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Al Aktinobakterija S. erythraea sintetizira Siroko-spektralni antibiotik eritromicin A.
Biosinteza eritromicina je kompleksen proces, ki poteka z multiencimskimi
kompleksi, t.i. poliketid sintazami. Kljub $tevilnim raziskavam mehanizmi biosinteze
eritromicina ter metabolne poti, ki vplivajo na donos eritromicina (oskrba s substrati),
$e vedno niso dobro poznani. Da bi podrobneje raziskali te metabolne poti, smo se
lotili primerjalne proteomske $tudije med naravnim in visoko-donosnim industrijskim
sevom S. erythraea. Razvili smo bioproces za produkcijo eritromicina, ki je
posnemal pogoje realnega industrijskega bioprocesa. Za primerjalno proteomsko
analizo smo uporabili metodologijo 2-DE/MS. Identificirali smo 44 diferencialno
izrazenih proteinov, vecinoma proteine vkljucene v primarni metabolizem. Nekatere
proteine smo identificirali na ve¢ lokacijah 2-D gela, kar nakazuje na post-
translacijske modifikacije ali izooblike. Dodatno so bili v sklopu SirSe primerjalne
transkriptomske analize in proteomske analize spektralnega Stetja identificirani geni
0z. proteini, Ki se v obeh sevih razli¢no izrazajo. Na podlagi rezultatov pridobljenih z
razli¢nimi omskimi pristopi smo izbrali gene (ilvB1, operon bkd, operon mms), ki
kodirajo kljuéne encime za alternativno pot produkcije eritromicinskih prekurzorjev
preko biosinteze in razgradnje razvejanih aminokislin. Izbrane gene smo najprej
analizirali z bioinformatskimi orodji. Nato smo s ¢ezmernim izrazanjem teh genov
pridobili razli¢ne transformante in ovrednotili njihov vpliv na produkcijo eritromicina.
Najvedji vpliv na produkcijo eritromicina so imele transformante z dodatno kopijo
operona mmsOp1l. Ugotovili smo kar 150 % izbolj$ano produkcijo eritromicina glede
na naravni sev. IzboljSan donos eritromicina smo pokazali tudi pri transformantah z
dodatno kopijo gena ilvB1 (52 % vis§ji donos v primerjavi z naravnim sevom) in
operona bkd (70 % visji donos v primerjavi z naravnim sevom).
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Actinobacterium S. erythraea produces wide-spectrum antibiotic erythromycin A.
Erythromycin biosynthesis is a complex process that is catalysed by multienzyme
complexes, polyketide synthases. Despite many studies of erythromycin biosynthesis
and metabolic pathways that contribute to erythromycin yield (precursor supply), the
mechanisms are not fully understood. For these reason we conducted a comparative
proteomic study. We compared the wild-type and high-producing industrial strain of
S. erythraea. Initially, a bioprocess for erythromycin production that simulated
conditions of real industrial bioprocess was set up. For comparative proteomic
analysis we used the methodology of 2-DE/MS and identified 44 differentially
expressed proteins, mostly proteins involved in primary metabolism. Multiple spots
were identified on 2-D gels for some of the proteins, suggesting that post-translational
modifications or isoforms may play an important role. Additionally, in the context of
complex transcriptomic and spectral counting proteomic study, differentially
expressed genes or proteins have been identified. Different omic approaches gave
results that enabled us to select genes (ilvB1, bkd operon, mms operon) encoding key
enzymes in alternative feeder pathway via branched-chain amino acid metabolism.
Firstly, we performed bioinformatic analysis of these genes. Next, with
overexpression of key genes we obtained different transformants and then observed
the effect on erythromycin production. Transformants constitutively overexpressing
mmsOpl construct showed highest erythromycin yield increase (approximately 150%
higher yield compared to wild-type). In addition, transformants overexpressing the
ilvB1 gene and bkd operon also showed significantly increased erythromycin yield,
reaching 52 % and 70 % of wild-type yield.
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vzoréne populacije. Zvezdice oznacujejo statisti¢no znacilne (p < 0,05) razlike med
vzorci in kontrolama 1 in 2 (podatki s produkcijo eritromicina pri razli€énih mutantah
so navedeni v preglednici vV prilogi J). ....cooeii i 117
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

2-D — dvodimenzionalna

2-DE — dvodimenzionalna elektroforeza
6-dEB — 6-deoksieritronolid B

ACC — acetil-CoA karboksilaza

ACP — acil prenasalni protein

AK - aminokislina

Apr — apramicin

APS — amon persulfat

AT — aciltransferaza

ATP — adenozin trifosfat

BC — biotin karboksilaza

BCCP — biotin karboksil prenasalni protein

BLAST - osnovno programsko orodje za iskanje in poravnavo zaporedij (ang. Basic Local
Alignment Search Tool)

bp — bazni par

BRENDA - encimska baza podatkov Braunschweig (ang. Braunschweig Enzyme
Database)

C —citozin

CCR — krotonil-CoA karboksilaza/reduktaza

Cm — kloramfenikol

CoA — koencim A

CSL - koruzna namakalna vodica (ang. corn steep liquor)
CT — karboksil transferaza

DAB - diaminobenzimid

DEBS - deoksieritronolid B sintaza

DH — dehidrataza

dH,0 (ddH,0) — destilirana voda (bidestilirana voda)
DMSO - dimetilsulfoksid

DNA — deoksiribonukleinska kislina

dNTP — dioksinukleotid trifosfat

DTT — ditiotritol

EC — numeric¢na klasifikacijska Stevilka za encime (ang. enzyme commision number)
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EDTA - etilendiaminotetraocetna kislina (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)
EMS — etil metansulfonat

ER — enoil reduktaza

G —gvanin

GTP — gvanozin trifosfat

G-3-P — gliceraldehid-3-fosfat

HA — hidroksilamin

HPLC - tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti (ang. high-performance liquid
chromatography)

IEF — izoelektri¢no fokusiranje

IPG — imobiliziran pH gradient

kb — kilobaza

KEGG - Kyoto enciklopedija genov in genomov (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes)

Kn — kanamicin

KR — ketoreduktaza

KS — ketosintaza

LAL - veliki ATP-vezavni regulatorni proteini iz druzine LuxR (ang. Large ATP-binding
regulators of the LuxR family)

LC — tekocinska kromatografija
LTTR — transkripcijski regulatorji tipa LysR (ang. LysR-type transcriptional regulators)

MALDI-TOF - ionizacija v matriksu z desorpcijo z laserjem in masnim analizatorjem casa
preleta ionov (ang. matrix-assisted laser desorption ionisation — time of flight)

MCM — metilmalonil-CoA mutaza

MMS — metil metansulfonat

MS — masna spektrometrija

NAD(P)H — nikotinamid adenin dinukleotid (fosfat)
Nal — nalidinska Kislina

NCBI — nacionalni center za biotehnoloSke informacije (ang. National Center for
Biotechnology Information)

NMR — jedrna magnetna resonanca (ang. nuclear magnetic resonance)
NTG — nitrozogvanidin

PAGE - poliakrilamidna gelska elektroforeza

PCC — propionil-CoA karboksilaza
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PCR — verizna reakcija s polimerazo
PMV —ang. packed mycelium volume
PKS — poliketid sintaza

PTM — post-translacijske modifikacije
RNA — ribonukleinska kislina

SAM - S-adenozil-L-metionin

SARP — druzina regulatornih proteinov znacilnih za streptomicete (ang. Streptomyces
antibiotic regulatory proteins)

SDS — natrijev dodecil sulfat (ang. sodium dodecyl sulphate)
TCA — cikel trikarboksilnih Kkislin (ang. tricarboxylic acid cycle)
TDP — timidin difosfat

TE — tioesteraza

TEMED - tetrametiletilendiamin

TF — sprozitveni faktor (ang. trigger factor)

TMP — timidin monofosfat

TPP — tiamin pirofosfat

TTP — timidin trifosfat

UTP — uridin trifosfat

UV — ultravijoli¢na svetloba
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1 UvOD

Poliketidi so zelo raznolika skupina sekundarnih metabolitov s Sirokim spektrom bioloskih
aktivnosti. Najbolj znani primeri medicinsko pomembnih poliketidov so antibiotiki
(eritromicin, rifampicin), protirakaste spojine (doksorubicin, epotilon), fungicidi
(amfotericin B), insekticidi (spinozin A) in imunosupresivi (rapamicin) (Shen, 2003;
Weissman in Leadley, 2005). Biosinteza poliketidov poteka s pomoc¢jo multiencimskih
kompleksov, t.i. poliketid sintaz (PKS). PKS Kkatalizirajo kaskado dekarboksilacijskih
kondenzacij med derivati tioesterificiranih malonatov in acil tioestrov (Rawlings, 2001).

