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ABSTRAKT

Kyselina hyaluronova (HA) je biologicky vyznamnou latkou, kterd je vyuzivana
v potravinaiském, farmaceutickém a predevsim kosmetickém pramyslu. Jde o glykos-
aminoglykan bézné se vyskytujici v lidském tele. Jako jeden z virulentnich faktort ji nékteré
bakterialni kmeny produkuji ve formé kapsule. Obaluje bakterialni buiiku za tc¢elem ochrany
pfed imunitnim systémem napadeného organismu. Jednim =z hlavnich producenti je
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus. Tato Gram-pozitivni bakterie je vyuzivana ve
spoleCnosti Contipro a.s. k vyrobé HA. Produk¢ni kmen CO4A byl ziskan nahodnou fyzikalni
mutagenezi. Cilem této prace bylo prostudovat zmény v genomu a transkriptomu kmene, které
vedly kvyznamnému navySeni produkce HA. Genom kmene CO4A byl osekvenovan
a porovnan s referenénim kmenem ATCC35246 [1]. Velikost genomu je 2 167 251 bp a bylo
v ném identifikovano 83 relevantnich variant (59 SNV a 34 indell). Varianty v kodujicich
oblastech byly anotovany a byly také urCeny zmény aminokyselinové sekvence. U SNV mutaci
doslo ke zméné aminokyselinové sekvence v 45 pripadech, u indel mutaci byla zména
aminokyselinové sekvence identifikovana vzdy. U obou kment byla sledovana mira exprese
vybranych skupin genti metodou DNA ¢ipt. U kmene CO4A byla pozorovana kaskada zvysené
miry exprese genll metabolismu aminocukrt, vedouci k syntéze UDP-N-acetylglukosaminu
(navySeni exprese u téchto genti v porovnani s ATCC35246 bylo v priméru o 28 %). Nasledné
byla mira exprese vybranych gent ovéfovana real-time PCR (qPCR). Zde nebyl identifikovan
signifikantni rozdil miry exprese u genil Aas operonu u obou kmeni. Metodou qPCR byl
sledovan také vliv suplementace kultivaéniho média N-acetylglukosaminem (GlcNAc), ktery
je jednim z prekurzora syntézy HA. Byl zaznamenan pozitivni vliv suplementace kultiva¢niho
média externim GIcNAc na expresi vybranych skupin gent a také na vytézek HA z média po
ukonceni kultivace u kmene CO4A (narust vytézku v primeéru o 17 %). U kmene ATCC35246
byl sledovan pozitivni vliv na vytézek HA z kultivaci (narast vytézku v priméru o 9 %), ale
nebyla zjisténa signifikantni zména miry exprese u vybranych skupin gena.

KLICOVA SLOVA

kyselina hyaluronova, Streptococcus zooepidemicus, genova exprese, celogenomova
sekvenace, DNA Cipy, real-time PCR, referencni gen, bioinformatika, regulace exprese gent



ABSTRACT

Hyaluronic acid (HA) is an important substance, which is mostly used in pharmaceutical and
cosmetic industry. This substance is commonly found in the human body. HA is one of the
factors contributing to virulence of microorganisms. Some bacterial strains produce hyaluronic
acid in the form of a mucoid capsule that encapsulates the cell to protect bacteria against the
immune system of the host organism. One of the main producers is the bacterial strain
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus. Contipro a.s. uses the strain CO4A to produce
hyaluronic acid in large scale. The production strain was obtained by random mutagenesis by
UV light. The aim of the work was to study changes in the genome, which led to a significant
increase in hyaluronic acid production, using DNA microarray and real-time PCR (qPCR). The
genome of the strain CO4A was sequenced and compared to reference ATCC35246 [1]. The
size of the genome is 2,167,251 bp and 83 relevant variants (59 SNV and 34 indels) have been
identified. Variants in coding regions were annotated and amino acid sequence changes were
determined. In SNV mutations there was a change in the amino acid sequence in 45 cases. The
change was identified in every case of indel mutations. The expression level of selected groups
of genes was monitored in both strains by the method of DNA microarrays. A cascade of
increased expression level of amino sugar metabolism genes leading to the synthesis of UDP-
N-acetyl glucosamine was observed in strain CO4A (the increase in expression level of these
genes compared to ATCC35246 was on average 28 %). Subsequently, the expression of
selected genes was verified by qPCR. There was no significant difference in the expression
level of the has operon genes of both strains. The effect of supplementation of the culture
medium with N-acetylglucosamine (GlcNAc), which is one of the precursors of HA synthesis,
was also studied by qPCR. A positive effect of the supplementation of the culture medium with
external GIcNAc in the CO4A strain has been recorded. Also, the supplementation has positive
effect on the yield of HA from the medium (increase in yield was on average by 17 %). GIcNAc
has been shown to have a positive effect on the yield of HA in ATCC35246 strain as well
(increase in yield was 9 % on average), but no significant changes in the expression levels were
found in selected groups of genes in ATCC35246.

KEY WORDS

hyaluronic acid, Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, gene expression, whole genome
sequencing, DNA microarrays, real-time PCR, housekeeping gene, bioinformatics, regulation
of gene expression
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1 UVOD

Ceska biotechnologicka spolegnost Contipro a.s. se zabyva produkci a vyuzitim kyseliny
hyaluronové (HA) pro kosmeticky a farmaceuticky primysl. HA ma Siroké vyuziti predevs§im
proto, Ze je prirozenou soucasti mezibunécné hmoty zivych organismu a hlavné ¢lovéka. Navic
ma hydrofilni vlastnosti a biologické ucinky (regenerace pokozky, hojeni ran aj.), diky kterym
je prave vyuzivana ve farmaceutickych a kosmetickych ptipravcich. Spolecnost k jeji produkci
vyuziva bakteridlniho kmene Strepfococcus equi subsp. zooepidemicus, ktery je jejim
pfirozenym producentem. HA u tohoto bakterialniho kmene predstavuje jeden
z nejdulezitéjSich virulentnich faktort. Kmen produkuje HA ve formé kapsule, ktera obaluje
cely povrch bakterie a tim ji skryva pfed butikami imunitniho systému napadeného organismu.
Bakterialni kmen, ktery vyuziva k produkci spole¢nost Contipro, byl ziskan nahodnou fyzikalni
mutagenezi a je nepatogenni (nehemolyticky). Cilem této prace je predev§im zmapovani zmen,
ke kterym v genetické vybaveé kmene doslo. Hlavnim a nejvyrazn€js§im disledkem 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 cilené
upravovat. Ovliviiovani jeji produkce pres cilené Upravy se stalo 1 nastrojem k prohloubeni
znalosti mechanismu tvorby tohoto virulentniho faktoru a jeho vyznamu pro rist bunék
v laboratornich podminkach [2, 3, 4, 5].

Aby byla problematika komplexné prostudovana, byla velkd c¢ast teorie vénovana
metabolickym draham syntézy HA v bakterialnim druhu S. zooepidemicus a jejich regulaénim
mechanismim. Dalsi kapitoly byly vénovany metodam, kterymi byly tyto drahy studovany na
zékladé genové exprese. Prvnim krokem bylo zjiSténi sekvence celého genomu kmene
studovaného a referenéniho metodou celogenomové sekvenace. Nasledovala analyza ziskanych
dat s vyhledavanim variant. Dale byly provedeny kontrolni kultivace a odbéry pro izolaci RNA,
ktera byla pouzita pro transkriptomickou analyzu metodou DNA cipti a gPCR.

Posledni ¢ast prace byla zaméfena na sledovani zmén exprese gent u metabolickych drah,
které jsou ptimo Ci nepfimo zapojeny v produkei kyseliny hyaluronové, nebo ji mohou vyrazné
ovlivnit. Jednalo se predev§im o drahy syntézy bunécné stény, peptidoglykanu a glykolyzy. Na
zakladeé vysledku publikovanych v roce 2013 v Australii [6] jsme se rozhodli inspirovat
se jejich experimentem a ovéfit vliv suplementace kultivaéniho média N-acetylglukosaminem
(GlcNAc) na biosyntézu HA u kmene ATCC35246. GlcNAc je jednim z prekurzori syntézy
HA ajeho 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 ptirozené se vyskytujici glykosaminoglykan, ktery nabizi mnoho jedine¢nych vyhod
jako stavebni jednotka pro biomateridly. V lidském téle se vyskytuje ve forme hyaluronatu
sodného. Pti fyziologickém pH existuje v ndhodném klubkovitém usporadani [7]. Nejvyssi
koncentrace HA v lidském téle mizeme zaznamenat v kizi, v pupeCni Siitife ¢i ve sklivci oci.
V mikrobialni fisi se s HA nejCastéji setkavame jako s extracelularni kapsuli nékterych druha
bakterii rodu Streptococcus (napt. S. zooepidemicus, S. pyogenes, S. equisimilis) [8]. Je to
neimunogenni enzymaticky degradovatelny linearni polysacharid o vysoké molekulové
hmotnosti (4 000-8 000 000 Da) [9], skladajici se z disacharidickych jednotek, které jsou
tvoreny D-glukuronovou kyselinou (GIcUA) a N-acetylglukosaminem (GlcNAc) spojenymi 3-
1-3 a B-1-4 glykosidickou vazbou (obr. 1) [10]. Do skupiny glykosaminoglykant patii dale
napiiklad chondroitin sulfat, dermatan sulfat a heparan sulfat. Kyselina hyaluronova
neobsahuje na rozdil od ostatnich ze skupiny sulfatovou skupinu a interaguje nekovalentné
s komplexy proteini. Stale vice se dozvidame o biologickych funkcich HA, které jsou
zprosttedkovany specifickymi receptory na povrchu bunék, jako jsou CD44 a RHAMM [11].
Vysoka koncentrace HA je zaznamenavana v oblastech proliferace a migrace bunék, dale je
dulezita pro morfogenezi a regeneraci tkani [10].

carboxyl hydroxyl
0 /
H |l H OH
C-OH a
-0
Q HO
HO
H OH H
H H H o

: CH
acetamido 3

| glucuronic acid | N-acetylglucosamine |

Obrazek 1: Struktura kyseliny hyaluronové [10].

HA ma vyznamnou roli v mnoha procesech zahrnujicich napiiklad angiogenezi,
homeostazy, hojeni ran a podobné. Ve vysoké koncentraci je pfitomna v extracelularni matrix.
Svymi vlastnostmi si nasla Siroké uplatnéni v kosmetickém primyslu, biomedicingé, farmacii
a potravinaiském pramyslu. Komer¢ni produkce je zaméfena na Siroké spektrum pouziti jak
HA, tak jejich derivata (pf. o¢ni operace) [7]. V soucasnosti se vyzkum HA rozsifuje i do obora
jako jsou nanotechnologie, nanomedicina, tkanové inzenyrstvi, metabolické inzenyrstvi
a podobné [12]. Tradi¢nim zpisobem ziskavani HA byla extrakce z kohoutich hiebinkd, ted” se
vyrabi pfedev§im mikrobialni produkci s nizkou produkéni cenou a men§im dopadem na
zivotni prostiedi [13]. Je uspésné produkovana v primyslovém meéfitku zejména vhodnymi
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bakterialnimi kmeny rodu Streptococcus, které maji vysokou vytéznost a nizké naklady na
kultivacni podminky.

2.1.1 Historie objevu a produkce HA

V roce 1934 Karl Meyer a John Palmer popsali novy polysacharid izolovany z bovinniho
sklivce oci. 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 [14].

Termin hyaluronan byl v§ak zaveden az roku 1986. V letech 19301940 byla HA izolovana
z mnoha riznych zdroji, od sklivce a kohoutich hiebinki po bakterie rodu Streptococcus.
Fyzikaln€ 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 muze slouzit jako lubrikant, stabilizator struktur,
regulator obsahu vody a muze tvorit hydrogely. Viskoelastické vlastnosti jsou kontrolovany
koncentraci a molekulovou hmotnosti pouzité kyseliny hyaluronové [15, 16]. Pivodni HA jako
produkt pouzitelny v mediciné a farmacii byl pfipraven Endre A. Balazsem, ktery pfipravil
prvni nezanétlivou a vysoce Cistou vysokomolekularni HA z pupeénich $iitr a kohoutich
hiebinkti [17]. Zacatkem osmdesatych let byla HA poprvé pouzita k vytvoreni nitroo¢nich
cocek pro implantaci. Po tomto uspéchu se stala hlavnim materialem pouzivanym k o¢nim
operacim [17].

Extrakce kyseliny hyaluronové z kohoutich hiebinkti postupem Casu prestala stacit poptavce
na trhu a predevs§im pozadavkim novych biomedicinskych a farmaceutickych aplikaci. Jako
alternativni produkce kyseliny hyaluronové byla zavedena mikrobialni fermentace [4, 18].
Prvni fermentacné piipravena HA pro komercni ti€ely byla produkovana bakteridlnim druhem
S. equi subsp. zooepidemicus, ktery zustava nejpouzivanéjsim v industrialni produkci. Po
kmenech rodu Streptococcus 1ze HA produkovat 1 v jinych bakteriich, jak pfirozenou cestou
s nizsi ucinnosti, tak za pomoci metod metabolického a genového inzenyrstvi. Mizeme uvést
jak Gram negativni bakterie (Agrobacterium sp., Escherichia coli), tak 1 Gram pozitivni
(Bacillus sp., Lactococcus lactis) [19, 20, 21, 22, 23].

2.1.2  Mikrobialni produkce

Kyselina hyaluronova ziskavana extrakci z kohoutich hiebinkti nebo bovinniho sklivce tvoti
komplex s proteoglykany. Je proto slozité izolovat vysokomolekularni HA, jelikoz
nékolikanasobna extrakce zpusobuje nezadouci redukci molekulové hmotnosti. Velmi
dilezitym faktorem je také vyuzivani zivocisného produktu k 1é¢bé lidi a s tim spojena rizika
imunitni odpoveédi, virové infekce a podobn€. Proto se pramysl priklonil k mikrobialni
produkci. Bakterialni kmeny produkuji HA jako extracelularni polysacharid, ktery je
nekovalentné vazany k bunécné sténé€ a muze byt vlivem vnéjsiho prostiedi uvolfiovan do
zivného média. Mnozstvi tohoto polymeru produkovaného bakterialni fermentaci mize byt
teoreticky neomezené. Prakticky je to uz komplikovanéjsi. S pfibyvajicim produktem roste
viskozita média, méni se pH kultiva¢niho prostiedi a dochazi i k dalsim zménam v prabéhu
fermentace, které vedou ke zpomaleni ¢i zastaveni syntézy [24].

Bakterialni kmeny produkuji HA nejcastéji ve formé mukoidni kapsule pokryvajici celou

bunku. Kapsule je biokompatibilni s hostitelskym organismem a je jednim z faktori virulence
[25, 26]. Chrani bakterialni bunku pfed ptisobenim bun€k imunitniho systému a zvysuje jeji
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prilnavost ke sliznicim hostitelského organismu [27]. Ve kmenech rodu Streptococcus je HA
produkovana jako sekundarni metabolit a neni tedy pfimo zapojena v procesu rastu, vyvoje,
nebo rozmnozovani buiky). Jeji produkce je podminéna geneticky a muze byt ovlivnéna
nutri¢nimi i dal§imi faktory. Bézné pouzivany S. zooepidemicus (ptirozeny producent) muze
vyprodukovat az 6 g/l HA za vhodnych kultivacnich podminek a v zavislosti na vybraném
kmenu. Vysoka viskozita roztoku i s nizkou koncentraci HA zptusobuje komplikace spojené
s michanim a vzdu$nénim fermentacnich reaktord. Z hlediska metabolismu zde soupefi
o spole¢né prekurzory (UDP-GIcNAc a UDP-GIcUA) metabolické drahy syntézy HA
a bunécného rastu (energeticky metabolismus, biosyntéza peptidoglykanu a polysacharida
bunécné stény). Poslednim vyznamnym faktorem je syntéza kyseliny mlécné, kterd je
produktem metabolismu cukrt. Jeji vysoka koncentrace (az 65 g/l [28]) vede k silné inhibici
bunééného rustu a produkce HA, tim Zze snizuje hodnotu pH, ¢imz deprimuje
metabolismus. Kontinualni uprava pH zase zvysSuje koncentraci soli v médiu a méni osmotické
prostfedi buriky [8]. Souhrnny piehled metabolickych drah, propojenych s metabolickou
drahou produkce kyseliny hyaluronové je uveden na obr. 2.

uDp#£

‘ Biomass )
'\_‘_. = 4

Obrazek 2: Souhrnny prehled propojeni metabolickych drah zapojenych v produkci HA [8].

2.2 Biosyntéza HA ve §. zooepidemicus

Kyselina hyaluronovéd je derivatem monosacharidickych jednotek GIcNAc a GlcUA.
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 glukoza-1-
fosfat reverzibilni reakci. UDP-gluk6za pyrofosforylaza (GalU) nasledné katalyzuje reakci
UTP a glukdzy-1-fosfatu za vzniku UDP-glukézy. UDP-glukuronova kyselina je ziskana
specifickou oxidaci primarni alkoholové skupiny na UDP-glukéze katalyzované UDP-glukoza
dehydrogenazou (Ugd) [10].
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Druha faze je zodpovédna za syntézu UDP-N-acetylglukosaminu (UDP-GIcNAc) a zacina
reakci fruktozy-6-fosfatu. Aminoskupina z glutaminu je prenesena na fruktdézu-6-fosfat za
katalyzy amidotransferazou (GImS) a za vzniku glukosamino-6-fosfatu. Nasledujici krok je
velmi energeticky naroCny. Fosfatové skupiny jsou preskupeny za pusobeni mutazy (GlmM),
coz vede ke vzniku N-acetyl-glukosamin-1-fosfatu. Nasledné je acetylova skupina presunuta
na glukosamin-6-fosfat za pomoci acetyltransferazy a za vzniku N-acetyl glukosaminu-6-
fosfatu. Nakonec za katalyzy pyrofosforylazou (bifunkéni enzym G/mU) UTP reaguje s N-
acetyl-glukosamin-1-fosfatem a vznika UDP-GIcNAc.

Ve treti fazi jsou nasyntetizované aktivované prekurzory spojovany HA syntazou (HasA4) do
konecné struktury kyseliny hyaluronové (obr. 3) [10].

| Pentose Phosphate Pathway | | Glycolysis ]
Phosphoglucg/”
Glucokinase ? somerase \ P9
Glucose Glicoss-&-phoaphats Fructose-6-phosphate
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ATP  ADP 3 u-Phosphogluco
mutase Aminotransferase
@ Glutamate ATP+NH;

— Glucose-1-phosphate Glucosamine-6-phosphate
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pyrophosphorylase
PP:’“"‘C @ Murael

Teichoic Acids
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2NAD* Glucosamine-1-phosphate
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UDP-Glucuronic acid N-Acetyl Glucosamine-1-phosphate
UTP

Pyrophosphorylase
)
gimy :

Wall
Polysaccharides

PPi
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Obrazek 3: Biosyntéza HA ve S. zooepidemicus [21].

Celkové mnozstvi ATP spotfebované na ptipravu 1 molu disacharidickych jednotek HA jsou
4 moly, z toho 2 moly ATP jsou spotfebovany ve dvou glukokinazovych reakcich a 2 moly
ATP jsou spotfebovany na regeneraci donorovych UTP. Oxidacni reakce katalyzovana
UDP-glukéza dehydrogenazou uvoliiuje 2 moly NADH na 1 mol nasyntetizovanych HA
disacharidickych jednotek [10].

Tti klicové enzymy jsou zapojeny do prvni casti drahy — konverze gluk6zy-6-fosfatu na
UDP-glukuronovou kyselinu. Jsou to fosfoglukomutaza (gen pgmA), UDP-glukoza
pyrofosforylaza (geny hasC, nebo galU) a v neposledni fadé UDP-glukéza dehydrogenaza
(geny hasB, nebo ugd). Kritickymi enzymy pro syntézu druhého prekurzoru — UDP-N-
acetylglukosaminu — jsou fosfoglukoizomeraza (geny haskE, nebo gpi) a bifunkéni enzym
glukosamin-1-fosfat acetyltransferaza/N-acetylglukosamin-1-fosfat uridyltransferaza (geny
hasD, nebo gimU). Iniciani molekuly (prekurzory) pro syntézu HA jsou také intermediaty
tvorby bunécné stény a mohou byt rovnéz zpracovany glykolyzou ¢i pentdzovym cyklem [29].
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2.2.1  has operon

Enzymy, zapojené do metabolické drahy kyseliny hyaluronové, jsou u streptokoku
koédovany has operonem. Pocet gentl, z nichz se has operon sklada, se muze lisit od 3 do 5
u riznych kmena [30]. U pfirozeného producenta kyseliny hyaluronové S. zooepidemicus
ATCC35246 a pribuznych kment (S. zooepidemicus H70, S. zooepidemicus MGCS10565) je
vSech pét gent (hasA, hasB, hasC, hasD, hasE) lokalizovano na stejném lokusu genomu v has
operonu. Transkripce t&chto gend je pod kontrolou mista pocatku transkripce a 6’° promotoru
umisténého 50 bp pied hasA [31, 32, 10]. Tyto kmeny maji ve svém genomu také jednu kopii
hasC genu navic. Kopie hasC byla nalezena v gps operonu obsahujicim pouze dva geny: hasC
a gpsA gen, ktery koduje NAD(P)" dependentni glycerol-3-fosfat dehydrogenazu. Dodate¢na
kopie hasC ma za nasledek stabilizaci a zlepSeni produkce HA v burikach [30]. Bylo prokazano,
ze biosyntéza HA je v burikach Streptococcus sp. kontrolovana na urovni transkripce silou
promotoru has operonu aregulovana dvouslozkovym regulaénim systémem csrS/csrR
(respektive arlS/R, nebo covR/S) [33, 34, 5].

Byly charakterizovany /as operony dvou patogennich zastupcu S. zooepidemicus a S. equi,
které jsou vyuzivany ke komercni produkci HA [31]. Dale byla zkoumana skladba gena has
operonu u téchto kmenu i s dal§imi kmeny rodu Streptococcus a nékterymi kmeny rodu
Bacillus, ktery ptirozené formuje kapsuli z poly-D-gamma-glutamové kyseliny. Piibuznost
operoni je naznaCena na obrazku 4 evoluénim distan¢nim dendrogramem (Kimurtv
dvouparametrovy model), zalozenym na analyze 16S rRNA. Déle je na schématu naznaceno
usporadani gent Asas operonu u S. equi subsp. zooepidemicus [31].

hasA  hasB hasC gimU pai

Siraptococcus equi subsp. Zoogpidemicus —|:>-|:>-|:>-m]mﬂm[ﬂlb-
Straptococcus equi subsp. aqui —|:>-|:§—
Straptococcus pyogenes _‘:>-'|:§I—
Streplococcus ubens _|:>-1[_
— Streptococcus prieumoniae -EEE’ -

Bacillus anthracis _|:>.{:>§_

Obrazek 4: Skladba has operonu u S. equi subsp. zooepidemicus a dalSich kmenii rodu
Streptococcus, navic se skladbou gemit identifikovanych u Bacillus anthracis [31].

Gen gpi koduje fosfoglukoizomerazu, ktera je pro rGst 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
o' promotor pred gpi, ktery naznacduje, Ze tento gen je pod kontrolou alespoti dvou promotorti
[31].

2.2.2  HA syntiza

Hyaluronan syntaza (HAS) je enzym kodovany hasA genem umisténym na zacatku has
operonu a je esencialni pro produkci kyseliny hyaluronové. Existuji dvé neptibuzné skupiny
HA syntaz [35]. Syntazy, které nachazime u obratlovell a mimo jiné u bakterii rodu
Streptococcus, patii do skupiny HAS 1. HA syntazy, izolované z bakterie Pasteurella
multocida, jsou fazeny do skupiny HAS II. Skupina HAS I se dale déli na dve podskupiny podle
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sméru polymerizace: podskupinu HAS I-R u niz probihéa polymerizace od redukujiciho konce
(streptokokalni, my$i a lidskda HA) a podskupinu HAS I-N, u niz probihd polymerizace od
neredukujiciho konce, patii sem naptiklad HAS z Xenopus leavis [36]. Syntazy tiidy HAS 1
patii do GT2 skupiny glykozyl transferaz, ktera zahrnuje 1 B-glykozyl transferazy jako jsou
celuldza syntdza a chitin syntaza [36]. Skupina HAS II je pon¢kud odli§né od ostatnich syntaz.
Polymerizace probiha sice od neredukujiciho konce (stejné jako u HAS I-N skupiny), ale
vyskytuji se predevsim u Gram-negativnich bakterii [36].

HA je u streptokokil syntetizovana na cytoplasmatické membrané pomoci membranove
asociované procesivni syntazy (obr. 5) se Ctyfmi transmembranovymi a dvéma k membrané
asociovanymi doménami [37, 38, 39, 40]. HAS je lipid-dependentni integralni protein a pro
jeho aktivitu jsou vyzadovany specifické fosfolipidy tzv. kardiolipiny. Funkéni katalytickou
jednotkou je HAS monomer tvofici komplex se Sestnacti kardiolipinovymi molekulami [36,
41].

Activating Phospholipids

B

Obrazek 5: (A) Navrhované usporadani transmembrdanovych a membranové asociovanych
domén HAS u S. equi subsp. zooepidemicus ve své neaktivni formé bez zakomplexovani
s kardiolipiny. Domény 1 a 2 a domény 4 a 5 jsou spojeny krdtkymi extracelularnimi smyckami,
tudiz jsou asociovdany jako sousedni domény [38]. Dvojice poldrnich rezidui naznacenymi
v bilém ramecku K** a I zprostredkovavd interakce mezi témito sousednimi doménami.
Domény 3 a 6 mohou byt rozmistény tak, jak je uvedeno na obrdazku, nebo si mohou své pozice
vymenit [42]. (B) Navrhované uspordaddani transmembrdanovych a membrdnové asociovanych
domén HAS u S. equi subsp. zooepidemicus ve své aktivni formé — tvori komplex s fosfolipidy
(Cerné vyznaceny s bilou ,, hlavickou “). Fosfolipidy se aktivhé zapojuji do tvorby poru, kterym
Je ziejmé HA translokovdna pres membrdnu ven z burniky [43] [prevzato z 36].

Syntéza HA probiha de-novo prodluzovanim polymeru zjeho redukujiciho konce [44].
Nejsou tvoreny zadné kovalentné napojené intermediaty. Mechanismus translokace fetézce
polymeru ptes plazmatickou membranu, stejné jako zakonceni polymerizace, neni jesté zcela
objasnén. Zadny piimy dikaz o zapojeni HAS do translokace HA fetézce neexistuje, nicménd
zapojeni ABC transportéru bylo vylouceno [10]. Zatim byla jen vyslovena hypotéza, ze HA
fetézec je extrudovan skrze por formovany samotnou HA syntdzou a terminace nastava
sttihovou silou, ktera fetézec HA tlaci pry¢ od hyaluronan syntazy [43, 45]. Rostouci fetézec
zustava pripojeny k HAS na bunécné membrané a zarover je extrudovan do extracelularniho
prostoru (obr. 6). Vyslovena teorie muze byt odpovédi na otazku, jak HAS reguluje velikost
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HA ajak mize byt komplex HAS-UDP-HA (UDP - uridin difosfat) stabilni az nékolik hodin

[40].
a
Frelease '

Frelease

F retain

Obrazek 6: HA — HAS retain/release model kontroly velikosti produktu u hyaluronan syntaz
skupiny 1. Levé schéma zobrazuje Sest membrdanovych domén HAS (Sedé vdlce) tvorici por, ktery
obklopuje a vaze rostouci HA retézec [46]. HA Fetézec je tvoren stiidavé GlcUA (Cerveny kruh)
a GlcNAc (modry kruh), ke kterym je vazan UDP (ZIuty trojuhelnik) z redukujiciho konce. Malé
cerné Sipky ukazuji zasobovani aktivniho mista substrdatem UDP-GIcUA a UDP-GlcNAc,
pricemz UDP reakcni produkt je z mista odvadén. Malé svétle zelené Sipky naznacuji piisobeni
sil, které se podileji na udrieni HA-HAS komplexu pohromadé (interakce s fosfolipidy,
s cysteinovymi rezidui a jiné). Pusobeni téchto sil je zndazornéno velkou svétle zelenou Sipkou.
Malé tmaveé zelené Sipky zastupuji interakce (vazba k externim proteiniim, ¢i matrix) a sily
(strihovda sila, rotacni pohyb buiiky, Brownitv pohyb), které odlucuji HA retézec od HAS. Jejich
plisobeni je zndzornéno jako velkd tmavé zelena Sipka nahoru. Sily udrzujici komplex HA — HAS
pohromadé (Frewin) zustavaji po dobu syntézy HA vice méné konstantni, zatimco sily
odtrhavajici HA retézec od komplexu (Firelease) prirozené nariistaji se zvétsujici se velikosti
retézce. Na zacatku polymerizace jsou Fyewain mnohem vétsi nez Freiease, poStupné se sily
vyrovaavaji, az v jistém momentu v priubéhu elongace retézce se stavd Fielease VEtSi nez Freain.
Dochazi k odtrzeni retézce HA od HAS a k uvolnéni do extracelularniho prostoru (schéma
vpravo). Odtrzeny retézec HA je zobrazen s navdazanym UDP, protoZe neni jasné, zda je proces
uvolnéni retézce asociovan se ztratou UDP. V pravé éasti obrdzku jsou naznacena rezidua K**
vdoméné 2 a F3¥ vdoméné 4 (Zlutd pismena). Rezidua se podileji na silach udrzujicich
komplex HA — HAS navazdn [prevzato ze 40].

Ke stabilit¢ komplexu HAS-UDP-HA a regulaci velikosti HA piispiva i pfitomnost
cysteinovych rezidui na HA syntaze. Membranové vazana HAS ma 4 cysteinova rezidua na
pozicich 226, 262, 281 a 367. Cysteinova rezidua Cys>®?, Cys?! a Cys*®’ jsou umisténa velmi
blizko sebe a spolecn& s Cys?*?® jsou lokalizovana na vnitini strané membrany. V§echna tato

rezidua jsou taktéz lokalizovana velmi blizko UDP-prekurzor vazebného mista (obr. 7) [36].
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Obrazek 7: Navrhované rozloZeni cysteinovych rezidui a membranovych domén kolem
aktivniho mista HAS [prevzato ze 40].

Ani jedno cysteinové reziduum neni vyzadovano pro aktivitu HAS [40]. V pfedchozich
letech byla tato rezidua studovana na molekularni urovni. Pozdé€ji byla snaha nahradit je
serinovymi a alaninovymi rezidui na riznych mistech a sledovat vliv na velikost produkované
HA [41, 47].

2.3 Sekvenace celogenomové dna S. zooepidemicus

V poslednich desetiletich je stale se rozvijejici celogenomova sekvenace (WGS — Whole-
Genome Sequencing) jednou z nejslibnéjSich technik v mikrobiologii [48, 49]. Od doby
osekvenovani prvniho bakterialniho genomu v roce 1995 prosla technika rozsdhlym vyvojem
[50, 51] Vyuziti nalezla také v diagnostice, biotechnologiich, forenzni biologii, molekularni
biologii a v dal§ich oblastech védeckého zajmu. Zavedeni metody vyznamné a v pozitivnim
smyslu ovlivnilo biologicky vyzkum ([52]. My této metody vyuzivame u dosud
neosekvenovaného kmene S. zooepidemicus CO4A, ktery byl upraven fyzikalni mutagenezi
(UV svétlo).

U streptokokalniho genomu jsou vyuzivany rizné metody sekvenace, podle kritérii
jednotlivych experimenti. Kompletni genom kmene S. agalactiae GD201008-001 byl
osekvenovan za pouziti Roche 454 GS FLX DNA sekvencer a systému Illumina Solexa GA IIx
sekvencer v modu paired-end [53]. Platformy Roche 454 GS FLX sekvencer bylo naptiklad
pouzito i v ptipad€ sekvenace dvou izolati kmene S. preumoniae SV35-T23 a SV36-T3 [54].
U S. pyogenes (sérologickéa skupina A -GAS) bylo WGS provedeno na pristroji HiSeq 2500
(Illumina) a sekvenovano v paired-end médu [55]. Platforma MiSeq (Illumina) byla pouzita
napiiklad u WGS S§. pyogenes kmene JMUB1235 [56]. lllumina je velmi pfesna, ale nabizi
kratsi ¢teni (ready do 300 bp). Pii skladani nového genomu je tak vhodné pouzit kombinaci
dvou sekvenacnich platforem napt. Illumina pro vysokou piesnost ¢teni a PacBio pro
generovani delSich readi [57]. Zvysi se tim pfesnost a spravnost sestaveného genomu. Vzdy je
v§ak nutné se fidit potfebami jednotlivych analyz, po¢tem read, modem sekvenace, kapacitou
sekvenatoru atd. Dulezitym faktorem je i vybér softwaru, kterym budou data vyhodnocovana.
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Sekvenace na platformé Illumina (Solexa) ma sviij pavod v praci tymu doktora Turcattiho
[58]. Knihovna DNA fragmenti (cca 300-1500 bp) muze byt vytvofena metodami PCR
(generuje smesi fragmentd o délce do nékolika stovek pari bazi s pfipojenou sekvenci
adaptoru), fyzikalnimi metodami (sonikator), nebo enzymaticky (napt. Nextera kit od
[lluminy). V metodé€ se uplatiiuje pro klastrovani pritokové komory (angl. flow cell) mustkova
amplifikace nafragmentované DNA. Prutokova komora muze nést az nékolik milionu klastri
umisténych na specifickych mistech. Diky indexovani vzorku je navic mozné otestovat nékolik
nezavislych DNA knihoven paralelné v pribéhu jednoho runu [59]. VSe zalezi na kapacité
sekvenatoru, velikosti knihoven aj. Po skonceni generace klastri jsou amplikony linearizovany
a sekvenacni primer je hybridizovan k univerzalni sekvenci adaptoru na regionu naseho z4jmu.
Detekce fluorescencnich zableskd nove nasedajicich nukleotidi probiha béhem Cteni. U Solexa
systému dochazi k sekvenaci syntézou [59].

Technologie sekvenace syntézou pouziva Ctyfi fluorescencné znaCenych nukleotida
k sekvenaci desitek miliont klastrii souc¢asné na povrchu pratokové cely. V prubéhu kazdého
cyklu jsou jednotlivé znaené deoxynukleotid trifosfaty (AINTPs) pridavany ke vznikajicimu
fetézci DNA. Znaceny dNTP po inkorporaci do fetézce DNA vyzafi odpovidajici fluorescencni
signal, podle néhoz je identifikovana pfislusnd baze. Vznikajici signal je v pfimé umeéfe
s meéfenym signalem v prabéhu cyklu [60]. Schéma procesu sekvenace syntézou s mistkovou
amplifikaci DNA je na obr. 8.

Genomic DNA

select ~200-300 bp fragments

¢ i _
attach adapters to
create sequencing library I

cluster generation by
solid phase PCR
(bridge amplification)

sequencing by synthesis with reversible terminators

Obrazek 8: Schéma procesu WGS metodou sekvenace syntézou pri pouziti fluorescencné
znacenych nukleotidht [61].

