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ABSTRACT 

Novel regulatable promoters serve as effective tools for the construction of gene expression 

systems. In this aspect, promoters with varying strength and regulatability are required for use 

in different process-specific applications. Understanding the promoter functionality and 

characteristics is therefore essential for their exploitation. In this study, a previously isolated 

stationary phase promoter from Gordonia sp. IITR100 was engineered by repeated rounds of 

random mutagenesis to obtain a strong synthetic promoter, that offers stationary phase 

inducibility and higher strength as compared to the wild-type promoter in E. coli.  

To isolate additional promoters from Gordonia sp. IITR100, the whole-genome 

sequence was determined, facilitating the identification of core promoter sequences. Further, 

the consensus sequence of the core promoter regions was deduced, which revealed the presence 

of conserved extended -10 region. Such a feature has also been reported in other members of 

Actinobacteria including Corynebacterium spp., Rhodococcus spp. and Mycobacterium spp. 

The whole-genome sequence also served as the basis for carrying out microarray profiling to 

identify the differentially expressed genes in the bacterium. This led to the isolation of two 

promoters: Pglx and PdsbA, driving the expression of genes encoding glyoxalase and disulfide 

bond formation protein, respectively.  

Microarray analysis also served as the basis for determining the expression pattern of 

794 divergent gene pairs in Gordonia sp. IITR100. Several expression patterns were observed 

in these gene pairs and one promising gene pair controlled by divergent promoters was 

shortlisted for further experiments. Detailed molecular characterization of these two promising 

divergent promoters: PmaiA and Phyd (driving the expression of genes encoding maleate cis-

trans isomerase and hydantoinase, respectively) was carried out. A dual-reporter promoter 

probe vector has been constructed in the study, which was utilized to demonstrate the co-

expression ability of these divergent promoters. Key aspects of their regulation were also 
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studied, which revealed their biological significance. The evidence of the transcription of genes 

driven by the truncated derivatives of promoter fragments under different conditions serves as 

useful tools for fine-tuning their expression levels.  

Based on the results of promoters obtained in the study, two strong promoters: Phyd 

and synthetic promoter were used to develop useful gene expression systems for therapeutic 

proteins in Actinobacteria. A shuttle expression vector was constructed to demonstrate the 

expression of single-chain analog of insulin (SCI-57). Further, a novel method for the 

expression of two subunits of Human Chorionic Gonadotropin (hCG) was developed using the 

divergent promoters working in opposite orientations, which pave the way for using 

Actinobacterial hosts for therapeutic protein production.  

Ultimately, this study has led to the isolation of diverse promoters with different 

efficacy. The characterization of divergent promoters is noteworthy and provides several 

insights into their applicability. More studies on the identification of such systems will offer 

alternative approaches for co-expression of genes.  



 

 

सार 

 

नवीन ननयमन-योग्य प्रमोटर जीन अनिव्यक्ति प्रणानियोों के ननमााण के निए प्रिावी उपकरण के रूप में 

काया करते हैं। इस सोंदिा में नवनिन्न प्रनिया-नवनिष्ट अनुप्रयोगोों में उपयोग के निए नवनिन्न िक्ति एवों 

ननयामकता वािे प्रमोटरोों की आवश्यकता होती है। प्रमोटर की कायाक्षमता और नविेषताओों को समझना 

उनके उपयोग के निए आवश्यक है। इस अध्ययन में गॉर्डोननया प्रजानत IITR100 से पूवा-पृथकृ्कत क्तथथर 

अवथथा प्रमोटर को एक मजबूत कृनिम प्रमोटर प्राप्त करने के निए पुनरावृत्त यादृक्तिक उत्पररवतान द्वारा 

इोंजीननयर नकया गया जो ई. कोिाई में प्रमोटर के प्राकृनतक रूप की तुिना में क्तथथर अवथथा पे्ररकता और 

उच्च िक्ति प्रदान करता है। 

 गॉर्डोननया प्रजानत IITR100 से अनतररि नवीन प्रमोटरोों को अिग करने के निए, सोंपूणा-जीनोम 

अनुिम ननर्ााररत नकया गया, नजससे मुख्य प्रमोटर अनुिमोों की पहचान की जा सकी। इसके आर्ार पर, 