Aktinobakterija Saccharopolyspora erythraea je po Gramu pozitivna bakterija, Ki
proizvaja Siroko-spektralni makrolidni antibiotik eritromicin. Biosintezo eritromicina lahko
razdelimo v dve fazi. V prvi fazi se z zaporednimi kondenzacijami ene enote propionil-
CoA in Sestih enot metilmalonil-CoA sintetizira makrolaktonski prekurzor (6-dEB). V
drugi fazi pa potem sledijo modifikacije 6-dEB (hidroksilacija, dva koraka glikozilacije in
O-metilacija), ki omogocajo nastanek aktivne oblike eritromicina (Cortes in sod., 1990;
Donadio in sod., 1991; Staunton in Wilkinson, 1997).

Kljub temu, da se v industriji Ze desetletja trudijo izboljsati industrijski sev S. erythraea, so
donosi eritromicina v primerjavi z nekaterimi drugimi antibiotiki razmeroma nizki (8-9
g/l), npr. donosi penicilina so 5 do 10-krat visji (Brunker in sod., 1998). Industrijski sevi S.
erythraea so bili pridobljeni s klasi¢énimi postopki izboljsave, t.j. s postopki nakljucne
mutageneze in selekcije mutiranih sevov. Klasi¢ni pristopi izboljSave sekundarnih
metabolitov so dolgotrajni, poleg tega pa ne dajo nobenih informacij o mutacijah in
mehanizmih, ki omogocajo visje donose. Omejeno Stevilo usmerjenih raziskav posameznih
genov, ki vplivajo na donos eritromicina (Donadio in sod., 1996; Reeves in sod., 2006), ne
zadosca za celostni vpogled v ozka grla biosinteze, poleg tega tudi ne omogoc¢a nadaljnjega
izboljSevanja industrijskih sevov. Klju¢ne metabolne, biosintezne in regulatorne poti, ki
imajo bistveno vlogo za dvig donosa eritromicina, $¢ vedno niso identificirane ali dobro
poznane.

Za razliko od Stevilnih drugih makrolidnih antibiotikov, katerih biosinteza je specificno
regulirana (Cundliffe, 2006), pri eritromicinu ni poznan pot-specifi¢ni regulatorni gen za
njegovo biosintezo. Chng in sod. so odkrili globalni transkripcijski regulator bldD, ki
pozitivno vpliva na gensko skupino za biosintezo eritromicina in morfolosko diferenciacijo
(Chng in sod., 2008). Pred kratkim so identificirali Se dva nova pozitivna globalna
regulatorja pri S. erythraea: SACE_5599, ki vpliva na donos eritromicina in morfolo§ko
diferenciacijo (Kirm in sod., 2013) in SACE_7301, ki omogoc¢a povecano transkripcijo
biosinteznega gena eryAl in gena za rezistenco ermE ter posledi¢no dvig produkcije
eritromicina (Wu in sod., 2014).

Objava celotnega genoma naravnega seva S. erythraea (Oliynyk in sod., 2007) je odprla
nove moznosti sistemskega preucevanja genoma omenjene aktinobakterije. Objavljene so
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bile tudi ze prve primerjalne genomske in transkriptomske S$tudije razli¢nih sevov S.
erythraea (Peano in sod., 2007; Marcellin in sod., 2013; Li in sod., 2013), proteom te
bakterije pa je zaenkrat Se slabo raziskan. Izrazanje genov ni vedno v korelaciji z
vsebnostjo proteinov, zato lahko s preu¢evanjem bioloskih procesov na nivoju proteoma
dobimo veliko dodatnih informacij (Thongboonkerd, 2007). Proteomika namre¢ preucuje
proteine, ki so nosilci funkcij (Lubec in sod., 2003). Poleg informacije o izrazanju
proteinov lahko z uporabo razli¢nih proteomskih orodij dobimo tudi informacije o njihovih
post-translacijskih modifikacijah in proteinskih interakcijah, kar daje Se boljsi vpogled v
dogajanje v celici oz. tkivu (Wetmore in Merrick, 2004). Iz literature je razvidno, da so
proteomski pristop ze uporabljali za preuCevanje biosinteze antibiotikov tudi pri
streptomicetah (Hesketh in sod., 2002; Kim in sod., 2005; Lu in sod., 2007; Orsaria in sod.,
1998; Vohradsky in sod., 2000).

V nasi raziskovalni nalogi smo se lotili preucevanja biosinteze eritromicina V
aktinobakteriji S. erythraea s proteomskimi in bioinformatskimi orodji. S pomo¢jo teh
orodij smo identificirali gene, ki imajo pomembno vlogo pri produkciji eritromicina. Z
metabolnim inZineringom izbranih genov (prekomerno izrazanje ali prekinitev genov) smo
nato pridobili rekombinantne seve S. erythraea in ugotavljali vpliv genskih sprememb na
produkcijo eritromicina.

1.1 NAMEN DOKTORSKE NALOGE

Namen doktorske naloge je, da bi z metodoloskim pristopom kombinacije proteomskih
orodij in bioinformatike dobili boljsi vpogled v relevantne razlike med izrazanjem
proteinov naravnega in visoko-donosnega seva. S tem bi lahko bolje razumeli kljuéne
metabolne poti in regulatorne mehanizme biosinteze eritromicina, ki vplivajo na povecan
donos eritromicina. S celovito analizo izrazanja odgovornih proteinov, poznavanjem
celotnega genoma in gojenjem sevov Vv industrijskih pogojih bomo lahko razvili nove
pristope h genski manipulaciji biosinteznih poti z namenom racionalnega izbolj$anja novih
sevov oz. pri nadaljnjih izboljSavah obstojecih industrijskih sevov, pri katerih klasi¢en
pristop ne omogoca ve¢ napredka ali pa je preve¢ zamuden.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Glede na dosedanje raziskave na podroc¢ju biosinteze eritromicina lahko postavimo sledece
hipoteze:
a) Da bomo uspeli razviti oziroma optimizirati gojisce, ki v veliki meri omogoca
povisan donos eritromicina in ob enem omogoca uspesno ekstrakcijo proteinov iz
celic S. erythraea za proteomsko analizo.

b) Da bomo s primerjalno proteomsko analizo lahko opazili razlike v proteomskem
profilu med naravnim sevom S. erythraea in visoko-donosnim industrijskim sevom.
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c) Dabomo na osnovi komparativne proteomske analize in s pomocjo bioinformatskih
orodij dolocili proteine oz. gene, ki potencialno lahko vplivajo na donos
eritromicina.

d) Da bomo s pomocjo prekomernega izrazanja nekaterih izbranih genov preverili
vpliv teh genskih homologov na donos eritromicina.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 AKTINOMICETE

Aktinomicete so aerobne po Gramu pozitivne nitaste bakterije, ki so klasificirane v red
Actinomycetales (Lechevalier in Lechevalier, 1981). Njihove znacilnosti so visoka
vsebnost nukleotidov G in C v genomu (60-70 %), tvorba substratnega in zranega
micelija, tvorba spor, rast v obliki hif in znacilen vonj po zemlji (Lechevalier in
Lechevalier, 1981; Sprusansky in sod., 2005). Aktinomicete so pomembni producenti
Stevilnih bioaktivnih sekundarnih metabolitov kot so antibiotiki, protitumorske spojine,
imunosupresivi in encimi. Izmed Stevilnih rodov aktinomicet so glavni producenti
komercialno pomembnih  biomolekul rodovi Streptomyces, Saccharopolyspora,
Amycolatopsis, Micromonospora in Actinoplanes (Solanki in sod., 2008).

Zivljenjski cikel aktinomicet obsega fazo substratnega micelija, fazo zraénega micelija in
fazo sporulacije (slika 1). 1z posamezne spore se razvijejo substratne hife, ki z
razras§€anjem po povrsSini in v samo podlago tvorijo substratni micelij. Pri razra$canju
substratnega micelija se tvorijo razvejani filamenti, ki se obCasno septirajo in nastanejo
podolgovate celice, ki vsebujejo nukleoide. Ko v okolju pride do pomanjkanja hranil, pride
do razvoja zra¢nih hif in tvori se zra¢ni micelij. Ko se hife nehajo podaljSevati, pride do
septacije in zra¢ni micelij se transformira v verigo spor (Klieneberger-Nobel, 1947,
Morris, 1951; Dahl, 2004; Angert, 2005).

o

\ substratni micelij

prosta spora o7 NS
ZHON

zracni micelij

2 oy

nastanek spor

Slika 1: Zivljenjski cikel aktinomicet (Angert, 2005: 222)
Figure 1: Actinomycete life cycle (Angert, 2005: 222)
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Celi¢na stena aktinomicet je rigidna struktura, ki vzdrzuje obliko celice in preprecuje lizo
celice zaradi visokega osmotskega tlaka (Manuselis in Mahon, 2007; Goodfellow in sod.,
1998). Celi¢no steno sestavljajo peptidoglikan, teihoi¢na in teihuronska Kislina ter
polisaharidi. Peptidoglikan sestavljajo verige alternirajocih polisaharidov N-acetil-d-
glukozamina, N-acetil-d-muramicne kisline in diaminopimeli¢ne kisline, kar je posebnost
v celi¢nih stenah prokariontov (Manuselis in Mahon, 2007; Davenport in sod., 2000).