Vysledkem sekvenace jsou kratké useky DNA ve formatu FASTQ (Illumina), u kterych
zname sekvenci a kvalitu Cteni. Té€chto useku se pfi celogenomové sekvenaci ziska i nékolik
set tisic. Zalezi na modu sekvenace (single-end vs. paired-end), délce ¢teni (75 bp, 150 bp,
u sekvenaci Illumina je to maximalné 300 bp), hustoté naklastrovani pratokové komory aj.
Sekvenace se provadi v takovém nastaveni, aby bylo ziskano dostate¢né mnozstvi readu
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a soucasné se useky prekryvaly vétsi Casti své sekvence, aby mohly byt sestaveny do vétsich
usekd, tzv. contigt (obr. 9).

GGTATAC...
-.CCATAG TATGCGCCC CGGAAATTT CGGTATAC
-.CCAT CTATATGCG TCGGAAATT CGGTATAC
..CCAT GGCTATATG CTATCGGAAA GCGGTATA
..CCA  AGGCTATAT CCTATCGGA TTGCGGTA L.
..CCA  AGGCTATAT GCCCTATCG TTTGCGGT L
-..LCC AGGCTATAT GCCCTATCG AAATTTGC ATAC...
..CC  TAGGCTATA GCGCCCTA AAATTTGC GTATAC...

Obrazek 9: Sestavovani delSich sekvenci DNA (contigii) z krdtkych visekii, které byly ziskany
sekvenaci. Modrym rdmeckem je vyznacend sekvence contigu ziskaného z prekryvajicich se
sekvenci [62].

Contig je delsi sekvence vznikla ze souboru DNA kratSich sekvenci, které mély homologni
konce a byly tak slouceny do tohoto vétsiho celku. Contig z celogenomové sekvenace ziskame
radové desitky. Jedna se o DNA sekvence nejCastéji ve formatu textového souboru FASTA.
Sekvence contigu muze byt dlouha nékolik stovek az nékolik desitek tisic bazi. Maji
prekryvajici se sekvence, podle nichz jsou nasledné spojeny do jediné sekvence genomové
DNA [63].

Sestavovani genomové DNA z kratkych fragmenti pouze ru¢né by bylo velmi Casové
naro¢né. Proto existuji porovnavaci softwary a rizné algoritmy, které se pro zpracovani dat ze
sekvenace daji pouzit. Pokud sekvenaci neprovadime sami, ale provede ji externi laboratof, jak
tomu bylo i v naSem piipadé, dostanou se k nam vysledky sekvenace ve formé contigt, které
preskupime podle piekryvajicich se sekvenci (angl. de-novo assembling), nebo sestavime
genom podle osekvenovaného referencniho genomu materského kmene (angl. assemble to
reference) [63].

Systému ke zpracovani sekvenacnich dat existuje velké mnozstvi. VéEtsinu jich lze pouzit
pro rizné sekvenacni platformy a lze s nimi pracovat v riznych operacnich systémech (Linux,
macOS, Windows) [63]. Vstupni format sekvenacnich dat je zasadni predpoklad k vybéru
spravného nastroje pro NGS-pipeline. Tyto nastroje se velmi dynamicky rozvijeji a vybrat
kvalitni, nizkonakladovy a uzivatelsky pfijemny software je obtizné. Néktery je zdarma
pfistupny, ale ne vzdy dlouhodobé€ podporovany ze strany vyvojaia. Komercni software (napf.
CLC Genomics Workbench [64]) je kontinualné vyvijen s ohledem na nejnovéjsi trendy,
zachovava uzivatelsky pfijemné prostiedi a zajistuje podporu pro koncové uzivatele. Kvalité
vSak odpovida i cena softwaru.

Analyzu dat z celogenomové sekvenace je mozné provadét za pouziti riznych softwarovych
nastroj. Casto se uvadi nastroje jako MAUVE [65, 66], DEP3 [67, 68], GLIMMER3 [53],
CLC Genomic Workbench [64] a dalsi. Software, jenz umozni de-novo sestavovani genomu
z kratkych fragmentt, je napiiklad systém ABySS (Assembly By Short Sequences) [69], ktery
je navrhnut pro skladani velmi kratkych fragmentt (do 50 bp délky) do vétsich celka.

Dale pak systém Edena (Exact De Novo Assembler) [70] schopny zpracovat miliony
kratkych fragmentt ziskanych platformou Illumina Genome Analyzer [71]. Systém Geneious
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[72] je vhodny pro sestavovani genomu z kratkych fragmenti DNA po sekvenaci a je jednim
ze systému, jez byly pouzity pro sestavovani genomu SEZ [59]. Geneious je kompatibilni
s mnohymi platformami (Sanger sequencing, 454 pyrosequencing, lllumina, Oxford Nanopore
aj.). Volné dostupné programy pro de-novo sestaveni sekvence jsou napt. A5 pipeline a Velvet
[70, 73, 55]. Prikladem on-line nastroje, ktery muzeme vyuzit k porovnavani a vyhledavani
sekvenci, je BLAST (z angl Basic Local Alignment Search Tool) [74]. Z porovnavacich
systému (algoritmi) vytvorenych pifimo pro platformu Illumina (Solexa) je to napiiklad
ELAND (z angl. Efficient Large-Scale Alignment of Nucleotide Databases) [63].

Soucasti pripravy sekvence genomu byva také jeho anotovani — pfifazovani vlastnosti
k specifickym DNA sekvencim. Ru¢ni zadavani anotaci je ¢asoveé naro¢né a proto bylo pro
anotaci genomu zavedeno rovnéz velké mnozstvi systému, které 1ze pouzit. Systém EagleView
je schopen zobrazit a zahrnout velké mnozstvi informaci o sekvenci a byl vyvinut na univerzité
v Bostonu [63]. Systém SAM (Sequnce Assembly Manager) je nastroj k vizualizaci
a upravovani genomu, ktery byl vyvinut v kanadském Michael Smith Genome Science centru
pro Linux [63].

2.4 Studium genové exprese S. zooepidemicus — DNA ¢ipy

Vzrastajici frekvence pouzivani sekvenacnich metod, a tudiz i stale vétsi znalosti sekvenci
DNA rtznych organismt a mikroorganismd, vyvolala také potfebu zavedeni techniky, kterou
by bylo mozné sledovat expresi jednotlivych gent, skupin genti, operond, nebo celych genomu.
Dosavadnimi metodami bylo mozné testovat jen aktivitu nékolika malo gend. Prilom v tomto
oboru pfinesla technologie DNA <¢ipt. Umoznila totiz ziskat kvantitativni informaci
o kompletnim transkripénim profilu butiky a stala se tak cennym zdrojem poznani.

Technologie DNA cCipli propojuje mnoho sekci biologie, ale i matematiky a statistického
zpracovani dat. Potfeba takovéto metody vychazela pravé z masivniho nartstu DNA sekvenci,
ke kterym byly ¢asem doplnény jejich redlné, nebo hypotetické funkce. Schopnost simultanniho
sledovani exprese velkého mnozstvi gent je zcela kliCova a dnes je zakladem funk¢ni
genomiky. Technologie DNA Cipt byla poprvé zminéna v roce 1995 a nasledné nastal jeji
rychly rozvoj [75, 76, 77].

U prokaryotickych systémt muzeme zminit nékolik zakladnich aplikaci DNA ¢ipt. Zasadni
aplikaci je studium celogenomové transkripCni aktivity v buiice. VSechny bunétné funkce
startuji s expresi jednotlivych geni. Metodou DNA Cipt Ize sledovat transkripéni aktivity gend,
genovych regionu za standardnich nebo specifickych ristovych podminek. Byly pouzity
napiiklad u E. coli [78], Caulobacter crescentus [79, 80], nebo Bacilus subtilis [81]. Dalsi
aplikaci maze byt studium regulonu. Regulon je skupina gent, jejichz transkripce je pod
kontrolou regulatoru. Prikladem muze byt N#rC regulon u E. coli [82], sigma faktor u B. subtilis
[83, 84] a u zastupce streptokoki S. pneumoniae [85, 86, 87]. Dale Ize identifikovat operon
a sledovat jeho strukturu, studovat neznamé regiony DNA, studovat interakci mezi DNA
a proteiny [88]. V neposledni fadé mohou byt DNA Cipy pouzity v komparativni genomice
a genotypingu napt. S. pneumoniae [89, 90].

Pokud bychom méli zminit specifické aplikace pro uziti metody DNA ¢ipt v mikrobiologii,
byla by to predevsim identifikace virulentnich faktori patogena [90]. Dalsi aplikaci by bylo

studium bunécné odpovéedi hostitelského organismu na patogen, stanoveni expresniho profilu
pii aplikaci 1éCiv, inhibitort a toxickych latek a analyza mikrobialni evoluce a epidemiologie.
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Metoda muze byt uspéSné pouzita i k diagnostickym ucelim, metabolickému inzenyrstvi
a optimalizaci mikrobialnich procest [90].

Specifické znaCeni mRNA pro analyzu exprese geni metodou DNA ¢ipt je u prokaryot
vyzvou [91]. U eukaryotické mRNA se vyuziva polyA fetézce k nabohaceni molekul.
U prokaryot bylo pouziti prvni specificky znaCené mRNA pro monitoring genové exprese na
vysokodenzitnim ¢ipu publikovano v roce 1998 [92].

Technologie pracuje na principu hybridizace. Fluorescenéné zna¢end RNA nebo DNA se
ve formé roztoku hybridizuje s oligonukleotidy uchycenymi na specifickém misté na povrchu
Cipu. Povrch mize byt z rizného materialu (porézni membrany, sklo, porcelan), na kterém
jsou fragmenty DNA uchyceny. Jako Cip mohou rovnéz poslouzit napiiklad mikrotitracni
desticky. DNA fragmenty se ziskavaji nej¢astéji z cDNA, genomickych nebo plazmidovych
knihoven, ale muzeme je piipravit i PCR reakci. Obecné jsou k dostani Cipy nizko-
a vysokodenzitni. Rozdilem u nich je pocet sekvenci, které mizeme analyzovat, a kvalita
signalu. Dnes jsou k dostani také Cipy, u kterych lze sledovat paralelné az 1 milion sond [93,
94, 95].

DNA ¢ipy jsou komercné k dostani a je vyhodné si je nechat pfipravit odborniky, pokud na
pracovisti neni prislusné ptistrojové vybaveni. Vyrobci a prodejci také Casto nabizeji na svych
webovych strankach sluzbu automatického navrhu sekvence sond. Pro ucely daného
experimentu volime také material, na ktery se sondy budou vazat a techniku, kterou budou
sondy na povrch vazany [96]. Obecné se pouzivaji dvé metody nanaSeni a uchyceni sond na
¢ip. Prvni metodou jsou sondy syntetizovany in-situ, tedy ptfimo na Cipu [96]. Druha metoda je
zalozena na robotickém rozmisténi a natiskovani vybranych sond syntetizovanych mimo
povrch Cipu na zvoleny nosi€. VSe se provadi automatizované metodou ink-jet. Méné pouzivané
jsou vysokodenzitni kulickové Cipy, elektronické Cipy a suspenze kulickovych Cipa [96].

In-situ syntetizované Cipy maji extrémné vysokou denzitu oligonukleotidovych sond.
Nejznaméjsi vyrobce takovych ¢&ipa je Affymetrix. Oligonukleotidové sondy jsou
syntetizovany piimo na povrch &ipu, ktery je b&zné velky 1,2 cm?. Protoze in-situ syntetizované
sondy jsou typicky 20-25 nukleotidi dlouhé, navrhuje se nékolik raznych sond pro jednu
targetovou sekvenci, aby se zvySila senzitivita, specifita a statistickd vyznamnost. Bézn¢ se
pouziva a navrhuje 11 sond pro tusek zajmu, ktery ma délku 600 bp [97]. Set sond pro jeden
usek obsahuje jednu sondu, ktera presné sedi na daném useku a jednu sondu, kterd nese zmeénu
v 1 bp uprostied sondy. Sonda nesouci zménu slouzi jako negativni kontrola k identifikaci
moznych nespecifickych hybridizaci [96].

Affymetrix GeneChips maji vice nez 10° sond na &ipu, odviji se to od vzdalenosti mezi
sondami [97]. Sondy jsou syntetizovany polovodi¢ovou fotochemickou metodou. Na povrch
¢ipu jsou syntetizovany linkery, které jsou modifikované ochrannou skupinou citlivou na svétlo
[98]. Povrch Cipu je tak chranén pied navazanim nukleotidt, dokud neni Cip vystaven pusobeni
UV zafeni. Pokud je povrch Cipu vystaven pusobeni UV zafeni, ochranna skupina bude
degradovana a fetézec muze byt prodlouzen. K zacileni specifickych nukleotidii na presné
misto se pouzivaji fotolitografické masky. Kazda maska ma svij definovany vzor — pocet
ramecku, které slouzi jako filtr pro UV zafeni a ohranicuji specifické Casti Cipu [96]. Pouziti
litografickych masek zadsadné limituje moznost zmén vybéru sond. Proto spole¢nost Affymetrix
produkuje ¢ipy vhodné pouze pro ur¢ité mikroorganismy (Saccharomyces cerevisiae, E. coli,
B. subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium) [99].
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Dalsi vysokodenzitni ¢ipy jsou produkovany spolecnosti Roche NimbleGen (Madison, WI)
a spolecnosti Agilent Technologies (Palo Alto, CA). Obé platformy pouzivaji delsi
oligonukleotidové sondy (60 az 100 bp). NimbleGen pouziva pro syntézu sond bezmaskovou
technologii a Agilent Technologies vyuziva ink-jet technologii. Zatimco u Affymetrix
GeneChips je limitovano znaceni vzorkd na jednu barvu, u ostatnich technologie umoziuje
vicebarevnou hybridizaci. Roche NimbleGen technologie in-situ syntézy je podobna jako
u Affymetrix GeneChips, jen fotolitografickou masku nahradili maskou virtualni. Tyto
technologie umozuji flexibilitu v navrhovani sond a je prakticky mozné nechat nasyntetizovat
sondy pro jakykoliv mikroorganismus [99]. Kazdy NimbleGen Cip mize obsahovat vice nez
10° sond a mohou byt piipraveny v nasledujicich formétech sond: 1x2 100 000, 3x720 000,
1x385 000, 4x72 000 a 12x135 000. Agilent Technologies Cipy jsou syntetizovany na sklenéné
podlozky a vyuzivaji metody ink-jet tisknuti, ktera eliminuje potiebu jakékoliv masky. Agilent
Cipy jsou dostupné ve formatech sond: 1x244 000, 2x105 000, 4x44 000, 8x15 000, 8x60 000,
4x160 000 a v mnohych dalSich [96].

Velkou vyhodou DNA ¢ipt je moznost studia rozsahlého mnozstvi genli v jedné analyze.
Nizkodenzitni ¢ipy nesou desitky az stovky specifickych oligonukleotidovych sond
Vysokodenzitni ¢ipy mohou nést tisice az miliony sond [100]. Nevyhodou je pomérné Casty
vyskyt fale$né pozitivnich vysledka. Dochazi k tomu hlavné, pokud ma gen vice homolognich
sekvenci v genomu, pokud ma organismus vysoce variabilni genom apod. [100]. K chybam
detekce vede 1 saturace Cipu (pfi velkém mnozstvi stejnych hybridizujicich sekvenci), nebo
omezeni hybridizaéni kinetiky [100]. Cipy jsou zalozeny na principu nepfimého méfeni
relativni koncentrace — signal by mél odpovidat mnozstvi hybridizované DNA. Méfeny signal
ovSem nebyva vzdy linearni, a to muaze vést ke zkresleni vysledkt. Cena komerénich DNA ¢ipa
byva také pomérne vysoka [100].

2.5 Studium genové exprese S. zooepidemicus — qPCR

Metoda real-time polymerazové fetézové reakce (QPCR) je zalozena, stejné jako sekvenacni
techniky, na revolu¢ni metodé PCR zavedené Kary Mullisem v osmdesatych letech minulého
stoleti. Metoda umoziovala amplifikovat specifické useky DNA vice nez bilionkrat. Tento
objev m¢l revolu¢ni vliv na metody molekularni biologie, klonovani a genové manipulace.
Velkym ptinosem byl i pro projekt sekvenace lidského genomu (Human Genome Project) [101,
102, 103, 104].

Od objevu PCR a zavedeni do praxe bylo vyvinuto mnoho protokold a pfistroja
umoznujicich efektivnéjsi, rychlejsi a predevsim plné automatizovanou analyzu. qPCR muze
byt pouzita pro tadu ucell, nejCastéji se vyuziva ke kvantifikaci nukleovych kyselin
a genotypingu. Mizeme ji ovSem vyuzit i k detekci mutaci, analyze chimerisma a dal§im
vyzkumnym aplikacim. Stejné jako 1 v této praci byva metoda qPCR vyuzivana ke studiu
genoveé exprese ve spojeni s analyzou na DNA ¢ipech. Nasla své misto i v klinické diagnostice.
Zasadni rozdil gPCR od puvodni PCR spociva v tom, ze vznik a amplifikace produktu jsou
sledovany v realném case za pouziti fluorescencnich technik [105, 106, 107]. Hlavni vyhodou
je extrémné velky dynamicky rozsah a signifikantné vyssi spolehlivost [108]. Fluorescen¢ni
signal je pfimo umeérny vznikajicimu PCR produktu. Je generovan pouzitim fluorescencnich
barviv, které jsou specifické pro dvouvlaknovou DNA (dsDNA specificka barviva: YO-PRO-
I, YOYO-1, SYBR Green aj.) [109, 110], nebo pouzitim fluorescenéné znacenych sond
sekvencéné specifickych pro PCR produkt (napt. TagMan sondy) [109, 110].
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SYBR Green je nejfrekventovanéji pouzivana fluorescen¢ni barva v qPCR analyzach [111].
Jde o kyaninové interkala¢ni barvivo strukturné podobné dalsim dsDNA specifickym barviviim
YOYO-1 a TOTO-1 [112, 113]. Nese dva pozitivni naboje, diky nimz ma vysokou afinitu
k negativné nabité dsDNA. Vazebna ti€innost je stokrat vyssi nez u diive pouzivaného ethidium
bromidu. Fluorescence navazaného SYBR Greenu je tisickrat vyssi nez nenavazaného, tudiz se
da velmi dobfe vyuzit k monitorovani akumulace produktu qPCR. SYBR Green mize byt
excitovan pomoci modrého svétla o vinové délce 480 nm. Jeho emisni spektrum je srovnatelné
s emisnim spektrem fluoresceinu (FAM) s maximem pii 520 nm [112]. Muaze dochazet
k tzv. ,self-quenchingu, neboli samozhaseni, kdyz je barvivo vazano k dsDNA. Samozhaseni
neni zdrojem chyb [111]. Casto se také uvadi, ze nespecificka detekce jakékoliv dsDNA je
nevyhodou SYBR Greenu v porovnani se sekvencné specifickymi druhy detekce. Kazdy
protokol pouzity pro analyzu by mél byt optimalizovan, tudiz pfi pouziti optimalizovaného
protokolu by méla byt vysoka specificita PCR produktu (nevznikaji nespecifické produkty,
které by mohly zkreslovat vysledek), stejn€ jako efektivita reakce (vysoka ucinnost reakce).
Optimalizaci se zamezi nespecifickym interakcim s nahodnou dsDNA a pokud by i tak
dochazelo ke zkresleni vysledkt, bude se jednat o systematickou chybu, at' uz bude nebo
nebude dochazet ke vzniku nespecifickych produkta [111].

Obecné je metoda qPCR rozsifenou laboratorni technikou. Jeji hlavni vyhodou je pouziti pro
Siroké mnozstvi aplikaci stejnych jako u DNA Cipi s vyrazné vyssi efektivitou a pii nizsim
prahu detekce. Nevyhodou je podstatné mensi kapacita testovany vzorkd. Proto se velmi Casto
obé metody (DNA Cipy a gPCR) vyuzivaji soubézné [114, 115]. gPCR metoda byla pouzita pfi
mnoha studiich k potvrzeni vysledkt ziskanych z hybridizacnich reakci na DNA Cipech [114,

115, 116, 117].
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3 CILPRACE

3.1 Charakterizace bakterialniho kmene S. zooepidemicus CO4A

Bakterialni kmen S. zooepidemicus CO4A vyuzivany spoleCnosti Contipro a.s.
k primyslové vyrobé HA byl ziskan nahodnou mutagenezi UV zafenim. Prvnim cilem mé
préace bylo u mutanta charakterizovat sekvenci chromozomalni DNA a porovnat ji se sbirkovym
kmenem ATCC35246, z néhoz vznikl (kap. 4.2, 4.5 a 4.6). Bioinformatickou analyzou byly
nalezeny varianty v sekvenovaném vzorku chromozomalni DNA (kap. 5.1 a 5.2). Varianty byly
nasledné anotovany a filtrovany z hlediska jejich biologické relevantnosti.

3.2 Sledovani exprese genu u vybranych kmenu S. zooepidemicus CO4A

Druhym cilem mé prace bylo sledovat uroverni exprese genti produkéniho kmene CO4A
a kmene sbirkového ATCC35246 v ruznych Casovych tsecich kultivace za danych podminek
(kap. 4.1). Sledovani exprese bylo provedeno metodami DNA cipti a qPCR (kap. 4.7 a 4.8).
Nutnou soucasti byla optimalizace metod potfebnych k dosazeni relevantnich vysledku
(napt. stanoveni referen¢niho genu pro qPCR, kap. 4.8.2). Byl také testovan vliv suplementace
média N-acetylglukosaminem na expresi gent spojenych s produkci HA (kap. 5.4.3). Dalsim
krokem bylo urCeni genu se signifikantnim nartstem a poklesem exprese (kap. 5.3 a 5.4).
V piipadé diferencialni exprese anotovanych genu bez variant byla provedena analyza
metabolickych drah a zji§téno zapojeni genu do metabolismu HA. Identifikované geny
zapojené piimo ¢i nepiimo do metabolismu HA byly dale diskutovany.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Bakterialni kmeny a jejich kultivace

Sbirkovy kmen Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC35246 [1] a interni kmen
CO4A (ptipraveny UV ozarovanim kmene ATCC35246) byly skladovany v -80 °C ve formé
glycerinovych konzerv (20 % glycerolu).

4.1.1  Kultivace bakterialniho kmenepro sekvenaci celogenomové DNA

Z kryokonzervy kmene CO4A byla zaockovana Petriho miska s pevnym zivhym médiem
THY (Todd-Hewitt Broth; OXOID) s kvasnicnym autolyzatem [118]. Miska byla ulozena
v inkubatoru pii 37 °C po dobu 24 h. Z takto na misce narostlé kultury, byla zaockovana 300ml
Erlenmeyerova baiika se 100 ml tekutého zivného média THY. Baika byla inkubovana na
trepacce (Incubator Hood TH 15, Edmund Bithler GmbH; 150 rpm) 24 h pti 37 °C a 150 rpm.
Pripravena kultura byla pouzita pro izolaci chromozomalni DNA (kap. 4.2). Slozeni pouzitych
médii je uvedeno v tabulce 1.

Tabulka 1: Slozeni zZivnych médii pouzitych ke kultivaci pro izolaci celogenomové DNA
[upraveno dle 118].

Navazka na 100 ml

-~ Tekuté Zivné médium Pevné zivné médium (agar)
média
THY (Todd Hewitt
Broth) 378 378
Kvasnicny autolyzat 03¢g 03¢g
Agar - 1,6-20g

4.1.2  Kultivace bakteridalnich kmenit pro analyzu na DNA Cipech

Ptiprava bakterialni kultury pro izolaci celkové RNA k hybridizaci na ¢ip probé&hla
nasledovné. Z kryokonzervy S. zooepidemicus kmene CO4A a ATCC35246 byly zaockovany
3 Petriho misky s THY agarem [118] pro kazdy ze dvou kmenu (tfi biologicke replikaty). Misky
byly ulozeny v inkubatoru 24 h pti 37 °C. Z narostlé kultury byly zaoCkovany 300ml
Erlenmeyerovy banky se 100 ml tekutého média THY. Bariky byly inkubovany na tfepacce
(Incubator Hood TH 15, Edmund Bithler GmbH) 24 h pii 37 °C a 150 rpm. Pfipravené kultury
byly pouzity pro inokulaci bioreaktorti (Multifors) od spolecnosti INFORS o objemu 500 ml
s kontrolovanym monitorovanim kultiva¢nich parametrt.

Kultivace trvala 16 h. Fermentory byly ockovany 20 ml kultury pfes noc narostlé na
ODgoo = 0,5 (4% inokulum). Kultivace probihaly v médiu THY a byly provedeny ve tfech
biologickych replikatech. Vzorky byly odebirany a zpracovavany ve 4., 8., 12., a 16. hoding,
abychom ziskali profil genové exprese v priabéhu kultivace. Ve fermentorech byly kultivace
provedeny pii 37 °C, pH 7 (automatické davkovani 20% NaOH), vzdu§néni 0,5 vvm a michani
300 rpm (Rushtonova turbina). Odebrané vzorky byly centrifugovany pii 6800 x g (biomasa se
usadila, ale buiikky nebyly rozruseny) a ze ziskané biomasy byla izolovana celkova RNA (kap.
4.3).
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4.1.3  Kultivace bakteridlnich kmeni pro analyzu qPCR
Kultivace s N-acetylglukosaminem (GlcNAc) a bez jeho suplementace

Kultivace probihaly podobné jako kultivace pro analyzu na DNA cipech (kap. 4.1.2).
Rozdilné bylo slozeni kultivacniho média THY s kvasniénym autolyzatem, které bylo
obohaceno o GIcNAc (0,5 g/1) [6]. Médium kontrolni kultivace bylo bez GIcNAc. Vzorky byly
odebirany a zpracovavany v 6., 9., 12, a 16. hodin¢ kultivace. Prvni vzorky byly odebirany
pozdgji, protoze analyza byla zamétfena na produkci HA, ktera probihd v pozdéjSich fazich
kultivace. Odebrané vzorky byly centrifugovany pii 6800 x g (biomasa se usadila, ale buriky
nebyly rozruSeny) a ze ziskané biomasy byla izolovana celkova RNA (kap. 4.3).

Zpracovani biomasy po kultivacich sraZeci metodou

Biomasa byla zpracovana ihned po skonceni fermentaci. Do kadinky bylo odvazeno 250 g
kultury v poméru 1:3 s vodou (250 g bakterialni suspenze + 750 ml demi H20O). Pfed samotnou
filtraci bylo pfidano do suspenze 15 g NaCl a poté byla suspenze prefiltrovana pies navlh¢enou
filtracni desku HS800 (PALL) pod tlakem 2 bary. Filtracni zafizeni bylo vyrobeno v laboratofi
ptimo pro tuto aplikaci. pH filtratu bylo upraveno pomoci kyseliny octové na hodnotu 5. Srazeni
HA ve vzorku bylo provedeno za intenzivniho michani na hfidelové micha¢ce pomalym
pfilévanim 1,5 1 regenerovaného (86 %) a 0,5 1 absolutniho izopropanolu (IPA). Vysrazeny
produkt byl sedimentovan a opatrné dekantovan. Nasledné dvakrat promyt 300 ml
regenerovaného IPA a dvakrat 300 ml absolutniho IPA. Vzdy se sediment HA promichal,
homogenizoval (T 25 Digital Ultra-Turrax®, IKA) a znovu nechal usadit. Roztok byl po
posledni sedimentaci dekantovan.

Promyty produkt byl susen na Petriho misce 16 h v su§arné€ pii 60 °C. Mnozstvi HA bylo
uréeno gravimetricky vazenim (navazka 100 mg HA) s presnosti na dvé desetinna mista. SusSina
produktu byla stanovena automatickymi halogenovymi suSicimi vahami HR73 (Mettler
Toledo) pfi teploté suSeni 120 °C. SuSeni probihalo az do zastaveni ubytku hmotnosti suseného
vzorku. Vytézek HA byl vyjadien v jednotkach g/l po pfepoctu na 100 % susiny.

4.2 Izolace chromozomalni DNA

Izolace celogenomové DNA k jeji sekvenaci byla provedena za pouziti komercniho kitu
UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit (MO-BIO Laboratories, Inc). Kit je uréen pro izolaci
genomoveé DNA z riznych mikroorganisma. Izolace byla provedena podle protokolu vyrobce.
Kvalita izolované genomové DNA byla ovéfena gelovou elektroforézou (TSA pufr). Na 1 %
agarozovy gel byly naneseny 2 ul vzorku DNA smisSeného s nanaSecim pufrem (Gel Loading
Dye, Purple (6x), no SDS, NEB) a DNA barvickou (MIDORI Green Direct, Elisabeth®
Pharmacon). Koncentrace genomové DNA byla ovéfena méfenim na spektrofotometru
DENOVIX DS-11 FX'. Cistota DNA byla vyhodnocena dle poméru absorbanci Aasonaso

a A260/230.
4.3 1Izolace RNA a zjisténi jeji kvality

K izolaci bakteridlni RNA byl pouzit kit UltraClean™ Microbial RNA Isolation Kit od
spolecnosti MOBIO Laboratories, Inc). Pti izolaci bylo postupovano podle protokolu vyrobce.
Kvalita a kvantita izolované RNA pro analyzu na DNA C¢ipech byla ovéfena za pouziti
Experion™ RNA StdSens Analysis Kit od spole¢nosti BIO-RAD. Kit byl pouzit s pfistrojovym
vybavenim Experion systému pro analyzu RNA. Systém zahrnoval automatickou

26



elektroforetickou stanici, primingovou stanici, vortexovou stanici a software k analyze
a normalizaci dat. Cistota a koncentrace izolované RNA byla také ovéfena méfenim na
spektrofotometru DENOVIX DS-11 FX'. Cistota RNA byla odedtena z poméra absorbanci
Aze0180 @ A260230. K analyze byly piijaty vzorky s hodnotami A260/280 a A260/230 vEtSimi nez 1,9.

4.4 Prepis RNA do cDNA pomoci reverzni transkripce

K prepisu bakterialni RNA =ze vzorki byl pouzit High-Capacity ¢cDNA Reverse
Transcription Kit od spole¢nosti Applied Biosystems (RNA-dependentni DNA polymerazou je
zde MultiScribe™ Reverse Transcriptase). P piipravé smési bylo postupovano podle
protokolu vyrobce kitu. Reakce probé&hla v termocykleru od spole¢nosti BioRad za podminek
uvedenych v nasledujici tabulce 2.

Tabulka 2: Nastaveni programu termocykleru pri prepisu RNA do cDNA

Krok1l Krok2 Krok3 Krok4

Teplota 25°C 37°C 85°C 4°C

Cas 10min 120min 5 min 0

Pripravena cDNA byla uchovavana pii -20 °C a byla pouzita jako templat pro naslednou
analyzu qPCR. V tomto kroku byla sjednocena koncentrace vSech vzorkl, aby bylo mozné je
porovnat. Koncentrace kazdého vzorku RNA (cDNA) byla unifikovana na 150 ng/pl.
Predpokladem byla absolutni efektivita prepisu RNA do cDNA.

4.5 Sekvenace celogenomové DNA

Pripraveny vzorek gDNA kmene CO4A byl odeslan k sekvenaci do externi laboratofe
(EdgeBio, USA). Sekvenace byla provedena na pfistroji MiSeq (Illumina) s délkou cteni
paired-end 150 bp. Data byla ziskana ve formatu FASTQ. Sekvenacni data byla dodana ve
formé contigt a dale byla zpracovana manualn€ i pomoci softwaru. Analyza de-novo sestaveni
genomu byla provedena za pomoci n€kolika druhti softwaru (tab. 3) a byly porovnany pocty
vzniklych contigli, délka nejdelsiho contigu a konecna délka sekvence celého genomu.
K anotaci a sestavovani contigti do kone¢né podoby genomu produkéniho kmene CO4A bylo
pouzito nékolik raznych softwarti a online dostupnych databazi (tab. 4).

Tabulka 3: Softwary pouZzité k de-novo sestaveni genomu.

Software Typ Operacni systém Vyrobce/Vydavatel Reference
Geneious 7.0.3 komer¢ni Windows, Linux, MacOS Biomatters, Inc. http://www.geneious.com
CLC Genomics - . ) http://www.clcbio.com/products/clc-genomics-
Workbench komer¢ni Windows, MacOS QIAGEN workbench/
Velvet zdarma Linux EMBL-EBI https://www.ebi.ac.uk/~zerbino/velvet/
Abyss zdarma Linux BC Carzjc:;t}:eesearch https://www.bcgsc.ca/resources/software/abyss
Salikhov K.,
Minia zdarma Linux Sacomoto G., a http://minia.genouest.org
Kucherov G. [119]
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Tabulka 4: Softwary a databdze k anotaci sekvence a sestaveni contigii do konecné sekvence
genomu CO4A.

Software Typ Vyrobce/Vydavatel Reference
BLAST Online, zdarma National Center for Biotechnology | -y ¢/ 1ag( nebi.nim.nih. gov/Blast.cgi
Information
MAUVE Windows, zdarma The Umvergly%r?:y?%hmhgy http://darlinglab.org/mauve/mauve.html
CLC Genomics . ! L http://www.clcbio.com/products/clc-genomics-
Workbench windows, MacOS, komercni QIAGEN workbench/
ApE Windows, zdarma The University of Utah https://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape/

4.6 Analyza genomu SEZ CO4A

K analyze genomu byl pouzit software CLC Genomics Workbench 20 [64, 120], jehoz
vydavatelem je spoleCnost Qiagen. Pivodni sekvena¢ni data SEZ CO4A byla srovnana s daty
referen¢niho genomu ATCC35246 [1] pouzitim modulu Basic Frequency Variant Detection.
Jako relevantni byly filtrovany varianty s frekvenci 90 % a vyssi. Pro zvySeni kvality mapovani
a eliminaci poCtu fale$né€ pozitivnich variant byla puvodni sekvenacni data podle kvality
zkracena o cca 20 bazi na obou koncich 150 bp dlouhych sekvencich na zakladé Q-score (Phred
Quality Score) [120]. Ziskana data méla Q-score > 30. Nasledné byly upravené sekvence
v CLC Genomics Workbench pouzity pro hledani variant v modulu Basic Frequency Variant
Detection. Z analyzy byly vybrany varianty s frekvenci vétsi nez 90 %. Takto ziskana data byla
porovnana s vysledky pfedchozi analyzy. Vyhledavany byly SNV (jednonukleotidovy
polymorfismus) a indely (inserce a delece). Nasledné byla provedena in-silico analyza vlivu
zmeén nukleotidové sekvence na sekvenci aminokyselinovou.

4.7 Sledovani exprese geniu — DNA Cipy

Sledovani celogenomové exprese na DNA Cipech bylo provedeno na in-situ syntetizovanych
oligonukleotidovych Cipech SurePrint G3 Gene Expression Microarray (Agilent Technologies).
Byly pouzity €ipy o velikosti 4x180 000 sond. Délka sond byla 60 bp. Sondy byly navrzeny
softwarové pres webové stranky firmy Agilent Technologies. Prubéh kultivace je popsan
v kapitole 4.1.2. Prabéh izolace RNA a ovéfeni jeji kvality a kvantity je popsan v kapitole 4.3.

