 00293 v 9. hoding kultivace (33 % navyseni). Tento gen zajistuje
prvni zpracovani externiho GIcNAc v bunkach. Navazuje na néj gen kodujici nagA enzym, ktery privadi
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GlcNAc do linie syntézy jednoho z prekurzort produkce HA. U nagd bylo v 9. hodiné kultivace zjisténo
navyseni exprese o 19 %. Navazuje na n¢j gen kodujici nagB enzym, ktery odvadi metabolit ptes fruktozu-
6-P smérem do drah glykolyzy. Navyseni jeho exprese bylo v prvni poloving kultivace signifikantni (23 %).
Enzym glmS (Sesec_001170) kompetuje s enzymem nagB a vraci fruktozu-6-P zpét do drahy syntézy HA.
V 9. hoding kultivace dosahovala jeho mira exprese navyseni o 81 %. Z toho vyplyva, Ze i kdyz aktivita genu
vedouci k odchodu dilezitého metabolitu mimo drahy syntézy HA (Sesec 00795, nagB) byla vysoka (23 %),
exprese genu, kodujictho enzym glmS, katalyzujiciho opacnou reakci byla vyssi (81 %) a metabolit byl
zfejme intenzivngji piivadén do drah syntézy HA. Aktivita genii spojenych s externim GIcNAc se zvySovala
piiblizné do poloviny kultivace, azmezi 9. a 12. hodinou kultivace pravdépodobné dosahovala svého vrcholu.
Od 12. hodiny exprese genl zpravidla klesala pod troven kontrolni kultivace. U kmene ATCC35246 byl
pozorovan nardst exprese genu Sesec 00293 uz ve 4. hodiné experimentu. Stejné tak byl zjistén nartst ve
4. hodin€ u genu Sesec_00575 (nagA). Co by naznacovalo, ze ke zpracovani GIcNAc mohlo dochazet diive
nez u kmene CO4A. Nicméné pak nastava vyrazny propad miry exprese v porovnani s kontrolni kultivaci.
Gen Sesec 00795, (nagB) ma expresi velmi nizkou po celou dobu kultivace, stejné tak jako gen
Sesec 001170 (glmS). Podle vSech indicii je velmi pravdépodobné, Ze externé¢ dodany GIcNAc u kmene
ATCC35246 odchazi v podobném mnozstvi jak do drah glykolyzy, tak biosyntézy HA.

Z pocatku experimentu buiiky kmene CO4A ziejmé¢ upiednostiiovaly metabolismus aminocukri
a nukleotidii, kam byl GIcNAc sméfovan genem nanE (Sesec _00296). nanE mél v 9. hoding kultivace
navySeni exprese o 57 % v porovnani s kontrolni kultivaci. Tento gen ma v genomu homologni sekvenci
Sesec_00291. U analyzy metodou DNA cipt byla prokazana zvySena exprese u obou kopii genu
(Sesec_00296 mél narist exprese o 84 % a Sesec_00291 mél nartist exprese o 42 %), nicméné to bylo pii
kultivaci bez suplementace GlcNAc a ve srovnani kmene CO4A vici kmenu ATCC35246. Navic v sekvenci
Sesec 00296 byla identifikovana mutace (kap. 3.2, tab. 2), ktera posunula ¢teci ramec a pozménila poslednich
55 AMK. Zména mohla mit vliv na expresi genu a v konecném disledku na funk¢nost proteinu. Jeho mira
exprese v porovnani s ATCC35246 je velmi vysoka, coZz mohlo byt zpiisobeno vy$$i potfebou enzymu
u kmene CO4A.