2.1.1 Aktinomiceta Saccharopolyspora erythraea

Saccharopolyspora erythraea je po Gramu pozitivna nitasta bakterija, ki je bila sprva
identificirana kot Streptomyces erythraeus, leta 1987 pa so jo na podlagi
kemotaksonomskih lastnosti uvrstili v rod Saccharopolyspora (Labeda, 1987). Kljub
reklasifikaciji je biologija S. erythraea zelo podobna mikroorganizmom iz rodu
Streptomyces (morfologija, zivljenjski cikel). Po drugi strani je analiza genoma S.
erythraea leta 2007 razkrila pomembne razlike med njimi, tako v organizaciji genov kot
tudi v njihovih funkcijah. Genomi bakterij iz rodu Streptomyces so na primer linearni,
medtem ko ima S. erythraea krozni genom, podobno kot ve¢ina drugih aktinobakterij
(Oliynyk in sod., 2007).

S. erythraea sintetizira Siroko-spektralni makrolidni antibiotik eritromicin A, ki se
uporablja zlasti za zdravljenje okuzb, ki jih povzrocajo po Gramu pozitivne bakterije
(Staunton in Weissman, 2001). Spore S. erythraea se nahajajo v kratkih verigah, ki so
obi¢ajno rahlo spiralne oblike. Substratni micelij je obarvan svetlo rumenooranzno ali
rdecerjavo, odvisno od gojis¢a. Zra¢ni micelij je prav tako lahko v razli¢nih barvnih
odtenkih, od svetlo roza do rjavosivega, lahko tudi bel, spet odvisno od gojisca (slika 2). V
vecini gojis¢ nastaja roza-oranzno-rjav pigment. Melanin ne nastaja (Labeda, 1987).

Slika 2: Rast divjega tipa (levo) in visoko-donosnega seva S. erythraea (desno) na trdnem gojis¢u (osebni
viri)

Figure 2: Mycelium growth of wild type (left) and high-producing strain (right) of S. erythraea on solid
medim (personal sources)
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V tekofem gojiscu micelij lahko vidimo v treh oblikah: prosti micelij, skupki ali peleti
(slika 3). Katera oblika bo prevladovala, je odvisno od razli¢nih dejavnikov (sestava

gojisca, strizne sile, ki nastanejo zaradi meSanja, delez inokuluma) (Stocks in Thomas,
2001; Ghojavand in sod., 2011).

(a) b)

Slika 3: Primer razli¢ne morfologije S. erythraea: a) prosti micelij, b) skupek, c) pelet (Ghojavand in sod.,
2011: 568)

Figure 3. Example of different S. erythraea morphology: a) free dispersed mycelium, b) clump, c) pellet
(Ghojavand et al., 2011: 568)

Genom naravnega seva S. erythraea NRRL 23338 je krozen, velik je 8.212.805 bp,
povprecna vsebnost GC parov pa je 71,1 %. Genom vsebuje vsaj 25 genskih skupin za
biosintezo sekundarnih metabolitov. Razporeditev teh genskih skupin po kromosomu ni
enotna; le 4 (vklju¢no z gensko skupino za biosintezo eritromicina) se nahajajo v osrednji

regiji, ki vsebuje veCino esencialnih genov, ostale genske skupine pa so zunaj osrednje
regije (Oliynyk in sod., 2007).

2.2 BIOSINTEZA POLIKETIDOV

Poliketidi so zelo raznolika skupina medicinsko pomembnih bioaktivnih spojin, ki jih
proizvajajo bakterije, glive in rastline. Vecino znanih poliketidov proizvajajo aktinomicete.
Mednje uvrSCamo antibiotike (eritromicin A, rifampicin S), protirakaste spojine
(doksorubicin, epotilon), fungicide (amfotericin B), insekticide (spinozin A) in
imunosupresive (rapamicin) (Shen, 2003; Weissman in Leadley, 2005). Poliketidi niso
nujno potrebni za rast, ampak mikroorganizmu omogocajo selektivno prednost (Firn in
Jones, 2003).

Glavni koraki biosinteze poliketidov so:

- oskrba z gradniki,
- biosinteza poliketidne verige,
- post-PKS reakcije.
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2.2.1 Oskrba z gradbenimi enotami za biosintezo poliketidov

Izjemna strukturna raznolikost poliketidov je rezultat uporabe razlicnih zacetnih in
podaljSevalnih enot, variacij in Stevila podaljSevalnih enot, ki se vgradijo v poliketidno
verigo, razlicnega oksidacijskega stanja nastalih B-keto skupin in nacina sprostitve verige
(ciklizacija, hidroliza) (Moore in Hertweck, 2002; Austin in Noel, 2003; Grunewald in
Marahiel, 2006). Najbolj pogoste gradbene enote pri bakterijskih PKS so na CoA-vezane
gradbene enote, in sicer: malonil-CoA, acetil-CoA, propionil-CoA, (2S)-metilmalonil-
CoA, (25)-etilmalonil-CoA in kloroetilmalonil-CoA. Koencim A (CoA) ima pri biosintezi
poliketidov vlogo prenasalca karboksilnih kislin (Chan in sod., 2009).

Malonil-CoA

Malonil-CoA je pri Stevilnih organizmih prva stopnja v biosintezi mascobnih Kislin.
Procesa biosinteze mas€obnih kislin in biosinteze poliketidov sta evolucijsko sorodna, zato
ni presenetljivo, da je malonil-CoA tudi najbolj pogosta podaljSevalna enota pri biosintezi
poliketidov, znacilna je pri vseh treh tipih PKS. Malonil-CoA lahko nastane preko dveh
razlicnih metabolnih poti. Bolj obi¢ajna je pot nastanka preko karboksilacije acetil-CoA z
acetil-CoA karbosilazami (ACC), druga pot pa vkljuCuje direktno pretvorbo malonata v
malonil-CoA s pomocjo malonil-CoA sintaze (Chan in sod., 2009).

Delovanje acetil-CoA karboksilaz je odvisno od prisotnosti biotina in ATP (Tong, 2005).
Ti encimi imajo tri komponente: biotin karboksilazo (BC), biotin karboksil prenaSalni
protein (BCCP) in karboksiltransferazo (CT). BC katalizira ATP-odvisno aktivacijo
bikarbonata in posledi¢no karboksilacijo N1 atoma prosteticne skupine biotina. Ko pride
do nastanka karboksil-BCCP intermediata, CT aktivira metilno skupino acetil-CoA za
nukleofilni napad aktivirane karboksilne skupine, ki je vezana na BCCP. Posledi¢no pride
do prenosa karboksilne skupine na acetil-CoA in nastane malonil-CoA (Chan in sod.,
2009).

Drugi mehanizem za nastanek malonil-CoA je direktna kondenzacija malonata in CoA s
pomoc¢jo malonil-CoA sintetaze. Ta metabolna pot ni dominantna pot pri nastajanju
malonil-CoA in je prisotna le pri nekaterih bakterijah (Kim, 2002). Predvidevajo, da
malonat, ki je potreben za to reakcijo, nastaja pri razgradnji pirimidinov (An in Kim, 1998;
Aninsod., 1999).

Propionil-CoA

Propionil-CoA lahko nastane z B-oksidacijo lihih in razvejanih mascobnih kislin, z
razgradnjo aminokislin izolevcina, metionina ali valina oziroma z razgradnjo holesterola
(Gottschalk, 1986). Poleg tega lahko propionil-CoA nastane tudi z vgradnjo propionata iz
okolja, ki ji sledi tioesterifikacija s CoA s pomocjo acil-CoA ligaze (Horswill in Escalante-
Semerena, 1999). V industrijska gojis¢a za produkcijo eritromicina se kot prekurzor
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propionil-CoA pogosto dodajata n-propanol ali propionat (Marini in Teatini, 1973;
Sanchez in sod., 1984; Potvin in Peringer, 1993).