Poté, co byla potvrzena koncentrace a kvalita izolované RNA, byla prepsana do formy
cDNA metodou reverzni transkripce (kap. 4.4). Pomoci kitu FairPlay III Microarray Labeling
kit (Agilent Technologies) byly do jednovlaknové cDNA inkorporovany amino allyl-dNTP,
které jsou nezbytné k naslednému ukotveni fluorescencni znacky na fetézec. Vzorky cDNA
byly naznaceny dle protokolu vyrobce. Znacena cDNA byla pouzita pro hybridizaci na DNA
¢ipech s navrzenymi sondami. Hybridizace na DNA Ccipy byla provedena pomoci Gene
Expression Hybridization kitu (Agilent Technologies) podle protokolu vyrobce.

4.7.1  Skenovdni Cipu a zpracovani dat

Skenovani Cipu bylo provedeno na microarray detektoru Molecular Device Axon GenePix
4000B (Molecular Devices) a ke zpracovani obrazu byl pouzit software GenePix Pro 7.1
(Molecular Devices). Hodnoty vygenerované softwarem ihned po konverzi z obrazového
formatu byly dale zpracovavany avyhodnocovany v programu Microsoft Excel. Jako
referencni gen byla pouzita gyraza A (gyrA4) a to na zaklade ziskanych vysledki pfi stanoveni
referen¢niho genu S. zooepidemicus CO4A a ATCC35246 (kap. 4.82a5.4.1).
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4.7.2  Vypocet poméru celkové exprese sledovaného genu v genomu CO4A/ATCC

Celkova exprese sledovaného genu (CEG) byla vypoctena jako soucet vSech hodnot exprese
daného genu (F;) v prub&hu celé kultivace (resp. ve 4., 8., 12. a 16. odbérové hodin€). Vypocet
byl proveden dle rovnice 1:

CEG = E,(4h) + E,(8h) + E5(12h) + E,4(16h)

Rovnice 1: Vypocet celkové exprese genu.

4.7.3  Vypoclet poméru celkové exprese genu v genomu CO4A/ATCC normalizovino
vici expresi gyrdazy A (gyrA)

Celkova exprese kazdého sledovaného genu (CEGg) v genomu byla vztazena k celkové
expresi referencniho genu (CEGgyra) gvrA a tim byla ziskdna hodnota celkové exprese genu
vuci gyrd (CEGggyra) pro jednotlivé kmeny. Vypocet uveden jako rovnice 2:

CEG,
CEGg/gyra =

CEGgyra

Rovnice 2: Vypocet pouzity pro normalizaci dat viici referencnimu genu gyrdze A.

Po vypocteni celkové exprese gent vaci gyrA pro jednotlivé kmeny (CEGy/gy:a(ATCC)
a CEGygyra(CO4A)) byl odecten pomér p téchto hodnot (rovnice 3). Hodnota poméru byla
ukazatelem toho, kolikrat byla sila exprese u produkéniho kmene vys§i nez u kmene
referen¢niho.

_ CEGyygyra(CO4A)
CEGy,4yra(ATCC)

Rovnice 3: Vypocet poméru celkovych expresi gemnii ve sledovanych kmenech vztazenych
k referencnimu genu gyrA.

4.8 Sledovani exprese genu — qPCR
4.8.1  Provedeni analyzy qPCR
Navrh primeri

Primery pro qPCR analyzu byly navrzeny pomoci Primer-BLAST [74] podle téchto
pravidel:

Délka primert 20 bazi (+ 1 baze).

Teplota tani (Tm) primerd mezi 59-61 °C. Preference byla dana na teplotu 60 °C.
Délka vznikajiciho amplikonu v rozmezi 50-150 bazi.

Procentualni obsah GC pariv rozmezi 30-80 %, idealné kolem 50 %.

Dale byl sledovan obsah G a C bazi v poslednich 5 bazich na 3 'konci primeru. Jejich obsah
ovliviluje teplotu tani primerti a muze zkreslovat vyslednou silu signalu (¢im vyssi obsah
G a C bazi, tim vyssi bude teplota tani). Pozadovanymi vlastnostmi u primert byly také zadné
vzéajemné prekryvy, vnitini struktury, dlouhé homopolymery a zadné vlasenky a dimery [121].

Normalizace koncentrace templdtu

Templatem pro analyzu qPCR byly vzorky RNA piepsané do cDNA. Koncentrace vzorkt

byly sjednoceny na 150 ng/ul v objemu 20 pl. Tato koncentrace je pro analyzu qPCR piili§
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vysoka. Pokud by byl pouzit templat o tak vysoké koncentraci, nebyla by dobie znatelna
pocatecni faze amplifikacni kiivky, podle které je nastavovana baseline v softwaru. Proto byl
vzorek doplnén do objemu 1 ml na kone¢nou koncentraci 3 ng/ul.

Negativni kontrola qPCR

Jako negativni kontrola pro analyzy qPCR byla zvolena cDNA pfipravena z celkové RNA
bakterie Escherichia coli DH5a a k ni byly vybrany primery pro gen kodujici hyaluronan
syntazu (hasA). Tento gen bakterie za normalnich okolnosti neexprimuje, tudiz jeji hodnoty by
mély byt nedetekovatelné. Negativni kontrola byla pfipravena pro kazdou analyzu.

SYBR Green fluorescencni znaceni

K provedeni analyzy bylo pouzito sekvencné nespecifické fluorescen¢ni barvivo SYBR
Green v podobé komeréné dodavaného kitu Power SYBR®Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). Program nastaveny na pfistroji je uveden v tab. 5. Rovnéz pii ptipravé PCR smési
bylo postupovano podle protokolu vyrobce.

Tabulka 5: Nastaventi pristroje pro provedeni analyzy qPCR.

AmpliTaq Gold® Nasedani primert Zavére&na Pocet
Denaturace R evkli
Enzymova aktivace ProdluZovani fetézce faze y
Teplota 95°C 95°C 60 °C 4°C
40
Cas 10 min I5s 1 min 0

4.8.2  Stanoveni referencniho genu pro qPCR

Na zakladé informaci ziskanych z provedené analyzy na DNA cipech bylo vybrano 10 gent
(tab. 6), které mohly byt potencialné referencnimi geny pro qPCR.

Tabulka 6: Potencidlni referencni geny a jejich funkce.

Gen Anotace genu
Sesec 00096 |NUDIX hydrolase
Sesec_00097 |ispE, 4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol kinase
Sesec 00549 |lacB, galactose-6-phosphate isomerase subunit LacB
Sesec 00725 |ileS, isoleucyl-tRNA synthetase
Sesec 00767 |transcriptional repressor
Sesec 00768 | hypothetical protein
Sesec 02327 |mscS, mechanosensitive ion channel protein
Sesec 02508 |mviM, oxidoreductase
Sesec 01348 |gyrA, DNA gyrase subunit A
Sesec 01041 |gyrB, DNA gyrase subunit B
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Geny byly vybirany podle miry a stability exprese. Sledovana byla hodnota C¢' (z anglického
,.cycle of threshold”) u kazdého genu, pribéh exprese genu v Case (4 Casové body odbéra
vzorkt) a nakonec byla provedena analyza softwarovym doplitkem programu Microsoft Excel
— GeNorm ke stanoveni stability exprese genu [122]. Software GeNorm vyhodnocuje hodnotu
stability exprese genu M [122]. Cim je tato hodnota nizsi, tim je exprese genu stabilng&jsi.
Limitni kritickd hodnota M je vét§inou nastavena na 1,5. Tudiz M <1,5 lze povazovat za
dostateCné stabilni expresi pro referencni gen [122]. Z genti byl vybran jeden jako referen¢ni
(gyr4; viz 5.4.1) a byl pouzit pro vSechny nasledné analyzy.

4.8.3  Analyza C; hodnot genii has operonu

Hodnoty C; gent Aas operonu kazdého biologického replikatu obou sledovanych kment
(ATCC35246, CO4A) byly normalizovany k referenénimu genu gyr4 vypoctem poméru p dle
rovnice 4.

_ CegyrA
~ C.genu

Rovnice 4: Vypocet poméru C; referencniho genu gyrA k C; genu.

Po normalizaci k referen¢nimu genu byla vypoctena primérna hodnota C genu ze vSech tfi
biologickych replikati. Primémé hodnoty C; pro geny obou kment byly vyneseny do graft.
Hodnoty chybovych usecek byly ziskany vypoctem smérodatné odchylky z dat biologickych
replikata.

4.8.4 Analyza C; hodnot vybranych skupin genii metodou 2449

Vybrané skupiny genti zapojené v biosyntéze HA byly testovany u kultivaci se suplementaci
N-acetylglukosaminem abez jeho suplementace. Byly porovnavany hodnoty C; gent
z kontrolni kultivace u kmene CO4A a referencniho kmene ATCC35246 a hodnoty C; genu
z kultivace se suplementaci média GIcNAc u tychz kmeni. Dale byly hodnoty normalizovany
viiéi referenénimu genu gyrA. Genova exprese byla vyhodnocena pomoci metody 222 [123].
Metodou bylo mozné vyjadrit relativni miru exprese (fold change) vybranych genti zapojenych
v metabolismu HA pfi kultivaci se suplementaci GIcNAc. SouCasné mohla byt data
normalizovana vuci gyrA jako referencnimu genu a vici kontrolni kultivaci bez suplementace
GlcNAc. Diky biologickym replikatim mohly byt stanoveny smérodatné odchylky pro takto
vyjadiené relativni miry exprese. Vypocet AAC, a fold change 222 je uveden rovnicemi 5 a 6.

(Ct,gen - Ct,gyrA)GlcNAc - (Ct,gen - Ct,gyrA)kontrola = AACt

Rovnice 5: Vypocet AAC; sledovaného genu pri normalizaci na referencni gen gyrA
a kontrolni kultivaci bez suplementace GlcNAc.

fold change = 2784C

Rovnice 6: Vypocet relativni miry exprese (fold change) sledovaného genu.

! Hodnota C je Cislem cyklu, ve kterém se signifikantné projevi narust fluorescen¢niho signalu. Fluorescen¢ni
signal v prubéhu qPCR analyzy sili az do svého maxima, tedy do stavu nasyceni reakce. Vyvoj kfivky na jejim
pocatku je exponencidlni, a pravé v této fazi je hodnota odeCitdna. Hodnota C, tedy urCuje miru exprese genu
v daném vzorku. Pokud je na pocatku reakce vy$si mnozstvi templatu pro reakci, jeho fluorescentni signal
exponencialn¢ nariista a o to diive se objevi signal siln¢jsi, nez je pozadi. Tedy vysSSi mira exprese genu se
vyznacuje nizsi hodnotou C [124].
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S VYSLEDKY A DISKUZE

V prvni Casti této kapitoly jsou diskutovany vysledky celogenomové sekvenace mutantniho
kmene S. zooepidemicus COA4A, ktery vykazuje zvySenou produkci HA oproti kmeni
matefskému ATCC35246. Analyzou genomu CO4A a srovnanim s referenénim kmene byly
identifikovany relevantni mutace typu SNV a indelt. Kazda z mutaci v kodujicich sekvencich
byla in-silico vyhodnocena z hlediska vlivu na aminokyselinovou sekvenci pfislusnych
proteint. V dalsi Casti byla s vyuzitim metodiky DNA-Cipti vyhodnocovana celkova mira
exprese gent v genomu CO4A a to v porovnani s genomem kmene ATCC35246 V zavérecné
¢asti je zkouman vliv suplementace kultivacniho média N-acetylglukosaminem na produkci HA
a expresi vybranych skupin gend u obou studovanych kmenda.

5.1 Sekvenace chromozomalni DNA Streptococcus equi subsp. zooepidemicus
CO4A

Z kultury kmene CO4A byla izolovana chromozomalni DNA (kap. 4.2) Minimalni
doporucované mnozstvi DNA pro celogenomovou sekvenaci malych genomu (<5 Mbp) je
250 ng. Mnozstvi naseho vzorku bylo stanoveno na 1155ng (23,11 ng/ul, celkovy
objem 50 ul). Vysledné hodnoty relevantnich pomérti absorbanci pii 230, 260 a 280 nm byly
nasledujici: A2c0280 = 1,85 a A260/230 = 2,009.

DNA byla uspésné osekvenovana a data byla analyzovana za pomoci softwaru (kap. 4.5).
Sekvenace byla provedena v modu paired-end o délce Cteni 150 bp. Délka sekvenci se
pohybovala v rozmezi 35-151 bp (90 % sekvenci bylo delSich nez 140 bp). Mnozstvi sekvenci
v paru bylo 7 632658, tedy 2x3 816329. Vice nez 90 % piectenych bazi vykazovalo
Q-score >30, tedy spravnost ¢teni vyssi nez 99,9 %. Konecné vysledky byly dodany ve formé
contigti o velikosti fadové od stovek para bazi po statisice part bazi. PocCet contigi pro kmen
COA4A se lidil s pouzitym softwarem pro de-novo sestaveni sekvence (tab. 7). Contigy byly
zapisovany do formatu FASTQ, ktery je kompatibilni s vyhledavacim a porovnavacim
softwarem, ktery muaze byt pouzit k sestaveni celého genomu (kap. 4.5).

Tabulka 7: Rozdily v poctu a délce contigii s pouzitym softwarem (kmen CO4A)

Software Pocet contigti | 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 meély prekryvajici se komplementarni konce. Byla provedena analyza ru¢nim
vyhledavanim komplementarnich konci a nasledné spojovani contigh v programu ApE
(A plasmid Editor, ApE 2020) [125] a doplnéna softwarovou analyzou za pouziti volné
dostupné webové aplikace BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [74]. Pomoci BLAST
lze porovnavat genové sekvence son-line databazi a nachazet tak homologni sekvence
v ruznych bakterialnich kmenech. Contigy byly srovnany s nejpiibuznéj$im osekvenovanym
kmenem a byla zjiSténa jejich pravdépodobna pozice v genomu v porovnani s referencnim
genomem. K bioinformatické analyze byla pouzita také voln€ dostupna verze programu Mauve
[66], ktery sestavi contigy vuci referenCnimu genomu a graficky je zobrazi. Vysledkem byl

32



kompletni genom kmene CO4A o velikosti 2 167 251 part bazi. Bylo identifikovano 1 999
kodujicich oblasti a obsah bazi GC byl 41,7 %.

Referenci byl genom kmene ATCC35246, ktery je kmeni CO4A nejbliz§im piibuznym
genomem (vykazuje 99,5% identitu). Jeho sekvence je také dostupna v databazi NCBI [74].
Sekvenace byla provedena v roce 2011 tymem Cinskych védct za pouziti platformy Roche 454
genome sequencer FLX systému a bylo ziskano celkem 649 contigt [1]. Kompletni genom je
slozen z2 167 264 part bazi s Cetnosti nukleotidi GC 41,7 %. Obsahuje 1984 sekvenci
kodujicich protein.

5.2 Analyza genomu S. zooepidemicus CO4A

V dalsim kroku byla provedena analyza genomu kmene S. zooepidemicus CO4A (kap. 4.6).
Detekovano bylo 1453 variant, nicméné pro analyzu byly smérodatné predev§im varianty
s frekvenci 90 % avyS$S§i. Varianty s niz$i frekvenci mohly vzniknout napt. pii piiprave
sekvenacni knihovny, v pribéhu sekvenace, nebo pii kombinaci obou dé&u [126]. Po
odfiltrovani variant s frekvenci nizs§i nez 90 % jsme identifikovali 80 relevantnich variant.
Z toho se jedna v 59 ptipadech o SNV (tab. 8), v 7 ptipadech o deleci (tab. 9) a ve 14 ptipadech
o inserci (tab. 11). Po provedeni rozsifené analyzy (kap. 4.6) bylo ziskano 83 variant, z toho
bylo 59 ptipada SNV dale 15 pfipadi inserce a 9 piipada delece. Navic tedy byla identifikovana
pouze jedna inserce a dvé delece (tab. 13). V ostatnich piipadech se vysledky obou analyz
shodovaly.

Identifikované varianty v jednotlivych nukleotidech u SNV, mohly zpiasobit zménu
v aminokyselinovém fetézci. Pfipadné zmény AMK sekvence byly zaneseny do tab. 8 a dale
diskutovany. Pfi bliz§im pohledu na referencni sekvenci genomu ATCC35246 zjistime, ze byl
letos (2020) nové anotovan [127], ale zUstala pavodni sekvenacni data ziskana na platformé
Roche 454 genome sequencer FLX systému v roce 2011 [1]. Pyrosekvenace na platformé
Roche byla v pribéhu let optimalizovana, nicméné ma své limity pouziti (spravnost ¢teni, délka
readu aj.) [128] a spolec¢nost Roche v roce 2016 ukoncila své aktivity v tomto odveétvi. Je tedy
nutné se ptat, zda byly vSechny detekované SNV mutace a indely zapfi¢inény pusobenim UV
zateni. Genom CO4A byl osekvenovan na plaformé Illumina (kap. 5.1) a pozdéji byla
sekvenace oveéfena jeSt€ na platformé PacBio. V soucasnosti je to ziejmé nejspolehlive)si
kombinace sekvenaénich technik k sekvenaci bakterialniho genomu [129]. Mame duvod se
domnivat, ze se v puvodnim genomu ATCC35246 mohly vyskytnout zmény zpusobené
chybnou sekvenaci, popt. nedostateCnou délkou pokryti genomu z divodu mensiho mnozstvi
sekvenacnich dat. Tim mohlo dojit 1 k chybné interpretaci nékterych zmén AMK sekvenci.
Zvlasté pak u gent, které se zdaly byt u kmene ATCC35246 podle sekvence zcela nefunk¢ni
(napriklad nesmyslna pfitomnost velkého mnozstvi stop kodoni v sekvenci) a domnélou
ndhodnou mutaci byly v genomu kmene CO4A opraveny. Moznost chybné sekvenace
referenéniho genomu ATCC35246 nelze vyloucit a proto je na ni dale v textu upozorfiovano
a je také u genu s variantami diskutovana.
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Tabulka 8: V tabulce jsou uvedeny pozice 59 identifikovanych SNV a v jaké oblasti genu kmene ATCC35246 se nachdzi. Dale je uveden vyznam
genu, jeho oznaceni (dle databdze NCBI [74] a KEGG [130] — pokud jsou dohledatelné) a jakym zpiisobem ovlivni zména nukleotidu
aminokyselinovou sekvenci proteinu. Cervené jsou oznaceny SNV vyvoldavajici zmény AK sekvence, které mohly ovlivnit riist buiiky, transkripci,
translaci, nebo produkci HA. CDS — protein kddujici sekvence (z anglického CoDing Sequence), NCS — nekddujici sekvence (Non Coding Sequence)

Region ) Béze . AMK [
ATCC a?ap | varcc ](3:*(‘)221: v ATCC ‘ C‘onﬁf N Eilell‘fl Shoda Frel[‘;?“‘:e Gen Oblast Funkee genu
35246 | VAN | 35546 35246 profeinu °.
186212 SNV C Ala (GCT) | Ala(GCC) 477 477 100,0 Sesec_00200 CDS | polA, DNA polymerase I [EC:2.7.7.7], [K02319]
221149 SNV T C Ser (AGT) | Gly (GGT) 553 553 100,0 Sesec_00247 CDS | hypothetical protein
277654 SNV A G Lys (AAG) | Arg (AGG) 359 359 100,0 Sesec_00319 CDS | rpsL, 30S ribosomal protein S12 [K02950]
300278 SNV C T Gly (GGA) | Glu (GAA) 537 537 100,0 Sesec_00348 CDS | rpsN, 308 ribosomal protein S14 [K02954]
) two-component system, OmpR family, sensor histidine kinase SaeS
306976 SNV T C Cys (TGC) | Arg(CGC) 525 525 100,0 Sesec_00359 CDS [EC:2.7.13.3]. [K10681]
370386 SNV G A Arg (CGT) | His (CAT) 462 462 100,0 Sesec_00434 CDS | alr, alanine racemase [EC:5.1.1.1], [K01775]
393853 | SNV C T Thr (ACG) | Met (ATG) | 484 | 484 | 1000 Sesec 00454 | CDS ‘[:Ig‘(‘)g; ()G;P'Se“smg Digple Wi e (hy (pnese)
434492 SNV G A Ala (GCG) | Thr (ACG) 450 450 1000 Sesec_00506 CDS i)o[l%lg?g(r)esrllyl-telchow acid-peptidoglycan teichoic acid transferase [EC:2.7.8.-
649924 SNV C T Lys (AAG) | Lys (AAA) 456 456 100,0 Sesec_00785 CDS | tRNAI(Val) (adenine(37)-N6)-methyltransferase
696395 SNV T C Leu (CTT) Pro (CCT) 485 485 100,0 Sesec 00836 CDS | uidA, beta-glucuronidase [EC:3.2.1.31], [K01195]
824533 SNV G A Thr (ACG) | Thr (ACA) 391 391 100,0 Sesec_00996 CDS | YvcK family protein
932808 SNV C T Pro (CCG) Ser (TCG) 489 489 100,0 Sesec 01110 CDS | aminotransferase
1016814 | SNV T C Ile (ATC) Thr (ACC) 314 314 100,0 Sesec 01207 CDS | pstB, phosphate ABC transporter ATP-binding protein [EC:7.3.2.1], [K02036]
murM, UDP-N-acetylmuramoylpentapeptide-lysine N(6)-alanyltransferase
1129125 | SNV C T Arg (CGA) | GIn(CAA) 416 416 100,0 Sesec_01341 CDS [EC:2.32.10]. [K05363]
1203154 | SNV C A Arg (AGG) | Met (ATG) 501 501 1000 Sesec 01429 CDS ABC.transporter ATP-binding cassette, subfamily B, tetracycline resistant
= protein [K18216]
1333515 | SNV G A Ser (TCA) | Leu (TTA) 494 494 100,0 Sesec_01587 CDS | ABC transporter utative ABC transport system ATP-binding protein [K05833]
1351663 | SNV A T Ala (GCT) | Ala (GCA) 466 466 100,0 Sesec_01607 CDS | SDR family oxidoreductase [K07124]
1358472 | SNV C A Arg (CGG) | Leu (CTG) | 445 445 100,0 Sesec_01616 | CDS ﬁlg&ggf"ge“/“amh/alpha'gl“can izl ol dnoiplines L2 LT,
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ccpA, catabolite control protein A, Lacl family transcriptional regulator

1516920 | SNV G A Pro (CCG) | Leu (CTG) 462 462 1000 Sesec_01822 CDS [K02529]
1519276 | SNV T C Asn (AAC) | Ser (AGC) 272 272 100,0 Sesec_01825 CDS | ABC transporter ATP-binding/permease protein
OppA, oligopeptide ABC transporter periplasmic oligopeptide-binding protein,
1861115 | SNV G A Asp (GAC) | Asp (GAT) 550 550 100,0 Sesec_02260 CDS o Tl AUSIC (AT e S s o S e e L L
. relA, GTP pyrophosphokinase, GTP diphosphokinase / guanosine-3',5'-
1996819 | SNV C T Arg (CGT) | His (CAT) 539 539 100,0 Sesec_02414 CDS bis(diphosphate) 3'-diphosphatase [EC2.7.6.5.EC:3.17.2]. [K01139]
2107642 | SNV G A Leu (CTC) | Leu (CTT) 646 646 100,0 Sesec_02545 CDS | DUF4065 conserved hypothetical protein
772980 SNV G A Lys (AAG) | Lys (AAA) 633 634 99,8 Sesec_00926 CDS | PcfB family protein (DUF3801, LPD29, Phage integrase — hypotetical protein)
66680 SNV A G His (CAT) | Arg (CGT) 609 610 99.8 Sesec_00065 CDS | mplV, 508 ribosomal protein 122 [K02890]
2057183 SNV G A Leu (TTG) | Leu (TTA) 579 580 99,8 Sesec_02478 CDS | dkp, deoxynucleoside kinase protein
299568 SNV G A Arg (AGA) | Lys (AAA) 550 551 99.8 Sesec 00347 CDS | DUF218, YdcF family protein
618107 SNV G A Glu (GAA) | Lys (AAA) 547 548 99.8 Sesec_00745 CDS | xseA, exodeoxyribonuclease VII large subunit [EC:3.1.11.6], [K03601]
353141 SNV A G Thr (ACC) | Ala(GCC) 536 537 99,8 Sesec_00418 CDS | conserved hypothetical protein
408995 SNV A G Ile (ATT) Val (GTT) 518 519 99,8 Sesec_00473 CDS | dnaK, chaperone protein DnaK (heat shock protein 70) [K04043]
1751733 | SNV T C lle (ATA) | Met(ATG) | 506 | 507 99.8 Sesec 02125 | CDS FES}((;(}’g?Sph°'N'acetylm“ramyl'pemapept‘de'“a“Sfmse IEEL LI
. FtsK/SpollIE family protein putative secretion system component EssC/YukA,
541853 SNV A C GIn (CAA) | His (CAC) 503 504 99.8 Sesec_00647 CDS DNA scgregation ATPasc FisK/SpollIE, S-DNA-T family [K03466]
194169 SNV C T Asp (GAC) | Asp (GAT) 475 476 99,8 Sesec_00206 CDS | YSIRK-type signal peptide-containing protein
1739978 | SNV Ala (GCC) | Ala(GCT) 450 451 99,8 Sesec_02108 CDS | nadE, ammonia-dependent NAD(+) synthetase [EC:6.3.1.5], [K01916]
10100 SNV C T Cys (TGC) | Cys (TGT) 446 447 99,8 Sesec RS00040 | CDS | oligosaccharide flippase family protein
glmU, bifunctional UDP-N-acetylglucosamine diphosphorylase/glucosamine-1-
Rl € B e e I — S ey ke | VS bt W e S Ol 102250 LIS S0, 1105 L TSI
39978 SNV T C Cys (TGT) Cys (TGC) 417 418 99,8 Sesec_00461 CDS | EamA family transporter, membrane protein
RsnA, ribosomal small subunit pseudouridine synthase A, 16S rRNA
1397893 | SNV A G Cys (TGT) | Arg(CGT) 409 410 99.8 Sesec_01663 CDS pseudouridine516 synthase [EC-5.4.99.19], [K06183]
69527 SNV C T Pro (CCA) Ser (TCA) 621 623 99,7 Sesec_00072 CDS | mplE, 508 ribosomal protein L5, large subunit ribosomal protein L5 [K02931]
2071716 | SNV G A Ala (GCC) | Val (GTC) 570 572 99,7 Sesec_02503 CDS | hypothetical protein (DUF2371)
1477303 | SNV G A Asp (GAC) | Asp (GAT) 548 550 99.6 Sesec_01775 CDS | hypothetical protein (DUF5126, UPF0020)
134534 SNV C T Ala (GCO) Val (GTC) 447 449 99,6 Sesec_ 00138 CDS | PepO, endopeptidase O, putative endopeptidase [EC:3.4.24.-], [K07386]




o¢

494127 SNV G A Gly (GGG) | Glu (GAG) 440 442 99,5 Sesec_00592 CDS | Streptolysin S biosynthesis protein SagD, Y caO-like family protein
amino acid ABC transporter, amino acid-binding/permease protein, polar amino
934041 SNV C T Ala (GCG) | Val (GTG) 438 440 99.5 Sesec_01112 CDS T T e |
gidA, glucose inhibited division protein A, tRNA uridine 5-
2135214 | SNV C T Val (GTC) Ile (ATC) 631 634 99,5 Sesec_02576 CDS carboxymethylaminomethyl modification enzyme [K03495]
121433 SNV G A Pro (CCC) Ser (TCCO) 405 407 99.5 Sesec_01436 CDS | CCA tRNA nucleotidyltransferase [EC:2.7.7.72], [K07558]
373867 | SNV G A | Gly(GGT) | Ser(AGT) | 403 | 405 995 Sesec 00437 | cps | NEAT domain-containing protein, LRR 8, putative Fe3+-siderophore transport
protein, leucine-rich repeat protein
1818371 SNV G A Pro (CCT) Ser (TCT) 403 405 99,5 Sesec 02214 CDS | SWF/SNF family helicase, Helicase conserved C-terminal domain
363697 SNV G A Ala (GCA) | Thr(ACA) 400 402 99,5 Sesec_ 00429 CDS | LRR 8, endo-beta-N-acetylglucosaminidase F2 precursor,
1990184 | SNV G A His (CAC) | His (CAT) 553 556 99.5 Sesec_02406 CDS | dexB, glucan 1,6-alpha-glucosidase [EC:3.2.1.70], [K01215]
236344 SNV G A Ala (GCG) | Thr (ACG) 334 336 99.4 Sesec 00266 CDS | cynT, carbonic anhydrase [EC:4.2.1.1], [K01673]
2097462 | SNV G A Val (GTA) Ile (ATA) 499 502 99.4 Sesec 02532 CDS | argS, arginyl-tRNA synthetase [EC:6.1.1.19], [K01887]
1703037 | SNV A T Lys (AAA) | Asn(AAT) 161 162 99.4 Sesec 02068 CDS | ISL3-like element ISSeq1 family transposase [K07485]
558939 SNV G A Ala (GCT) | Thr (ACT) 609 613 99.3 Sesec 00669 CDS | CRISPR-associated protein Csd2 [K19118]
1282926 | SNV C T NC NCS 551 555 99,3 NCS | Mezigenova sekvence (NCS — non coding sequence)
225027 | SNV C T Ala (GCT) | Thr(ACT) | 401 405 99,0 Sesec_00255 | CDS [gEagjzgng] gl el syplite wtd e it | e DO
1185071 | SNV T A Asn (AAT) | Lys (AAA) 83 84 98.8 Sesec 01410 CDS | ISL3-like element ISSeq1 family transposase [K07485]
1458684 | SNV G Ala (GCC) Val (GTC) 410 417 98,3 Sesec 01755 CDS | Tex, transcription accessory protein [K06959]
501250 SNV T C Arg (AGA) | Gly (GGA) 251 260 96,5 Sesec_RS02460 | CDS | thioester-forming surface-anchored protein




V tabulce 8 jsou uvedeny identifikované substituce jednoho nukleotidu v sekvenci (SNV).
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 zji§téno, ze mohou mit vyznamny vliv na miru exprese genu [131]. Zmény
v nukleotidové sekvenci mohou mit vliv na tvorbu sekundarnich struktur mRNA a tim
signifikantné snizit efektivitu exprese aniz by doslo ke zméné v sekvenci aminokyselinového
fetézce [131]. V diskusi musi byt zohlednéna 1 moznost chybovosti v sekvenci referen¢niho
genomu ATCC35246. Jak bylo dfive zminéno, sekvence genomu kmene ATCC35246 [1] byla
ziskana ne zcela spolehlivou metodou (pyrosekvenace) a mohly se v ni vyskytnout chyby.

Geny s SNV byly zarazeny podle své funkce do skupin, aby bylo mozné posoudit, zda
mutace mohou mit vliv na bunécné procesy. Prvni vétsi skupinou byly geny zapojené v zivotné
nepostradatelnych procesech buriky. Bylo identifikovano nékolik SNV v genech kodujicich
ribozomalni proteiny. Ribozom je komplexni struktura, na které probiha translace nukleotidové
sekvence do sekvence proteinu. Zmény AMK fetézce proteind, které jsou soucasti ribozomu,
mohly mit vliv na ucinnost translace, pfipadné jeji chybovost. U vSech nalezenych SNV
ribozomalnich proteini doslo ke zméné aminokyselinové sekvence (Sesec_ 00319, Lys—Arg;
Sesec_00348, Gly—Glu; Sesec 00065, His—Arg, Sesec 01663, Cys—Arg; Sesec 00072,
Pro—Ser). Mutace identifikovana v genu Sesec 00473 (Ile—Val), ktery koduje chaperon
DnaK. DnaK chaperon systém byl charakterizovan u nékolika patogennich bakteriich a existuje
hypotéza, ze je zapojen v dulezitych bunécnych reakcich i u streptokokii. Zmeéna v tomto genu
by mohla mit vliv na patogenicitu a stresovou rezistenci bunék [132].

Rychlost naristu biomasy mohla byt ovlivnéna mutaci v genech zapojenych v replikaci
DNA. Gen Sesec 00200 koéduje DNA polymerazu I. Doslo u ni ke zméné v nukleotidové
sekvenci, ale AMK fetézec zistal zachovan (Ala—Ala). Na replikaci DNA se podili i helikazy,
které napomahaji k rozplétani vlakna DNA. Gen Sesec 02214 koduje C-termindlni doménu
enzymu patficiho do vysoce konzervované rodiny helikaz. SNV mutace méla za nasledek
zménu aminokyselinové sekvence (Pro—Ser). Gen Sesec 00745 kéduje enzym odpovédny za
opravy chyb v sekvenci DNA. U né&j nastala zména AMK sekvence (Glu—Lys), ktera mohla
vést napriklad ke snizeni ucinnosti oprav DNA a destabilizaci genomu. Nicméné z naSich
pozorovani bakterialni kultury v pribéhu fermentace muzeme vyvodit, ze v dasledku vyse
uvedenych zmén nedoSlo kzasadnimu ovlivnéni zivotaschopnosti bunék. Bakterie
S. zooepidemicus CO4A nevykazovaly odchylky v ristu ¢i bunécném déleni oproti kmeni
ATCC35246.

Nejvice nas vSak zajimaly geny, ve kterych doSlo k mutaci a byly spojené s produkci
kyseliny hyaluronové, nebo s blizkymi metabolickymi drahami. U geni pfimo zapojenych
v produkci HA byly identifikovany dvé mutace. Gen Sesec 00234 (g/mU) obsahoval tzv.
tichou mutaci, pfi které nedochazi ke zméné v AMK sekvenci (Asn—Asn). Naopak zména
proteinové sekvence (Ala—Thr) nastala u druhé kopie genu UTP-glukéza-1-fostat-
uridyltransferazy kodované Sesec 00255 (galU). Geny Sesec 00255 (galU) a Sesec 01989
(g/mU) jsou v genomu homolognimi sekvencemi geni Sesec 00234 (g/mU) a Sesec 00233
(gall)). Slouzi ke stabilizaci produkce HA tim, ze zajistuji dostatecné mnozstvi klicovych
enzymu pro energeticky metabolismus bunék [31].

Vliv na produkci HA mohly mit i mutace gent souvisejicich metabolismt. Syntéza bunécné
stény zahrnuje kompetujici metabolické drahy k produkci HA (obr. 2, str. 7). U drah syntézy
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peptidoglykanu byly identifikovany dva geny s SNV. U sekvence proteinu MurM kodovaného
genem Sesec 01341 (murM) byla zménéna jedna aminokyselina (Arg—GlIn). Enzym MraY
kédovany Sesec 02125 (mraY) mél také v disledku SNV pozménénou aminokyselinu
(Ile—Met). Exprese obou genti byla studovana v souvislosti s produkci HA i za pomoci metody
DNA cipu (kap. 5.3.2). Draha syntézy kyseliny lipoteichoové zahrnovala gen Sesec 00506,
u kterého byla zjisténa SNV mutace (Ala—Thr) a mohla mit vliv na expresi daného genu [133].
Mutace byly nalezeny také u dvou genu okrajovych drah energetického metabolismu. U genu
Sesec 01616 (glgP) doslo ke zméne Arg—Leu a u genu Sesec_00836 (uidA) doslo k zamené
Leu—Pro. Gen glgP je u prokaryot zapojen v drahach degradace glykogenu [134].