Vyznamny nartst, v porovnani s kontrolni kultivaci, byl pozorovan i u genu Sesec 00830, ktery koduje
enzym murA odvadéjici N-acetylglukosamin do drah syntézy peptidoglykanu. V prvni poloviné kultivace
(v 9. hoding) byl narist exprese tohoto genu u kmene CO4A o 70 %. Peptidoglykan jako stavebni jednotka
bunécéné stény bude v pocatcich kultivace silné uptednostiiovan i vzhledem k tomu, Ze gen Sesec 00231
(hasA) mél v 9. hodiné kultivace nartst exprese jen 23 %. Oproti tomu u kmene ATCC35246 dosahoval gen
Sesec 00830 (murA) nartistu exprese (28 %) v porovnani s kontrolni kultivaci az ke konci kultivace
(12. hoding). Ve 4. hodiné byl jeho nartst exprese (12 %) porovnatelny s genem kodujicim enzym hasA
(15 %). Produkce HA muize byt ovlivnéna i odlivem meziprodukti do drah syntézy kyseliny lipoteichoové.
V tomto sméru byly sledovany geny Sesec 01820, ktery mél v 9. hodiné kultivace nartst exprese 38 %
a Sesec_01819 (ugtP), ktery mél v tomtéz Case narlst exprese 27 %. Lipoteichoova kyselina je stejné jako
kyselina hyaluronova jednim z virulentnich faktord a povrchovy protein [59, 65].

U kmene ATCC35246 mely sledované geny vétSinou nizsi miru exprese ve srovnani s kontrolni kultivaci
nez geny kmene CO4A. Muzeme konstatovat, ze u kmene ATCC35246 nebyl pozorovan jednoznaény
pozitivni vliv dodaného GlcNAc na miru exprese vybranych genti. U kmene CO4A bylo pozorovano
navySeni exprese gend Aas operonu v pocatcich kultivace. GlcNAc jako prekurzor syntézy HA se po
suplementaci do média mohl inkorporovat piimo do HA a navySovat tak vytézek v porovnani s kontrolni
kultivaci bez GIcNAc. Nicmén¢ schopnost inkorporace mize byt u obou kment odli$na. Zatimco u kmene
CO4A by mohla vétsi ¢ast suplementovaného GIcNAc prechazet do HA, kmen ATCC35246 ho nebude
schopny vyuzit s takovou efektivitou a spiSe ho zaéleni do drah energetického metabolismu. Odli$nost
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genomicka a transkriptomicka, kterou v praci studuji u obou kment, bude mit vliv na flux GlcNAc. Utilizace
tohoto prekurzoru bude u obou kmenil odli$na, predpokladem je vzdy urcita geneticka predispozice, mira
transkripce katabolickych a anabolickych genti v drahach zpracovani GIcNAc a dalsi tirovné regulace. Svij
vyznam ur¢it¢ maji podminky kultivace, povrchové proteiny, plasticita a slozeni membrany, transportni
systémy, rychlost zpracovani aj.

3.4.3 Vytézek HA 7 kultivaci

Po ukonceni kultivaci bylo zjisténo, jaké mnozstvi kyseliny hyaluronové bylo vyprodukovano. K ziskani
vytézku HA byla pouZzita metoda srazeni. Vychozi mnozstvi kultury po fermentaci bylo 250 ml. Vytézek
z objemu byl nasledné pfepocitan na litr média, bylo stanoveno mnozstvi susiny a procentualni narist vytézku
HA z kultivace s N-acetylglukosaminem v porovnani s kontrolni kultivaci. Hodnoty vytézkt kultivaci pro
kmen ATCC35246 jsou uvedeny v tabulce 10.

Tabulka 10: Vytezky kyseliny hyaluronové z provedenych kultivaci u kmene ATCC35246.