Propionil-CoA lahko vstopi v celi¢ni metabolizem preko razli¢nih poti, ena od takih je
karboksilacija propionil-CoA v (2S)-metilmalonil-CoA. To reakcijo katalizira propionil-
CoA karboksilaza (PCC), ki je od ATP in biotina odvisen encimski kompleks. PCC je po
mehanizmu delovanja podoben encimu ACC (pri S. coelicolor je o podenota encima PCC
enaka o podenoti encima ACC) (Diacovich in sod., 2004).

Drug mehanizem za Kkarboksilacijo propionil-CoA pa vkljuuje metilmalonil-CoA
transkarboksilazo (Northrop, 1969). Ta encim karboksilacijo propionil-CoA Katalizira z
uporabo oksalacetata kot karboksilnega donorja, pri tem pa nastaneta (2S)-metilmalonil-
CoA in piruvat (Chan in sod., 2009).

(2S)-Metilmalonil-CoA

(2S)-Metilmalonil-CoA je druga najbolj pogosta podaljSevalna enota pri biosintezi
poliketidov. (2S)-Metilmalonil-CoA je sicer zelo pogost primarni metabolit, a kot
podaljSevalna enota pri biosintezi poliketidov je znacilen le pri PKS tipa I (Chan in sod.,
2009).

Poznane so stiri biosintezne poti (2S)-metilmalonil-CoA (slika 4) (Chan in sod., 2009; Erb
in sod., 2007):

- karboksilacija propionil-CoA,

- prerazporeditev in epimerizacija sukcinil-CoA,

- razgradnja valina in

- veéstopenjska pretvorba acetoacil-CoA v (2S)-metilmalonil-CoA preko metabolne
poti etilmalonil-CoA.

Metabolne sposobnosti seva in vir ogljika, na katerem mikroorganizem raste, dolocijo
katera pot nastanka (2S)-metilmalonil-CoA bo prevladujo¢a (Chan in sod., 2009; Du in
Chen, 2007).
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Slika 4: Prikaz metabolnih poti, ki omogoc¢ajo nastanek (2S)-metilmalonil-CoA in (2S)-etilmalonil-CoA; ti
dve podaljsevalni enoti sta obkrozeni s polno ¢rto, zacetni metaboliti, iz katerih nastaneta so obkroZeni s
¢rtkano ¢rto (okrajSave: ICM = izobutiril-CoOA mu mutaza, BCC = butiril-CoA karboksilaza, PCC =
propionil-CoA karboksilaza, CCR = krotonil-CoA karboksilaza/reduktaza, PHB = polihidroksibutirat, MCR
= metilmalonil-CoA racemaza (epimeraza)), MCM = metilmalonil-CoA mutaza, MM-CoA TC =
metilmalonil-CoA transkarboksilaza) (Chan in sod., 2009: 35)

Figure 4: Metabolic pathways leading to the formation of (2S)-methylmalonyl-CoA and (2S)-ethylmalonyl-
CoA,; these two extender units are in solid boxes, starting metabolites that can lead to these extender units are
in dashed boxes (abbreviations: ICM = isobutyryl-CoA mutase, BCC = butyryl-CoA carboxylase, PCC =
propionyl-CoA carboxylase, CCR = crotonyl-CoA carboxylase/reductase, PHB = polyhydroxybutyrate,
MCR = methylmalonyl-CoA racemase (epimerase), MCM = methylmalonyl-CoA mutase, MM-CoA TC =
methylmalonyl-CoA transcarboxylase) (Chan et al., 2009: 35)

Propionil-CoA je zelo pogost metabolni prekurzor za nastanek (2S)-metilmalonil-CoA
(podroben opis metabolnih poti preko katerih iz propionil-CoA nastane (2S)-metilmalonil-
CoA je nastraneh 7 in 8).
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Sukcinil-CoA je drugi prekurzor, iz katerega lahko nastane (2S)-metilmalonil-CoA. Eden
najpogostejsih virov za sukcinil-CoA je cikel trikarboksilnih kislin (TCA). Pretvorba
sukcinil-CoA v (2S)-metilmalonil-CoA je dvostopenjski proces. Najprej metilmalonil-CoA
mutaza prerazporedi sukcinil-CoA v (2R)-metilmalonil-CoA. Ta ima nepravilno
stereokemijo za vgradnjo v poliketide, zato sledi pretvorba v (2S)-metilmalonil-CoA, ki jo
katalizira metilmalonil-CoA epimeraza (Hunaiti in Kolattukudy, 1984; Chan in sod.,
2009).

Ali bo mikroorganizem uporabil propionil-CoA ali sukcinil-CoA kot prekurzor za (2S)-
metilmalonil-CoA je odvisno od rastnih pogojev mikroorganizma. Ugotovili so, da lahko
mikroorganizem, npr. S. erythraea, uporabi tako propionat kot sukcinat. Ko so prekinili
gen za propionil-CoA karboksilazo ali metilmalonil-CoA mutazo (vsakega posebej), je S.
erythraea vseeno sintetizirala eritromicin (Donadio in sod, 1996; Reeves in sod., 2006).
Reeves in sod. (2006) so ugotovili, da se je produkcija eritromicina povecala za 126 %, Ce
je imel sev S. erythraea prekinjen gen za metilmalonil-CoA mutazo in je kot vir ogljika
uporabljal ogljikove hidrate. Nasprotno pa, ¢e so isto mutanto gojili na gojis¢u, ker je
glavni vir ogljika olje, se je produkcija eritromicina zmanjsala za 66 %. Ti rezultati
nakazujejo variabilnost v uporabi metabolnih prekurzorjev v odvisnosti od rastnih pogojev.

Pri nastanku (2S)-metilmalonil-CoA preko razgradnje valina se L-valin lahko razgradi
preko dveh razliénih metabolnih poti (slika 9). Prva pot (A) poteka preko razgradnje L-
valina do izobutiril-CoA, ta pa se naprej pretvori v propionil-CoA. Sledi karboksilacija
propionil-CoA v (2S)-metilmalonil-CoA (reakcijo katalizira PCC). Tudi pri drugi poti (B)
se najprej L-valin razgradi do izobutiril-CoA, temu pa sledi pretvorba v (2S)-metilmalonil-
CoA preko intermediata metilmalonil-CoA semialdehid. Studije so pokazale, da je pri
aktinomicetah znacilna druga pot razgradnje valina (Pospisil in sod., 1983; Reynolds in
sod., 1988; Sherman in sod., 1986; Vrijbloed in sod., 1999). Carata in sod. so s selekcijo na
rifampicinu pridobili mutante (rif mutante), ki so imele zviSan nivo regulacije poti
razgradnje valina, ki pri biosintezi eritromicina zagotavlja oskrbo s propionil-CoA.
Posledicno so imele rif mutante 4-krat vi§jo produkcijo eritromicina v primerjavi s
kontrolnim sevom (Carata in sod., 2009).

Pri S. cinnamonensis, ki producira monenzin A in B, so odkrili e dodaten vir za nastanek
(2S)-metilmalonil-CoA. Gre za metabolno pot, pri kateri ima klju¢no vlogo krotonil-CoA
karboksilaza/reduktaza (CCR) (Liu in Reynolds, 1999; Liu in Reynolds, 2001; Li in sod.,
2004). Pri tej poti, ki je kasneje dobila ime »pot etilmalonil-CoAx, se dve enoti acetil-CoA
kondenzirata v acetoacetil-CoA, sledi dvostopenjska konverzija v krotonil-CoA. CCR
katalizira pretvorbo krotonil-CoA v etilmalonil-CoA. Sledi reakcija prerazporeditve in
nastanek metilsukcinil-CoA, v naslednjem koraku redukcija do mezakonil-CoA in potem
hidratacija ter nastanek p-metilmalil-CoA. p-metilmalil-CoA/L-malil-CoA ligaza nato
generira glioksilat in propionil-CoA, ki se preko karboksilacije propionil-CoA (PCC)
pretvori v (2S)-metilmalonil-CoA (Erb in sod., 2007).



Karni¢ar K. Proteomski pristop za §tudij biosinteze eritromcina pri aktinobakteriji Saccharopolyspora erythraea. 11
Dok. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

(2S)-Etilmalonil-CoA

Stevilni poliketidi, ki jih sintetizirajo PKS tipa I, pri biosintezi uporabljajo podaljsevalno
enoto (2S)-etilmalonil-CoA. Primeri so tilozin (Omura in sod., 1977), monenzin A (Day in
sod., 1973), spiramicin (Inoue in sod., 1983). Dolgo je veljalo, da je butiril-CoA edini
direktni prekurzor za sintezo (2S)-etilmalonil-CoA. Kot je omenjeno zgoraj, so pred
kratkim potrdili obstoj alternativne metabolne poti etilmalonil-CoA, pri kateri ima encim
krotonil-CoA reduktaza (CCR) klju¢no vlogo pri nastanku (2S)-etilmalonil-CoA. V tej
metabolni poti se krotonil-CoA direktno pretvori v (2S)-etilmalonil-CoA (Erb in sod.,
2009). V metabolni poti, v Kateri je prekurzor butiril-CoA, lahko le-ta izvira iz razgradnje
L-valina ali iz B-oksidacije mas¢obnih kislin (Chan in sod., 2009).