मुख्य प्रमोटर अनुिमोों का सवासम्मत अनुिम ननकािा गया, नजससे सोंरनक्षत नवस्ताररत -10 के्षि की 

उपक्तथथनत का पता चिा, जो एक्तिनोबैिीररया के अन्य सदस्ोों जैसे नक कोररनेबैिीररयम प्रजानतयोों, 

रोर्डोकोकस  प्रजानतयोों और माइकोबैिीररया प्रजानतयोों में िी बताया गया है। माइिोएरे प्रोफाइनिोंग 

द्वारा जीन की नविेदक अनिव्यक्ति प्रोफाइि का पता िगाया गया, नजसके कारण दो प्रमोटरोों: Pglx और 

PdsbA, की पहचान की गयी जो िमिः  ग्लाइऑक्सािेज़ और र्डाइसल्फाइर्ड बोंर् ननमााता प्रोटीन को 

अनिव्यि करते हैं। 

 माइिोएरे प्रोफाइनिोंग ने गॉर्डोननया प्रजानत IITR100 में अपसररत जीन युग्म की अनिव्यक्ति 

प्रोफाइि को ननर्ााररत करने के आर्ार के रूप में िी काया नकया। अनिव्यक्ति के कई प्रनतरूप देखे गए 

और आगे के अध्ययन के निए एक जीन युग्म का चयन नकया गया। दो आिाजनक अपसररत प्रमोटरोों: 

PmaiA और Phyd, जो िमिः  मैिेट नसस-ट्ाोंस आइसोमेरेज़ और हाइर्डेंटोइनेज़ को अनिव्यि करने 

वािे जीन के अनुिेखन के निए नज़मे्मदार हैं, का नवसृ्तत ननरूपण नकया गया। अध्ययन में एक दोहरे 



 

 

ररपोटार प्रमोटरर्ारी वाहक का ननमााण नकया गया है, नजसका उपयोग अपसररत प्रमोटरोों की सह-

अनिव्यक्ति क्षमता को प्रदनिात करने के निए नकया गया। उनके नवननयमन के प्रमुख पहिुओों का िी 

अध्ययन नकया गया, नजससे उनके जैनवक महत्व का पता चिा। नवनिन्न पररक्तथथनतयोों में खक्तित नकए गए 

प्रमोटर अोंिोों सनहत अपसररत प्रमोटरोों द्वारा सोंचानित जीन के अनुिेखन के प्रमाण उनके अनिव्यक्ति 

स्तरोों को ठीक करने के निए उपयोगी उपकरण के रूप में काया करते हैं। 

 अध्ययन में प्राप्त प्रमोटरोों के पररणामोों के आर्ार पर, दो मजबूत प्रमोटर: Phyd और कृनिम 

प्रमोटर का उपयोग एक्तिनोबैिीररया में उपयोगी जीन अनिव्यक्ति प्रणािी नवकनसत करने के निए नकया 

गया। इन प्रमोटरोों का उपयोग करते हुए एक अनिव्यक्ति वाहक का ननमााण इोंसुनिन (SCI-57) के एकि-

शृ्ोंखिा अनुरूप की अनिव्यक्ति को प्रदनिात करने के निए नकया गया था। नवपरीत नदिाओों में काम कर 

रहे अपसररत प्रमोटरोों का उपयोग कर मानव कोररयोननक गोनार्डोट्ोनपन (hCG) के दो उप-इकाइयोों की 

अनिव्यक्ति के निए एक नई नवनर् नवकनसत की गई, जो नचनकत्सीय प्रोटीन उत्पादन के निए 

एक्तिनोबैिीररयि मेजबानोों का उपयोग करने का मागा प्रिस्त करती है। 

 अोंततः , इस अध्ययन ने निन्न-निन्न प्रिावकाररता वािे नवीन प्रमोटरोों को पृथक् नकया है। 

अपसररत प्रमोटरोों का अनििक्षण उले्लखनीय है और यह उनकी प्रयोज्यता में अोंतदृानष्ट प्रदान करता है। 

ऐसी प्रणानियोों की पहचान पर आर्ाररत अनर्क अध्ययन जीन की सह-अनिव्यक्ति के निए वैकक्तिक 

दृनष्टकोण प्रदान करें गे। 
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