AT?EH;; 4 | Kultivace \g/t;é%k Iﬁ? Vyte[;eﬁ HA S‘[‘;‘Ea Vytezek HA na 100 % susiny [g]
Fermentor 1 GIcNAc 1,01 4,04 93,28 3,77 (+0,27 g)
Fermentor 2 Kontrola 0,94 3,76 93,16 3,50
Fermentor 3 GIcNAc 1,07 4,28 91,74 3,93 (+0,39 g)
Fermentor 4 Kontrola 0,94 3,76 94,22 3,54
Fermentor 5 GIcNAc 1,02 4,08 94,07 3,84 (+0,33 g)
Fermentor 6 Kontrola 0,94 3,76 93,46 3,51

Z predchozich vysledki qPCR reakci, kde byla sledovana mira a vyvoj exprese vybranych geni
metabolickych drah syntézy HA a drah k nim pfidruzenych, nebyl patrny zadny specificky trend miry
exprese. Nemtizeme proto fici, ze by N-acetylglukosamin mél u kmene ATCC35246 dle hladin exprese
jednoznacné pozitivni vliv na produkci HA. Nicméné z vysledkil srazecich reakci je patrny nartst vytézku
HA na litr média. V piipadé prvniho biologického replikatu' (fermentor 1 a 2) byl narGst vytézku o cca 7 %,
u druhého biologického replikatu (fermentor 3 a 4) byl nardst vytézku cca o 13 % a v pfipad¢ tietiho
biologického replikatu (fermentor 5 a 6) byl nartist vytézku v porovnani s kontrolni kultivaci cca o 8 %.

Také po ukonceni kultivaci s kmenem CO4A bylo zjistovano, jaké mnozstvi kyseliny hyaluronové bylo
vyprodukovano. Hodnoty vytézka kultivaci jsou uvedeny v tab. 11.

Tabulka 11: V tabulce jsou uvedeny vytezky kyseliny hyaluronové z provedenych kultivaci se suplementact
N-acetylglukosaminem (GlcNAc) v porovnani s kontrolni kultivaci bez GlcNAc u kmene CO4A.

Kmen CO4A | Kultivace \?glzzi)knll{l? VyteEz;ll; HA SIE; ?a Vytézek na 100 % susiny [g]
Fermentor 1 GlcNAc 1,21 4,84 90,35 4,37 (+0,51 g)
Fermentor 2 Kontrola 1,03 4,12 93,75 3,86
Fermentor 3 GlcNAc 1,18 4,72 93,85 4,43 (+0,78 g)
Fermentor 4 Kontrola 1,00 4,00 91,26 3,65
Fermentor 5 GIcNAc 1,19 4,76 92,24 4,39 (+0,96 g)
Fermentor 6 Kontrola 0,95 3,80 90,39 3,43

! Fermentory 1 a 2 byly inokulovany z jedné prekultury, aby byl stav v po&atku experimentu srovnatelny jak
u kultivace s GIcNAc, tak i u kontrolni kultivace. Stejné bylo inokulovano i v pfipadé dalSich fermentorti u kmene
ATCC35246 a i u kmene CO4A.
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Z predchozich vysledki analyzy metodou gPCR miizeme soudit, Ze suplementace kultivaéniho média N-
acetylglukosaminem méla u produkéniho kmene CO4A pozitivni vliv na expresi genti zapojenych v produkcei
HA. Ke stejnym zavérim mizeme dojit i z vysledkl sraZecich reakci, kde je patrny nardst vytézku HA na
litr média. V piipadé prvniho biologického replikatu (fermentor 1 a 2) byl nartst vytézku o cca 12 %,
u druhého biologického replikatu (fermentor 3 a 4) byl nardst vytézku cca o 18 % a v piipad¢ tretiho
biologického replikatu (fermentor 5 a 6) byl nartist vytézku v porovnani s kontrolni kultivaci cca o 22 %.
Srovnani obou kultivaci je uvedeno v grafu 3.

Mnozstvi HA z kultivaci
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Graf 3: Z kultivaci byla ziskana HA srazeci metodou. Z grafu je viditelné, ze mnozstvi ziskané kyseliny
hyaluronové u kultivaci se suplementovanym N-acetylglukosaminem byla v porovnani s kontrolnimi
kultivacemi vyssi.