2.2.2 Biosinteza poliketidne verige

Biosinteza poliketidne verige poteka na multiencimskih kompleksih, t.i. poliketid sintazah
(PKS). PKS Katalizirajo zaporedne reakcije dekaboksilacijskih kondenzacij med derivati
tioesterificiranih malonatov in acil tioestrov (Chan in sod., 2009). Razlicne PKS
omogocajo biosintezo poliketidov z veliko strukturno raznolikostjo. PKS kontrolirajo
Stevilo ter tip podaljSevalne enote, pa tudi obseg in stereokemijo redukcije v vsakem ciklu.
Poleg tega so produkti PKS podvrzeni nadaljnjim t.i. post-PKS encimom, kot so
glikozilaze, metiltransferaze in oksidaze, ki prispevajo k Se ve¢ji strukturni raznolikosti
konénih spojin  (Weissman in sod., 1998). Kljuéne encimske domene PKS so
aciltransferaza (AT), ketosintaza (KS) in acil prenaSalni protein ACP. Domena AT
prepozna ustrezno podaljSevalno enoto in jo veze na ACP. Domena ACP deluje kot
fleksibilna roka in prenasa rastoco verigo po encimskem kompleksu. Domena KS katalizira
reakcijo dekarboksilacijske kondenzacije med podalj$evalno enoto in rastoco verigo. Poleg
esencialnih domen imajo PKS lahko Se dodatne reduktivne domene, to so ketoreduktaza
(KR), dehidrataza (DH) in enoil reduktaza (ER), ki omogocajo razli¢no stopnjo redukcije
pri kondenzaciji nastalih B-keto skupin (Staunton in Weissman, 2001; Katz in McDaniel,
1999).

V grobem loc¢imo 3 tipe bakterijskih PKS: PKS tipa I, PKS tipa II in PKS tipa III (slika 5).

PKS tipa | so veliki vecdomenski modularni proteini, ki vsebujejo ve¢ kot 30 encimskih
aktivnosti. Encimske domene PKS so prisotne na eni polipeptidni verigi in so organizirane
v t.i. module (Katz in Ashley, 2005). PKS tipa | ponovno lahko razdelimo v dve skupini:
modularne, pri katerih se posamezni modul uporabi le za en korak podaljSevanja
poliketidne verige in iterativne, pri katerih se isti modul uporabi v ve¢ podalj$evalnih ciklih
(Staunton in Weissman, 2001). Najbolje poznani poliketidi, ki imajo modularne PKS so
eritromicin A, rapamicin, monensin A, amfotericin B, avermektin (Weissman in Leadley,
2005). Iterativni PKS so znacilni za glive, primer tega sistema so PKS, ki sodelujejo pri
biosintezi lovastatina (Chan in sod., 2009).
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PKS tipa II so sestavljeni iz ve¢ mono- ali bifunkcionalnih encimov, ki se uporabijo v vec¢
podaljsevalnih ciklih (iterativni PKS) (Seow in sod., 1997). Pri biosintezi PKS tipa Il v
prvi fazi med zacetnimi in podaljSevalnimi enotami potekajo zaporedne reakcije
kondenzacij, ki omogocajo nastanek linearnega poliketonskega intermediata. Temu sledita
specificna redukcija in ciklizacija, ki omogocata nastanek cikli¢ne aromatske strukture. Te
se potem Se nadalje modificirajo z razlicnimi encimi, da nastanejo biolosko aktivne oblike
(Shen, 2000). Ti poliketidi so razsirjeni med bakterijami, glivami in rastlinami. Stevilni
med njimi imajo medicinsko pomembne bioloSke aktivnosti, najbolj znani so tetraciklinski
antibiotiki (Shen, 2000; Seow in sod., 1997; Javidpour in sod., 2011).

V primerjavi s PKS tipa I in 1l so encimi PKS tipa 1l majhni in enostavni, vseeno pa vse
imajo vse kataliti¢ne funkcije potrebne za podaljSevanje in ciklizacijo poliketidne verige.
So homodimerni encimi, eno samo aktivno mesto vsakega monomera katalizira nalaganje
gradnikov, podaljSevanje in ciklizacijo. PKS tipa III so razSirjeni med rastlinami,
bakterijami in glivami. Sintetizirajo Stevilne spojine kot so kalkoni, pironi, stilbeni in
floroglukinoli. Bakterijske PKS tipa III so razdeljene v pet skupin, Stevilne so bile
identificirane pri bakterijah rodu Streptomyces (Yu in sod., 2012).

PKS tipa I in II uporabljajo acil prenasalni protein za aktivacijo acil-CoA substratov in za

prenasanje rastoCe poliketidne verige, PKS tipa III pa nimajo ACP in delujejo direktno na
substrate acil-CoA (slika 5) (Shen, 2003).
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Slika 5: Strukture in mehanizmi bakterijskih PKS: (a) PKS tipa | sestavljajo neiterativne domene, primer je
DEBS za biosintezo eritromicina; (b) PKS tipa Il sestavljajo iterativne domene, primer je TomKLM za
biosintezo tetracenomicina; (c) PKS tipa Il sestavlja ena iterativna domena, primer je RppA za biosintezo
flavolina (Shen, 2003: 286).

Figure 5: Stuctures and mechanisms of bacterial PKSs: (a) type | PKS consisting of non-iteratively acting
domains as exemplified by DEBS for erythromycin; (b) type Il PKS consisting of iteratively acting subunits
as exemplified by TomKLM for tetracenomycin; (c) type 111 PKS consisting of an iteratively acting single
subunit as exemplified by RppA for flavolin (Shen, 2003: 286).

2.3 ERITROMICIN A

Eritromicin A je poliketidni antibiotik makrolidnega tipa. Znacilnost makrolidnih
antibiotikov je laktonski obro¢, ki je sestavljen iz 12, 14 ali 16 atomov. Eritromicin ima 14-
Clenski obro¢, na katerega sta pripeta 2 deoksisladkorja, kladinoza (3-O-metilmikaroza) in
desozamin (slika 6) (Rawlings, 2001; Staunton in Wilkinson, 1997).
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Slika 6: Kemijska struktura eritromcina A (Weissman in Leadley, 2005: 926)
Figure 6: Chemical structure of erythromycin A (Weissman and Leadley, 2005: 926)

Eritromicin A so prvi¢ izolirali leta 1952 iz aktinomicete Saccharolpoyspora erythaea
(McGuire in sod., 1952). Poleg S. erythraea eritromicin proizvaja tudi aktinomiceta
Aeromicrobium erythreum. A. erythreum je enoceli¢ni organizem, ki v primerjavi z S.
erythraea raste hitreje, je bolj enostaven za gojenje in ga je lazje transformirati. Za
komercialno produkcijo eritromicina se sicer uporablja le S. erythraea (Miller in sod.,
1991; Brikun in sod., 2004).

Eritromicin A se v medicini uporablja proti okuzbam, ki jih povzrocajo po Gramu
pozitivne bakterije. Uporablja se tudi kot alternativa za paciente, ki so alergi¢ni proti
penicilinu (Staunton in Wilkinson, 1997). Deluje tako, da se veze na bakterijski ribosom in
posledi¢no prepreci sintezo proteinov. Visoka afiniteta za bakterijske ribosome in visoko
ohranjena struktura med razlicnimi bakterijskimi druzinami omogoc¢a makrolidom
Sirokospektralno aktivnost (Katz in Ashley, 2005).

2.3.1 Genska skupina za bisintezo eritromicina

Genska skupina za biosintezo eritromicina v genomu S. erythraea vsebuje 20 genov (slika
7). Geni eryA so odgovorni za biosintezo poliketidne verige (eryAl, eryAll, eryAlll), geni
eryB za biosintezo in pritrditev mikaroze na makrolidni obro¢ (eryBll-eryBVIl), geni eryC
pa za biosintezo in pritrditev desosamina na makrolidni obro¢ (eryCl-eryCVI). Geni eryF,
eryG in eryK kodirajo encime za pozne stopnje biosinteze eritromicina. V genski skupini
se nahaja Se gen ermE, ki kodira rRNA metilazo (za eritromicinsko rezistenco v
gostiteljskem organizmu). Poleg tega sta v genski skupini Se dva odprta bralna okvirja:
orf5, ki kodira domnevno tioesterazo tipa Il in orf21 (Reeves in sod., 1999; Gaisser in sod.,
1997; Haydock in sod., 1991).