VEétsi mnozstvi zmén aminokyselinové sekvence bylo zaznamenano u genu souvisejicich
s ABC transportnim systémem. Jde o nasledujici geny a zmény: Sesec 01207 (Ile—Thr),
Sesec 01429 (Arg—Met), Sesec 01587 (Ser—Leu), Sesec 01825 (Asn—Ser), Sesec 02260
(Asp—Asp), Sesec 01112 (Ala—Val). Jako ABC transportni systém se oznacuje velké
mnozstvi transmembranovych proteint, které jsou schopné aktivné prevadét rizné substraty
pfes membranu dovniti a ven z bunky. Studie pfenosu HA pres plazmatickou membranu
sttidavé potvrzovaly [135] nebo odmitaly [136] zapojeni ABC transporteru. Zda se vsak, ze
zapojeni ABC transportniho systému bylo v nejnovéjsi studii vyvraceno [10].

Za zminku také stoji identifikované SNV v genech transkripcnich faktord, které by mohly
mit vliv na miru exprese nekterych gend. Jsou to geny Sesec 00454 (codY, Thr—Met)
a Sesec 01822 (ccpA, Pro—Leu). Gen codY je regulator zapojen predevsim v metabolismu
aminokyselin, ale bylo studovano i jeho zapojeni do regulace virulence u S. pnemoniae [137].
Gen ccpA je zapojen v regulaci genové exprese v zavislosti na uhlikatém zdoji [138].
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Delece (tab. 9) zpusobily ve vétsin€ pfipadli posun Cteciho ramce, tudiz ¢ast fet€zce aminokyselin mohla mit pozménénou sekvenci ¢i délku.
Pivodni a nové vzniklé AMK sekvence jsou uvedeny v tabulce 10.

Tabulka 9: Bylo identifikovdno 7 deleci v genomu CO4A v porovnani s referencnim genomem ATCC35246. V tabulce je uvedeno o jaké delece
se jednd a na jakych pozicich je miizeme najit. Ddle je uvedeno, zda se nachdzi v kédujici oblasti genu a jakd je funkce daného genu. Cervené jsou
oznaceny geny, ve kterych je zména, které by mohla ovlivnit riist burky, transkripci, translaci, nebo produkci HA. CDS — protein kddujici sekvence
(z anglického CoDing Sequence)

Region ) Baze . AMK [
ATCC a?ap | vaTce ](3:*(‘)221: v ATCC ‘C‘IOV“:X Eﬁg‘fm Shoda Frd[‘;?“‘:e Gen Oblast Funkee genu
35246 |V nty 35246 35246 P 0
1993285 [ Deletion - Arg (AGA) | Asp (GAC) 503 510 98,6 Sesec_RS09440 | CDS | PucR family transcriptional regulator [K09684]
1558030 | Deletion T - Lys (AAA) | Asn(AAC) 699 711 98.3 Sesec_ RS07350 | CDS | hypothetical protein
1447299 | Deletion A - Phe (TTT) Leu (TTA) 487 496 98,2 Sesec_RS06850 | CDS | DHA2 family multidrug efflux MFS transporter permease subunit
842641 | Deletion C - Pro (CCG) Arg (CGT) 401 409 98,0 Sesec 01019 CDS | chorismate mutase [EC:5.4.99.5], [K04516]
501514 | Deletion T - Arg (AGG) | Gly (GGG) 67 69 97.1 Sesec_RS02460 | CDS | thioester-forming surface-anchored protein
2001049 | Deletion | T - | Leu(CTT) | Leu(CTT) | 574 592 97.0 Sesec 02416 | CDS ;‘;g‘;‘:s anige s eipsnal e o S, Avd il eeplaery
724137 | Deletion A - Lys (AAA) | Lys (AAA) 581 641 90,6 Sesec_00868 CDS | DUF4135 Lanthionine synthetase C family protein

Delece identifikované

analyzou zpusobuji posun ¢teciho ramce, ¢imz zapficini

zménu vSech aminokyselin od mista odstranéni daného

nukleotidu. Zmény v sekvencich AMK jsou uvedeny v tabulce 10. Gen Sesec 01019 je zapojen v biosyntéze sekundarnich metabolitd
a aminokyselin. Delece byly zjistény i u dvou genti kodujici transkripcni regulatory Sesec 02416 a Sesec RS09440. Zmeéna nastala i u thioester-
formujiciho proteinu (Sesec RS02460), u kterého se vyskytlai SNV mutace (tab. 8). U genu Sesec 00868 muize identifikovana varianta v pripadé
homopolymert vzniknout i v disledku chyby DNA polymerazy béhem piipravy sekvenacni knihovny ¢i v prubéhu sekvenace [139].




014

Tabulka 10: Identifikované delece zpusobuji posun v nukleotidové sekvenci genu, tudiz nutmé musi mit viiv i na sekvenci aminokyselin ve
vznikajicim proteinu. V tabulce jsou uvedeny sekvence AMK genu pitvodniho (ATCC35246) a také potencidlni zménénda sekvence AMK v CO4A.
Cervené podbarvend aminokyselina je methionin, kterd je kédovdna start kodonem. Uréuje zacdtek prekladu sekvence mRNA do sekvence protein.
Zluté podbarvené casti zndzoriuji sekvenci, kterd byla mutaci zménéna.

Region
Gen ATCC
35246

Typ bazev | bazev

varianty | ATCC | CO4A pivodni AMK sekvence ATCC35246 zménénd AMK sekvence CO4A

MIALKD YFPDMQEGAFPLADQDWISVEVGEQYLHFPKSSLSER MIALKD YFPDMQEGAFPLADQDWISVEVGEQYLHFPKSSLSEREQL
EQLLLGLGRQHKEQSKDQESPWYHYLIQGQGEQPEGLKGCQFIYIN | LLGLGRQHKEQSKDQESPWYHYLIQGQGEQPEGLK GCQFIYINHQSPL
HQSPLAGDLIELLMGIIEGVEAVLPISQTRTAFLVCHHSRSDLFRLL | AGDLIELLMGIIEGVEAVLPISQTRTAFLVCHHSRSDLFRLLADLLPTIES
ADLLPTIESDFGLALTIFIGNGWYQVSGNALRRLF*RRKCCVYSLSC | DFGLALTIFIGNGWYQVSGNALRDYFKEENAVFTAYLAEHSAGRLLTFE
*ALCWSLADLFRGHALVTLS**WFASSIKAF*SAAFG**RGYGSGAC | SEVMLWSLLANSGLPALSKHFSQLLLANKEVMDLVLAMWREHGNLV
HVAGAWQPGADSPALVYSS*FAAT*AG*ICSTVRTPFKATR*LGLCL | QTAQRLYIHRNSLQYKLDKFAQQSGLHLKQLDDLAFAYLFILKH*
Sesec_RS09440 | 1993285 | Deletion T - | SIYTEAL

MK FKKR TQHQDSFKRLIHRLSGMSESDLHK VNQLLDVVFDA MK FKKR TQHQDSFKRLIHRLSGMSESDLHK VNQLLDVVFDATSQ
TSQTNRDEKMSPETLPIEPILDETITEAKNTLKTEQLEKRIEQFRQAK | TNRDEKMSPETLPIEPILDETITEAKNTLKTEQLEKRIEQFRQAKKPKNG
Sesec_RS07350 | 1558030 | Deletion T - | KPKKRITHQKWCVIRFLCYNESN* *RTKNGALSVFCVIMKVT

MIETYDIHGKPYHRTLMIILLLVGTFAGVLNQTSLGTAIPTLMA MIETYDIHGKPYHRTLMIILLLVGTFAGVLNQTSLGTAIPTLMANFK
NFKVPLSTTQQATTWFLLANGIMIPVSAFLATRFSTKRLYMTAYAI | VPLSTTQQATTWFLLANGIMIPVSAFLATRFSTKRLYMTAYAILVGGLL
LVGGLLLAALAPTAHWGVFFSSAYRSGLCGRYYHAFDAGGDDQR | LAALAPTAHWGVFLAARIVQACAVGITMPLMQVVMINVFPAEQRGAA
FSCGAAWCSNGNQWLGGWASPGCWTNLVRLDFEKGFFSVRYLFR | MGINGLVVGLAPAVGPTLSGWILKKDFSVLGIYLGWRAIFILPLVILLLV
LAGHFYLAFSDFAAGFKLISFHAPRCYPSAGC*A*FNISRLIYLRAG | LSLSPFMLRDVIPQQAVKLDSISLGLSILGLGAFLWGFTNVAAYGWLD
CFSLGLYKCCSLWLARY GVRDFTYFSRY WWDLPLFQASATIREAL | MVY VILPILVGIGGIYLFSKRQLQLEKPFLDIRVFRNKQFTLTTIAIALTM
FRY*SVSQQAIYLDNNSNCLNDDGYDWC*DDAAAVSAKCQRLISI | MAMIGVEMMLPLYLQNVRGLSPLNSGMVLLPGALIMGLISPVSGRIYD
KFRNGFIAGCFDYGADQSSFWPHL*QDRCSLSGVIRLYHFSCGDSTI | KIGARYLALLGFTILAAATLPFVFLNENTSRFLITVLYAIRMFGISMILMP
CISK*KYLTLFDYCFVCH*NVWHINDFNAFNRKCYECLAIA*IGAW | LTASAMNALPSHESAHGTAANNTVRQISSSIVVAVLSSVTQNIISSKQPP
NGS**YCTPDLLFYCCSCVIECDTKHY QQQTAA*NAPIHTP*AIC*A | KMLLSIHPEQY AKQLLEANLNGFHASFFLGFMFAVVGFIVVLFLHKGK
Sesec_RS06850 | 1447299 | Deletion A - | ASRSQFKWLSCLFFPWLY VCSGRLYCCAFPA*GKGYREI VIEK*

MIGLETIRQDINAVDRQLIALLEKRMALVDQVAAYKQVHD VPV MIGLETIRQDINAVDRQLIALLEKRMALVDQVAAYKQVHD VPVLD
LDQEREAEVLRSVSQQIRHKAFEPAILELFKAIMAASRPLSG*ANSG | QEREAEVLRSVSQQIRHKAFEPAILELFKAIMAASRRYQAEQIAVGSND
Sesec_01019 842641 | Deletion C - | WEK***SLL DEAY*




It

Sesec_ RS02460

501514

Deletion

BIRK TMKKMLAASTLCIIMSGSFISGSARVLAEQYYGYDDGTQ
KGGSDPAFLY VSPKDNPNMSAIVY CFNKENTPPNPWEKHIWKKPE
ELQYPLPLYNKYSGTDNLFESNASTKLRKKEVTNITATLVAVLSHG
YPHGKSHFCSEYCRDENKARKVTQLALWYFTDGIDENTLKTNYSL
SEDDMKGLQYLIKVGKEAKVGSGQTLDFYIAQENSSVNRKYQNLL
GSTPILKPETPNNHCQCTKIYIKDDGENGYWLY VY YDTNGNNIHD
NNEHILQQKYIKNGKDGKQGRIGFPGLPGPK GPKGDRGEK GDRGE
TGPRGER GPAGEPGKPGPKGDTGPQGPRGDKGETGEKGPQGNPGK
DGKPGERGERGPK GDTGPQGPR GDKGETGERGKDGEPGVPGPQG
KPGRD GKD GEKGER GEQGPQGERGEQGPQGER GEQRASR*TRGA
RTSR*TRRARASR*TRRARASRRTRGARASR*TRGARTSR*TRRAR
ASR*TRRARASRRTRGARASR*TRGARTSR*TRRARTSR*TRRARA
SR*TRGTRTSGRKSYSYPRANATTNA*PYT*ANGS*TRIQART*TYT
STRDKTST*TCASVRS*ASKTNQAINHY *PI*WQITAKNK*HRQLEH
SIGNRFTLSSRIRLPN*TQKKAI

BIRK TMKKMLAASTLCIIMSGSFISGSARVLAEQYYGYDDGTQKGG
SDPAFLY VSPKDNPNMSAIVYCFNKENTPPNPWEKHIWKKPEELQYPL
PLYNKYSGTDNLFESNASTKLRKKEVINITATLVAVLSHGYPHGKSHF
CSEYCRDENKARKVTQLALWYFTDGIDENTLKTNYSLSEDDMKGLQY
LIKVGKEAKVGSGQTLDFYIAQENSSVNRKYQNLLGSTPILKPETPNNH
CQCTKIYIKDDGENGYWLY VY YDTNGNNIHDNNEHILQQK YIKNGKD
GKQGRIGFPGLPGPK GPK GDRGEK GDR GETGPRGER GPAGEPGKPGPK
GDTGPQGPRGDKGETGEK GPQGNPGKDGKPGERGERGPK GDTGPQGP
RGDKGETGERGKDGEPGVPGPQGKPGRDGKDGEK GERGEQGPQGER
GEQGPQGERGEQGPQGER GEQGPQGERGEQGPQGERGEQGPQGERGE
QGPQGERGEQGPQGER GEQGPQGER GEQGPQGERGEQGPQGERGEQG
PQGER GEQGPQGER GEQGPQGERGEQGPQGERGEQGPQGERGEQGPQ
GERGEQGPQGERGEQGPQGER GEQGPQGER GEQGPR GENPTPTPEPMP
QPMPDPTPKPMDPKPESKPEPKPTPQPETKPQPKP APQSEAKPQKPTKPS
TITSQSSGKSLPKTNDTGSLSTVLGTGLLSLLGLGFLTRRKRKQ*

Sesec 02416

2001049

Deletion

MID TMSLVKSLQACLKLSITVFDKDHQVTESFWNDDTFEFY YR
FQVVLRQMDKEQATNLFFQGSYNELFLIYRYQDHYILIGPWRCNV
LDKTFFKVAVADKDLTKEEEEILYQALKHLPVYPLNAIRDLLIVVH
YFFSGKIEDLLSPPLRHYIRDFSDNIEVQKANMFVKKQESKVCLYN
YEKNLSSIVQEGDVHKLKEIIFSLRNTFIPVVSGDTLRSEKNYSIIAF
DRLAQIAIQSGMDIADAYHSREEFMRD SELATSMPDVLKIRDASLV
FYTQKVSELRDNRWKHVSPTVNAIIQYISVNLHKSVTTAELAQHFN
MSESKLRQIFKRDTGLTIYQYTSNMKIEEAKTLLRSAYAINHISDVL
GFTDPSHFSKFFKKHTGESPKTYQNRKH*

MID T™MSLVKSLQACLKLSITVFDKDHQVTESFWNDDTFEFY YRFQV
VLRQMDKEQATNLFFQGSYNELF*YTVIRIIF*LALGAVMFWIRPFLRW
PLLIRI*LRKKKRFFTRR*SIYLFIL*MLFVTS*LWSITSFPAR*RICYHLLY
VTILGIFPTISRCKRPICLSRSRNLRFVSTIMRKIYLALFKRVMCTNSRKS
SSACEIPLSLW*AAIRCALKKIILSLPLIDLPRLPFNLVWILLMPTIHVRNS
*ETASLRPQCQMCSKFVMPHWSFTPKR*VNCVTIAGSMSLLRLMPLSNI
SVSTCIRVSQPLSWHSILT*ASPS*DRSLSVIQA*PSTNTPQT*KLKRLRH
CCALLMPLITFQTCW ASLIPHIFQNFSKNIPEK AQRLIRIASI

Sesec_00868

724137

Deletion

A

MK TLYSKCYKEKLDYDIDVTYFEQWLGLKSSLPDKIVIKNLKE
LFGSEYQANESIKEIYLQEQESIDIFNLLDERLVGDFNDFTKVLSKE
NSQIKEFLLNAKGQEQLTIENIAWPFIFYSLYKEKKLLANLKRCHID
TFVELITKGVLSIAIKNHILDMNHNEKY SFYKEKSTY TEFIRNEVLN
FDFYERFYISNPMLLSRCFSKTIDLISYFKEVVHNISIDFDFQLISKMN
FSEGDTHSGGKTVVKFTSGRKNYYYKPRNLFIEKVFYDVLDIFSIQ
HVENSENKYYESYSITAEVKYLPVNDDNEIKDFYYTLGKIQFVLYL
LGGSDIHYENLIACGKLPVIIDLETLFQINYDHIRYGTIEVKKRLKNQ
LDLLQNIGILDLYLPGEGEGMNVSALFGKESKKSCSKRDF*

MK TLYSKCYKEKLDYDIDVTYFEQWLGLKSSLPDKIVIKNLKELFG
SEYQANESIKETYLQEQESIDIFNLLDERLVGDFNDFTKVLSKENSQIKEF
LLNAKGQEQLTIENIAWPFIFY SLYKEKKLLANLKRCHIDTFVELITKGV
LSIAIKNHILDMNHNEKYSFYKEKSTYTEFIRNEVLNFDFYERFYISNPM
LLSRCFSKTIDLISYFKEVVHNISIDFDFQLISKMNFSEGDTHSGGKTVV
KFTSGRKNYYYKPRNLFIEKVFYDVLDIFSIQHVENSENKY YESYSIIAE
VKYLPVNDDNEIKDFYYTLGKIQFVLYLLGGSDIHYENLIACGKLPVIID
LETLFQINYDHIRY GTIEVKKRLKNQLDLLQNIGILDLYLPGEGEGMNV
SALFGKESKKVVQKEIF

Zmeény v nukleotidové sekvenci a sekvenci AMK mohly mit vliv napiiklad na funkci proteinu, translaci ze sekvence mRNA, ptipadné degradaci.
U Ctyt gent (Sesec RS02460, Sesec RS09440, Sesec RS06850, Sesec_01019) se zda, ze doslo ke stabilizaci jejich sekvence a k obnoveni aktivity
genu. Ale pravdépodobnéji se jedna pravé o chybu v sekvenci genomu kmene ATCC35246, ktery byl sekvenova pred 9 lety metodou
pyrosekvenace. Moznost mutace v jednom nukleotidu praveé v misté, kdy dojde k obnové aktivity enzymu, je velmi nepravdépodobna. U gent
Sesec RS07350 a Sesec_02416 doslo deleci ke zkraceni AMK sekvence a mohlo dojit k omezeni transkripcni aktivity gend. Moznosti je i to, Ze
zjisténa delece byla zpusobena chybnou sekvenaci u homopolymerti anebo chybou pii ptipraveé sekvenacni knihovny [139] U posledniho genu
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Sesec 00868 ziejmé doslo naopak k prodlouzeni AMK sekvence, coz mohlo vést také ke zméné transkripcni aktivity genu. Ale identifikovana
chyba mohla byt také zptsobena i chybou sekvenace ¢i piipravou sekvenaéni knihovny [139].

Poslednim druhem zjistovanych mutaci jsou inserce nukleotidi (tab. 11). Stejné jako delece i inserce ma za nasledek posun nukleotidl
v sekvenci (posun Cteciho ramce) a zménu AMK fetézce. Pivodni AMK fetézec a potencialni nova AMK sekvence jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 11: V tabulce jsou uvedeny identifikované inserce v genomu kmene CO4A, jejich pozice a to, zda se nachazeji v kddujici oblasti genu.
Uvedena je i funkce genu a ve kterém regionu genomu kmene ATCC35246 se nachazi. Cervené jsou oznaceny geny, ve kterych je zména, které by
mohla ovlivnit rust buriky, transkripci, translaci, nebo produkci HA. CDS — protein kddujici sekvence (z anglického CoDing Sequence)

Region ATCC Typ Baze Bazev | AMKvATCC AMK v Délka Frekvence
35246 varianty | v ATCC35246 | CO4A 35246 CO4A | proteinu | 51092 |~ o) Gen Oblast Funkce genu
. nanE, N-acylglucosamine-6-phosphate 2-epimerase
2581297258130 Insertion - TA Val (G-TA) Val (GTA) 17 17 100,0 Sesec_00296 CDS [EC:5.1.3.9]. [K01788]
1581568"1581569 | Insertion - A Asn (|AAT) | Lys (AAA) 190 192 98,9 Sesec_01901 CDS | ISL3-like element ISSeql family transposase [K07485]
377828°377829 | Insertion ; A Gln (C-AA) | GIn(CAA) | 408 | 414 | 985 | Sesec RSOI855 | CDS Eﬁ e IEC s sl S0 e
A . _ g rlmH, 23S rRNA (pseudouridine(1915)-N(3))-
216468972164690 | Insertion T Asp (-GAC) | Stop (TGA) 588 599 98,2 Sesec_RS10210 | CDS methyl ferase RImH
145425771454258 | Insertion - T Ile (A-TT) Ile (ATT) 622 641 97.0 Sesec_RS06885 | CDS | DUF3270 family protein
138319171383192 | Insertion - A Thr (AC-A) Thr (ACA) 473 488 96,9 Sesec_RS06560 | CDS | ABC transporter permease subunit
. LPXTG cell wall anchor domain-containing protein,
N - -
2225677222568 Insertion T Lys (AA-G) Asn (AAT) 515 532 96,8 Sesec_00251 CDS collagen-like surface protein SclZ.5
9439987943999 | Insertion - A Leu (TT-A) | Leu(TTA) | 458 | 474 96,6 Soren TEENGY || @B | AHC FEISTES, AL R (S G
containing protein
172065271720653 | Insertion - T Met (A-TG) | Ile (ATT) 448 464 96,5 Sesec_RS08130 | CDS Ef;ai’e Stkl family PASTA domain-containing Ser/Thr
2028892/2028893 | Insertion - T Lys (AA-G) Asn (AAT) 479 497 96.4 Sesec_02448 CDS | LPXTG cell wall anchor domain-containing protein
A . _ ) rlmH, 23S rRNA (pseudouridine(1915)-N(3))-
216463972164640 | Insertion T Asn (AA-C) Asn (AAT) 571 595 96,0 Sesec_RS10210 | CDS i ferase RImH
" . _ ) rlmH, 23S rRNA (pseudouridine(1915)-N(3))-
216457072164571 | Insertion T Lys (AA-G) Asn (AAT) 551 575 95.8 Sesec_RS10210 | CDS methyl ferase RImH
954979550 Insertion - T Val (G-TT) Val (GTT) 676 707 95.6 Sesec_RS00040 | CDS | oligosaccharide flippase family protein
208351172083512 | Insertion - T Asn (AA-T) Asn (AAT) 634 672 94.3 Sesec RS09845 | CDS | recA, recombinase RecA
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Ve skupiné identifikovanych inserci se také vyskytly geny, které je vhodné zminit v souvislosti s produkci HA. Jednim zasadnim genem je
Sesec 00296 (nank), ktery je kliCovym genem v drahach energetického metabolismu buiiky. U CO4A doslo u nank vlivem inzerce TA v sekvenci
kodujici predikovanou N-acetylmannosamine-6-fosfat-2-epimerazu k posunu Cteciho ramce, ¢imz mohla byt ovlivnéna funkce tohoto enzymu,
ktery je kliCovy také pro biosyntézu neuraminové kyseliny u bakterii [140, 141, 142]. Neuraminova kyselina se vyskytuje na povrchu bungk,
prispiva k jejich adhezi a je zapojena i do signalnich mechanismt [141]. Patogenni bakterie ji produkuji jako virulentni faktor a ma podobnou
funkci v burice jako HA (ochrana pfed imunitnim systémem hostitelského organismu) [141].

Inserce nastaly i u genti kddujici proteiny spojeny s ABC transportnim systémem. Jde o geny s oznacenim Sesec RS01855, Sesec RS06560
a Sesec RS04460. Forma zapisu oznaceni genu, se kterou se setkame v NCBI databazi je novéjsi [74]. V databazi KEGG [130] nebyly geny pod
timto oznafenim nalezeny, proto u nich nejsou uvedena referencni Cisla pro vyhledavani. Zda se, ze byly anotovany u S. zooepidemicus
ATCC35246 pomérné nedavno.

Zajimavymi geny jsou Sesec 00251 a Sesec 02448. Koduji ve své sekvenci doménu LPXTG, jejiz funkce je blize popsana jako protein-
uchycuyjici se k bunécné sténé. Uvedend doména se objevuje nejcastéji na C-terminalnim konci proteinu a vaze se kovalentni vazbou
k pentaglycinovému vazebnému mistu peptidoglykanu pies threonin vazebné misto domény LPXTG [133]. Je jednim ze zékladnich virulentnich
faktort u streptokok, stejn€ jako kyselina hyaluronova. Jeho pfitomnost na povrchu bunék maze mit vliv na translokaci HA ven z bunék a tvorbu
HA kapsule.

Poslednim genem, ktery chci uvést je Sesec RS10210 (r/mH). Je ribozomalnim proteinem a mutace v ném byla identifikovana hned tfikrat.
Jeho sekvence byla pozménéna a v tabulce 12 je uvedena sekvence se v§emi zménami, ackoliv v tab. 11 jsou inserce v genu uvedeny zvlast'.

Tabulka 12: Inserce stejné jako delece zpiisobuje posun v nukleotidové sekvenci genu, tudiz mohou zpiisobit zménu v kompletni casti
sekvence proteinu. V tabulce jsou uvedeny puvodni AMK sekvence dle referencniho genomu ATCC35246 a potencidlni zménéné sekvence AMK
u CO44. Cervené podbarvend aminokyselina je Methionin, kterd je kédovana start kodonem. Zluté podbarvené Casti zndzoriuji sekvenci, kterd
byla mutaci zménéna.

Region

Gen ATCC Vag‘r’ﬁy birel | ey pitvodni AMK sekvence ATCC35246 Zmeénéna AMK sekvence CO4A
35246

MIPEKPSK AELLSVLKDGLIVSCQALPGEPLYSEAGGIMPLMAK MIPEKPSKAELLSVLKDGLIVSCQALPGEPLYSEAGGIMPLMAKA
AAEEAGAVGIRANGVRDIKEIQAVTDLPIIGIIKKEYPPQSPFITPTM | AEEAGAVGIRANGVRDIKEIQAVTDLPIGIIKKEYPPQSPFITPTMAEV
AEVDALVALDVAVIALDCTQRERHDGLAIADFIRAIKEKYPDQLFM | DALVALDVAVIALDCTQRERHDGLAIADFIRAIKEKYPDQLFMADIST
ADISTLEEGLAAYEAGIDFVGTTLSGYTPYSRQGTGPDMELIGALC | LEEGLAAYEAGIDFVGTTLSGYTPYSRQGTGPDMELIGALCEAGVYQ
2581297 EAGVSVIAEGKIHSPEEARAVQALGVAGIVVGGAITRPKEIAERFVA | **LRARFTVQRRLGLFRLWEWLVLWLVVLLPDQRKLQSALWRL*HR
Sesec_00296 258130 | Insertion - TA ALTSSLSIKKY * HCL*KNI




4%

Sesec_01901

1581569

Insertion

MIEQSHVITQLLGIKDPHITFSKEIHDMKTHKELKAVLD YDAPP
CPNCQSQMGKYDFQRESKVPFLDCAGYKTLIRLKKRRFKCQFCGK
ITVAETSLVPKNHQIPTIVKQKVAQLLIEKVSMTAIADRLSISTSTVM
RKLNEFTFKSHLTYLPEHMSWDEY AFKK GKMSFIAQDFDTNNIIAIL
LDGRTKAVIRNHFLRYPRQVRND VKLITMDMFTPYYNLAKMLFPN
AQIVLDRFHIVQHLGRAMNRIRTQIMNSFDRKSHEYKALKRY WKL

IQQDSSKLSDKRFYRPTFRMHLTNKEVVERLLSYSDELRKHYDLY
QLLLFHFQEKQADHFFGLIEEQIDSSNPLFQTVFKTFLKDRDKIENA
LDLPYSNAKLEATNNLIKVIKRNAFGFRNFENFKRRILIAINMKKEK
TNWSSPDVSLSITHY S*

MIEQSHVITQLLGIKDPHITFSKEIHDMK THKELKA VLD YD APPCP
NCQSQMGKYDFQRESK VPFLDCAGYKTLIRLKKRRFK CQFCGKITV
AETSLVPKNHQIPTIVKQK VAQLLIEKVSMTAIADRLSISTSTVMRKL
NEFTFKSHLTYLPEHMSWDEY AFKK GKMSFIAQDFDTNNIIAILDGRT
KAVIRNHFLRYPRQVRNDVKLITMDMFTPY YNLAKMLFPNAQIVLD
RFHIVQHLGRAMNRIRTQIMNSFDRKSHEYKALKRYWKLIQQDSSKL
SDKRFYRPTFRMHLTNKEVVERLLSYSDELRKHYDLYQLLLFHFQEK
QADHFFGLIEEQIDSSNPLFQTVFKTFLKDRDKIENALDLPYSNAKLE
ATNNLIKVIKRNAFGFRNFENFKRRILIAINMKKEK TKLVLSRC*LVN
YPLQL

Sesec RS01855

377829

Insertion

MIKK VIKLIGLAVLSLLLSACVDQHPQAEKKADKERIVATSVAV
VDICDRLNLDLIGVCDSKLYQLPKRYDAVKRIGLPMNPDMEAIASL
KPTWILSPNSLQNDLEPKYQQLDTEYGFLNLTSIEGMYQSIDDLGD
LFDRKKEAKRLRADYEEFYQAFKKQHKGQKSLRFLF*WGFLAAT*
LLQTNPMLAICLSWLVVRMFIILRTRNFCLPIQKTCFSSSLS*FCVLP
MLFQTRLRTCLIRNLLKMIFGSILKLSSLSRFMI*TISFLA*VLSLTTK
RL*IICHKSFMEQRKST

MIKK VIKLIGLAVLSLLLSACVDQHPQAEKKADKERIVATSVAVV
DICDRLNLDLIGVCDSKLYQLPKRYDAVKRIGLPMNPDMEAIASLKP
TWILSPNSLQNDLEPKYQQLDTEYGFLNLTSIEGMYQSIDDLGDLFDR
KKEAKRLRADYEEFYQAFKKQHKGQKKPKVLILMGLPGSYLIATNK
SYVGNLLELAGGENVYHSEDKEFLSANPEDMLQQQPELILRTAHAIP
DKVKDMFDKEFAENDIWKHFEA VKSQQVYDLDNILFGMSAKFNYK
EALNHLSQIFY GAKEVN*

Sesec RS10210

2164690

Insertion

MIKIKLICVGKLKEAYLRDGIAEYQKDCLAFANVISLN*QMKNT
#+G*PC*KTADY G*GG*QDQEKLGQRDFVIALAIEGKQLASEQFSHL
LSEVTVKGYSDIAFVIGGSLGLDQSIKNRANLLMSFGLLTLPHQLM
RLVLIEQVYR AFMIQQGSPYHK*

MIKIKLICVGKLKEAYLRDGIAEYQKRLSRFCQCDIIELADEKTPD
KASHAEKQQIMAKEADRIKKKLGQRDFVIALAIEGKQLASEQFSHLL
SEVTVKGYSDIAFVIGGSLGLDQSIKNR ANLLMSFGLLTLPHQLMRL
VLIEQVYRAFMIQQGSPYHK*

Sesec RS06885

1454258

Insertion

MITTISFYGKMVGYLTGKERTMPTPLK QRQLKQQEQEQVSQQK
FQEFQDLNGHSSKLKELIFLPVLLFLA*SPSCLHLSFLL*I*HQFGPFS
LLALSA*PSLPFFQRPSRY*CH

BITTISFY GKMVGYLTGKERTMPTPLK QRQLKQQEQEQVSQQKF
QEFQDLNGH SSKLKELIFFARIAVFSLITVLFAFVLLVMNLAPVWAFLI
ASAISLAITSFLSKAITLLMS*

Sesec_ RS06560

1383192

Insertion

BIKNTLK AWMLAMLSVILMTAGIASAETIDIVSDTAY APFEFKD
SDQVYK GIDVDIINEVAKRK GWNINMTFPGFDAAVNAIQSGQADA
LMAGTTITAARQK VFHFSDPY YDTKIVIATKKPTLLRSIAS*KEKQS
VLKMEQLLKPS*INTKNRMVILLKHLTQVT*CTTVLQQALLTLLWT
TSLSFNMPLTKSRILRST*RERLLEALALLSKKAAAMISLTTSMKL*
AL*KLMEPIKLS*QNGLAAMTRSQQARLLAMPLLRPLL*SRFIKSW
PTPPLLPLNFKLA AENMSVLIWTSSRQLLSSKALPLR SAILALTLL*
MLFKLVRLTLLLQVCLSHLHVVRFLIFQIPTTHQIFALGSNPEALSN
HTRTLRVK*SVPKKEQPPMISLK ATRIFMVTV*KPLMRPPQCTIA*IL
VLLTGLWMMKLF*GTLFSEATSLIFLSKGSLLVSMALLLKKEPILSS
SKCLTMVWLLLKHQENTTPSLADTLIQRHLSKQPMSQPFMDF*LIT
TSNY*LGLEQPLV*HSSPLPLLWLLVLFLE*WLYPHQRTCAWLPLS
LLMWCVVSP**LLLPLSSGECQTSLKA*LATNHRLMIL*LLLLHFR*
MVEPILPKLFVGVSRLCRQVKWRLVAAWACHITQQCEGLSFLRPL
S*CCQTSSISLSFP*RIRP*SQRSV*WSSSKQGK SLSLETINPSACMLS*
QLST*L*LHS*QGLQNV*KRGLT

BIKNTLKAWMLAMLSVILMTAGIASAETIDIVSDTAY APFEFKDS
DQVYKGID VDIINEVAKRKGWNINMTFPGFDAAVNAIQSGQADALM
AGTTITAARQKVFHFSDPY YD TKIVIATKKTNPIKKY SELKGKTVGV
KNGTAAQAFLDKYKKSYGYTVKTFDTGDLMYNSLATGSIDAVMDD
EPVIQYAINQKQDLAINMKGEAIGSFGFAVKKGSGYDYLIDDFNEAL
GAMKADGAYQAIMTKWLGSNDKVTAGKATGDASAKATPLKPVYKI
VADSSFAPFEFQIGSGEY VGIDMDLIKATAKQQGFTIEISNPGFDAALN
AVQAGQADAVIAGMSITPARREIFDFSDSYYTSNIRLGVKSGSSIKSY
KDLKGKIVGAKKGTASYDFLESNKDIY GYRLKAFDEASSMYDSLNS
GSIDGLMDDEAILRYAIQRGHKLDIPIKGEPSGEY GFAVKK GANPELI
EMFNNGLAALKASGKYDAIISRYLDSEASVKTADESTIY GLLANNYK
QLLAGLGTTLGLTLISFAIALVIGIVFGMMAV SPSKNLRMASTIFVDV
VRGIPLMIVAAFIFWGVPNLIESMTGHQSPINDFVAATIALSLNGGAYI
AEIVRGGIEAVPAGQMEASRSLGLSYHTTMRRILPQAIKLMLPNFIN
QFVISLKDTTIVSAIGLVELFQTGKIITARNYQSFRMYAILAVIYLIMITL
LTRLAKRLEKRLN*