U naseho experimentu s kultivaci s pfidavkem GIcNAc jsme se inspirovali v ¢lanku z roku 2013 [5], kde
se zaméfovali na vliv extracelularnich prekurzord HA na jeji molekulovou hmotnost. Pracovali mimo jiné
i se sbirkovym kmenem S. zooepidemicus ATCC35246, ktery ve své praci pouzivam jako referen¢ni kmen.
Zjistili, ze pridavek GlcNAc do kultivacniho média ma pozitivni vliv na mnozstvi produkované HA, ale
molekulova hmotnost klesa [S]. Nebylo zjisténo signifikantni navysSeni exprese u genti zapojenych v drahach
biosyntézy HA [5]. K jejich seznamu vybranych metabolickych drah byly doplnény nami vybrané geny
zajmu (na zaklad¢ dat z analyzy na DNA cCipech), aby bylo pokryto co nejvice moznosti, které by mohly
ovlivnit produkci HA. Dosli jsme k zaveru, Ze suplementace kultivace N-acetylglukosaminem (prekurzor
syntézy HA) miize pozitivné ovliviiovat expresi gent ve sledovanych metabolickych drahach u kmene CO4A.
V porovnéani s kontrolni kultivaci, kam nebyl dodan N-acetylglukosamin, byly hodnoty exprese
u produkéniho kmene niz$i neZz u kultivaci se suplementaci GlcNAc. Vytézek HA ztéchto kultivaci
zaznamenal ve vSech tfech opakovani signifikantni narist, a to o 12 %, 18 % a 22 %. Rozdily ve vytézku
napii¢ kultivacemi jsou vyrazné hlavné v ptipadé prvni a tfeti kultivace. Diivodem byl pravdépodobné stav
bun¢k na pocatku kultivace. Inokulovano bylo stejné mmnoZzstvi bunék u vsSech kultivaci (urceno
spektrofotometricky), ale vitalnost a celkova kvalita kultury se mohly lisit. To mohlo prodlouzit lag fazi
kultivace a tim zpozdit celou kultivaci. Nasledkem mohl byt nizsi vytézek HA.

U kmene referenéniho ATCC35246 jsme jednoznacny trend ve vyvoji miry exprese v pribéhu kultivace
neidentifikovali. I pfes to byl zaznamenan nartst vytézku HA v porovnani s kontrolnimi kultivacemi (o 7 %,
13 % a 8 %). V ptipad¢ druhého replikatu byl nartst vytézku HA také signifikantni (13 %). Pfedpokladem
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naSich experimentti byl vysoce efektivni proces piepisu sekvence mRNA do sekvence proteinu. V realném
systému miru exprese ovliviuji z velké casti i procesy predchazejici translaci, dale muze dochéazet
k degradaci mRNA, nebo mtiZze byt mira pfepisu sekvence do proteinu méné efektivni z divodu pfitomnosti
mutaci atd. Nicméné na zdkladé ziskanych dat mizeme konstatovat, Ze pfi kultivaci CO4A v médiu s GlcNAc
byl zjistén signifikantni narist exprese genti zapojenych v metabolismu HA, jenZ oproti ATCC35246 mohl
zapricinit vyssi vytézek HA.

Koncentrace suplementovaného GIcNAc v kultivaénim médiu byla 0,5 g/l. Kultivace probihaly v objemu
0,5 1, tudiz redlné mnozstvi extracelularniho GlcNAc, které bylo bunikami vyuzitelné, odpovida 0,25 g. Pokud
budeme uvazovat, Ze zcela dochazi k inkorporaci dodaného GIcNAc do fetézce HA, doslo by ke zvySeni
vytézku HA 0 0,5 g (0,25 g GIcNAc + 0,5 g GlcUA). Kmen ATCC35246 vykazoval navyseni produkce HA
v priméru o cca 0,33 g, coz by znamenalo vyuziti 0,165 g GlcNAc (66 %) z 0,25 g dostupného GlcNAc.
Jsme tedy v rozmezi konverze 0-100 % a navySeni produkce HA mohlo byt zplisobeno pouze dodanim
extracelularniho GIcNAc do média, Zbylé mnoZstvi suplementu mtize byt zaroven zpracovavano i jinymi
metabolickymi drahami, napt. glykolyzou.