V osrednjem delu genske skupine za biosintezo eritromicina se nahajajo geni eryAl, eryAll
in eryAlll, ki kodirajo PKS tipa | (Caffrey in sod., 1992; Donadio in sod., 1991). Levo od
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osrednje regije se nahajata dva gena eryB (eryBIl in eryBIll), trije geni eryC (eryCl,
eryCll, eryClIl), dva gena za pozne stopnje biosinteze eritromicina, eryF (kodira C-6
hidroksilazo) in eryG (kodira O-metiltransferazo) ter geni ermk, eryBl (kodira -
glukozidazo) in orf5 (kodira domnevno tioesterazo tipa Il). Desno od osrednje regije se
nahajajo Stirje geni eryB (eryBIV-eryBVII), trije geni eryC (eryCIV-eryCVI) in eryK, Ki
kodira C-12 hidroksilazo (Stassi in sod., 1993; Reeves in sod., 1999).

Genska skupina za biosintezo eritromicina se prepisuje v obliki Stirih policistronskim
MRNA: eryAl-eryG, eryBIV-eryBVII, eryBVI-eryBVII in eryBlll-eryF. Identificirali so tudi
dve wvecji promotorski regiji, ki omogocata prepisovanje genov za biosintezo
deoksisladkorjev desno od osrednje regije. Ti promotorski regiji omogocata sintezo
prekrivajo¢ih prepisov; prvi se zaéne navzgor od eryBIV in se razteza do eryBVII
(priblizno 8 kb), drugi pa se zacne pri eryBVI in se razteza do eryBVII (priblizno 4,8 kb)
(Reeves in sod., 1999).
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Slika 7: Shematski prikaz genske skupine za biosintezo eritromicina (Staunton in Weissman, 2001: 387)
Figure 7: Organization of the gene cluster for erythromycin biosynthesis (Staunton and Weissman, 2001:
387)

2.3.2 Biosinteza eritromicina

Biosinteza eritromicina poteka s pomocjo poliketid sintaz tipa 1 (poglavje 2.2.2).
Biosintezo eritromicina lahko razdelimo v dve fazi. V prvi fazi PKS tipa | katalizira
zaporedne kondenzacije ene enote propionil-CoA in Sestih enot metilmalonil-CoA.
Nastane makrolidni intermediat 6-deoksieritronolid B (6-dEB). V drugi fazi (post-PKS
reakcije) pride do serije modifikacij 6-dEB, ki jih katalizirajo encimi hidroksilaze, glikozil
transferaze in metil transferaze in nastane eritromicina A (Staunton in Wilkinson, 1997).
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Biosinteza eritromicina lahko potece, ¢e so na voljo ustrezne izhodne spojine (zacetna
enota propionil-CoA, podaljSevalne enote metilmalonil-CoA, glukoza), donorji
funkcionalnih skupin (S-adenozil-L-metionin), NADPH in kofaktorji (dvovalentni kovinski
ioni). Te molekule v celicah nastajajo v reakcijah primarnega metabolizma (Weissman in
sod., 1995; Fontecave in sod., 2004; Takanashi in sod., 2006).

2.3.2.1 Oskrba z gradbenimi enotami za biosintezo eritromicina

Za nastanek intermediata 6-dEB pri biosintezi eritromicina sta klju¢ni zaéetna enota
propionil-CoA in podaljSevalna enota (2S)-metilmalonil-CoA. Propionil-CoA skupaj s
Sestimi molekulami (2S)-metilmalonil-CoA omogoca nastanek aglikona 6-dEB. Pogosto je
propionil-CoA tudi metabolni prekurzor za (2S)-metilmalonil-CoA (podroben opis
nastanka propionil-CoA in (2S)-metilmalonil-CoA je v poglavju 2.2.1).

Poleg teh sta za biosintezo eritromicina nujno potrebni S$e spojini TDP-4-keto-6-
deoksiglukoza (za biosintezo deoksisladkorjev) in S-adenozil-L-metionin, ki pri razli¢nih
reakcijah sodeluje kot donor metilne skupine (Takahashi in sod., 2006; Fontecave in sod.,
2004).

TDP-4-keto-6-deoksiglukoza

Timidin difosfat-4-keto-6-deoksiglukoza (TDP-4-keto-6-deoksiglukoza) je izhodna spojina
za sintezo obeh deoksisladkorjev, ki sodelujeta pri biosintezi eritromicina (L-mikaroza, D-
desozamin). Nastane iz TDP-D-glukoze, ta pa nastane iz glukoze-1-fosfata in timidin
trifosfata (TTP) (Takahashi in sod., 2006). Glukoza-1-fosfat se pri bakterijah sintetizira iz
glukoze-6-fosfat, reakcijo katalizira encim fosfoglukomutaza (slika 8) (Joshi in Handler,
1964; Adhya in Schwartz, 1971; Rimmele in Boos, 1994; Boos in Shuman, 1998;
Andersson in Radstrom, 2002; White-Phillip in sod., 2009). Glukoza-6-fosfat se sintetizira
iz glukoze z encimom glukokinaza, ki za delovanje potrebuje donor fosfatne skupine
(ATP, GTP ali UTP) in dvovalentni kovinski ion. Bakterijske glukokinaze imajo zelo ozko
specifi¢nost do substrata, izrazanje encima pa se inducira le z glukozo. Glukoza-6-fosfat se
lahko sintetizira tudi preko drugih metabolnih poti, npr. z razgradnjo nekaterih drugih
sladkorjev (Goward in sod., 1986; Buckley in Hamilton, 1994; Rimmele in Boos, 1994;
Meyer in sod., 1997; Hansen in sod., 2002; Zheng in sod., 2012).
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Slika 8: Sinteza TDP-4-keto-6-deoksi-D-glukoze (White-Phillip in sod., 2009: 16, 18)
Figure 8: Synthesis of TDP-4-keto-6-deoxy-D-glucose (White-Phillip et al., 2009: 16, 18)
Z encimom glukoza-1-fosfat timidilil transferaza se potem glukoza-1-fosfat pretvori v
TDP-D-glukozo. Na aktivno mesto glukoze-1-fosfat timidilil transferaze se najprej veze
TPP, nato pa Se glukoza-1-fosfat. Ob prisotnosti Mg** nastaneta TDP-D-glukoza in
pirofosfat (Ma in sod., 1997; Sivaraman in sod., 2002; Han in sod., 2006). Sledi pretvorba
TDP-D-glukoze v TDP-4-keto-6-deoksiglukozo z reakcijo, ki jo katalizira encim TDP-D-
4,6-dehidrataza (Lombo in sod., 1997; Doumith in sod., 2000). Pretvorba potece v dveh
fazah. V prvi fazi pride do oksidacije hidroksilne skupine na ogljikovem atomu sladkorja v
keto skupino, pri tem se odcepljeni vodikov ion reducira iz NAD" v NADH. V drugi fazi se
odcepi hidroksilna skupina iz Sesetga ogljikobega atoma in po vezavi vodikovega atoma z
NADH nastane metilna skupina in s tem kon¢ni produkt (Vara in Hutchinson, 1988; Allard
in sod., 2004). Aktivnost encima TDP-D-4,6-dehidrataze je regulirana s fosforiliranimi
timidin nukleotidi (TTP, TDP in TMP), pri ¢emer jo najmocneje inhibira TDP (Wang in
Gabriel, 1969; Zarkowsky in sod., 1970; Thompson in sod., 1992).

S-adenozil-L-metionin

S-adenozil-L-metionin (SAM) je izredno pomemben donor metilne skupine pri t.i. post-
PKS reakcijah biosinteze eritromicina, ki jih katalizirajo metiltransferaze EryBIIl, EryCVI,
EryF in EryG (Fontecave in sod., 2004). SAM se sintetizira iz L-metionina in ATP,
reakcijo katalizira encim metionin adenozil-transferaza. Adenozilna skupina se iz ATP
prenese na L-metionin in nastane sulfonijev ion, ki je visokoenergijski reagent in lahko
prenese metilno skupino na substrat. Poleg SAM v reakciji nastanejo Se pirofosfat (PP;) in
anorganski fosfat (P;). Za sam potek reakcije encim metionin adenozil-transferaza
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potrebuje ¢ Mg?* in K ione (Cantoni, 1953; Lombardini in sod., 1973; Chiang in
Cantoni, 1977; Mato in sod., 1997; Gonzalez in sod., 2000; Lu, 2000).