Sesec_00251

222568

Insertion

MR Y TLNKNKRARNYGLCSAATALAAVASLGTAGSAKAEEAK
TLDQLPNPEEQILYNYWDTNDQKAREYLGDLY GFLKSYLGELEKK
LKSLDLLDLKVKKEKKEKKVIRVSKALRGKRVTKALRGKRVTKA
KKVKRATKAKKARRVTKAKKARKANAVSKVKKVKRVTKVSKAK

BIR Y TLNKNKRARNYGLCSAAIALAAVASLGTAGSAKAEEAKTL
DQLPNPEEQILYNY WDTNDQKAREYLGDLYGFLKSYLGELEKKAKE
PGPAGPK GEK GEK GEK GDPGIQGPK GEK GDQGPKGEK GDQGQKGE
KGDQSQK GEKGDQGQK GEK GQR GEQGQK GEK GDQGIQGQGEHGH
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ASMDIRVTMEKMLSHQHLKQILNQQQKLWRQQLKRAHYQLQGR
QITHSSPLQPLVLSLAPAC*H*KARKT

KGHHGKDAKPSAPKADSKSTAKAMAPAAQKGTLPATGETNHPFFTL
AALGVIASAGMLTLKGKKN*

Sesec_ RS04460

943999

Insertion

MIANKEIA VTVDHVSKSFKLPTESTKSFRTALVNRFK GIKGYTE
QHVLRDISFDVYKGDFFGIVGRNGSGKSTLLKIISQIY VPEKGQVTV
EGKMVSFIELGVGFNPELTGRENVYMNGAMLGFTTEEVDDMYDD
IVDFAELHDFMNQKLKIIPQACRFVLPFLSLSRHREMC*FLMR C*LL
VMRPFSENAMTTSWSARRAARLLY **PMIW VLSKNTAIAQFSSKM
ALSRLTANPLMSLTNTVLILN*KMLSKELLLSLCLIWQAS*R*D*PL
SQALVQMSPFPLRFPIMS*RTSLPMLPFR*LILTVIFGY TMTIHRISRQ
VVLATRIYPTSVSSHS*MISN*SLR*LFAIKTGKCCSFQQLIILR*SCF
NETILLOMTCLLWTLPVAYIKEMVAGSLIN

MIANKEIA VTVDHVSK SFKLPTESTKSFRTALVNRFKGIKGY TEQ
HVLRDISFDVYKGDFFGIVGRNGSGKSTLLKIISQIY VPEKGQVTVEG
KMVSFIELGVGFNPELTGRENVYMNGAMLGFTTEEVDDMYDDIVDF
AELHDFMNQKYKNYSSGMQVRLAFSVAIKAQGDVLILDEVLAVGDE
AFQRKCNDYFMERKESGKTTILVTHDMGAVKKYCNRAVLIENGLVK
AYGEPFDVANQYSVDNTELKNAEQGAVAEPVSDLASQLEVRLTSKP
SLSPDEPISFEISYHVLKDEPTY VAFSLTDIDRNIWVYNDNSQDQPTSG
PGHKNISYQCQLSQLNDIKLKLEVTVRDQNGQMLLFSTADHSPLIVL
QRNDIAPDDLSALDSASGLYQRNGSWLINQ*

Sesec_ RS08130

1720653

Insertion

MIIQIGKLFAGRYRILKSIGRGGMADVYLANDLILDNEDVAIKV
LRTNYQTDQVAVARFQREAR AMAELNHPNIVAIRDIGEED GQQFL
VMEYVDGSDLKKYIQDHAPLSNNEVVRIMEEVLSAMTLAHQKGIV
HRDLKPQNILLTKSGVVKVTDFGIAVAFAETSLTQTNSMLGSVHYL
SPEQARGSKATIQSDIY AMGIMLFEMLTGHIPYDGDSAVTIALQHF
QKPLPSIIDENPNVPQALENVVIRATAKKLSDRYRSTFEMSRDLMT
ALSYNRSRERKVIFDDVESTKPLPKVTPAPITAPKVSAASQASGAA
DTRPEQTSQMDTLQKPQKKKKMGAF*ERS*KSYFPFSLSVWLFLLI
WS*PSQLRLRFLM*QALVSMLPSRSWRRQD*RSVRSIRLKATQSVR
IRWLRQILKLAQLSEK APALTFTFRSEIKALRWKIIRDRIIRM**PV+L
RPTVYQSQKSRLSVS*QMNTLKTPLLASHQAREKNLTQLVNPRLRL
V*QWVIRSSCQW*LSTAMQMR *IH*QP*ELTPQGSRPTLQAQALRR
ALFR*APQAQRRLSVGRHRIMVPRLAFLKRVILASTSTLRRHVHQA
AHRALIPQLLIHQLEIQQTQAVIPN*VKMTLL*HR

MIQIGKLFAGRYRILKSIGRGGMADVYLANDLILDNEDVAIKVLR
TNYQTDQVAVARFQREARAMAELNHPNIVAIRDIGEED GQQFLVME
Y VDGSDLKKYIQDHAPLSNNEVVRIMEEVLSAMTLAHQKGIVHRDL
KPQNILLTKSGVVKVTDFGIAVAFAETSLTQTNSMLGSVHYLSPEQA
RGSKATIQSDIY AMGIMLFEMLTGHIPYDGDSAVTIALQHFQKPLPSII
DENPNVPQALENVVIRATAKKLSDRYRSTFEMSRDLMTALSYNRSRE
RKVIFDDVESTKPLPKVTPAPITAPKVSAASQASGAADTRPEQTSQM
DTLQKPQKKKKNGRFLGTLLKILFSFFVVGVALFAYLVLTKPTTVKV
PDVTGSSLNAAKQVLEEAGLKVGKVHQIESDTVSEDQVVKTNPQAG
SAKRKGSSVDLYLSIGNKGFEMENYKGQDYQDVMTSLTETYGVPKS
KIKIERIVINEYPENTVISQSPSAGEKFNPAGKSKITLSVAVGDTVIMP
MVTEYSYADAVNTLTALGIDAARIKAYTPSSSSPTGFVQVSSPSSKAI
VSGQTPY YGTQISLSEKGDISLYLYPEETRASSSSSSSDTSASNPSAGD
TTDSSSHTELGQNDAVITP*

Sesec 02448

2028893

Insertion

BITNKTKRTGLVRKYGACSAAIALAALASLGAGKAVKADQPA
ALKYPEPRDYFLHTREGDVIYDEDIKRYFEDLEAYLTARLGGIDKK
VEEAAQKPGIPGPMGLAGPQGPKGDKGDPGAPGERGPAGPKGDT
GEAGPRGEQGPAGQAGERGPKGDTGAPGPKGEK GDTGAVGPKGE
KGDTGATGPKGDKGER GEKGEQGQRGEKGEQGQRGEKGEQGQR
GEKGEQGQRGEK GEQGQRGEKGEQKPKGDQGKDTKPSAPKAPEK
APAPKAPKASEQSSNPKAPAPKSAPNKSAAPTGQKATLPATGETNH
PFFTLAALSVIASAGVLTLKGKKTKLVIVSFPYDTNFENS*

BITNK TKRTGLVRKYGACSAAIALAALASLGAGKAVKADQPAA
LKYPEPRDYFLHTREGD VIYDEDIKRYFEDLEAYLTARLGGIDKKVE
EAAQKPGIPGPMGLAGPQGPKGDKGDPGAPGERGPAGPKGDTGEAG
PRGEQGPAGQAGERGPKGDTGAPGPKGEKGDTGAVGPKGEKGDTG
ATGPKGDKGERGEKGEQGQRGEKGEQGQR GEKGEQGQRGEKGEQG
QRGEKGEQGQRGEKGEQKPKGDQGKDTKPSAPKAPEKAPAPKAPK
ASEQSSNPKAPAPKSAPNKSAAPTGQKATLPATGETNHPFFTLAALS
VIASAGVLTLKGKID*ASYCIFPV*H*F*QL

Sesec_RS00040

9550

Insertion

VRLNLEKLPHKTKQSSLLIVISGFMSKLLAASYRIPYQNLVGDR
GFYAYQQIYPLLGIISALGLTALPNVIASMAQKKKQLQLAALFKLQ
CCTSFLLSGILVLSHKALASWMGAQQLAPSIIITAMVLLTIPFISFYR
GLAQADMNMAPTALSQVLEQIIRVAIITAAALCYSVFGWTVYVTA
NVAAFGNLVASLVILAYLKRHSAYSLKSFFSEDTVAIRDLTSLGLPT
LVFYFFQFTCLFFNW*ILFW*KIFWLIQAYQS*QLK*LRVFTIGDSPC
CNLVSFFRQPYLQPIYRI*QPYFMLKGRSIKNRVNVSLSLSFILV*R*
LLALLVFFI**IEPYLRTIRAGWP**FT**L*QCQV*FNSFIKNASLKIT
SSSLCLFCCLAFY *N*A*HLY*LTITLLLEAPYQL*SPCWSFYSYILC
WLILILKR **MLNMGLL**SCSCVCLQVSIVCHYQVGLVR*LVFWC
HLLLVYPLF**LAKS*ISLRRNCGLFYHLSKKN

VRLNLEKLPHKTKQSSLLIVISGFMSKLLAASYRIPYQNLVGDRG
FYAYQQIYPLLGIISALGLTALPNVIASMAQKKKQLQLAALFKLQCCT
SFLLSGILVLSHKALASWMGAQQLAPSIIITAMVLLTIPFISFYRGLAQ
ADMNMAPTALSQVLEQIIRVAIITAAALCYSVFGWTVYVTANVAAFG
NLVASLVILAYLKRHSAYSLKSFFSEDTVAIRDLTSLGLPTLVFLLESV
YLLVFQLVDSLLVKNILVNSGLSELTAEMTKGVYDRGQPLLQFGLIFS
TALFTAYLPNLTALFHVEREIYKEQSQCFFEFIFYFSLTLTVGFISILHL
MNRALFEDNKGWLALVIYLMITAVSSMIQFFHQKCFIEDHIKQSLLILL
FGFLLKLGLTPILTYYYAIVGSSLSTLIPLLVVLLLYTVLADIDFKAIVN
AKYGLALVIMLMCVLTSQYCLPLSGRLGALISLLVSSAVGLSSFLIAC
KKLDIFKEKLWSFLPFVKEK*




ov

Sesec_RS09845 | 2083512 | Insertion -

T

IGKKS*KNEEITKKFGDERRKALDDALKNIEKDFGKGAVMRLG
ERAEQKVQVMSSGSLALDIALGAGGYPKGRIIETY GPESSGKTTVA
LHAVAQAQKEGGIAAFIDAEHALDPAY AAALGVNIDELLLSQPDS
GEQGLEIAGKLIDSGAVDLVVVDSVAALVPRAEIDGDIGDNHVGL
QARMMSQAMRKLSASINKTKTIAIFINQLREKVGVMFGNPETTPGG
RALKFYASVRLD VRGTTQIKGTGDQKDSSIGKETKIKV VKNKVAPP
FKVAEVEIMY GEGISRTGELIKIASDLDIIQKAGAWFSYNGEKIGQG
SENAKRYLADHPELFDEIDHKVR VKFGLLEDTEESAAVDPAAAKA
DELVLELDDAIEIED*

IGKK S*KK*RNHQKIW**TS*GT**CVKEH*K GFW*GCGYAPW*A
CRAKGSGDELRQSCFRHCAWSRWLSQRAY Y*NLWTRVFW*NNSCP
ACSSAGSKRRWYCSLH*CGACLGSCLCCGARC*Y**AAFVTAGFW*
ART*DSR*TD*FWCC*FGCCRLCCSFSASC*D*W*Y W**PRWSAGSYD
ESGNA*AFSLNQ*NQDNCDLY *PAA*KGRGY VW*SRDDTRWSCFEIL
CLCPSGCSWNNTNKRNWRSKRQ*YW*GNQD*GC*E*GCSAT* GG*G*
NHVWRRHLTYR*AD*NCFRFRHY SKGWCLVLL*R*KNWSGL*KCQE
IFG*SPRAV**D*P*GAC*IWLA*RYRGKCSCRSSCSQSR*AGFRARRC
H*N*GL

U vétsiny uvedenych genti zasazenych mutaci se zda, ze doslo ke stabilizaci sekvence proteinu a pravdépodobné i k aktivaci jeho funkce
(Sesec RS01855, Sesec RS06885, Sesec RS06560, Sesec 00251, Sesec RS04460). Zde se vSak pravdépodobné jedna o chybu pii sekvenaci
referencniho genomu ATCC35246. Pravdépodobnost mutace s takovym disledkem na sekvenci proteinu je velmi nizka.

Kdyz se podivame na zménu u genu nank (Sesec_00296), kterou mutace vyvolala v sekvenci aminokyselinového fetézce proteinu, zjistime, ze
koncova cast proteinu ziejme nebude zcela funkéni. Vznik mnoha novych stopkodonovych sekvenci pravdépodobné zastavi translaci pred¢asné.
Musime ovSem vzit v ivahu i moznost chybné sekvence v genomu kmene ATCC35246. Analyzou pomoci metody DNA ¢ipti (kap. 5.3.1) a qPCR
(kap. 5.4) bylo zjisténo signifikantni navySeni (nejvyssi jaké bylo v praci zaznamenano) miry exprese u tohoto genu v porovnani s genem
referencniho kmene ATCC35246. Gen nanF ma v genomu homologni sekvenci (Sesec 00291).

Ve dvou dalSich pfipadech (Sesec 01901, Sesec 02448) byla sekvence diky mutaci zkracena (zafazeni stopkodonu) o nékolik aminokyselin.
Zkraceni nemuselo mit negativni vliv na funkci proteinu. U proteinu koddovaného genem Sesec RS09845 byla sekvence natolik destabilizovana,
ze doslo pravdépodobné k inaktivaci jeho funkce. Nicméné spolu s genem Sesec RS00040 jsou v NCBI [74] databazi popsany jako pseudogeny.
Jejich AMK sekvence odpovida sekvenci v databazi. Startkodonem u nékterych prokaryot mize byt i kodon pro Leucin (UUG) nebo pro Valin
(GUG) [143]. V obou ptipadech se v nukleotidové sekvenci vyskytuji opakujici se sekvence nékolika T za sebou. Oblast proto mohla byt
osekvenovana nespravn€, nebo fada T nukleotidi mohla byt vpravena chybou DNA polymerazy pfi pfipravé knihovny ¢i samotném sekvenovani
[139].

Rozsifenou analyzou byly nalezeny jesté tfi mutace mimo hlavni analyzu. Jde o jednu inserci (Sesec_00735) a dvé delece (Sesec 00791,
Sesec_01092). Geny a jejich charakterizace jsou uvedeny v tabulce 13.



LY

Tabulka 13: V této tabulce jsou uvedeny dvé vyznamné delece a jedna inserce, které byly identifikovdany rozstfenou srovndvact analyzou u kmene
CO4A a jejich frekvence byla veétsi nez 90 %. Jsou zde jejich pozice, rozsah, ve kterém genu byly nalezeny a zda jsou v kodujict oblasti genu.
Cervené jsou oznaceny geny, ve kterych je zména, které by mohla ovlivnit rust bunky, transkripci, translaci, nebo produkci HA.

Region | B4 AMK Délk Frekven
ATCC YP Baze v ATCC35246 | 2228V 1 yATCC | AMKvCO4A | S8 | Shoda | ' roivence Gen Oblast Funkce genu
35046 varianty CO4A 35246 proteinu [%]
611156 | Insertion | - T Lys(A-AG) | Ile (ATA) 59 59 100 SeseC 00735 CDS | collagen-like protein SclZ.7
AGCATGGAAGCAT
656982 | Deletion | GGA - Glu (GAA) | Glu (GAA) 86 86 100 SeseC 00791 CDS | hypothetical protein, Transglutaminase-like superfamily
910673 | Deletion | GCCAAT - Glu (GAG) | Glu (GAG) 31 34 91 SeseC_01092 CDS | LPXTG cell wall anchor domain-containing protein

Ziskané dopliujici informace rozsifily vyznamné mutace v genomu kmene CO4A o tfi dalsi

. Gen Sesec_01092 koduje protein obsahujici

doménu LPXTG, ktera byla identifikovana jako jeden z virulentnich faktorti u streptokokt [133]. V této sekvenci doslo k deleci Sesti nukleotid
v pozici, kdy nedochazi k posunu celé sekvence. Dusledkem byla delece dvou aminokyselin ze sekvence proteinu. Odstranéni dvou aminokyselin
nemusi, ale mize vést k zasadnim zménam funkce na urovni proteinu a k odchylkam u exprese mutovaného genu. U gen Sesec 00735 kodujiciho
protein kolagenového typu, ktery je pravdépodobné uchycen na sténé buriky, byla identifikovana inserce jednoho nukleotidu. Povrchové bunécné
proteiny mohou mit vliv na transportu HA ven z buriky a na formaci kapsule.

V tabulce 14 jsou uvedeny zmény v sekvenci aminokyselin na zdkladé zmén v nukleotidovém fetézci.
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Tabulka 14: Identifikované delece, pri druhé podrobnéjsi analyze genomu CO4A, byly podstamé delsi. V této tabulce jsou uvedeny piivodni
AMK sekvence (vychdzejici z genomu kmene ATCC35246) a AMK sekvence potencidlné zménéné (kmen CO4A). Cervené podbarvenda
aminokyselina je Methionin, kterd je kodovana start kodonem. Zluté podbarvené cdsti zndazorfiuji sekvenci, kterd byla mutaci zménéna.

Gen

Region
ATCC
35246

Typ
varianty

baze v ATCC

baze v CO4A

puvodni AMK sekvence ATCC35246

zménéna AMK sekvence CO4A

Sesec_00735

611156

Insertion

BIRKPIRKYSVCSTVIALATMASLGTAGNVRAETKLKDY
PGVQSGIPYKYGTVQDFGVRKYLSELEKFFKDYLADLEQQA
QKGGPQGPVGPAGPRGER GEAGPQGPAGQTGPMGPRGETG
PAGPAGPIGPKGEAGQPGEPGSKGEQGPAGPTGPIGPRGDKG
ETGEAGPKGEQGPAGPAGPAGKPGEAGPKGDKGEPGTPGER
GPKGDRGER GEKGEQGQRGEK GEKGQRGEK GEKGQRGEK
GEKANAAKKASKANAAKKVNK ANAVKKAKKANAAKRAK
KANVVKKAKKANAAKKVNKANVVKKASNSQRVSKERIPSH
QLQKRLKRLLHQRLQKNQLSLRHQRLSQHQQLKRARYQLQ
GRQITHSSPLQPLASSLAQAS*A*RKRKA

MIRKPIRKYSVCSTVIALATMASLGTAGNVRAETKLKD
YPGVQSGIPYKYGTVQDFGVRKYLSELEKFFKDYLADLEQ
QAQKGGPQGPVGPAGPRGERGEAGPQGPAGQTGPMGPRG
ETGPAGPAGPIGPKGEAGQPGEPGSK GEQGPAGPTGPIGPR
GDKGETGEAGPKGEQGPAGPAGPAGKPGEA GPKGDKGEP
GTPGERGPKGDRGERGEKGEQGQRGEKGEK GQRGEKGEK
GQRGEKGEKGQRGEKGEQGQR GEKGEQGQRGEKGEK GQ
RGEKGEK GQRGEK GEKGQRGEKGEQGQRGEK GEQQPKG
EQGKDTKPSAPKAPEKAPTPKAPEKSTQPKAPAPKSAPAA
QKSTLPATGETNHPFFTLAALSVIASAGVLSLKKKKS*

Sesec_00791

656982

Deletion

AGCATGGAAGC
ATGGA

WiEAWKHGSMEAWKHGR TLCKGLLLGLACGAISMSLVV
KSTTVVADD VRLSEQSTVILDNTVSNLISEVKDELAKNHQDA
LETYVLGEGSPKYSGVSPDRLGD YIKD YKPVRLNGKVIHGRA
FFMMKKEDQLVSTKEEYDRIIAERFSNLEKFDYPTIHYTFDA
ELKDKYPYLNLILKANGLSLSDSISLDSILGINGVTIHTQHLRI
DNQFAYRYTKDDYKQDSHITFERFKRNDDKILKELIVTSGAD
REGLTDAQRVKAYVLYMANHVDYDWEAARYNPDYLIFCQ
ASDLFALTERNKAMCIGFSTAAARGLNLLGIPSY VTY GRNRN
GAAHAAIRVFYDKKWRTLDVTGVGRGKYTEEHYDNLNTH
DYKIFDLTKETDVDLDRGYMEIYKDFEDWILSHNTKELLFIN
QDANIRNKVAKDDFKYIQESEKQSLIDKLKKFVFKVENISSY
FKKEHFKKLVIGLGED AKNELAKLTLSPDLEEDD YKKSKTV
LEWLNIYYSQCIRED GDPDLIRKDGELKEMDS*

MiEA WKHGSMEGLCVKDY Y*D*HVVLYLCL*SSRVQL
*LRTM*GLASSRR SF*ITLCQI*LVRLRMS*PKIIRTR*KSMS
WEREVQNIVECLPIVLVTT*KIISLCG*MGR*YMEEPFS**K
RKISWYQLKKNMTA **QK GFQI*KSLIILLY TIPLMQS*RINI
LI*T*Y*KRTAFHSLIR *A*TQY*V*MVLLFIRSICVLIINLLIG
ILKTIISKTA*RLNVLR GMMTN*RN*L*HLELIER G*QMLN
E*KPMSCIWQTMLIMIGRQQDIILI*YFVRLLICLHLQSEIRP
CV*DSVQRLQED*IY*GYHLM*LMVEIEMAQHMRRY VFFT
IKSGEH*MLQELVEGNTQKNIMTISIR THRFLI*LRKQTLI*I
VAIWRSIRILKIGSSHTIRKSYYLLIKMRIY VIRLQKMILSTY
KSLRSNR**IS*RNLSLRLKISVAILRKSISKS*LLD*VRTLK
MS*QN*P*VLILKRTTTKSPKLC*SG*IFIIRSVLEKTEILI*LE
KMES*KRWIV

Sesec 01092

910673

Deletion

GCCAAT

ML TNQTGYRHRLSKQKLPISMVSCLLGMGVFISPTSISAD
SPPTITIKSAADKDISSNLPKIPLSNAKPEEKLEDTPQLPNEKG
YGNDIRDLGKPEDLPKLPDEKGY GNDIRKPEKTPELPNEKGQ
GDDLKKEEDLKKQRKELTEKLRGLKTVEEVLEFLKMPIPGF
VIDVDWQFLMAFVEKGTANKTFEKDKLTLLDIYSTSSGHMI
WLGYLVPEKPEPMPEPKPEPKPMPKPEPMPKPMPKPEPKPM
PEPKPMPEPKPMPKPEPMPKPMPKPEPKPMPEPKPMPEPKPM
PKPEPMPKPEPKPEPMPKPEPMPKPEPMPKPEAQKGDKPAVP
KAMEHKLPSTGEATAPFFTAAALAVLASLGVAVVSRKRKK
H*

ML TNQTGYRHRLSKQKLPISMVSCLLGMGVFISPTSIS
ADSPPTITIKSAADKDISSNLPKIPLSNAKPEEKLEDTPQLPN
EKGYGNDIRDLGKPEDLPKLPDEKGY GNDIRKPEKTPELP
NEKGQGDDLKKEEDLKKQRKELTEKLRGLKTVEEVLEFL
KMPIPGFVTDVDWQFLMAFVEKGTANKTFEKDKLTLLDIY
STSSGHMIWLGY LVPEKPEPMPEPKPEPKPMPKPEPKPMPK
PEPKPMPEPKPMPEPKPMPKPEPMPKPMPKPEPKPMPEPKP
MPEPKPMPKPEPMPKPEPKPEPMPKPEPMPKPEPMPKPEA
QKGDKPAVPKAMEHKLPSTGEATAPFFTAAALAVLASLG
VAVVSRKRKKH*




U prvniho genu Sesec_00735 se zda, ze doslo vlivem delece k upravé AMK sekvence, ktera
vedla k jeji stabilizaci. V tomto pfipadé spise pujde o chybu v ptivodnich sekvenacnich datech
referenéniho genomu ATCC35246, uvedena oprava sekvence je nepravdépodobna. U genu
Sesec 00791 se zda, ze doslo naopak k inaktivaci sekvence proteinu. OvSem deletovana
sekvence (AGCATGGAAGCATGGA) je problematicka z divodu repetetivnich Gsekd. Muze
se jedna o chybu pfi sekvenaci genomu CO4A, protoze takovato zména UV mutagenezi je
nepravdépodobna. Piivodni data ze sekvenace genomu ATCC35246 se v tomto piipade zdaji
byt v poradku. U posledniho genu Sesec 01092 doslo k deleci dvou AMK z fetézce. Zde se
muze také jednat o chybu sekvenace genomu CO4A z davodu repetetivni oblasti, stejné tak
jako chybu v sekvenci referen¢niho genomu ATCC35246. Gen kéduje protein s LPXTG
doménou, ktera je virulentnim faktorem streptokoku [133].

Porovnanim osekvenovaného genomu produkéniho kmene S. zooepidemicus CO4A
s kmenem referen¢nim (sbirkovym) S. zooepidemicus ATCC35246 [1] byly identifikovany
zmeény v nukleotidové sekvenci. Celkem bylo popsano 59 SNV a 24 indel mutaci. V dusledku
mutaci byly v nékterych pfipadech pozménény sekvence vznikajicich proteinii a mohla byt
ovlivnéna jejich funkce, nebo mira exprese genu, kterymi jsou kodovany. Byla diskutovana
i moznost zkresleni vysledkt kvtli chybnym sekvenacnim datim referencniho genomu kmene
ATCC35246.

5.3 Sledovani exprese genu pomoci DNA cipu

Syntéza kyseliny hyaluronové muze byt ovlivnéna intenzitou exprese gend u ruznych
metabolickych drah, které spolu kompetuji (biosyntéza peptidoglykanu, metabolismus
aminocukrd a nukleotidi aj.) nebo se dopliuji (metabolismus zpracovani sachardzy aj.).
Sledovani celogenomové exprese metodou DNA Cipu u bakterialnich kment S. equi subsp.
zooepidemicus (interni kmen soznaCenim CO4A a kmen referenéni ATCC35246) bylo
provedeno za kultiva¢nich podminek uvedenych v kap. 4.1.2. Vyizolovana RNA (kap. 4.3)
byla reverzni transkripci prepsana do cDNA (kap. 4.4). ZnaCeni cDNA, hybridizace na Cip
a zpracovani dat jsou popsany v kapitole 4.7. Analyza byla zaméfena na srovnani miry exprese
u kmene referencniho ATCC35246 a kmene produkéniho CO4A v souvislosti se zafazenim
k urcité metabolické skupin€. Pokud byl rozdil exprese mezi kmeny nizsi nez 10 %, byla
exprese povazovana za signifikantné neménnou.

5.3.1 Geny energetického metabolismu
Glykolyza a glukoneogeneze

Prvni velkou genovou skupinou byly geny energetického metabolismu a s nim souvisejici
drahy. Patii sem geny zapojené v glykolyze a glukoneogenezi (tab. 15).
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Tabulka 15: V tabulce jsou uvedeny geny zapojené v energetickém metabolismu kmene CO4A vztahujici se k metabolickym drahdm glykolyzy
a glukoneogeneze. Uvedeno je oznaceni genu, jeho funkce, zkratka genu a ciselné oznaceni k vyhledavani v databdzi KEGG [130]. Jsou zde
uvedeny pomeéry expresi genmit u obou kmenii normalizované k referencnimu genu gyrA. Na obrazku 10 jsou geny vykresleny v kontextu dalSich
drah. V' Pomér celkové exprese genuv ATCC35246 k celkové expresi gyrA (ATCC35246), ¥ Pomér celkové exprese genuv CO4A k celkové expresi
grd (CO4A4), ¥ Pomér celkovych expresi obou kmenii normalizovanych ke gyrA: CEGgyra (CO4A)/ CEGgyra (ATCC)

Gon | G | comy | P | e Funkeegene
Sesec 00051 1.29 2.05 1.59 1599, | adhE; aldehyde-alcohol dehydrogenase 2 [KO:K04072] [EC:1.2.1.10 1.1.1.1]
Sesec 00054 1.74 1.98 1.14 1149 | adhP; alcohol dehydrogenase [KO:K13953] [EC:1.1.1.1]
Sesec 00235 1.83 221 121 121% | &pi: glucose-6-phosphate isomerase [KO:K01810] [EC:5.3.1.9]
Sesec 00292 0.96 112 1.17 117% | ptsG: sugar phosphotransferase system (PTS), IIBC component [KO:K02778 K02779] [EC:2.7.1.199]
Sesec 00293 0.86 0.97 1.13 3% PTS system, maltose and glucose-specific IIA-B-C component [KO:K02777] [EC:2.7.1.-]
Sesec 00324 459 6.38 139 1399 | gapA: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [KO:K00134] [EC:1.2.1.12]
I{H Sesec 00326 1.87 1.85 0.99 1% pgk: phosphoglycerate kinase [KO:K00927] [EC:2.7.2.3]
% Sesec 00709 1.82 1.83 1.00 0% glk; glucokinase [KO:K00845] [EC:2.7.1.2]
é Sesec 00766 127 1.36 1.07 N7% gpmA; 2,3-bisphosphoglycerate-dependent phosphoglycerate mutase GpmA [KO:K01834] [EC:5.4.2.11]
a Sesec 01035 1.87 1.97 1.05 5% gapN; NADP-dependent glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [KO:K00131] [EC:1.2.1.9]
é Sesec 01044 247 3.02 1.22 1229 | eno; phosphopyruvate hydratase [KO:K01689] [EC:4.2.1.11]
: Sesec 01167 1.72 1.62 0.94 6% pfk; 6-phosphofructokinase [KO:K00850] [EC:2.7.1.11]
E Sesec 01168 1.53 1.67 1.09 9% pyk: pyruvate kinase [KO:K00873] [EC:2.7.1.40]
g Sesec 01237 1.19 1.22 1.02 2% manB; phosphomannomutase PgmA [KO:K01835] [EC:5.4.2.2]
5 Sesec 01349 1.48 1.98 133 1339 | ldh; L-lactate dehydrogenase [KO:K00016] [EC:1.1.1.27]
Sesec 01576 3.17 348 1.10 110% Ipd; dihydrolipoyl dehydrogenase LpdA [KO:K00382] [EC:1.8.1.4]
Sesec 01577 1.62 1.50 0.93 7% aceF; branched-chain alpha-keto acid dehydrogenase subunit E2 [KO:K00627] [EC:2.3.1.12]
Sesec 01578 1.49 1.45 0.97 3% pdhB; pyruvate dehydrogenase E1 component, beta subunit [KO:K00162] [EC:1.2.4.1]
Sesec 01579 1.82 171 0.94 6% pdhA: pyruvate dehydrogenase E1 component alpha subunit PdhA [KO:K00161] [EC:1.2.4.1]
Sesec 01655 0.70 0.90 1.29 1299, | belB; beta-glucosidase [KO:K01223] [EC:3.2.1.86]
Sesec 01706 1.16 1.19 1.03 3% tpiA; triosephosphate isomerase [KO:K01803] [EC:5.3.1.1]
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6-phospho-beta-glucosidase [KO:K01223] [EC:3.2.1.86]

Sesec_01767 0,86 1,03 L9 1T19%

Sesec 02318 1.61 1.92 120 120% | fbaA: fructose-bisphosphate aldolase [KO:K01624] [EC:4.1.2.13]

Sesec 02351 0.50 0.61 121 721% | &lM: aldose 1-epimerase GalM [KO:K01785] [EC:5.1.3.3]

Sesec 02421 1.57 1.96 125| /25% | gamP: glucose-specific phosphotransferase system (PTS). ITABC component [KO:K02777 K20107 K20108] [EC:2.7.1.- 2.7.1.208]
Sesec 02449 0.71 0.68 0.97 3% phosphoglycerate mutase family protein [KO:K01834] [EC:5.4.2.11]

Sesec 00425 0.59 0.63 1.05 159 | sacA, sucrose-6-phosphate hydrolase, beta-fructofuranosidase [EC:3.2.1.26], [KO1193]

Sesec 00426 311 331 1.06 6% | scrA, sucrose-specific phosphotransferase system (PTS), ITABC component [EC:2.7.1.211], [K02810]
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Obrazek 10: Na obrdzku jsou vyznaceny zelenym

ordmovanim  sledované geny

metabolickych drah casti energetického metabolismu S. zooepidemicus se zménou miry exprese
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vy$s§i mez 10 % (pomér exprese genu vkmeni CO4A vici kmeni ATCC35246). Zelené
podbarvené geny se vyskytuji u S. zooepidemicus.

u S. zooepidemicus pritomny. [upraveno dle 130]

Bile podbarvené geny nejsou



Metabolické drahy glykolyzy a glukoneogeneze jsou centralnimi drahami energetického
metabolismu prokaryotickych bunék. Byly identifikovany geny, které dosahovaly 10 % zmény
miry exprese v porovnani kmene CO4A s kmenem referen¢nim (obr. 10). Na schématu jsou
ukazany tii extracelularni substraty (D-glukoza, arbutin a salicin), které jsou t€émito drahami
zpracovavany. Geny, zapojeny v jejich vyuziti v buice (Sesec 00292, EC:2.7.1.199;
Sesec 01655, EC:3.2.1.86; Sesec 00293, Sesec 02421, EC:2.7.1.-, skupina geni PTS
systému), meély vyssi nez 10 % nartst exprese v porovnani s kmenem ATCC35246. Zminéné
extracelularni substraty nebyly v kultivaci pouzity (arbutin a salicin jsou rostlinného ptvodu)
proto zfejmé navySeni exprese ujmenovanych geni nesouvisi se zpracovanim arbutinu
a salicinu. Pro nase kultivace byla jako uhlikaty zdroj pouzita sacharéza, ktera je Stépena na
fruktozu a glukozu-6-P. V souvislosti stim byla hodnocena i mira exprese u gend
zpracovavajicich extracelularni sachardzu. Jsou to geny Sesec 00426 (scrd), ktery je
odpovédny za transport sachar6zy do buriky (je soucasti PTS transportniho systému) a gen
Sesec 00425 (sacA), ktery je odpovédny za Stépeni sacharozy na glukoézu-6-P a fruktozu. Jejich
zvySena exprese by mohla dodat prekurzory do drah biosyntézy HA. Tato hypotéza se
nepotvrdila. Byl zji§tén jen minimalni narast exprese v porovnani s kmenem referencnim (5 %
u genu scr4 a 6 % u genu sacA).