U kmene CO4A vsak doslo v priiméru k navyseni produkce HA o cca 0,75 g, coz by znamenalo vyuziti
0,375 g GlcNAc z 0,25 g dostupného GIcNAc. Zde by se tedy konverze dodané¢ho GlcNAc pohybovala kolem
150 %. V ptipad¢é kmene CO4A proto mizeme piedpokladat, Ze se kromé konverze GlcNAc také uplatiiuje
jeho dalsi regulac¢ni efekt na drahy produkce HA ¢i flux vétSiho mnozstvi prekurzord. Toto by mohlo byt
u CO4A zplsobeno pravé depresi metabolické drahy syntézy kyseliny N-acetylneuraminové [56, 57, 58],
z diivodu vnesené inzerce TA v sekvenci kodujici predikovanou N-acetylmannosamin-6-fosfat-2-epimerazu
neni funkéni, miize to vést k posileni zbylych drah a to by mohlo vysvétlovat i zvySenou expresi gentl, které
tento cukr zpracovavaji. Navic vidime, Ze suplementace GIcNAc ma u sledovanych geni kmene CO4A
pozitivni efekt na nartist exprese, coz u pivodniho kmene ATCC35246 nepozorujeme a zvysSuje se i exprese
genu nankE (Sesec_00296).
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4 ZAVER
Prace se zabyvala studiem exprese genl za pouziti fyzikalné chemickych metod (WGS, NGS, qPCR,
DNA ¢ipy) na poli molekularni biologie. Studovan byl produkéni kmen S. zooepidemicus CO4A, ktery

vyuziva spolecnost Contipro a.s. pti komer¢ni piipravé kyseliny hyaluronové pro kosmeticky a farmaceuticky
pramysl. Jako referenéni kmen byl pouzit sbirkovy kmen S. zooepidemicus ATCC35246 [50].

Genom S. zooepidemicus CO4A byl spésné sekvenovan a za pouziti specifického softwaru byl sestaven
do kompletni sekvence. Vysledkem byl genom o velikosti 2 167 251 part bazi a v ném bylo identifikovano
1999 kodujicich oblasti. Obsah bazi GC byl 41,7 %. Analyzou ziskaného genomu bylo detekovano
83 relevantnich variant s frekvenci vyssi nez 90 %. Z toho se jednalo v 59 ptipadech o SNV mutace a ve 24
pripadech o indel mutace. Pfi analyze genomu jsme se zaméfili na geny Aas operonu, kde byla nalezena
mutace v kddujici oblasti genu Sesec 00234 (g/mU). Byla identifikovana také SNV mutace v kodujici oblasti
genu Sesec_00255 (galU), ktery je druhou kopii genu Sesec_00233 (ga/U) nachézejici se v has operonu.

Pii studiu exprese genti celého genomu metodou DNA Cipil jsme se zaméfili na skupiny specifickych
metabolickych drah. Mimo jiné i na drahy produkce HA (has operon) a vybrané geny potencialné ovliviiujici
jeji produkei.