2.3.2.2 Biosinteza eritromicinske poliketidne verige

Strukturni PKS geni za biosintezo prvega makrolidnega intermediata (6-dEB) so trije
veliki odprti bralni okvirji; eryAl, eryAll in eryAlll (slika 9) (Cortes in sod, 1990; Bevitt in
sod., 1992). Kodirajo tri ogromne multiencimske polipeptide DEBS 1, DEBS 2 in DEBS 3.
Vsak od proteinov DEBS ima ve¢ funkcionalnih enot oz. t.i. modulov, vsak od modulov pa
ve¢ domen. Vsaka domena ima svojo kataliticno funkcijo. Povezovalne regije med
domenami vzdrzujejo pravilno topologijo aktivnosti za kooperativnost v biosintetskih
procesih. Povezovalne regije so dolge do 100 aminokislinskih ostankov, bogate so z
alaninom, prolinom in nabitimi aminokislinskimi ostanki (Bevitt in sod., 1992).
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Slika 9: Organizacija domen eritromicinske PKS (Staunton in Weissman, 2001: 389)
Figure 9: Domain organization of the erythromycin PKS (Staunton and Weissman, 2001: 389)
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Biosinteza 6-dEB se pri¢ne na zacetnem oz. nana$alnem modulu, ki vsebuje domeni AT in
ACP. Domena AT prepozna in veze zacetno enoto propionil-CoOA na ACP. Nato AT
prvega podaljSevalnega modula prepozna in veze podaljSevalno enoto metilmalonil-CoA
na ACP modula 1. Med propionil-CoA (na nanaSalnem modulu) in metilmalonil-CoA (na
podaljsevalnem modulu 1) pride do nastanka C-C vezi z dekarboksilativno kondenzacijo,
ki jo katalizira domena KS. Sledi redukcija nastale B-karbonilne skupine, ki jo katalizira
domena KR, v B-hidroksilno skupino. Na modulu 2 se enako zaporedje reakcij ponovi, le
da se veriga prenese z ACP modula 1. Na modulu 3 ni reduktivne domene, zato je konéni
produkt B-karbonilna skupina. Modul 4 ima vse tri reduktivne domene KR, DH in ER, tako
da se najprej ponovijo reakcije do nastanka B-hidroksilne skupine, sledi redukcija z DH, ki
katalizira nastanek dvojne vezi z dehidracijo in redukcija z ER, ki reducira dvojno vez do
nastanka enojne C-C vezi. Modula 5 in 6 imata samo eno reduktivno domeno KR, tako da
v obeh primerih pride do redukcije do B-hidroksilne skupine. V zadnji reakciji na modulu 6
se nastala veriga prenese z ACP na domeno TE, ki omogoca sprostitev verige in ciklizacijo
v makrolakton 6-dEB (Cortes in sod., 1990; Donadio in sod., 1991; Caffrey in sod., 1992;
Donadio in Katz, 1992; Aparicio, 1994; Pereda in sod., 1998; Staunton, 1998; Tang in
sod., 2006; Tang in sod., 2007; Cane, 2010).

2.3.2.3 Post-PKS reakcije

Post-PKS reakcije so pozne stopnje biosinteze eritromicina, v katerih se biolosko neaktivna
molekula 6-dEB pretvori v molekulo z antibioti¢no aktivnostjo (eritromicin A). S pomocjo
encima citokrom P450 hidroksilaza (EryF) najprej potece hidroksilacija na mestu C-6 in
nastane eritronolid B. Sledi pripenjanje sladkorja, L-mikaroze, na C-3 hidroksilno skupino,
ki ga katalizira encim TDP-mikaroza glikoziltransferaza (EryBV). V naslednjem koraku se
na C-5 hidroksilno skupino pripne D-desozamin s pomoc¢jo encima TDP-desozamin
glikoziltransferaze (EryClIl), pri ¢emer nastane eritromicin D. 1z eritromicina D lahko nato
nastane eritromicin C ali eritromicin B, odvisno od tega ali najprej pote¢e hidroksilacija
(citokrom P450 hidroksilaza EryK) na mestu C-12, ki vodi v nastanek eritromicina C ali pa
O-metilacija (O-metil transferaza EryG) na mestu C-3 hidroksilne skupine sladkorja
mikaroze, kar vodi v nastanek eritromicina B. V obeh primerih v zadnji stopnji nastane
eritromicin A, bodisi s hidroksilacijo eritromicina B ali z O-metilacijo eritromicina C)
(slika 10) (Staunton in Wilkinson, 1997). 1200-1900-kratna preferenca encima EryK za
eritromicin C kaze, da je pot preko eritromicina C dominantna.
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Slika 10: Pozne stopnje biosinteze eritromicina A (EA = eritromicin A, EC = eritromicin C, EB = eritromicin
B, ED = eritromicin D) (Carerras in sod., 2002: 218)

Figure 10: Post PKS biosynthesis of erythromycin A (EA = erythromycin A, EC = erythromycin C, EB =
erythromycin B, ED = erythromycin D) (Carerras et al., 2002: 218)

2.4 REGULACUA BIOSINTEZE POLIKETIDOV

Biosinteza antibiotikov in drugih sekundarnih metabolitov je regulirana preko interakcij
globalnih in pot-specifi¢nih regulatorjev, ki aktivirajo ali inhibirajo izraZanje odgovornih
genov (Santos-Beneit in sod., 2009). Globalni regulatorji delujejo glede na fazo rasti in
razmere v okolju, na podlagi tega potem regulirajo en ali ve¢ fizioloSkih procesov v celici.
Pot-specificni regulatorji pa regulirajo eno specificno funkcijo (Chater in Horinouchi,
2003; Bibb, 2005).

.....

produkcija zacne v stacionarni fazi, obicajno takrat ko zmanjka hranil (Bibb, 2005). Geni,
Ki nosijo zapis za biosintezo sekundarnih metabolitov, se v veini primerov nahajajo v
genskih skupinah (Bentley in sod., 2002; Ikeda in sod., 2003; Schwecke in sod., 1995).
Vecina teh genskih skupin vsebuje tudi gene za rezistenco na antibiotik in pot-specifi¢ne
regulatorne gene, ki regulirajo prepisovanje genov iz skupine, v kateri se nahajajo (Yang in
sod., 1995; Cundliffe, 2006). Nekateri od teh genov so odgovorni tudi za tvorbo zra¢nega
micelija in spor (Chater in Horinouchi, 2003; Elliot in Talbot, 2004).
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Zacetek biosinteze antibiotikov je lahko tudi odziv na okoljske dejavnike kot so fosfatni
ioni, koncentracija kisika, viri ogljika in dusSika, pa tudi razli¢ne spremembe v temperaturi
in pH (Sanchez in sod., 2010).

2.4.1 Globalna (pleiotropna) regulacija biosinteze poliketidov

Globalna regulacija vpliva na Stevilne celicne procese, tako v primarnem kot tudi v
sekundarnem metabolizmu. Deluje torej na visji ravni regulacije. Regulacija lahko poteka
preko regulatornih proteinov (BIdD) ali preko signalnih molekul (y-butirolaktoni).

BIdD pri S. coelicolor je pleiotropni regulator, ki vpliva na produkcijo antibiotikov in
morfolosko diferenciacijo. Posledica mutacije ali delecije bldD je nezmozZnost tvorbe
zra¢nega micelija in zmanjSana produkcija antibiotika (Elliot in sod., 2003). BIdD je DNA
vezavni protein, ki se lahko veze na svoj promotor/operator ali na promotor/operator
drugih kljuénih genov, kot so specifi¢ni sigma faktorji (Elliot in sod., 2001; Chater in sod.,
1989; Bibb in sod., 2000). Chng in sod. (2008) so izolirali transkripcijski regulator, ortolog
bldD, ki pozitivno regulira gene v genski skupini za biosintezo eritromicina. Mutante v
bldD producirajo 7-krat manj eritromicina v primerjavi z divjim tipom, poleg tega mutacije
vplivajo tudi na morfoloSko diferenciacijo na trdem gojiScu (mutante ne tvorijo zra¢nega
micelija in ne sporulirajo). Ugotovili so tudi, da se v visoko-donosnem industrijskem sevu
S. erythraea izraza ve¢ BldD v primerjavi z divjim tipom.

Kirm in sod. (2013) so pri S. erythraea s pristopoma primerjalne proteomike in
transkriptomike identificirali nov regulatorni gen SACE_5599, ki vpliva na sporulacijo in
donos eritromicina v divjem tipu in visoko-donosnem sevu. Ugotovili so, da sta biosinteza
eritromicina in kon¢ni donos mo¢no povezana z regulatornimi mreZami, ki sodelujejo pri
morfoloSki diferenciaciji. Poleg tega so pokazali, da prekomerno izrazanje genov
SACE_5599 in bldD zvisa donos eritromicina v divjem tipu S. erythraea.