Nasledujici skupina gena zahrnuje enzymy centralni linie metabolismu sacharidt. Patfi sem
gen Sesec 00235 kodujici enzym glukézu-6-P izomerazu (gpi, EC:5.3.1.9), ktera je centralnim
enzymem a katalyzuje zménu B-D-glukézy-6-P na B-D-fruktézu-6-P. Jeji exprese byla o 21 %
vy$s8i nez u kmene ATCC35246. Enzym je soucasti sas operonu, ale jeho exprese je fizena
samostatnym promotorem umisténym v sekvenci pfed genem [31]. Jeho exprese tedy neni
spojena s expresi ostatnich genli has operonu. NavySeni miry exprese v drahach glykolyzy
mohlo mit potencidlné vliv na drahy syntézy HA v pozdé¢jsich hodinach kultivace. DalSim
genem hlavni linie je gen Sesec 02351, ktery koduje aldozu-1-epimerazu (galM, EC:5.1.3.3).
Katalyzuje zménu a-D-glukdzy na B-D-glukézu. Zde bylo zaznamenano navyseni miry exprese
0 21 %. Gen pro fruktézu-bisfosfat aldolazu a oznacenim Sesec 02318 (fbad, EC:4.1.2.13)
koéduje enzym meénici B-D-fruktozu-1,6-bisfosfat na glyceraldehyd-3-fosfat. Do tohoto kroku
vstupuje 1 glyceraldehyd-3-P z pentézového cyklu. NavySeni exprese pro tento gen bylo
stanoveno na 120 % v porovnani s referenénim kmenem. Dal§im studovanym genem centralni
linie byl gen Sesec 00324 kodujici glyceraldehyd-3-P dehydrogenazu (gapA, EC:1.2.1.12).
Enzym navazuje na predesly krok metabolismu a katalyzuje zménu glyceraldehyd-3-P na
glycerat-1,3-bisfosfat. Jeho expresni aktivita byla o 39 % vyssi nez u kmene ATCC35246. Tak
vyrazné navysSeni miry exprese mohlo byt zpiisobeno ptisunem substratu z drah pent6zového
cyklu. Poslednim sledovanym genem centralni linie byl Sesec 01044 kodujici fosfopyruvat
hydrolazu (eno, EC:4.2.1.11). Enzym méni glycerat-2-P na fosfoenolpyruvat (vstupni substrat
pro metabolismus pyruvatu). Zde bylo zaznamenano 22 % navySeni miry exprese. VSechny
sledované geny centralni linie mély v porovnani s referenénim kmenem navyseni miry exprese
o cca 20 %. Gen Sesec 00324 (gapA) mél navySeni exprese o témer 40 %.

U vedlejsi linie drah metabolismu sacharidi (metabolismus pyruvatu) byl sledovan gen
Sesec_ 00051 kodujici aldehyd-alkohol dehydrogenazu 2 (adhFE, EC:1.2.1.10; EC:1.1.1.1). Jeho
mira exprese dosahovala nejvyssich hodnot z této skupiny gend, a to navyseni o 59 %. Gen je
zapojen v celé fadé metabolickych drah (metabolismus pyruvatu, degradace mastnych kyselin,
biosyntéza sekundarnich metabolitd, metabolismus aminokyselin aj. [130]). Katalyzuje reakci
pfemeény etanolu na acetaldehyd. NavySeni miry exprese muze mit vice pficin, ale je zde jen
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mala pravdépodobnost, ze by tento gen vyrazné ovliviioval produkci HA. Gen Sesec 01349
koduje L-laktat dehydrogenazu (/dh, EC:1.1.1.27). Enzym katalyzuje zménu pyruvatu na L-
laktat (vstupuje do metabolismu propanoatu). Bylo zde zjisténo navySeni miry exprese o 33 %.
Poslednim sledovanym genem v této skupin€ byl Sesec 01576 kodujici dihydrolipoyl
dehydrogenazu (IlpdA, E.C:1.8.1.4). Enzym katalyzuje zménu dihydro-lipoamidu-E na
lipoamid-E. Z této Casti drahy vystupuje acetylCoA. U genu bylo zaznamenano navySeni miry
exprese o 10 %. Je to nejmensi narust exprese ze v§ech zmifiovanych genda.

V uvedeném komplexu metabolickych drah nelze identifikovat jednoznacnou kaskadu genta
s navysenou mirou exprese, ktera by méla vliv na biosyntézu HA. Pozorujeme navySeni miry
exprese u genu, bezprostfedné zpracovavajicich metabolity vychazejici z pentozafosfatového
cyklu. Zeyjména byla exprese navysena u reakci pfemény pyruvatu na laktat coby konecny
produkt metabolismu.
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Metabolické drahy glutaminu a glutamdtu

Druhou skupinou sledovanych genti byly ty zapojené v metabolismu glutaminu a glutamatu (tab. 16). Metabolické drahy glutaminu a glutamatu
souviseji s centralnimi drahami energetického metabolismu pouze okrajové (obr. 11). Z této skupiny byly sledovany geny, které zpracovavaji UDP-
N-acetylmuramat piichazejici z drah metabolismu aminocukri a nukleotidi. Prvnim sledovanym genem byl Sesec 02212, ktery koduje UDP-N-
acetylmuramat-L-alanin ligazu (murC, EC:6.3.2.8). Enzym katalyzuje pfipojeni L-alaninu na UDP-N-acetylmuramat. NavySeni exprese tohoto
genu bylo o 12 % v porovnani s referencnim kmenem. Hned dal§im genem pokracujicim v kaskadé ptipojuje D-glutamat k UDP-N-acetylmuramat-
L-alaninu. Jedné4 se o gen s oznafenim Sesec 00714 kodujici UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamat syntazu (murD, EC:6.3.2.9). Mira
exprese genu byla o 13 % vyS§si nez u kmene ATCC35246. Poslednim studovanym genem byl gen s ozna¢enim Sesec 02200, ktery koduje enzym
glutamat racemazu (murl, EC:5.1.1.3). Enzym konvertuje L-glutamat na D-glutamat vstupujici do reakce s dfive zminénymi substraty. Zjisténé
navySeni miry exprese u tohoto genu bylo o 19 %. Studované drahy jsou okrajovym metabolismem, ktery vstupuje do drah biosyntézy
peptidoglykanu. Draha muze potencialné kompetovat s drahou biosyntézy HA ve smyslu zpracovani UDP-N-acetylglukosaminu, ktery je
prekurzorem pro UDP-N-acetylmuramat. Teoreticky ¢im vétsi mnozstvi UDP-GIcNAc odejde v podobé UDP-N-acetylmuramatu mimo drahu
syntézy HA, tim vice se snizi produkce HA.

Tabulka 16: V tabulce jsou uvedeny geny zapojené v energetickém metabolismu kmene CO4A vztahujici se k metabolickym draham glutaminu
a glutamdtu. Uvedeno je oznacent genu, jeho funkce, zkratka a ciselné oznaceni k vyhledavdni v databdzi KEGG [130]. Jsou zde uvedeny poméry
expresi genit u obou kmenit (CO4A a ATCC35246) normalizované k referencnimu genu gyrA. Na obrdzku 11 jsou geny vykresleny v kontextu
dalsich drah. ¥ Pomér celkové exprese genu v ATCC35246 k celkové expresi gyrA (ATCC35246), ¥ Pomér celkové exprese genu v CO4A k celkové
expresi gyrA (CO4A4), ¥ Pomér celkovych expresi obou kmemii normalizovanych ke gyrA: CEGgya (CO44)/ CEGgyra (ATCC)

CEGgyra CEGgyra 3 <
Gen (ATCC)D (CO4A)? Pomér’ Zména exprese Funkce genu
%% SeseC_00714 141 1,59 1,13 T™3% murD; UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamate synthetase [KO:K01925] [EC:6.3.2.9]
S S SeseC_02200 1,55 1,84 1,19 T™19% murl; glutamate racemase [KO:K01776] [EC:5.1.1.3]
=
OO0
SeseC_02212 1,02 1,14 112 M2% murC; UDP-N-acetylmuramate—L-alanine ligase [KO:K01924] [EC:6.3.2.8]
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Obrazek 11: Na obrazku jsou vyznaceny sledované geny metabolickych drah cdasti metabolismu glutaminu a glutamdtu v kontextu s dalsimi
drahami metabolismu (zelené oramované). Vyznaceny jsou geny kmene CO4A se zménou exprese vy3si nez 10 % v porovndni s referencnim kmenem
ATCC35246. Zelené podbarvené geny se vyskytuji u S. zooepidemicus ATCC352246. Bile podbarvené geny nejsou u S. zooepidemucus pritomny.
[upraveno dle 130].

Metabolické drahy aminocukrit a nukleotidi

Treti velkou skupinou sledovanych gent energetického metabolismu jsou ty, zapojené do drah zpracovani aminocukrt a nukleotidu (tab. 17).
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Tabulka 17: V tabulce jsou uvedeny geny zapojené v energetickém metabolismu kmene CO4A vztahujici se k drahdm aminocukrii a nukleotidii.
Uvedeno je oznaceni genu, jeho funkce, zkratka a ciselné oznaceni k vyhleddavdni v databdzi KEGG [130]. Jsou zde uvedeny poméry expresi genii
u obou kmemii normalizovdny k referencnimu genu gyrA. Na obrdazku 12 jsou geny vykresleny v kontextu dalsich drah. " Pomér celkové exprese
genu v ATCC35246 k celkové expresi gyrA (ATCC35246). ¥ Pomér celkové exprese genu v CO4A k celkové expresi gyrA (CO44). ¥ Pomér
celkovych expresi obou kmenii normalizovanych ke gyrA: CEGgyra (CO4A4)/ CEGgyra (ATCC)

Gen (CA]:i%gé')ﬁ) (%%Si')ﬁ) Pom¢ér” é?f;i Funkce genu
1,20 1,35 1,13 | 713% | 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 L04| 14% 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]
0,96 112 L17| 117% ptsG:; sugar phosphotransferase system (PTS), IIBC component [KO:K02778 K02779] [EC:2.7.1.199]
0.86 0,97 L13| 113% PTS system, maltose and glucose-specific [IA-B-C component [KO:K02777] [EC:2.7.1.-]
325 598 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]
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]
1,67 175 105 | 15% manY; mannose-specific phosphotransferase system (PTS), IIC component [KO:K02795] [EC:2.7.1.191]
0,84 0,93 LIl| P11% manX; PTS system mannose-specific EIIAB component ManX [KO:K02793 K02794] [EC:2.7.1.191 2.7.1.191]
118 122 L03 | 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 | 9% 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 L16| 116% nagZ; glycosyl hydrolase family protein [KO:K01207] [EC:3.2.1.52]
L15 1,48 129 | 129% PTS system mannose/fructose permease IIC component [KO:K02795] [EC:2.7.1.191]
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sugar phosphotransferase system (PTS), mannose/fructose/sorbose family, IID component [KO:K02796] [EC:2.7.1.191]

1.24 1.64 132 132%
0.65 0.75 1.14 | 114% | sugar phosphotransferase system (PTS), fructose family, IIA component [KO:K02793] [EC:2.7.1.191]

1.16 1.24 .07 7% glgC: glucose-1-phosphate adenylyltransferase [KO:K00975] [EC:2.7.7.27]

0.86 1.09 127 | 127% | &lgC: glycogen biosynthesis protein GlgD [KO:K00975] [EC:2.7.7.27]

1.02 0,99 097 13% murA; UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase [KO:K00790] [EC:2.5.1.7]

127 136 107 1% galE; UDP-glucose 4-cpimerase [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]

1.19 122 L02| 2% manB; phosphomannomutase PgmA [KO:K01835] [EC:5.4.2.2]

121 1,39 LI15| 115% murB; UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosamine reductase [KO:K00075] [EC:1.3.1.98]

1.40 1.51 108| 78% |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 IIC component ManY [KO:K02795] [EC:2.7.1.191]

0.58 0.62 107 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 2.79 130 | 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 L13| 113% galT; galactose-1-phosphate uridylyltransferase [KO:K00965] [EC:2.7.7.12]

0.57 0.69 121| 121% | galE: UDP-glucose 4-cpimerase [KO:K01784] [EC:5.1.3.2]

1.57 1,96 125 125% gamP; glucose-specific phosphotransferase system (PTS), IIABC component [KO:K02777 K20107 K20108] [EC:2.7.1.- 2.7.1.208]
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Obrazek 12: Oznacené geny (zelené ordmovani) se podileji predevsim na metabolickych
drahdch N-acetylglukosaminu. Dal§i geny koduji enzymy zapojené v metabolickych drahdch
sacharidickych sloucenin navazujici na glykolyzu a glukoneogenezi. Obecné jsou aminocukry,
nukleotidy a jejich metabolické verze nejvice zapojeny v drahach glykolyzy a glukoneogeneze,

pripadné v drahdch na né

navazujicich. Zelené podbarvené geny se vyskytuji

u S. zooepidemicus ATCC35246. Bile podbarvené geny nejsou u S. zooepidemicus pritomny.

[upraveno dle 130]
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Vybér sledovanych genti metabolickych drah aminocukri a nukleotidii je zaméfen na
metabolismus UDP cukrii (N-acetylglukosaminu, GIcNAc) jako prekurzoru biosyntézy
kyseliny hyaluronové. N-acetylglukosamin muze byt ziskavan extracelularné anebo mize byt
produktem metabolismu. Gen Sesec 00848 (nagZ, EC:3.2.1.52) koduje B-N-
acetylhexosaminidazu, kterd katalyzuje hydrolyzu B-N-acetylglukosaminu (NAG)
z neredukujiciho konce rtiznych glukokonjugati a pfivadi GIcNAc do metabolismu [144].
U tohoto genu bylo sledovano navysSeni exprese o 16 %. Gen Sesec 00430 koduje enzym
fruktokinazu (scrK, EC:2.7.1.4), ktery méni fruktozu na fruktézu-6-P. Fruktoza prichazi z drah
metabolismu fruktézy, manozy a zejména sachardzy. Fruktoza-6-P muze dale odchazet ke
zpracovani do kaskad glykolyzy a syntézy HA. Zde bylo pozorovano navySeni miry exprese
033 % v porovnani s referen¢nim kmenem. Fruktéza-6-P muze byt jako meziprodukt
konvertovana na glukézu-6-P. Konverzi katalyzuje enzym glukéza-6-fosfat izomeraza (gpi,
EC:5.3.1.9), ktera je kddovana 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. Fruktoza-6-P muze byt odvedena jako substrat i do drah
metabolismu manozy. Zménu na manozu-6-P katalyzuje enzym manoza-6-fostat izomeraza,
ktera je kodovana genem Sesec 00431 (manA, EC:5.3.1.8). NavysSeni miry exprese bylo 023 %
vys$si nez u referen¢niho kmene. Glukozu-6-P mize bunka ziskat hydrolyzou sachardzy, nebo
jako extracelularni substrdt a ktomu je vyuzivan gen Sesec 00292 kodujici Cast
fosfotransferazového systému PTS (p£sG, EC:2.7.1.199). U tohoto genu bylo sledovano
navyseni exprese o 17 %.

V metabolismus aminocukrii a nukleotidi je zajimavy gen nankE (Sesec_00296), ktery
katalyzuje obousmérou reakci ménici GIcNAc-6-P na ManNAc-6-P a muze tak odvadeét
prekurzor syntézy HA do drah metabolismu mandzy. Gen Sesec 00296 (nank) ma v genomu
homologni sekvenci Sesec 00291. Obé kopie vykazovaly vysokou miru exprese v porovnani
s referencnim kmenem ATCC35246 (Sesec_00291 mél narGst exprese o 42 % a Sesec_00296
dokonce o 84 %). V sekvenci Sesec_00296 byla identifikovana inserce (kap. 5.2 tab. 11), ktera
posunula a predevs§im zkratila Cteci ramec. Dusledkem mohl byt pozorovany nartst exprese
genll. Gen nankE je klicovym enzymem také u biosyntézy N-acetylneuraminové kyseliny
(sialové kyseliny) [140, 141, 142]. Geny Sesec 00291 (nanFE), Sesec 00292 (ptsG),
Sesec_00293 (PTS systém), Sesec_00296 (nank) a Sesec 00302 (dapA) jsou ziejme soucasti
uplatiiuje N-acetylglukosamin [141]. Z dat je patrné, ze se zvySila jejich exprese oproti
ATCC35246 vrozmezi 13-84 %. Muze to naznaCovat pravé nedostatek enzymu N-
acetylmannosamin-6-fosfat-2-epimerdzy (popt. omezeni jeho funk¢nosti v porovnani
s ATCC35246), potazmo depresi této metabolické drahy, ktera spotfebova u S. zooepidemicus
CO4A prekurzor syntézy HA — GIcNAc. Pokud tedy jedna z cest zpracovani GIcNAc neni
funk¢ni, mize 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 fruktozy-6-P. Fruktdza-6-P pfichazi zcyklu glykolyzy
a glukoneogeneze. Pomoci enzymu gluk6zamino-fruktdza-6-fosfat aminotransferaza (g/ms,
EC:2.6.1.16), ktery je kodovan genem Sesec_01170, je konvertovana na glukézamin-6-P. Mira
exprese byla 0 37 % vyssi nez u kmene ATCC35246. Kaskada pokracuje genem Sesec 01569,
ktery koduje enzym fosfogluk6zamino mutazu (g/mM, EC:5.4.2.10). Méni glukézamin-6-P na
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D-glukézamin-1-P. Mira exprese byla stanovena na hodnotu o 20 % vys§i. D-gluk6zamin-1-P
je nasledné konvertovan na N-acetylglukézamin-1-P za katalyzy C-terminalni domény
bifunkéniho enzymu glukosamin-1-fosfat acetyltransferazy (g/imU, EC:2.3.1.157;
EC:2.7.7.23), ktery je kdédovan genem Sesec 01989 (Sesec_00234). Mira jeho exprese byla
navysena 0 30 % v porovnani s referenénim kmenem. Tento enzym (g/mU) spolu s pfedchozimi
dvéma enzymy (g/mS, glmM) se ptimo podileji na syntéze prekurzoru pro produkci HA. N-
terminalni doména stejného enzymu (g/mU) katalyzuje zmeénu N-acetylglukosaminu-1-P na
aktivovanou formu UDP-N-acetylglukosamin [145]. Zde bylo zaznamenano navySeni miry
exprese 0 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
dojinych cykld. Mizeme fici, ze u kmene CO4A mély klicové geny signifikantné vyssi zménu
exprese a tudiz je pravdépodobné, Ze se projevila i na Grovni proteomu. Mizeme pozorovat
kaskadu gent s vys$i mirou exprese smetujici od glukozy-6-P a fruktozy (pochazejici ze
sachardzy, jako uhlikového zdroje v kultivaci) az k UDP-N-acetylglukosaminu (prekurzoru
biosyntézy HA). Zajimavym genem byl 1 gen nank, ktery je kliCovym jak pro energeticky
metabolismus buiiky, tak pro biosyntézu neuraminové kyseliny [140].
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5.3.2  Geny metabolickych drah syntézy bunécné stény

Dalsi skupinou metabolickych drah, které mohou souviset i se syntézou kyseliny hyaluronové, jsou geny drah syntézy bunécné stény. Byly sem
zafazeny geny metabolismu syntézy peptidoglykanu (tab. 18) a glycerolipidu (tab. 19).

Peptidoglykan

Tabulka 18: V tabulce jsou uvedeny geny zapojené do metabolismu syntézy bunécné stény kmene CO4A vztahujici se k metabolickym drahdm
syntézy peptidoglykanu. Uvedeno je oznaceni genu, jeho funkce, zkratka a ciselné oznaceni k vyhledavani v databazi KEGG [130]. Jsou zde
uvedeny pomeéry expresi genii u obou kmenii normalizované k referencnimu genu gyrA. Na obrdzku 13 jsou geny vykresleny v kontextu dalSich
metabolickych drah. V) Pomér celkové exprese genu v ATCC35246 k celkové expresi gyrA (ATCC35246). ¥ Pomér celkové exprese genu v CO4A
k celkové expresi gyrA (CO4A). ¥ Pomér celkovych expresi obou kmenii normalizovanych ke gyrA: CEGgyra (CO4A)/ CEGgya (ATCC).

Gen (il:i,gg(’:')ﬁ) ((é]éfi')’;) Pomér? ezxrrt:f%ni Funkce genu
Sesec 00102 0.94 1.19 127 227% pbp: multimodular transpeptidase-transglycosylase [KO:K03693] [ClassA PBP]
Sesec 00175 1.77 2.07 1.17 M7% pbp2A; multimodular transpeptidase-transglycosylase [KO:K12555] [EC:2.4.1.129 3.4.16.4]
Sesec 00468 125 1.45 1.16 116% vanY; D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase [KO:K07260] [EC:3.4.17.14]
Sesec 00714 1.41 1.59 1.13 3% murD; UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamate synthetase [KO:K01925] [EC:6.3.2.9]
Sesec 00715 1.14 1.26 1.10 210% murG: undecaprenyldiphospho-muramoylpentapeptide beta-N-acetylglucosaminyltransferase [KO:K02563] [EC:2.4.1.227]
Z | Sesec 00773 0.77 0.92 1.20 120% pbp2B: penicillin-binding protein 2b [KO:K00687]
% Sesec 00775 1.04 111 1.07 M% ddl; D-alanine--D-alanine ligase Ddl [KO:K01921] [EC:6.3.2.4]
8 Sesec 00776 0.78 091 1.15 M15% murF; UDP-N-acetylmuramoyl-tripeptide--D-alanyl-D-alanine ligase [KO:K01929] [EC:6.3.2.10]
E Sesec 00830 0.97 1.17 121 M21% murA; UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase [KO:K00790] [EC:2.5.1.7]
E Sesec 01072 1.02 0.99 0.97 3% murA; UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase [KO:K00790] [EC:2.5.1.7]
Sesec 01341 0.90 1.08 1.20 120% UDP-N-acetylmuramoylpentapeptide-lysine N(6)-alanyltransferase MurM [KO:K05363] [EC:2.3.2.10]
Sesec 01392 121 139 1.15 M15% murB; UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosamine reductase [KO:K00075] [EC:1.3.1.98]
Sesec 01572 0.78 0.85 109 9% murE; Mur ligase family protein [KO:K23393] [EC:6.3.5.13]
Sesec 01573 132 1.49 1.13 3% conserved hypothetical protein [KO:K07009] [EC:6.3.5.13]
Sesec 01704 0.68 0.75 1.10 210% peptidoglycan pentaglycine interpeptide biosynthesis protein [KO:K05363] [EC:2.3.2.10]




€9

Sesec 01705 0.70 0.75 1.06 6% peptidoglycan branched peptide synthesis protein [KO:K12554] [EC:2.3.2.-]

Sesec 01943 121 135 1.12 2% dgkA: diacylglycerol kinase DgkA [KO:K00887] [EC:2.7.1.66]

Sesec 02105 1.25 1.29 1.04 4% mrcA; penicillin-binding protein 1A [KO:K05366] [EC:2.4.1.129 3.4.16.4]

Sesec 02125 226 2.94 130 130% mraY; phospho-N-acetylmuramoyl-pentapeptide-transferase [KO:K01000] [EC:2.7.8.13]
Sesec 02126 0.79 0.86 1.09 29% ftsI; cell division protein FtsI [KO:K12556]

Sesec 02166 0.60 0.69 1.15 M15% murE; UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamate--L-lysine ligase [KO:K05362] [EC:6.3.2.7]
Sesec_02180 1.48 178 1.20 120% PAP?2 superfamily protein [KO:K19302] [EC:3.6.1.27]

Sesec 02212 1.02 1.14 1.12 2% murC; UDP-N-acetylmuramate--L-alanine ligase [KO:K01924] [EC:6.3.2.8]

Sesec 02261 0.70 0.76 1.09 29% dacC; D-alanyl-D-alanine cartboxypeptidase precursor DacA.1 [KO:K07258] [EC:3.4.16.4]
Sesec 02262 051 061 1.20 120% dacC; D-alanyl-D-alanine cartboxypeptidase [KO:K07258] [EC:3.4.16.4]

Sesec 02273 1.32 1.70 1.29 129% bacA; undecaprenol kinase (bacitracin resistance protein) [KO:K06153] [EC:3.6.1.27]
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Obrazek 13: Metabolické drahy syntézy peptidoglykanu vyuzivaji na svém vstupu UDP-N-
acetylglukosamin — hlavni prekurzor pro syntézu HA. Vzhledem ke skutecnosti, Ze vznikajici
peptidoglykan je zdkladni slozkou stavby bunécné stény, draha miize byt silné kompetitivni ve
vztahu k syntéze HA. Miize v ni byt vyuzit také extraceluldrni GlcNAc. Na zacdtku kultivace
bude drdha pravdépodobné uprednostiiovana pred syntézou HA. Zelené podbarvené geny se
vyskytuji u S. zooepidemicus. Bile podbarvené geny nejsou u S. zooepidemicus pritomny.
[upraveno dle 130]
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Metabolicka draha syntézy peptidoglykanu je pfimo kompetujici k syntéze HA. Jeho
produkce vychazi z aktivovaného prekurzoru syntézy HA UDP-N-acetylglukosaminu (UDP-
GIcNAc). UDP-GIcNAc pochazi z drah metabolismu aminocukri a nukleotidi. Syntéza
peptidoglykanu zaclina konverzi UDP-GIcNAc na UDP-GIcNAc-enolpyruvat, ktera je
katalyzovana enzymem UDP-N-acetylglukosamin-1-carboxyvinyltransferazou, ktera je
koédovana genem Sesec 00830 (murA, EC:2.5.1.7). NavySeni jeho exprese v kmeni CO4A bylo
stanoveno na 21 % v porovnani s kmenem ATCC35246. Déle byl pfedchozi metabolit zménén
na UDP-N-acetylmuramat za pusobeni enzymu UDP-N-acetylenolpyruvoylglukosamin
reduktazy (murB, EC:1.3.1.98), ktera je kddovana genem Sesec 01392. Mira jeho exprese byla
0 15 % vy$si nez u referen¢niho kmene.

Dal§imi kroky metabolismu se postupné dostaneme az k peptidoglykanu. Jednotlivé enzymy
a geny po sobé jdoucich metabolickych reakci s jejich zménami miry exprese jsou uvedeny ve
zkracené formé zde. Gen Sesec 02212 kéduje murC (EC:6.3.2), exprese byla vyssi o 12 %.
Gen Sesec 00714 koduje murD (EC:6.3.2.9), exprese byla vy$si o 13 %. Gen Sesec 02166
kéduje murE (EC:6.3.2.7), exprese byla vyss§i o 15 %. Gen Sesec 00776 koduje murF
(EC:6.3.2.10), exprese byla vyssi o 15 %. Gen Sesec 02125 koduje mraY (EC:2.7.8.13),
exprese byla vyssi 0 30 %. Gen Sesec_00715 koduje murGG (EC:2.4.1.227), exprese byla vySsi
0 10 %. Gen Sesec_01341 koduje murM (EC:2.3.2.10), exprese byla vyssi o 20 %. A enzym
koncici celou konverzi na peptidoglykan kéduje gen Sesec 00468 VanY (EC:3.4.17.14), jeho
exprese byla vyssi o 16 % v porovnani s referencnim kmenem ATCC35246.

Gen Sesec_02125 kodujici mra¥ (EC:2.7.8.13) mél nejvyssi zméfenou zmeénu miry exprese
(30 %). U ostatnich gent se jejich zmeéna exprese pohybovala mezi 10-20 %. Takto vysoka
zména exprese mohla byt zptisobena zapojenim do drahy zpracovani undecaprenolu, kde byly
zapojeny 1 posledni dva sledované geny Sesec 01943 kodujici dgkd (EC:2.7.1.60)
a Sesec_02180 kodujici PAP2 (EC:3.6.1.27). Zmény jejich exprese byly 12 % (dgkA) a 20 %
(PAP2).
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Glycerolipidy

U této skupiny vykazovalo 5 geni zménu miry exprese vyssi nez 10 % v porovnani s referenénim kmenem ATCC35246 (obr. 14). Jde o kaskadu
gentl vedoucich k syntéze lipoteichoové kyseliny, ktera je soucasti bunééné stény. Kyselina lipoteichoova (LTA) je amfifilni molekula? vyskytujici
se u Gram-pozitivnich bakterii a regulator autolytickych enzymu bunécné stény (muramidaz). Patii také k virulentnim faktorim streptokoku [146].

Tabulka 19: V tabulce jsou uvedeny geny zapojené v metabolismu syntézy bunécné stény kmene CO4A vztahujici se k metabolickym draham
glvcerolipidii. Uvedeno je oznacent genu, jeho funkce, zkratka a ciselné oznacent k vyhleddavani v databazi KEGG [130]. Jsou zde uvedeny pomeéry
expresi gemit u obou kmenii normalizované k referencnimu genu gyrA. Na obrdzku 14 jsou geny vykresleny v kontextu dalSich metabolickych drah.
D Pomér celkové exprese genmuv ATCC35246 k celkové expresi gyrA (ATCC35246), ¥ Pomér celkové exprese genu v CO4A k celkové expresi gyrA
(CO44), ¥ Pomer celkovych expresi obou kmenii normalizovanych ke gyrA: CEGgya (CO4A4)/ CEGgyra (ATCC)

Gen (CA]:i“(C}gg)ﬁ) (g]é(:i')ﬁ) Pomér® erI;I)lfeI;i Funkce genu
1.45 134 0.92 18% plsX: fatty acid/phospholipid synthesis protein [KO:K03621] [EC:2.3.1.274]
0.90 1.09 1.20 220% plsC:; acyltransferase [KO:K00655] [EC:2.3.1.51]
0.70 0.94 133 233% conserved hypothetical protein [KO:K07029] [EC:2.7.1.107]
0.78 0.78 1.00 0% sulfatase [KO:K19005] [EC:2.7.8.20]
0.83 1.02 1.23 223% pIsY: putative glycerol-3-phosphate acyltransferase PlsY [KO:K08591] [EC:2.3.1.275]
1.65 2.09 127 227% ugtP; glycosyltransferase [KO:K19002] [EC:2.4.1.337]
132 1.44 1.09 29% glycosyltransferase [KO:K13677] [EC:2.4.1.208]
0.59 0.64 1.08 8% glpK; glycerol kinase [KO:K00864] [EC:2.7.1.30]
075 0.93 1.24 224% gldA; glycerol dehydrogenase [KO:K00005] [EC:1.1.1.6]

2 Amfifilni molekuly obsahujici nepolarni hydrofobni oblast a polarni hydrofilni oblast. Ve vodném roztoku mohou tvofit rizné struktury jako jsou micely, vesikuly a tubuly
[147].
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Obrazek 14: Metabolické drahy glycerolipidu jsou spojeny s energetickym metabolismem
predevsim pres drdhy glykolyzy. Byly sledovany geny centralnich drah transformace glycerolu.
Vystupem téchto drah jsou napriklad triacylglyceroly a dalsi cukerné alkoholy, ale také
kyselina lipoteichoova. Kyselina teichoovd je soucdsti bunécné stény, ale ne v takové mire jako
predchazejici peptidoglykan. Drdha neni vyrazné kompetitivni s drdhou syntézy HA. Mohla by
ovliviiovat  energeticky metabolismus prostiednictvim drah degradace lipidit (nebylo
testovano). Vyznaceny jsou geny (zelené ordamovani) se zménou exprese vy$si nez 10 %. Zelené
podbarvené geny se vyskytuji u S. zooepidemicus ATCC35246. Bile podbarvené geny nejsou
u S. zooepidemicus pritomny. [upraveno dle 130]
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Prvnim sledovanym genem byl Sesec 02453, ktery koduje enzym glycerol dehydrogenazu
(gldA, EC:1.1.1.6). Katalyzuje pfeménu glyceronu na glycerol. Glyceron miize také odchazet
do metabolickych drah glykolyzy. Mira zmény exprese byla o 24 % vySsi v porovnani
s referenci. DalSim genem byl Sesec 01505 kodujici enzym acyltransferazu (plsY,
EC:2.3.1.275), kdy byla pfipojena ke glycerolu-3-P acylova skupina a vznikl 1-acylglycerol-3-
P. Mira zmény jeho exprese byla 23 %. Dalsi acyltransferazu (p/sC, EC:2.3.1.51) koduje gen
Sesec_00786 a z predchoziho metabolitu vznika 1,2-diacylglycerol-3-P. Zména miry exprese
byla 20 %. Jednim z enzymi konecné faze vzniku lipoteichoové kyseliny je glycosyltransferaza
(ugtP, EC:2.4.1.337), ktera je kddovana genem Sesec 01819. Katalyzuje prvni krok ke vzniku
lipoteichoové kyseliny z 1,2-diacylglycerolu. Mira exprese tohoto genu byla 0 27 % vyS§si nez
u referen¢niho kmene. Jako posledni v fad¢ byl sledovan gen Sesec 01054 (EC:2.7.1.107),
ktery je zafazen jako katalyzator zmény 1,2-diacylglycerolu zpét na 1,2-diacylglycerol-3-P.
Tato zpétna reakce méla miru exprese o 33 % vyssi nez reference.
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5.3.3  Geny replikace DNA a degradace RNA

Do tieti Casti byly zafazeny metabolické drahy souvisejici s bunéénym délenim. Jsou to drahy replikace DNA (tab. 20) a metabolické drahy
degradace RNA (tab. 21). U drah replikace DNA muzeme predpokladat, ze rychlost replikace je ptfimo umeérna déleni bunék. Je tedy teoreticky

mozné, ji vztahnou k rychlosti nartstu biomasy.

Replikace DNA

Tabulka 20: 'V tabulce jsou uvedeny geny zapojené v metabolickych drahdch replikace DNA u kmene CO4A. Uvedeno je oznaceni genu, jeho
funkce, zkratka a ¢iselné oznacent k vyhleddvani v databazi KEGG [130]. Na obrazku 15 jsou geny uvedené ve schématu replikace DNA. ¥ Pomér
celkové exprese genuv ATCC35246 k celkové expresi gyrA (ATCC35246). ¥ Pomér celkové exprese genuv CO4A k celkové expresi gyrA (CO4A).