U drah energetického metabolismu buiiky (drahy metabolismu aminocukri) byla zjiSténa zajimava
kaskada gent s vysokou mirou exprese v porovnani s referenénim kmenem, ktera vedla k syntéze UDP-
GlcNAc. Kaskada zpracovava substrat fruktozu-6-P, kterd ptichdzi z glykolyzy, nebo je ziskavana také
z extracelularni sachar6zy jako uhlikatého zdroje pro kultivaci. Posloupnost genti a jejich navySeni miry
exprese bylo nasledujici: Sesec_01170 (g/mS, navyseni o 37 %) = Sesec_01569 (glmM, navySeni o 20 %)
- Sesec_01989/00234 (g/mU, navyseni o 30 %) - Sesec_01989/00234 (g/mU, navyseni o 28 %). Gen gimU
kéduje bifunkéni enzym a katalyza probiha za Gcasti C-termindlni domény, nebo za c€asti N-terminalni
domény enzymu, podle toho jakou reakci katalyzuje. Vysledkem byla aktivovana forma UDP-N-
acetylglukosamin [63], ktery je prekurzorem syntézy HA a jeho vyssi koncentrace pozitivné ovliviiovala jeji
produkci.

Metodou DNA ¢Cipt lze sledovat expresi velkého mnozstvi genl soucasné. Nevyhodou vSak je jeji
nedostate¢na citlivost a vyskytujici se faleSné€ pozitivni vysledky. Proto byly geny, které se podileji na syntéze
HA, sledovany i za pomoci metody qPCR. Prvnim krokem bylo stanoveni referen¢niho genu (gyr4), ke
kterému se vztahovaly vysledné hodnoty C.. U gentl sas operonu kmene CO4A a kmene ATCC35246 nebyla
zjiSténa signifikantni zména exprese gent. Celkové mulizeme fict, Ze exprese genll has operonu u obou
sledovanych kmeni je srovnatelna. Bakteridlni bunky kmene ATCC35246 vsak produkuji méné HA nez
bunky produkéniho kmene CO4A. Biosyntéza kyseliny hyaluronové byla ziejmé regulovana i jinym
mechanismem nez jen genovou expresi.

Jako dalsi byl sledovan vliv suplementace GlcNAc do kultivacniho média. U kmene ATCC35246 mély
sledované geny vétSinou nizsi, nebo srovnatelnou miru exprese ve srovnani s kontrolni kultivaci nez geny
kmene CO4A. Mtzeme konstatovat, ze u kmene ATCC35246 nebyl pozorovan jednoznaény pozitivni vliv
dodaného GlcNAc na miru exprese vybranych gend. I pfes to byl pozorovan narust vytézku HA v porovnani
s kontrolnimi kultivacemi, a to o 7 %, 13 % a 8 %. U kmene CO4A dochazelo k navySeni miry exprese gentl
has operonu a tudiz mizeme fici, Ze suplementace méla pozitivni dopad na vyvoj jejich exprese. U vytézku
HA ztéchto kultivaci byl zaznamenan signifikantni nartist ve vSech tfech opakovani, a to o 12 %, 18 %
a 22 %. Utilizace tohoto prekurzoru bude u obou kment odlisna, predpokladem je vzdy urcita geneticka
predispozice, mira transkripce katabolickych a anabolickych gent v drahach zpracovani GlcNAc a dalsi
urovné regulace. Sviij vyznam uréité maji podminky kultivace, povrchové proteiny, plasticita a sloZeni
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membrany, transportni systémy, rychlost zpracovani aj. Experiment by se v budoucnu mohl rozsifit i o druhy
prekurzor GlcUA.

U kmene CO4A mél GlcNAc ziejmé i signalni a regulaéni funkci. Vzhledem k tomu, Ze koncentrace
GlcNAc byla 0,5 g/l a kultivace probihala v objemu 0,5 1, bude celkové mnozstvi dostupného GlcNAc 0,25 g.
V pruméru doslo u kultivaci CO4A k nardstu vytézku HA o cca 0,75 g, coz by znamenalo vyuziti 0,375 g
GlcNAc z 0,25 g dostupného GIcNAc (150 %). Konverze GlcNAc je vyssi nez 100 %. MiZeme se domnivat,
ze byl konvertovan vSechen externé dodany GlcNAc a navic tato suplementace vyvolala dal$i navySeni
produkce HA. Uplatnuje se tudiz také jeho dalsi regulacni efekt GIcNAc na drahy produkce HA ¢i flux
vét§iho mnozstvi prekurzord. Toto by mohlo byt u CO4A zptisobeno pravé depresi metabolické drahy syntézy
kyseliny N-acetylneuraminové [56, 57, 58], z divodu vnesené inzerce TA v sekvenci kodujici gen nank.
Pokud tedy jedna z cest zpracovani GlcNAc neni funkéni, mize to vést k posileni zbylych drah a to by mohlo
vysvétlovat i zvySenou expresi gentl, které tento cukr zpracovavaji. U kmene ATCC35246 doslo v priméru
k navySeni produkce HA o cca 0,33 g, coz by znamenalo vyuziti 0,165 g GIcNAc z 0,25 g dostupného
GIcNAc (66 %). Jsme tedy vrozmezi konverze 0-100 %, coz znaci, ze navySeni produkce HA bylo
pravdépodobné zpiisobeno pouze konverzi extracelularniho GIcNAc z média.

V prubéhu provadeéni experimentti bylo ziskano velké mnozstvi dat, ze kterych lze vychazet pii dalsich
experimentech. Je moZné se zaméfit pfimo na regulani a signalni drahy zapojené v produkci HA
a v pfidruzenych drahach. Mtze byt prostudovana skupina povrchovych proteini bunék, které mohou mit
vliv na uchyceni kapsule na bunkach, nebo na transport HA ven z bun¢k. Metodou DNA ¢ipti byla sledovana
celogenomova exprese. Ze ziskanych dat je také mozné vytipovat dalsi kandidaty z fad genti, které by mohly
ovliviiovat syntézu HA. Napiiklad pro bliZsi studium by byl zajimavy gen nanE. M¢El velmi vysokou miru
exprese (az 84 %) u vSech analyz a provedenych experimentd. Je jednim z centralnich genti metabolismu
aminocukrt a biosyntézy kyseliny neuraminové. Byla u néj identifikovana mutace a ma svou druhou kopii
v genomu (Sesec_00296, Sesec_00291). Dale by byl zajimavy gen Sesec_00255 (galU), ktery je druhou kopii
genu Sesec_00233 v has operonu. Byla v ném identifikovana také mutace SNV v kodujici oblasti (kap. 3.2,
tab. 2). Dalsi kopie genu méla ziejme zajistit stabilni mnoZzstvi enzymi nutnych k produkci HA [30].

V praci bylo dosazeno stanovenych cilti. Byla zjisténa sekvence genomu a byly identifikovany zmény,
které vznikly piisobenim fyzikalniho mutagenu (UV zafeni). Byl odhalen pozitivni vliv suplementace jednim
z prekurzord HA (GlcNAc) a byl potvrzen i jeho pozitivni vliv na vytéZzek HA. Na praci lze navazat a Cerpat
ze ziskanych dat pfi dalSich analyzach a experimentech.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HA — hyaluronova kyseliny / Hyaluronic Acid

GlcUA — D-glukuronové kyselina

GlcNAc — N-acetylglukosamin

UTP — uridin trifosfat

UDP — uridin difosfat

ATP — adenosin trifosfat

HAS — hyaluronan syntaza

mRNA — mediatorova ribonukleova kyselina

RNA — ribonukleova kyselina

DNA — deoxyribonukleova kyselina

qPCR — polymerazova fetézva reakce v realném Case / real-time PCR
bp — pary bazi / base pair

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool

NCBI — National Center for Biotechnology Information

WGS — celogenomova sekvenace / Whole Genome Sequencing
NGS - sekvenace nové generace / New Generation Sequencing
dNTP — deoxyribonukleotid trifosfat

SNV — bodova mutace / Single Nucleotide Variant

CDS - kodujici sekvence / CoDing Sequence

KEGG - Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

LTA — kyselina lipoteichoova

AMK - aminokyselina / aminokyselinovy
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