Y Pomér celkovych expresi obou kmemi normalizovanych ke gyrA: CEGgya (CO4A4)/ CEGgyra (ATCC)

CEGiya

CEGiy

Zména

Gen (ATCC) (CO4AY Pomér” exprese Funkce genu
Sesec 00003 1.17 1.22 1.04 4% dnaN; DNA polymerase III subunit beta [KO:K02338] [EC:2.7.7.7]
Sesec 00200 1.06 108 1.02 2% polA; DNA polymerase I [KO:K02335] [EC:2.7.7.7]
Sesec 00352 0.59 0.77 1.29 129% DNA polymerase III subunit epsilon [KO:K02342] [EC:2.7.7.7]
Sesec 00390 1.68 1.87 111 M1% rnhC; ribonuclease HIII [KO:K03471] [EC:3.1.26.4]
Sesec 00406 2.29 1.84 0.80 320% ssb; single strand binding protein (SSB) [KO:K03111]
Sesec 00789 0.61 0.70 1.15 5% holA; DNA polymerase III delta subunit [KO:K02340] [EC:2.7.7.7]
% Sesec 00817 0.70 0.80 1.14 14% dnaX; DNA polymerase III subunits gamma and tau [KO:K02343] [EC:2.7.7.7]
8 Sesec 01052 1.46 1.97 1.35 235% ligA; NAD-dependent DNA ligase LigA [KO:K01972] [EC:6.5.1.2]
% Sesec 01116 1.08 1.39 1.29 129% dnaG; DNA primase [KO:K02316] [EC:2.7.7.101]
% Sesec 01166 132 1.46 1.10 210% dnaE; DNA polymerase III alpha subunit [KO:K02337] [EC:2.7.7.7]
Sesec 01273 0.51 0.58 113 M3% rnhB; ribonuclease HII [KO:K03470] [EC:3.1.26.4]
Sesec 02156 0.60 0.67 112 2% holB; DNA polymerase III, delta' subunit [KO:K02341] [EC:2.7.7.7]
Sesec 02310 0.52 0.71 1.36 136% single-strand binding protein ssB [KO:K03111]
Sesec 02395 1.06 132 1.24 124% polC; DNA polymerase III PolC-type [KO:K03763] [EC:2.7.7.7]
Sesec 02489 1.51 2.11 1.39 139% ssb; single stranded DNA-binding protein [KO:K03111]
Sesec 02572 1.61 1.99 1.24 124% dnaB; replicative DNA helicase [KO:K02314] [EC:3.6.4.12]
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Obrazek 15: Schéma komplexu replikace DNA v bakteridlni burice. Zelené podbarvené geny se vyskytuji u S. zooepidemicus. Bile podbarvené
geny nejsou u S. zooepidemicus pritomny. Sledované geny jsou oznaceny zelenym ramem. [prevzato ze 124]
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DNA polymeraza III je sloZzena z nékolika podjednotek a u nékterych byla analyzovana jejich exprese (obr. 15). Sledovany byly i podjednotky
RNazy H, DNA polymerazy I, DNA ligazy, helikazy a dalSich zapojenych enzyma. Na schématu jsou vyznaceny Casti, u kterych byl zjistén vyssi
nez 10 % narust, nebo pokles miry exprese v porovnani s referen¢nim kmenem ATCC35246. Zde jsme narazili na gen, ktery mél o 20 % nizsi miru
exprese nez je tomu u reference (Sesec_00406, SSB — single strand binding protein), zaroven dva geny stejné skupiny vazebnych proteina SSB
maji miru exprese vyrazné vyssi (gen Sesec 02310 ma miru exprese vyssi o 36 %, gen Sesec 02489 mé miru exprese vyssi o 39 %). SSB proteiny
maji vyznamnou roli pfi replikaci DNA ajejich opravach [148]. Vyuzivaji se také v biochemickych aplikacich, jako je naptiklad zvyseni specificity
a efektivity PCR reakci [148]. Gen Sesec 00352 kodujici DNA polymerazu III podjednotku epsilon, mél miru exprese o 29 % vyssi. Gen
Sesec_ 01052 kodujici NAD-dependentni DNA ligazu (/igd), mél miru exprese o 35 % vyssi atd. Tato skupina genu je nezbytna pro preziti
a mnozeni prokaryotickych buné¢k. Jejich exprese v buiice by méla probihat stabiln¢ a v dostate¢né mitfe. NavySeni miry exprese by mohlo znamenat
kratsi cyklus bunécného déleni a rychlejsi narast biomasy pii kultivaci u kmene CO4A. Na mnozstvi produkované HA neméla replikace DNA
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ztejme signifikantni vliv. V genech kodujicich tuto drahu nebyla nalezena zadna mutace. Mutace v téchto genech by nejspise méla fatalni nasledky

na zivot bunék.

Degradace RNA

Tabulka 21: V tabulce jsou uvedeny geny zapojené v metabolickych drahdch degradace RNA kmene CO4A. Uvedeno je oznaceni genu, jeho
Junkce, zkratka a ciselné oznacent k vyhledavdni v databazi KEGG [130]. Jsou zde uvedeny poméry expresi genit u obou kmemi normalizované
k referencnimu genu gyrA. Na obrdzku 16 jsou geny vykresleny v kontextu jednotky degradosomu RNA. U Pomér celkové exprese genu
v ATCC35246 k celkové expresi gyrA (ATCC35246). ? Pomér celkové exprese genu v CO4A k celkové expresi gyrA (CO4A). ¥ Pomér celkovych
expresi obou kmemi normalizovanych ke gyrA: CEGgyra (CO4A4)/ CEGgya (ATCC)

Gen (g:i%gé')ﬁ) (g%%i')ﬁ) Pomér” | Zména exprese Funkce genu
154 171 1.12 212% groEL; 60 kDa chaperonin [KO:K04077]
1.08 0.98 0.90 $10% mj; metallo-beta-lactamase family protein, Zn-dependent hydrolase [KO:K12574] [EC:3.1.-.-]
236 229 0.97 3% dnaK; chaperone protein DnaK (heat shock protein 70) [KO:K04043]
129 111 0.86 3 14% deaD; DEAD box helicase family protein [KO:K05592] [EC:3.6.4.13]
247 3.02 122 222% eno; phosphopyruvate hydratase [KO:K01689] [EC:4.2.1.11]
172 162 0.94 16% pfk; 6-phosphofructokinase [KO:K00850] [EC:2.7.1.11]
107 125 117 7% metallo-beta-lactamase superfamily protein [KO:K12574] [EC:3.1.-.-]
131 1,54 1.18 218% mr; exoribonuclease R [KO:K12573] [EC:3.1.13.1]
125 127 1.02 2% phosphohydrolase [KO:K18682] [EC:3.1.-.-]
1.08 114 1.06 6% pnp; polyribonucleotide nucleotidyltransferase [KO:K00962] [EC:2.7.7.8]
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Obrazek 16: Schéma znazoriuje jednotku RNA degradosomu, kde dochazi k rozkladu
nepotrebnych, chybnych, nebo nebezpecnych sekvenci RNA. V obrazku jsou vyznaceny geny se
zménou miry exprese vyssi nez 10 % (zelené ordmovani). Zelené podbarvené geny se vyskytuji
u S. zooepidemicus. Bile podbarvené geny nejsou u S. zooepidemicus pritomny. [upraveno dle
130]

Degradace RNA slouzi v buiice jako regulacni a kontrolni mechanismus. Odstratiuje se
poskozena nebo nepotiebna RNA a slouzi i jako obrana proti RNA viram. U bakterialnich
bunék probihd degradace na degradozomu [149]. Ten obsahuje exo- a endonukleazy
a fosforylazy, které spolecné stépi RNA. Signalem k degradaci RNA je polyadenylace 3 konce
[149].

V této skupiné se vyskytly geny, které mély zménu miry exprese o vice nez 10 % mensi nez
u referen¢niho kmene. Gen Sesec 00780 kodujici helikazu (deaD, EC:3.6.4.13) mél o 14 %
nizsi miru exprese. Helikaza napomaha k rozplétani vlakna RNA pfi jeji degradaci. Niz§i miru
exprese o 10 % mél gen Sesec 00340 kodujici Zn-dependentni hydrolazu (EC:3.1.-.-). Dalsi
enzymy podilejici se na Stépeni RNA byly fosfopyruvat hydroldza (Sesec 01044, eno,
EC:4.2.1.11) a exoribonukleaza R (Sesec 01836, mr, EC:3.1.13.1). Hydrolaza méla o 22 %
vy$Si miru exprese a exonukleaza o 18 % v porovnani s referencnim kmenem. Fosfopyruvat
hydroléaza (eno) je pfimo zapojena i do metabolickych drah glykolyzy jako jeden z centralnich
enzymu. Z dat genové exprese u metabolickych drah degradace RNA nelze jednoznaéné urcit,
jaky vliv draha maze mit na produkci HA.
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5.3.4  Geny has operonu a vybranych metabolickych drah

Do posledniho oddilu byly zafazeny geny metabolickych drah, které souvisi pfimo, nebo neptimo s produkci HA, nebo ji mohou svou aktivitou
ovliviiovat (tab. 23). Byly sem zatfazeny geny has operonu (tab. 22), tedy pfimo drahy syntézy HA.

has operon

Tabulka 22: 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 databdzi KEGG [130]. Jsou zde uvedeny poméry expresi genmit u obou
kmenii normalizované k referencnimu genu gyrA. Schéma gemii has operonu v kontextu biosyntézy HA je uvedeno na obrdzku 17. V' Pomér celkové
exprese genu v ATCC35246 k celkové expresi gyrd (ATCC35246). ¥ Pomér celkové exprese genu v CO4A k celkové expresi gyrA (CO4A). ¥ Pomér
celkovych expresi obou kmenii normalizovanych ke gyrA: CEGgyra (CO4A4)/ CEGgyra (ATCC)

Gen (CA%S%I)AI) (g]é(:i')ﬁ) Pom¢r” | Zména exprese Funkce genu
- Sesec_0023 1hasA 2,56 4,77 1,86 186% hasA; hyaluronansynthase HasA [KO:K00752][EC:2.4.1.212]
8 Sesec_00232ugd 1,20 1,35 1,13 T™13% ugd; UDP-glucose 6-dehydrogenase HasB [KO:K00012] [EC:1.1.1.22]
g 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 1,28 128% glmU: Bifunctional protein glmU [K0:K04042] [EC:2.7.7.23 2.3.1.157]
Sesec_00235gpi 1,83 221 1,21 T21% gpi; glucose-6-phosphate isomerase [KO:K01810] [EC:5.3.1.9]
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Obrazek 17: Analyzované geny has operonu se zménou miry exprese vyssi, nez 10 % jsou
zelené ordamované. [upraveno dle 150]

has operon koduje centralni enzymy biosyntézy kyseliny hyaluronové a je regulovan silnym
promotorem. Ocekavali jsme, ze vyssi vytezek HA u kmene CO4A v porovnani s referenci by
mohl mit pivod ve zvySené expresi gent has operonu. Nase vysledky skutecné ukazaly, ze
exprese has operonu u CO4A je vyssi nezu ATCC35246. Nejvyssi zmeéna genové exprese byla
zaznamenana u genu Sesec 00231 koédujiciho hyaluronan syntdzu (hasA, EC:2.4.1.212).
Enzym je klicovy pro spojeni dvou prekurzort a vzniku HA. NavySeni bylo 0 86 % v porovnani
s referencnim kmenem. U ostatnich geni nebylo zaznamenano tak vyrazné navyseni miry
exprese (Sesec 00232 o 13 %, Sesec 00233 o 33 %; Sesec 00234 o 28 %; Sesec 00235
021 %). Sila exprese gent v jednom operonu klesa se vzdalenosti od promotorové sekvence
[31]. Zde se tento jev uplné nepotvrdil. Je vSak nutné zohlednit i to, ze gen gpi je regulovan
samostatnym promotorem (c’°) [31]. Podili se, jako jeden s klicovych genli, na drahach
metabolismu cukri, a proto je pro buiiku nezbytna samostatna regulace jeho exprese.

U Sesec_00234 (g/mU) byla, jako u jediného genu has operonu, identifikovana bodova
mutace (kap. 5.2, tab. 8). Jde se o tzv. tichou mutaci, kdy nedochazi ke zméné v sekvenci
aminokyselin vzniklého proteinu. Mutace nezptsobila zménu aminokyselinové sekvence,
nicméné stejny polypeptid s jinou nukleotidovou sekvenci by mohl byt translatovan s rozdilnou
efektivitou [131].
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Vybrané metabolické drahy

Tabulka 23: V tabulce jsou uvedeny geny zapojené ve vybranych metabolickych drahdch souvisejicich s produkci HA. Uvedeno je oznaceni
genu, jeho funkce, zkratka a Ciselné oznaceni kvyhledavdni v databazi KEGG [130]. Jsou zde uvedeny poméry expresi gemi u obou kmenii
normalizované k referencnimu genu gyrA. Geny jsou vykresleny v kontextu biosyntézy HA na obrdzku 18. 7 Pomér celkové exprese genu
v ATCC35246 k celkové expresi gyrA (ATCC35246). ? Pomér celkové exprese genu v CO4A k celkové expresi gyrA (CO4A). ¥ Pomér celkovych
expresi obou kmemi normalizovanych ke gyrA: CEGgyra (CO4A4)/ CEGgya (ATCC)

Gen (CA]:i%gé')ﬁ) (%]E:Si')ﬁ) Pomér? | Zména exprese Funkce genu
0,86 0,97 1,13 ™13% PTS system, maltose and glucose-specific IIA-B-C component [KO:K02777] [EC:2.7.1.-]
3,25 5,98 1,84 184% nanE; N-acetylmannosamine-6-phosphate 2-epimerase [KO:K01788] [EC:5.1.3.9]
1,73 191 1,10 T™10% gpm; phosphoglycerate mutase family protein
1,18 1,22 1,03 3% nagA; N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase [KO:K01443] [EC:3.5.1.25]
0,38 0,96 1,09 T9% nagB; glucosamine-6-phosphate isomerase [KO:K02564] [EC:3.5.99.6]
0,97 1,17 1,21 N21% murA; UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase [KO:K00790] [EC:2.5.1.7]
2,47 3,02 1,22 N22% eno; phosphopyruvate hydratase [KO:K01689] [EC:4.2.1.11]
0,78 0,78 1,00 0% sulfatase [KO:K19005] [EC:2.7.8.20]
1,72 1,62 0,94 6% pfk; 6-phosphofructokinase [KO:K00850] [EC:2.7.1.11]
1,53 1,67 1,09 9% pyk; pyruvate kinase [KO:K00873] [EC:2.7.1.40]
1,73 2,37 1,37 T™37% glmS; glucosamine--fructose-6-phosphate aminotransferase [KO:K00820] [EC:2.6.1.16]
1,48 1,98 1,33 T33% Idh; L-lactate dehydrogenase [KO:K00016] [EC:1.1.1.27]
121 1,39 1,15 M5% murB; UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosamine reductase [KO:K00075] [EC:1.3.1.98]
231 2,77 1,20 120% glmM; phosphoglucosamine mutase GImM [KO:K03431] [EC:5.4.2.10]
1,65 2,09 1,27 ™27% ugtP; glycosyltransferase [KO:K19002] [EC:2.4.1.337]
1,32 1,44 1,09 9% glycosyltransferase [KO:K13677] [EC:2.4.1.208]
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Obrazek 18: Geny vybranych metabolickych drah zarazeny do souvislosti s biosyntézou HA.
Zelené oznaceny jsou geny, které mély zménu miry exprese vyS§i nez 10 % v porovndni
s referencnim kmenem. Cervené zakrouzkované jsou geny, u kterych byla zjisténa mutace.
U genu glmU byla identifikovana SNV ticha mutace (kap. 5.2, tab. 8), u genu nank doslo
k inserci dvou nukleotidii (kap. 5.2, tab. 11) a u HasC (galU) se vyskytla SNV mutace v jeho
homologni sekvenci Sesec_ 00255 (kap. 5.2, tab. 8) [upraveno dle 6].

Vsechny geny zminéné vtomto oddilu, byly zafazeny také u jednotlivych okruhd
metabolickych drah. V této ¢asti jsou dany do souvislosti s drahami biosyntézy HA. Geny has
operonu byly diskutovany v predchozi ¢asti.

Produkci HA by mohlo ovlivnit odvadéni meziprodukta syntézy ke zpracovani do jinych
metabolickych drah. Pfikladem toho mize byt vyuziti aktivovaného UDP-N-acetylglukosaminu
pro syntézu peptidoglykanu. Timto smérem byly sledovany dva geny (Sesec 00830,
Sesec_01392). Gen Sesec 00830 (murA, 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) mél 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 urovni, mohlo by dojit k navySeni HA
syntdz v membrané a ziejmé by dochdzelo k vyznamnému navySeni produkce HA. Draha
syntézy peptidoglykanu kompetuje s drahou syntézy HA predev§im pfi intenzivnim rastu
streptokokalnich bunék. Pozdéji, kdy je dosazeno maximalni hustoty bun¢k v médiu, se tato
draha realizuje v pfipadnych prestavbach bunécné stény. Souvisi to i se skutenosti, Ze nartst
koncentrace HA v médiu je oproti ristu bunék zpozdény. Do metabolickych drah syntézy
lipoteichoové kyseliny by mohla byt odvadéna UDP-glukoza. Timto smérem byl sledovan gen
Sesec 01819 (ugtP, EC:2.4.1.337), ktery mél expresi vyssi o0 27 % nez u referencniho kmene.
Lipoteichoova kyselina je ukotvena na plasmatické membrané bunék a napomaha k jejich
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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:42.1.11) bylo vypoclteno navySeni exprese o 22 % v porovnani s referenci. U genu
Sesec 01349 (Idh, EC:1.1.1.27) bylo zjiSténo navyseni o 33 %. Zmeéna exprese genli smeérem
do drah glykolyzy byla vyss§i nez u drah syntézy peptidoglykanu. Burika by pravdépodobné
preferovala energeticky metabolismus pied navySenim syntézy komponent bunécné stény.
Samoziejmé bude zalezet na stavu kultivace a jejich podminkach. Frukt6za-6-P je konvertovana
1 na glukosamin-6-P, ktery vede k syntéze UDP-N-acetylglukosaminu. Konverze je
katalyzovana aminotransferazou, ktera je kodovana genem Sesec 01170 (g/mS, EC:2.6.1.16).
Jeho zména exprese byla o 37 % vyssi nez u kmene ATCC35246. Pokud porovname dva sméry,
kterymi muze 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 dodéan 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. Nasledné se méni glukosamin-6-P na glukosamin-
1-P za katalyzy enzymem, ktery je kodovan genem Sesec 01569 (g/mM, EC:5.4.2.10). Exprese
genu byla o 20 % vyssi nez u kmene ATCC35246. N-acetylglukosamin-6-P nemusi byt
sméfovan pfimo 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 manozy (.
také do drah biosyntézy kyseliny N-acetylneuraminové [140, 141, 142]). Exprese genu byla
0 84 % vyssi nez u kmene ATCC35246. Otazkou je, jaky vliv bude mit dodani externiho
GlcNAc do kultivaéniho prostiedi pii cileném experimentu. Vliv GIcNAc na produkci HA byl
studovan pomoci metody qPCR (kap. 5.4.3).

Vyuziti externé dodané sacharozy, ktera je St€pena na glukdzu-6-P a fruktozu, miuze mit také
potencialné pozitivni vliv na produkci HA. Tento smér drahy byl sledovan prostfednictvim
genu Sesec 00467 (gpm, EC:5.4.2.2), ktery koduje mutdzu ménici glukdzu-6-P na glukozu-1-
P. Mira exprese genu byla o 10 % vyssi nez u reference. Navic glukdza-6-P muze vstupovat do
drah pentézového cyklu.
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5.4 Sledovani exprese vybranych geni pomoci metody qPCR

Metoda qPCR umoziuje sledovani a analyzu miry exprese genti v realném Case a je schopna
detekovat velmi malé koncentrace analyzovaného substratu. KliCové pro hodnoceni
a interpretaci vysledkt 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 kment CO4A
a ATCC35246 s kultivacemi suplementovanymi GIcNAc, jednim z prekurzortu syntézy HA.
Byl testovan jeho vliv na expresi uvedenych genti i na celkovy vytézek HA. U vSech analyz
byla jako negativni kontrola pouzita cDNA z bakteridlniho kmene FEscherichia coli DH5o
spolené s primery pro gen kodujici hyaluronan syntazu (hasA). Gen hasA neni v E. coli
ptitomen, hodnoty byly proto metodou qPCR nedetekovatelné, nebo zcela mimo standardni
rozsah detekce.

5.4.1 Stanoveni referencniho genu

Z vysledki hybridizace na sondach DNA ¢Cipa bylo vytipovano 10 potencialnich
referen¢nich genti podle miry a stability jejich exprese v burikach. Stabilita exprese byla urcena
vyvojem exprese genu ve vzorcich odebiranych v danych ¢asovych intervalech. Referen¢ni gen
byl stanovovan s cilem pouzit ho pro analyzy u obou zmifiovanych kment, aby byly vysledky

gPCR analyzy obou kment mezi sebou po normalizaci porovnatelné.

Nasledné byly pro tyto geny navrzeny primery (kap. 4.8.1). Piehledny seznam vybranych
gend s jejich charakteristikou a navrZzenymi primery je uveden v tabulce 24.

Tabulka 24: V tabulce je uveden prehled vybranych potencialnich referencnich genii s jejich
charakterizact podle databdze NCBI [74]. Ke kaZdému genu byla navriena dvojice primeru,
ohranicujici amplifikovany usek o velikosti mezi 50-150 bp. Primery byly ndsledné
nasyntetizovany spolecnosti GenScript®.

Primery

Charakteristika genu

Forward

TGGTTCACGCCTGTGTCTTT

Reverse

GCTGGGCCAACCCTCTTTAT

Forward

GCTTGTCCTCTTGGGTGGTT

Reverse

ACCTGCCTCAATGGCTGAAA

Forward

AGGTTTCTGGCATTCGCTCA

Reverse

CTCGCCTGTGATTTTACCGC

Forward

CGGTAACAGCTTCTCGTGGT

Reverse

CAGTCCTTCTGCCACCACAT

Forward

GAGCAGACAAGGCAGGAGTT

Reverse

AGGGTGCTCTACCTCCACAT

Forward

GCAGGGCTTGGTGCTGTAATA

Reverse

AGCTCAATACCAGCCCTCCT

Forward

ACTCAAGTGCGAGGCTTTGA

Reverse

GCCGCGTGATTTGTTGCTAA

Forward

CCCTCGATAAGCTCGCAAGG

Reverse

CTACAGTCAGGTAGCAGGCG

Forward

GGTTTCAATCTCGGTGCGTG

Reverse

CCTTGGTGATGGGACGTTCA

Forward

TACTGCTATGGGGACAGGCT

Reverse

CCCCATCGACATCTGCATCA
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Po konec¢né optimalizaci qPCR byla provedena analyza exprese potencialné
referencnich gend. Amplifikacni kfivky a kiivky tani deseti vybranych genti kmene
ATCC35246 (vzorky ze 4té hodiny kultivace) jsou uvedeny na obrazku 19 a 20.

Obrazek 19: Zde jsou uvedeny amplifikacni krivky potencidlnich referencnich gemi kmene
ATCC35246 ze 4té hodiny kultivace. Kazdy vzorek byl pripraven ve dvou technickych
replikdtech, u kterych se krivky prekryvaji. A — Sesec 00096, B — Sesec 00097ispk;

C — Sesec 00549lacB;, D —

Sesec_00725ileS; E-— Sesec 00767, F —

Sesec 00768;

G — Sesec 01041gyrB; H — Sesec 01348gyrA; I — Sesec 02327mscS; J— Sesec_02508mviM
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Obrazek 20: Zde jsou uvedeny krivky tani potencidlnich referencnich gemu kmene
ATCC35246 ze 4té hodiny kultivace. Kazdy vzorek byl pripraven ve dvou technickych
replikatech, u kterych se krivky prekryvaji. Z obrdzku je patrnd pritomnost jednoho vyrazného
piku, ktery je jasné vymezen. Pokud vznikal nespecificky produkt, tak pouze v minimdlnim
mnozstvi, které neovlivnilo konecny vysledek analyzy. A — Sesec 00096, B — Sesec_00097ispk;

C — Sesec 00549lacB;, D —

Sesec 00725ileS; FE— Sesec 00767

F— Sesec 00768,

G — Sesec 01041gyrB; H — Sesec 01348gyrA; I — Sesec 02327mscS; J— Sesec_02508mviM

79



Stejné analyza byla provedena pro vybrané geny u interniho kmene CO4A. Graficka podoba
byla exportovana do excelového souboru a byly generovany hodnoty Ci, které maji vypovidajici
charakter o mife exprese gentl. Po zpracovani dat v programu Excel s doplitkem GeNorm [122]
bylo mozné posoudit, ktery z gent by byl nejvhodnéjsim referenénim genem. Mira exprese
testovanych genu vyjadrena jako C; (kap. 4.8.2) je uvedena v nasledujici tabulce 25.

Tabulka 25: V tabulce jsou uvedeny vysledné hodnoty C: pro prvni biologicky replikdt kmene
ATCC35246 a kmene CO4A.

C CO4A ATCC35246
Gen 4h 8 h 12h 16 h 4h 8 h 12h 16 h
SeseC 00096 1415 1332 13.73| 13.66| 1581| 1587| 16.13| 16,12
SeseC 00097:ispE 1378|1300 1328|1351 1567] 1591 1648| 16,18
SeseC 00549:1acB 13,65 13.02| 1317] 13.40| 1572| 1588| 1621| 1629
SeseC 00725:ileS 1385 1303 13.40| 13.57| 1584] 1591| 1632] 16,56
SeseC 00767 1433 |  13.63| 1400| 13.89| 1635| 1653| 1691 1681
SeseC 00768 1300] 1379 13.88] 1393 1642| 1664| 1694| 16,97
SeseC 01041gyrB 1381 1337 1354 1395 1573| 1596| 1641| 1626
SeseC 01348gyrA 1454 1355  13.74| 13.78| 1630| 1642| 16.88| 16,73
SeseC 02327:mscS 13,98  1349| 13.64| 13.80| 1595 1619| 1646| 1645
SeseC_02508:mviM 1403|  1346| 1371 1374 1548] 1579| 1597| 1615

Vyse uvedené hodnoty C; pro kazdy gen jsou vyneseny v grafu 1 pro referencni kmen
ATCC35246 a v grafu 2 pro produkéni kmen CO4A.

Potencialni referencni geny u kmene ATCC35246

17.5
17 P
16,5
O
16
15,5
15
4 8 12 16
t [h]
—@&— SeseC_00096 —&— SeseC_00097:ispE SeseC_00549:1acB SeseC_00725:ileS
—— SeseC_00767 —— SeseC_00768 —— SeseC_01041gyrB —@— SeseC_01348gyrA

—— SeseC_02327:mscS —— SeseC_02508:mviM

Graf 1: V grafu jsou uvedeny vysledné hodnoty C, které byly ziskany analyzou qPCR.
Vysledky jsou uvedeny pro prvni biologicky replikdt kmene ATC(C35246. Byly testovany vzorky
ze 4., 8., 12. a 16. hodiny kultivace. Z grafu jsou patrné pritbéhy exprese vybranych gemii.
Z téchto dat byl hodnocen priibéh kifivky genu ve srovnani s ostatnimi potencidlnimi
referencnimi geny.
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Potencidlni referencni geny u kmene CO4A
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—— SeseC_00767 —@— SeseC_00768 —— SeseC_01041gyrB —— SeseC_01348gyrA

—— SeseC_02327:mscS —e— SeseC_02508:mviM
Graf 2: V grafu jsou uvedeny vysledné hodnoty C, pro prvni biologicky replikat kmene
COA4A. Z grafu jsou patrné pritbéhy exprese vybranych gemi. Z téchto dat byl hodnocen priibéh
krivky genu ve srovndni s ostatnimi potencidlnimi referencnimi geny.

Z ptedchoziho vyhodnoceni dat a vyvoje exprese gend v prubéhu celé kultivace byly
vybrany dva geny (Sesec_01348 — gyrA4 a Sesec_00767), které by mohly byt pouzity jako geny
referencni. Tyto geny se vyznacuji tim, Ze maji stabilni miru exprese ve vSech odebiranych
Casech u obou sledovanych kment. Priibéh exprese u vybranych gent je zobrazen v grafu 3.

Vybrané potencidlni referencni geny obou kmenti

18
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—@— SeseC_01348gyrA_CO4A —@— SeseC_00767_CO4A —@— SeseC_01348gyrA ATCC SeseC_00767_ATCC

Graf 3: Z predchozich analyz dat ziskanych metodou qPCR pro vybrané potencidlni
referencni geny byly vybrany dva geny nejvice vvhovujici (SesecC_01348gyrA a SeseC _00767).
Na grafu jsou uvedeny pritbéhy miry jejich exprese vyjadrené hodnotou C; po dobu kultivace
v bioreaktoru.
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Pro potvrzeni naSich vysledkii byla navic provedena analyza softwarovym dopliikem
programu Microsoft Excel — GeNorm [122], ktery je uren pfimo ke stanoveni stability exprese
gentl, tudiz ke stanoveni nejvhodnéjsiho referencniho genu.

V grafu 4 jsou uvedeny vysledky analyzy GeNorm dopliikem pro prvni biologicky replikat
sbirkového kmene ATCC35246 avSech 10 vybranych potencialnich referencnich gent.
V grafu 5 jsou téze data pro kmen CO4A. GeNorm software vyuziva k analyze hodnoty M,
ktera predstavuje pramér stability exprese genu. PfiCemz lze nastavit kriticky limit, za kterym
hodnoty M nevyhovuji pozadavkim pro referencni gen. Limit je obvykle stanovovan na
M= 1,5[122].
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Hodnota stability exprese genii u ATCC35246 kmene - 1. biologicky replikat
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Graf 4: Hodnoty priimérné stability exprese M pro prvni biologicky replikdt sbirkového kmene ATCC35246. Hodnoty M pro jednotlivé vybrané
geny nepresahuji hodnotu 0,2, z cehoz miizeme usuzovat, ze jako referencni geny mohou byt teoreticky pouZzity vSechny vyse vybrané geny.
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Graf 5: Hodnoty priumérné stability exprese M pro prvni biologicky replikdt produkcniho kmene CO4A. Hodnoty M pro jednotlivé vybrané geny
nepresahuji hodnotu 0,4. Jako referencni geny mohou byt teoreticky pouZzity vSechny vyse vybrané geny.



Castym referenénim genem u prokaryotickych organismd je v literatufe uvadén gen gyrd
kodujici podjednotku A DNA gyrazy [152, 153, 154]. Na zaklad¢€ nasich vysledki byl tento
zaver potvrzen a k dalSim analyzam byl jako referen¢ni gen zvolen gyr4A. Hodnotami z analyzy
Genorm dopliikem byla potvrzena spravnost vybéru potencialnich referen¢nich gent na zakladé
dat ziskanych sledovanim celogenomové exprese metodou DNA cipt (kap 5.3). Nepfimo byla
timto vysledkem potvrzena i spravnost vysledka analyzy exprese gentt metodou DNA Cipu.

5.4.2  Ovéreni exprese genit has operonu

Geny has operonu jsou odpoveédné za produkci kyseliny hyaluronové. Kyselina hyaluronova
jako jeden z virulentnich faktora je pro preziti streptokoka v hostitelském organismu velmi
dulezita. Proto bylo zajimavé sledovat expresi téchto gent u kmene CO4A, ktery vykazuje
vysokou miru produkce HA v porovnani se sbirkovym kmenem ATCC35246. Geny a navrzené
primery jsou uvedeny v tabulce 26.

Tabulka 26: 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 [TTTATGGGCTCACAGGAGGE 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 oImU. Bifunctional protein gmU
Sesec 00234 Reverse |[TTGTTGATCCGCTCCTGCAT

Forward |TTTCTTGGGCTGGCTTGAGT . .

gpi, glucose-6-phosphate isomerase

Sesec 00235 Reverse [AGCACCAAGGTAAGAGCCAC

Mira exprese genu has operonu byla sledovana metodou qPCR (kap. 4.8.1). Ziskané hodnoty
C byly normalizovany k referencnimu genu gyr4 a byl vypocten primér ze tfi biologickych
replikatt experimentu (kap. 4.8.1). Data jsou uvedena v tabulce 27 a byla vynesena do grafu
pro oba kmeny (graf 6 a 7). Geny jsou uvedeny v poradi, v jakém jsou pfitomny v has operonu.
Smérem od promotoru mira exprese klesa. Vyjimkou je gen gpi kodujici glukodzu-6-
fosfoizomerazu, ktery je fizen samostatnym, silné konzervovanym c’° promotorem [31].

Tabulka 27: Priamérné hodnoty C; biologickych replikatii obou kmemi v poméru
k C; referencnimu genu gyrA (CigyrA/C,genu).

has operon ATCC35246 CO4A
Oznaceni genu 4h 8h 12 h 16 h 4h 8 h 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 genii has operonu normalizovany ke gyrA - kmen CO4A
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Graf 6: Normalizované Chodnoty genii has operonu kmene CO4A. has operon je regulovan
dvéma konzervovanymi promotory. Mira exprese odpovida predpokladu. Gen kodujici hasA
mél nejvyssi expresi ze vSech sledovanych gemi. Mira exprese genii klesd se vzddlenosti od
promotorové oblasti, tak jak ukazuji data v grafu. Vyjimku tvori gen Sesec 00235 (gpi), ktery
koduje enzym klicovy pro drahy energetického metabolismu. Je tedy pravdépodobnd moznost
samostatné regulace a proto je pred genem umisténa druhd promotorova sekvence regulujici

C, hodnoty genii has operonu normalizovany ke gyrA - kmen ATCC35246
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Graf 7: U kmene ATCC35246 byl vyvoj exprese genii stejny jako u kmene CO4A. Dokonce
u ATCC35246 byla relativni mira exprese hasA ve 4. hodiné kultivace vy3si nez u CO4A.

expresi pouze gpi genu [31].
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V této kapitole vysledka byla zhodnocena exprese gent Aas operonu u kmene produkéniho
CO4A a referencniho ATCC35246. Exprese genu je vyssi nez u referencniho genu gyrA.
Signifikantné vyssi pak v ptipade gent hasA a gpi. Geny has operonu jsou pod kontrolou dvou
nezavislych promotorti [31]. Pod kontrolou druhého siln& konzervovaného promotoru ¢ je
pouze gen gpi. Jeho exprese je nizsi nez exprese genu hasA, nicméné vyrazné vyssi nez exprese
zbylych genl has operonu. Gen hasA koduyjici 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 [31]). Co se tykd zmeény miry exprese v Case,
nepozorovali jsme zadny vyrazny trend u kmene CO4A, ani u kmene ATCC35246. Celkové to
vypada, Ze exprese genll has operonu je u obou sledovanych kmena srovnatelna. Avsak
u analyzy metodou DNA ¢ipa (kap. 5.3.4) byl zaznamenan signifikantni narast miry exprese
gend, has operonu, u kmene CO4A v porovnani s referenénim kmenem ATCC35246. Mohlo
to byt zptusobeno rozdilnym stavem bunék pii kultivaci. PoCet bunék dodanych v inokulu by
meélo byt velmi podobné (ovéreno spektrofotometricky), nicméné kvalita kultury mohla byt
odlisna (u kmene ATCC35246 horsi) a tim mohla byt kultivace zpozdéna. Metoda DNA ¢ipa
také mize ve vyss§i mife vykazovat falesné pozitivni vysledky, prave proto je hojné vyuzivana
v kombinaci s metodou qPCR. Bakterialni buiikky kmene ATCC35246 v§ak produkuji vyrazné
méné€ HA nez buniky produkéniho kmene CO4A (kap. 5.4.4). Protoze u studovanych kmena
metodou qPCR nebyla zjisténa signifikantni zména exprese genll /as operonu, je mozné
konstatovat, Ze biosyntéza kyseliny hyaluronové je v nich regulovana i jinym zptsobem.
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5.4.3  Vliv N-acetylglukosaminu na expresi vybranych skupin genii

Jiz dtive byl v literatufe publikovan pozitivni vliv suplementace média GIcNAc na produkci
HA u bakterii rodu Streptoccocus [6]. Ke studiu exprese metodou qPCR bylo vybrano 21 gent.
Cast byla vybrana na zakladé vyse uvedeného clanku a ¢ast byly nami zvolené geny (tab. 28).

Tabulka 28: V tabulce jsou uvedeny vybrané geny, jejichz exprese byla sledovdana pri
kultivaci bez suplementace a se suplementaci GIcNAc v kultivacnim médiu.

Forward | TTAAGCACCCGCTGTCCTTC
Sesec_00231
Reverse | TTACGTGTTCCCCAGTCAGC
Sesec_00232 Forward | TTTATGGGCTCACAGGAGGC
Reverse | AGACACCCGCATAGCCAAAA
Sesec_00233 Forward | CTCCAAGCCAAGGGCAAAAC
Reverse | AGTCCTCTAGGGTGGCTCTG
Sesec_00234 Forward | GCCAGCCAAGAAAAGGTTGG
Reverse | TTGTTGATCCGCTCCTGCAT
Sesec_ 00235 Forward | TTTCTTGGGCTGGCTTGAGT
Reverse | AGCACCAAGGTAAGAGCCAC
Sesec_00293 Forward | GACGGTTTTTCCGACCAAGC
Reverse | CCAGCGACTACCTCTTGACC
Sesec_00467 Forward | TGCTTTGGTAGCCTGGATGG
Reverse | AGGCACATCACGCAGATTGT
Sesec_00575 Forward | TACAATGGGATGCGTGGCTT
Reverse | ATCGCAAGCAACAGGTGAGA
Sesec_00795 Forward | CTTGGCAGAAGGGGCTACAA
Reverse | TAATCGGTGTGCTGCCTGTT
Sesec_00830 Forward | GGCGTAAGGATGACGGTTGA
Reverse | GCCCTTAAAAGCAGAGGGGT
Forward | GGAAAGCCCTCTTCACTGCT
Sesec_01147
Reverse | CGTCAGCAACCACTACCCTT
Forward | TGTTGAAGTGATGGGACGCA
Sesec_01167
Reverse | GCAATACCTGCCCAAAGTGC
Forward | ACTTGGTCCTGCGGTTGAAA
Sesec_01168
Reverse | AACTGACCAGCCCAATAGCC
Forward | CAACGCATGGTCAAGCAACA
Sesec_01170
Reverse | CGTGTGTCCAGCAAGGTACT
Sesec_01349 Forward | GATGCACGTTCTGTCCATGC
Reverse | TCGTACAATCCAACCCCTGC
Sesec_01392 Forward | CAAAGGCCATCTCTCTGGCT
Reverse | TGCAGGTGCTTATGGTGGAG
Sesec_ 01569 Forward | TGCCATCACACGCAACAATG
Reverse | CTATGGAGGTGCCAGCGATT
Forward | TCTCTAGTGCAATGCCGGTC
Sesec_01819
Reverse | CCCCTGCTTCGTGGGTATTT
Sesec_01820 Forward | AAATAACGCCGAAAGGCAGC
Reverse | GGACGCCATTATCACACCGA
Sesec_ 00296 Forward | GAAGCAGGAGCAGTAGGCAT
Reverse | GTTGGCGTGATAAAGGGGGA
Sescc_01044 Forward | AAGCTGGCTACACTGCTGTT
Reverse | GTTTGTTGCCACTGCGATGT
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Na nasledujicim schématu (obr. 21) jsou tyto geny vykresleny v souvislosti s metabolickymi
drahami HA. U nepfimo zapojenych metabolickych drah se jedna pfedevSim o enzymy
zapojené v syntéze bunécné stény, peptidoglykanu a do energetického metabolismu buiiky.

Sesec_01349Idh
pyruvate — lactate

Sesec_01044eno
Sesec_01167pfk
Sesec_01168pyk

Pentose Phosphate Pathway Glycolysis
Sluccse ﬁ N-acetylmannosamine-6-P
(external) —b Glucose-6-P Fructose-6-P y '
NanE
Nag
P 51.3.9
ADP 5’“ 3.5.99.6 v
[@ 4.1 % (+1.8
Cell wall <: Glucose-1-P ucosamine-6-P N-acetylglucosamine-6-P
polysaccharides
=&
Teichoic Glucosamine-1-P ; | g
acid <: UDP-Glucose N-acetyl glucosamine

>l l< AF:E:A ‘ (external)

N-acetylglucosamine 1 P
UDP-Glucuronic acid

e @=r
4

uppP N-acetylglucosamine
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|=> Sesec_01392murB

Peptidoglyca

Hyaluronic Acid

Obrazek 21: Geny oznaceny cervenym krouzkem byly vybrdny jako potencidlné zajimavé pro
studium jejich exprese. [upraveno dle 6]

Byly provedeny kultivace bakterialnich kmentit CO4A a ATCC35246 v kultiva¢nim médiu
suplementovaném N-acetylglukosaminem (0,5 g/l) a v kultivaénim médiu bez suplementace
(kap. 4.1.3). qPCR byla nastavena dle parametri uvedenych v tabulce 5 (kap. 4.8.1).
Samoziejmosti bylo zarazeni negativni kontroly, pro kterou byla pouzita jako templat cDNA
ziskana prepisem RNA z bakterie £. coli DH5o a primery pro gen hasA, ktery se u E. coli
nevyskytuje. Ziskana data byla dale analyzovana.
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Analyza zmén relativni genové exprese metodou 2229

Ziskané C; hodnoty byly normalizovany k referenénimu genu gyr4 a byla provedena analyza
relativnich zmén genové exprese metodou 222V [123] (kap. 4.8.4). Vysledné hodnoty pro 1.
biologicky replikat obou kment jsou uvedeny v tab. 29.

Tabulka 29: Hodnoty relativni zmény exprese vybranych skupin genii ziskané metodou 245

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_01569glmM 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

Hodnoty ziskané metodou 222V byly pro jednotlivé geny vyneseny do grafi 8 az 28.
Definuji relativni zmény exprese genu ve vztahu k referenénimu genu a kontrolni kultivaci
[123]. Chybové usecCky byly ziskany z dat obou biologickych replikati daného kmene.

Hlavni studovanou metabolickou drahou byla biosyntéza HA. Geny kodujici enzymy v ni
zapojeng, se nachazeji v sekvenci za sebou v jednom operonu. /as operon je pojmenovan podle
produkce HA. Prvni Ctyfi geny jsou regulovany jednim promotorem, a proto miizeme ocekavat
obdobnou reakci na zménu kultivacniho prostiedi (obohaceni média GIcNAc) [31]. Skute¢né u
zminénych gent kmene CO4A sledujeme v prvnich hodinach (6. a 9. hodin€) kultivace
navySeni miry exprese v porovnani s kontrolni kultivaci (u Sesec 00231 has4 o 11 % a 23 %,
u Sesec 00232 ugd o 18 % v obou piipadech, u Sesec 00233 gal/U o 15 % a25%, u
Sesec_00234 glmU o 17 % a 81 %). U kmene ATCC35246 tento efekt nepozorujeme ziejme
proto, ze GIcNAc je utilizovan v pozdé&jsi fazi kultivace. Gen Sesec_00234 (g/imU) v CO4A ma
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ve své nukleotidové sekvenci bodovou mutaci (kap. 5.2, tab. 8), ktera ovSem nezpusobuje
zménu na proteinové sekvenci. Vliv této mutace na expresi g/mU bude pravdépodobné
minimalni, nicméné ji nelze zcela vyloucit [131]. U genu kodujictho glmU byl u CO4A
pozorovan vyrazny narust exprese v 9. hodiné kultivace (81 %). Geny kodujici glmU a galU
maji v sekvenci genomu i svou druhou kopii (homologni sekvenci). Ta muze souviset
s vyraznym narastem exprese g/mU v CO4A a mohla 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).
Predevsim u kmene ATCC35246 ve 4. hodin€ kultivace byl sledovan nartast u galU o 23 %.
Oproti tomu piidavek GIcNAc 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, kultivacni podminky se zhorSuji a mize dochazet k intenzivnéjsi
degradaci RNA. ZhorSeni kultivacnich podminek spociva piedev§im ve zmén€ pH (naptiklad
vysoka produkce laktatu [28]), jeho vyrovnavanim pomoci NaOH a s tim spjatymi zmé&nami
v osmotickém prostiedi buneék. Dale dochazi v disledku vysoké viskozity média na konci
kultivace ke zhorSeni toku zivin kvili ztizenym podminkam michani a vzdusnéni v reaktoru.
Stres bun¢k mize mit také vliv na miru exprese jednotlivych gent a na adaptaci organismu na
jiné prosttedi, kde kapsule jiz ztraci svou tlohu.

U kmene ATCC35246 neni soudrznost v mife exprese genli has operonu tak vyrazna.
Zejména u genu Sesec 00232 (ugd) data pon€kud prekvapivé ukazuji niz§i expresi oproti
kontrole bez GIcNAc v prvnich hodinach kultivace a naopak vyrazny nartust exprese ve 12.
hodiné experimentu. Pokud by se pokles exprese genu Sesec 00232 u ATCC35246 projevil
i na proteinové arovni mohl by zabrzdit navazujici procesy, coZ by v kone¢ném disledku mohlo
mit za nasledek snizeni produkce HA. Vzhledem k tomu, Ze jeho substratem je UDP-glukéza,
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
uprednostiiuje syntézu bunécné stény pred zvysenou produkci HA, ktera muaze byt zpozdéna.
Tento kmen tak za danych kultivacnich podminek produkuje méné HA nez kmen CO4A.

U dalsich genti 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. hodiné kultivace nartst o 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 fruktdza-6-P.
U dalsich dvou genti 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 Idh
(Sesec_01349), ktery ma zuvedenych gend nejniz§i expresi. Utlum genové exprese
v kone¢nych hodinach kultivace (12. a 16. hodin€) je u kmene CO4A spoleCnym jevem,
divodem mohou byt jiz zminéné nepfiznivé kultivaéni podminky. U kmene ATCC35246
vykazovaly geny Sesec 01167 (pfk) a Sesec 01168 (pyk) signifikantni nartist exprese jen ve
12. hodiné kultivace (14 % pfk a 18 % pyk), nejspiSe bude kultivace a s ni produkce HA
zpozdéna. Dale byl zaznamenan narust exprese u genu Sesec 01044 (eno) o 35 % v 4. hodiné
kultivace. Gen Sesec_01349 (Idh) mél vyraznéjsi narust exprese ve 12. hodiné kultivace. Zde
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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. hoding)
— Idh (19 % ve 12. hoding).

Ustiednim aspektem tohoto experimentu bylo sledovani vlivu externd dodaného N-
acetylglukosaminu na zmény exprese vybranych gend. Zpracovani externé dodaného GIcNAc
je zajisténo mimo jiné 1 geny Sesec 00293, Sesec 00575 (nagA) a Sesec 00795 (nagB).
Vysoky narust exprese v porovnani s kontrolni kultivaci byl zaznamenan u genu Sesec 00293
v 9. hodiné kultivace (33 % navySeni). Tento gen zaji§t'uje prvni zpracovani externiho GIcNAc
v bunikach. Navazuje na néj gen kodujici nagA enzym, ktery ptivadi GIcNAc do linie syntézy
jednoho z prekurzorti produkce HA. U nagA bylo v 9. hodiné kultivace zjisténo navyseni
exprese 0 19 %. Navazuje na né gen kodujici nagB enzym, ktery odvadi metabolit pres
fruktézu-6-P smérem do drah glykolyzy. Navyseni jeho exprese bylo v prvni poloviné kultivace
signifikantni (23 %). Enzym glmS (Sesec 001170) kompetuje s enzymem nagB a vraci
fruktozu-6-P zpét do drahy syntézy HA. V 9. hodiné 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,
koédujicitho enzym glmS, katalyzujiciho opacnou reakci byla vyssi (81 %) a metabolit byl
ziejmé intenzivn€ji piivadén do drah syntézy HA. Aktivita gena spojenych s externim GIcNAc
se zvySovala pfiblizné do poloviny kultivace, az mezi 9. a 12. hodinou kultivace pravdépodobné
dosahovala svého vrcholu. Od 12. hodiny exprese gent zpravidla klesala pod troveri kontrolni
kultivace. U kmene ATCC35246 byl pozorovan nartust exprese genu Sesec 00293 uz ve
4. hodin€ experimentu. Stejné tak byl zjiStén nartst ve 4. hodiné 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 (g/mS). 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 butiky kmene CO4A zifejmé upiednostiiovaly metabolismus
aminocukrd a nukleotidt, kam byl GIcNAc sméfovan genem nank (Sesec_00296). nank mél
v 9. hodinég kultivace navyseni exprese o 57 % v porovnani s kontrolni kultivaci. Tento gen ma
v genomu homologni sekvenci Sesec_00291. U analyzy metodou DNA cipt (kap. 5.3.1) byla
prokazana zvySena exprese u obou kopii genu (Sesec 00296 mél narist exprese o 84 %
a Sesec_00291 mél narast exprese o 42 %), nicméné to bylo pii kultivaci bez suplementace
GIcNAc a ve srovnani kmene CO4A vici kmenu ATCC35246. Navic v sekvenci Sesec_00296
byla identifikovana mutace (kap. 5.2, tab. 8), ktera posunula ¢teci ramec a pozménila poslednich
55 AMK. Zména mohla mit vliv na expresi genu a v kone¢ném disledku na funkénost proteinu.
Jeho mira exprese v porovnani s ATCC35246 je velmi vysoka, coz mohlo byt zptisobeno vyssi
potfebou enzymu u kmene CO4A.

Vyznamny narust, 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. hodin€) byl narast exprese tohoto genu u kmene CO4A o 70 %.
Peptidoglykan jako stavebni jednotka bunécné stény bude v pocatcich kultivace silné
upfednostiiovan i1 vzhledem k tomu, ze gen Sesec 00231 (hasA) mél v 9. hodiné kultivace
narust exprese jen 23 %. Oproti tomu u kmene ATCC35246 dosahoval gen Sesec 00830
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(murd) naristu exprese (28 %) v porovnani s kontrolni kultivaci az ke konci kultivace
(12. hoding€). Ve 4. hodin€ byl jeho narast exprese (12 %) porovnatelny s genem kodujicim
enzym hasA (15 %). Produkce HA miZe byt ovlivnéna i odlivem meziproduktt do drah syntézy
kyseliny lipoteichoové. V tomto sméru byly sledovany geny Sesec 01820, ktery m¢l
v 9. hodiné¢ kultivace narust exprese 38 % a Sesec_01819 (ugtP), ktery mél v tomtéz Case nartst
exprese 27 %. Lipoteichoova kyselina je stejné jako kyselina hyaluronova jednim z virulentnich
faktora a povrchovy protein [133, 146].

U kmene ATCC35246 meély sledované geny vétSinou nizS§i miru exprese ve srovnani
s kontrolni kultivaci nez geny kmene CO4A. Muzeme konstatovat, ze u kmene ATCC35246
nebyl pozorovan jednoznaény pozitivni vliv dodaného GIcNAc na miru exprese vybranych
gend. U kmene CO4A bylo pozorovano navySeni exprese genu has operonu v pocatcich
kultivace. GIcNAc jako prekurzor syntézy HA se po suplementaci do média mohl inkorporovat
ptimo do HA a navySovat tak vytézek v porovnani s kontrolni kultivaci bez GIcNAc. Nicméné
schopnost inkorporace mize byt u obou kment odlisna. Zatimco u kmene CO4A by mohla
vetsi ¢ast suplementovaného GlcNAc prechazet do HA, kmen ATCC35246 ho nebude schopny
vyuzit s takovou efektivitou a spiSe ho zacleni do drah energetického metabolismu. Odli§nost
genomicka a transkriptomicka, kterou v praci studuji u obou kmeni, bude mit vliv na flux
GlcNAc. Utilizace tohoto prekurzoru bude u obou kment odli$na, predpokladem je vzdy urcita
geneticka predispozice, mira transkripce katabolickych a anabolickych gent v drahach
zpracovani GIcNAc a dalsi arovné regulace. Svij vyznam urcit€ maji podminky kultivace,
povrchové proteiny, plasticita a slozeni membrany, transportni systémy, rychlost zpracovani aj.
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5.44 VytéZek HA z provedenych kultivaci

Po ukonceni kultivaci bylo zjisténo, jaké mnozstvi kyseliny hyaluronové bylo
vyprodukovano. K ziskani vytézku HA byla pouzita metoda srazeni (kap. 4.1.3). Vychozi
mnozstvi kultury po fermentaci bylo 250 ml. Vytézek z objemu byl nasledné prepocitan na litr
média, bylo stanoveno mnozstvi suSiny a procentualni narust vytézku HA z kultivace s V-
acetylglukosaminem v porovnani s kontrolni kultivaci. Hodnoty vytézk( kultivaci pro kmen
ATCC35246 jsou uvedeny v tabulce 30.

Tabulka 30: Vytézky kyseliny hyaluronové z provedenych kultivaci u kmene ATC(C35246.

Kmen Kultivace Vytézek HA | Vytézek HA | SuSina | Vytézek HA na 100 %
ATCC35246 [¢/250 ml] [g/1] [%] 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 1,07 428 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 (+033 g)
Fermentor 6 | Kontrola 0,94 3,76 93,46 3,51

Z predchozich vysledki gPCR reakci, kde byla sledovana mira a vyvoj exprese vybranych
gentl metabolickych drah syntézy HA a drah k nim pfidruzenych, nebyl patrny zadny specificky
trend miry exprese. NemuzZeme proto fici, Ze by N-acetylglukosamin mél u kmene ATCC35246
dle hladin exprese jednoznacné pozitivni vliv na produkci HA. Nicméné z vysledkl srazecich
reakci je patrny narist vytézku HA na litr média. V piipadé prvniho biologického replikatu®
(fermentor 1 a 2) byl nartst vytézku o cca 7 %, u druhého biologického replikatu (fermentor
3 a4) byl narast vytézku cca o 13 % a v pripadé tfetiho biologického replikatu (fermentor 5 a 6)
byl narast 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 vytézkl kultivaci jsou uvedeny v tab. 31.
Tabulka 31: V tabulce jsou uvedeny vytézky kyseliny hyaluronové z provedenych kultivaci se

suplementaci N-acetylglukosaminem (GIlcNAc) v porovnani s kontrolni kultivaci bez GIcNAc
u kmene CO4A.

. Vytézek HA | Vytézek HA | SuSina Vytézek na 100 %

Kmen CO4A | Kultivace [§2 50 ml] y (/1] [%] y iy [
Fermentor 1 | GIcNAc 1,21 4,84 90,35 4,37 (+0,51 g)
Fermentor 2 | Kontrola 1,03 4,12 93,75 3,86
Fermentor 3 | GIcNAc 1,18 472 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

3 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 ptipad¢ dalsich fermentorii u kmene
ATCC35246 aiukmene CO4A.
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Z predchozich vysledkl analyzy metodou qPCR muizeme soudit, Zze suplementace
kultiva¢niho média N-acetylglukosaminem méla u produkéniho kmene CO4A pozitivni vliv na
expresi genu zapojenych v produkci HA. Ke stejnym zavérim muazeme dojit i z vysledku
srazecich reakci, kde je patrny narast vytézku HA na litr média. V pfipadé prvniho biologického
replikatu (fermentor 1 a 2) byl nartst vytézku o cca 12 %, u druhého biologického replikatu
(fermentor 3 a 4) byl nartst vytézku cca o 18 % a v pripad¢ 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 29.

Mnozstvi HA z kultivaci
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Graf 29: Z kultivacit byla ziskdana HA srazeci metodou. Z grafu je viditelné, Ze mnoZstvi
ziskané kyseliny hyaluronové u kultivaci se suplementovanym N-acetylglukosaminem byla
v porovnani s kontrolnimi kultivacemi vysSsi.

U naSeho experimentu s kultivaci s pfidavkem GIcNAc jsme se inspirovali v ¢lanku z roku
2013 [6], kde se zaméfovali na vliv extracelularnich prekurzori HA na jeji molekulovou
hmotnost. Pracovali mimo jiné 1 se sbirkovym kmenem S. zooepidemicus ATCC35246, ktery
ve své praci pouzivam jako referencni kmen. Zjistili, ze pfidavek GlcNAc do kultivacniho
média mé pozitivni vliv na mnozstvi produkované HA, ale molekulova hmotnost klesa [6].
Nebylo zjisténo signifikantni navySeni exprese u genu zapojenych v drahach biosyntézy HA
[6]. K jejich seznamu vybranych metabolickych drah byly doplnény nami vybrané geny zajmu
(na zakladé dat z analyzy na DNA c¢ipech), aby bylo pokryto co nejvice moznosti, které by
mohly ovlivnit produkci HA. Dosli jsme k zavéru, ze suplementace kultivace N-
acetylglukosaminem (prekurzor syntézy HA) muze pozitivné ovliviiovat expresi gend ve
sledovanych metabolickych drahdch u kmene CO4A. V porovnani s kontrolni kultivaci, kam
nebyl dodan N-acetylglukosamin, byly hodnoty exprese u produkcéniho kmene nizsi nez
u kultivaci se suplementaci GIcNAc. Vytézek HA z téchto kultivaci zaznamenal ve vSech tfech
opakovani signifikantni nartist, ato o 12 %, 18 % a 22 %. Rozdily ve vytézku napfic kultivacemi
jsou vyrazné hlavné v pripadé prvni a tfeti kultivace. Divodem byl pravdépodobné stav bunék
na pocatku kultivace. Inokulovano bylo stejné mnozstvi bunék u vSech kultivaci (ureno
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spektrofotometricky), ale vitalnost a celkova kvalita kultury se mohly li§it. To mohlo prodlouzit
lag fazi kultivace a tim zpozdit celou kultivaci. Nasledkem mohl byt nizsi vytézek HA.

U kmene referencniho ATCC35246 jsme jednoznacny trend ve vyvoji miry exprese
v prubéhu kultivace neidentifikovali. I pfes to byl zaznamenan narust vytézku HA v porovnani
s kontrolnimi kultivacemi (o 7 %, 13 % a 8 %). V ptipadé druhého replikatu byl nartst vytézku
HA také signifikantni (13 %). Predpokladem nasSich experimentli byl vysoce efektivni proces
prepisu sekvence mRNA do sekvence proteinu. V redlném systému miru exprese ovliviuji
z velké cCasti i procesy predchazejici translaci, dale mize dochazet k degradaci mRNA, nebo
muze byt mira prepisu sekvence do proteinu méné efektivni z divodu pritomnosti mutaci atd.
Nicméné na zakladé ziskanych dat mizeme konstatovat, ze pii kultivaci CO4A v médiu
s GIcNAc byl zjistén signifikantni narust exprese gend zapojenych v metabolismu HA, jenz
oproti ATCC35246 mohl zapficinit vyssi vytézek HA.

Koncentrace suplementovaného GIcNAc v kultivatnim médiu byla 0,5 g/I. Kultivace
probihaly v objemu 0,5 1, tudiz realné mnozstvi extracelularniho GlcNAc, které bylo burikami
vyuzitelné, odpovida 0,25 g. Pokud budeme uvazovat, ze zcela dochazi k inkorporaci dodaného
GlcNAc do fetezce HA, doslo by ke zvySeni vytézku HA 00,5 g (0,25 g GIcNAc + 0,5 g
GIcUA). Kmen ATCC35246 vykazoval navySeni produkce HA v priméru o cca 0,33 g, coz by
znamenalo vyuziti 0,165 g GIcNAc (66 %) z 0,25 g dostupného GIcNAc. Jsme tedy v rozmezi
konverze 0-100 % a navySeni produkce HA mohlo byt zpisobeno pouze dodanim
extracelularniho GIcNAc do média, Zbylé mnozstvi suplementu muze byt zaroven
zpracovavano 1 jinymi metabolickymi drahami, napt. glykolyzou.

U kmene CO4A vsak doSlo v pruméru k navySeni produkce HA o cca 0,75 g, coz by
znamenalo vyuziti 0,375 g GIcNAc z 0,25 g dostupného GIcNAc. Zde by se tedy konverze
dodaného GIcNAc pohybovala kolem 150 %. V pfipadé kmene CO4A proto muazeme
predpokladat, ze se kromé konverze GlcNAc také uplatiiuje jeho dalsi regulacni efekt na drahy
produkce HA ¢i flux vétsiho mnozstvi prekurzord. Toto by mohlo byt u CO4A zpuasobeno pravé
depresi metabolické drahy syntézy kyseliny N-acetylneuraminové [140, 141, 142], z davodu
vnesené inzerce TA v sekvenci kodujici predikovanou N-acetylmannosamin-6-fosfat-2-
z cest zpracovani GIcNAc neni funkcni, mize to vést k posileni zbylych drah a to by mohlo
vysvétlovat izvySenou expresi genu, které tento cukr zpracovavaji. Navic vidime, ze
suplementace GIcNAc ma u sledovanych genti kmene CO4A pozitivni efekt na narist exprese,
coz u puvodniho kmene ATCC35246 nepozorujeme a zvySuje se i exprese genu nank
(Sesec_00296).
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6 ZAVER

Prace se zabyvala studiem exprese gent za pouziti fyzikalné chemickych metod (WGS,
NGS, gqPCR, DNA C¢ipy) na poli molekularni biologie. Studovan byl produkcni kmen
S. zooepidemicus CO4A, ktery vyuziva spolecnost Contipro a.s. pii komer¢ni piiprave kyseliny
hyaluronové pro kosmeticky a farmaceuticky priamysl. Jako referen¢ni kmen byl pouzit
sbirkovy kmen S. zooepidemicus ATCC35246 [1].

Genom S. zooepidemicus CO4A byl uspé$né 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 1 999 kodujicich oblasti. Obsah bazi GC byl 41,7 %. Analyzou
ziskaného genomu bylo detekovano 83 relevantnich variant s frekvenci vy3si nez 90 %. Z toho
se jednalo v 59 pfipadech o SNV mutace a ve 24 pfipadech o indel mutace. U SNV mutaci
doslo ke zméné aminokyselinové sekvence v 45 pripadech, u indel mutaci byla zména
aminokyselinové sekvence identifikovana vzdy spolu s posunem ¢teciho ramce. Pfi analyze
genomu jsme se zaméfili na geny Aas operonu, kde byla nalezena mutace v kodujici oblasti
genu Sesec 00234 (g/mU). Byla identifikovana také SNV mutace v kédujici oblasti genu
Sesec 00255 (galU), ktery je druhou kopii genu Sesec 00233 (galU) nachazejici se v has
operonu.

Pti studiu exprese gent celého genomu metodou DNA Cipt jsme se zaméfili na skupiny
specifickych metabolickych drah. Byly to drahy energetického metabolismu (glykolyza,
glukoneogeneze, drahy zpracovani glutaminu a glutamatu a metabolické drahy aminocukrii
a nukleotida), drahy syntézy bunécné stény (syntéza peptidoglykanu a drahy glycerolipida),
drahy replikace DNA a degradace RNA, drahy produkce HA (has operon) a vybrané geny
potencialné ovliviiujici jeji produkei.

U drah energetického metabolismu bunky (drahy metabolismu aminocukrit) byla zjisténa
zajimava kaskada gent s vysokou mirou exprese v porovnani s referenénim kmenem, ktera
vedla k syntéze UDP-GIcNAc. Kaskada zpracovava substrat fruktozu-6-P, ktera piichazi
z glykolyzy, nebo je ziskdvana také z extracelularni sachardzy jako uhlikatého zdroje
pro kultivaci. Posloupnost genti a jejich navysSeni miry exprese bylo nasledujici: Sesec 01170
(glmS, navyseni o 37 %) - Sesec 01569 (g/mM, navySeni o 20 %) - Sesec_01989/00234
(glmU, navySeni o 30 %) - Sesec_01989/00234 (g/lmU, navySeni o 28 %). Gen glmU koduje
bifunk¢ni enzym a katalyza probiha za ucasti C-terminalni domény, nebo za u¢asti N-terminalni
domény enzymu, podle toho jakou reakci katalyzuje. Vysledkem byla aktivovana forma UDP-
N-acetylglukosamin [ 145], ktery je prekurzorem syntézy HA a jeho vy$si koncentrace pozitivné
ovliviiovala jeji produkci. Metabolicka draha syntézy peptidoglykanu je pfimo kompetujici
draha k syntéze HA a odebira UDP-GIcNAc pochazejici z drah metabolismu aminocukra
a nukleotidd. Vybér drah, ve kterych se bude prekurzor utilizovat zalezi na kultivanich
podminkach a délce kultivace, regulacnich faktorech aj.

V drahach metabolismu glycerolipidii byla identifikovana zajimava kaskada gen se
zvySenou expresi vedouci k syntéze lipoteichoové kyseliny. Kyselina lipoteichoova (LTA) je
soucasti bunécné stény, ale jen ve vyrazné mensi mife nez peptidoglykan. Je to amfifilni
molekula vyskytujici se u Gram-pozitivnich bakterii a regulator autolytickych enzymi bunécné
stény (muramidaz). Také je jednim z virulentnich faktora a povrchovych proteint u streptokokt
[146]. HA se dostava ven z bun¢k pfes membranu a formuje kapsuli obalujici butiku. Zmény
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povrchovych proteinii mohou mit nasledky napftiklad v podob€ nepfilnuti HA k povrchu bunék,
pfipadn€ mohou mit pozitivni ¢i negativni efekt pti prichodu HA skrz bunéénou membranu.

Metodou DNA ¢ipu lze sledovat expresi velkého mnozstvi genti souc¢asn€. Nevyhodou vSak
je jeji nedostatecna citlivost a vyskytujici se fale§né pozitivni vysledky. Proto byly geny, které
se podileji na syntéze HA, sledovany i za pomoci metody qPCR. Prvnim krokem bylo stanoveni
referencniho genu (gyrA), ke kterému se vztahovaly vysledné hodnoty Ci. U gent /as operonu
kmene CO4A a kmene ATCC35246 nebyla zjisténa signifikantni zména exprese genti. Celkoveé
muizeme fict, ze exprese genu has operonu u obou sledovanych kment je srovnatelna.
Bakterialni buriky kmene ATCC35246 vSak produkuji mén€ HA nez buriky produkéniho kmene
CO4A (kap. 5.4.4). Biosyntéza kyseliny hyaluronové byla zfejmé regulovéna i jinym
mechanismem nez jen genovou expresi.

Jako dalsi byl sledovan vliv suplementace GIcNAc do kultivaéniho média. U kmene
ATCC35246 mély sledované geny vétSinou nizsi, nebo srovnatelnou miru exprese ve srovnani
s kontrolni kultivaci nez geny kmene CO4A. Muzeme konstatovat, ze u kmene ATCC35246
nebyl pozorovan jednoznaény pozitivni vliv dodaného GIcNAc na miru exprese vybranych
genu. I pfes to byl pozorovan narast vytézku HA v porovnani s kontrolnimi kultivacemi, a to
07 %, 13 % a 8 %. U kmene CO4A dochazelo k navySeni miry exprese gend has operonu
a tudiz mizeme fici, ze suplementace méla pozitivni dopad na vyvoj jejich exprese. U vytézku
HA ztéchto kultivaci byl zaznamenan signifikantni narGst ve vSech tfech opakovani, a to
0 12 %, 18 % a 22 %. Utilizace tohoto prekurzoru bude u obou kment odli§na, predpokladem
je vzdy urcita geneticka predispozice, mira transkripce katabolickych a anabolickych genu
v drahach zpracovani GIcNAc a dalsi urovné regulace. Svij vyznam urcit€é maji podminky
kultivace, povrchové proteiny, plasticita a slozeni membrany, transportni systémy, rychlost
zpracovani aj. Experiment by se v budoucnu mohl rozsifit i o druhy prekurzor GlcUA.

U kmene CO4A mél GIcNAc ziejmé€ 1 signalni a regulacni funkci. Vzhledem k tomu, ze
koncentrace GIcNAc byla 0,5 g/l a kultivace probihala v objemu 0,5 1, bude celkové mnozstvi
dostupného GIcNAc 0,25 g. V pruméru doslo u kultivaci CO4A k narastu vytézku HA o cca
0,75 g, coz by znamenalo vyuziti 0,375 g GIcNAc z 0,25 g dostupného GIcNAc (150 %).
Konverze GIcNAc je vyssi nez 100 %. Mizeme se domnivat, ze byl konvertovan vSechen
externé¢ dodany GIcNAc a navic tato suplementace vyvolala dal§i navySeni produkce HA.
Uplatriuje se tudiz také jeho dalsi regulacni efekt GIcNAc na drahy produkce HA ¢i flux vétsiho
mnozstvi prekurzori. Toto by mohlo byt u CO4A zpasobeno pravé depresi metabolické drahy
syntézy kyseliny N-acetylneuraminové [140, 141, 142], zdavodu vnesené inzerce TA
v sekvenci kodujici gen nank. Pokud tedy jedna z cest zpracovani GIcNAc neni funkéni, maze
to vést k posileni zbylych drah a to by mohlo vysvétlovat i zvySenou expresi gend, 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 GlcNAc z 0,25 g dostupného GIcNAc (66 %). Jsme
tedy v rozmezi konverze 0-100 %, coz znadi, ze navySeni produkce HA bylo pravdépodobné
zpusobeno pouze konverzi extracelularniho GIcNAc z média.

V prubéhu provadéni experimentt bylo ziskano velké mnozstvi dat, ze kterych lze vychazet
pii dalSich experimentech. Je mozné se zaméfit pfimo na regulacni a signalni drahy zapojené
v produkci HA a v pfidruzenych drahach. Muze byt prostudovana skupina povrchovych
proteint bun€k, které mohou mit vliv na uchyceni kapsule na burikach, nebo na transport HA
ven z bunék. Metodou DNA ¢ipt byla sledovana celogenomova exprese. Ze ziskanych dat je
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také mozné vytipovat dalsi kandidaty z fad gent, které by mohly ovliviiovat syntézu HA.
Napriklad pro blizsi studium by byl zajimavy gen nank. Mgl velmi vysokou miru exprese (az
84 %) u vSech analyz a provedenych experimenti. Je jednim z centralnich geni metabolismu
aminocukrd 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. 5.2, tab. 8). Dalsi kopie genu méla ziejme zajistit stabilni
mnozstvi enzyml nutnych k produkci HA [31].

V praci bylo dosazeno stanovenych cild. Byla zjisténa sekvence genomu a byly
identifikovany zmény, které vznikly pusobenim fyzikalniho mutagenu (UV zareni). Byl
odhalen pozitivni vliv suplementace jednim z prekurzori HA (GlcNAc) a byl potvrzen i jeho
pozitivni vliv na vytézek HA. Na préci lze navazat a Cerpat ze ziskanych dat pii dalSich
analyzach a experimentech.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HA - hyaluronova kyseliny / Hyaluronic Acid

GIcUA - D-glukuronové kyselina

GIcNAc — N-acetylglukosamin

UTP - uridin trifosfat

UDP - uridin difosfat

ATP - adenosin trifosfat

HAS - hyaluronan syntéza

mRNA - mediatorova ribonukleova kyselina

RNA - ribonukleova kyselina

DNA - deoxyribonukleova kyselina

PCR - polymerazova fetézova reakce / Polymerase Chain Reaction
qPCR - polymerazova fetézva reakce v redlném case / real-time PCR
bp — pary bazi / base pair

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool

c¢DNA - komplementarni DNA / complementary DNA

UV - ultrafialové zafeni

dsDNA - dvouietézcova deoxyribonukleova kyselina

THY — Todd Hewitt Broth médium

OD - opticka denzita

NCBI - National Center for Biotechnology Information

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

IPA - izopropanol

gDNA - genomova DNA

SNV - bodova mutace / Single Nucleotide Variant

CDS - kodujici sekvence / CoDing Sequence

NCS - nekodujici sekvence / Non CoDing sequence

KEGG - Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

LTA - kyselina lipoteichoova

AMK - aminokyselina / aminokyselinovy
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