Wu in sod. so pri S. erythraea identificirali transkripcijski regulator iz druzine TetR,
SACE_7301. SACE_7301 pozitivno regulira biosintezo eritromicina tako, da omogoca
povecano transkripcijo biosintetskega gena eryAl in gena za rezistenco ermE. S
konstrukcijo sevov s prekomernim izrazanjem regulatorja (vstavili so dodatne kopije gena
SACE_7301) so izboljsali produkcijo eritromicina v naravnem in visoko-donosnem sevu
za cca. 30 % (Wu in sod., 2014).

Stevilne vrste Streptomyces in tudi nekatere druge aktinobakterije producirajo majhne
signalne molekule, t.i. y-butirolaktone, ki regulirajo produkcijo antibiotikov in morfolosko
diferenciacijo. Identificirali so 14 razli¢nih y-butirolaktonov iz 7 vrst Streptomyces, ki se
razlikujejo v dolZini, razvejanju in stereokemiji verig mascobnih kislin. VeZejo se na
citoplazemske receptorje in inhibirajo njihovo vezavo na specificne DNA tarce. Vecinama
ti receptorski proteini delujejo kot represorji in vsak receptorski protein je visoko
specificen za dolocen y-butirolakton. Najbolj znani primeri so A-faktor iz S. griseus
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(vpliva na produkcijo streptomicina in sporulacijo S. griseus), virginiae butanolid iz. S.
virginiae (vpliva na produkcijo virginiamicina), butanolidi iz S. coelicolor, t.i. SCB
(vplivajo na produkcijo aktinorhodina in undecilprodigiozina) (Ohnishi in sod., 2005;
Horinouchi, 2002; Nihira, 2002; Yamada, 1999).

2.4.2 Pot-specificna regulacija biosinteze poliketidov

Pri pot-specifi¢ni regulaciji pa gre za nizjo raven regulacije. Ti geni se nahajajo znotraj
genskih skupin za biosintezo antibiotikov in obi¢ajno kodirajo transkripcijske regulatorje

biosinteznih genov v isti skupini. Poznane so razlicne druzine regulatornih proteinov:
SARP, LAL inLTTR.

Druzina SARP (ang. Streptomyces antibiotic requlatory proteins)

V druzino SARP uvr$¢amo transkripcijske aktivatorje, ki na svojem N-terminalnem koncu
vsebujejo HTH (helix-turn-helix) DNA vezavno regijo (Wietzorrek in Bibb, 1997).
Nekateri med njimi prepoznajo heptamerne ponovitve v promotorski regiji genov, ki jih
kodirajo (Wietzorrek in Bibb, 1997; Widdick in sod., 2003; Lombo in sod., 1999; Sheldon
in sod., 2002). Nasli so jih samo pri aktinomicetah, vecino pri streptomicetah (Bibb, 2005).
V nekaterih primerih regulatorji iz druzine SARP delujejo kot pleiotropni regulatorji, ki
regulirajo produkcijo razli¢énih sekundarnih metabolitov in morfolosko diferenciacijo.
Primer je gen afsR iz. S. coelicolor, ki lahko s prekomernim izrazanjem v S. lividans
povisa donos aktinorhodina in undecilprodigiozina (Horinouchi in sod., 1983).

Druzina LAL (ang. Large ATP-binding requlators of the LuxR family)

Ti proteini so transkripcijski regulatorji in imajo na N-terminalnem koncu vezavno mesto
za nukleotid trifosfat (NTP), na C-terminalnem koncu pa HTH DNA vezavno regijo, ki je
znaCilna za druZino LuxR. Nasli so jih samo pri aktinomicetah (Bibb., 2005). LAL
homologe so nasli pri S. venezuelae (Wilson in sod., 2001), S. noursei (Sekurova in sod.,
2004) ter v genskih skupinah za amfotericin (Carmody in sod., 2004), kandicidin (Campelo
in Gil, 2002) in geldanamicin (Rascher in sod., 2003).

Druzina LTTR (ang. LysR-type transcriptional requlators)

Druzina LTTR je najbolj razSirjena druzina transkripcijskih regulatorjev pri bakterijah.
Proteini druzine LTTR imajo na N-terminalnem koncu HTH DNA vezavno domeno, na C-
terminalnem koncu pa imajo domeno za vezavo ko-induktorjev. Ko-induktorji so signalne
molekule, pomembne za regulatorno aktivacijo oz. respresijo (Maddocks in Oyston, 2008).
Homologe LTTR so nasli v genskih skupinah za biosintezo klavulanske kisline - regulator
claR (Paradkar in sod., 1998; Perez-Redondo in sod., 1998), FK506 — regulator fkbR
(Goranovi¢ in sod., 2012) in tienamicina — regulator thnl (Rodriguez in sod., 2008).
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2.5 PRISTOPI ZA POVECANJE DONOSA ANTIBIOTIKOV

Pristopi za poviSanje produktivnosti industrijskih mikroorganizmov obsegajo (Adrio in
Demain, 2006; Nielsen, 1998; Bro in Nielsen, 2004):

e klasicne pristope nakljuéne mutageneze in selekcije v povezavi z optimizacijo
industrijskih bioprocesov,

e metabolni inzeniring, kjer z uporabo rekombinantne DNA tehnologije
preusmerimo metabolne pretoke, tako da izboljSamo produkcijo sekundarnih
metabolitov,

e heterologna ekspresija celotnih genskih skupin,

e inzeniring mikroorganizmov za dvig donosov naravnih produktov z uporabo
modernih tehnologij, kot so DNA sekvenciranje, transkripcijsko profiliranje,
genomika, proteomika, metabolomika — razvoj omik.

Klasi¢ni pristopi za dvig produkcije sekundarnih metabolitov so dolgotrajni, poleg tega pa
s temi pristopi ne dobimo nobenih informacij o nastalih mutacijah in mehanizmih, ki
omogocajo visje donose. Z objavo celotnega genoma S. erythraea (Oliynyk in sod., 2007)
so se odprle nove moznosti sistemskega preucevanja. Razumevanje zapletenih
mehanizmov biosinteze in regulacije bodo omogocili bolj racionalne pristope k
nadaljnjemu izboljSevanju industrijskih sevov.

2.5.1 Klasicni pristopi

Klasi¢ni pristopi za povecanje donosa sekundarnega metabolita so temeljili na nakljucni
mutagenezi in selekciji ter optimizaciji gojisc.

Za pridobitev visoko produktivnih mutant, moramo v prvi fazi mikrobno populacijo
tretirati z mutagenim agensom. Najbolj pogosti mutageni agensi, ki se uporabljajo v ta
namen, so nitrozogvanidin (NTG), metilmetan sulfonat (MMS), etilmetan sulfonat (EMS),
hidroksilamin (HA) in ultravijoli¢ni zarki (UV) (Adrio in Demain, 2006). Optimalna
umrljivost celic je 70-95 % (Simpson in Caten, 1979), nekateri industrijski pristopi
uporabljajo Se viSje stopnje umrljivosti (tudi do 99,99 %). Prezivele mutante nato
selekcioniramo s presejalnimi testi (Adrio in Demain, 2006). S pristopom naklju¢ne
mutageneze in selekcije so izboljsali produkcijo Stevilnih industrijskih produktov, primeri
so tetraciklin (Podojil in sod., 1984), tilozin (Chen in sod., 2003), salinomicin (Liu, 1982),
penicilin in cefalosporin C (Elander, 2003). Seve s povecanim donosom sekundarnega
metabolita lahko pridobimo tudi s selekcijo na trdnem gojiscu, ki vsebuje dolocen
antibiotik. Primer je 4-krat povecana produkcija eritromicina pri mutantah, rezistentnih na
rifampicin (Carata in sod., 2009). V industrijski mikrobiologiji se je pogosto uporabljal
tudi pristop selekcije z metabolnimi inhibitorji, gre za selekcijo mutant, odpornih na
toksicne analoge primarnih metabolitov ali na antibiotike (pri nekaterih bakterijah so
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mutante rezistentne na streptomicin omogocile dvig produkcije antibiotikov) (Adrio in
Demain, 2006; Hosoya in sod., 1998)

S pristopom naklju¢ne mutageneze in selekcije so v cca. 50 letih ob¢utno dvignili
produkcijo eritromicina (50-80-kratno povecanje). Najboljsi produkcijski sevi S. erythraea
dosegajo donos 7-9 g/l eritromicina (divji tip S. erythraea NRRL2338 doseze cca. 100
mg/l). Ti maksimalni donosi se seveda dosegajo v optimalnih pogojih natan¢no vodenega
industrijskega bioprocesa z dohranjevanjem klju¢nih hranil (Zou in sod., 2011; Tan in sod.,
2013).

Dvig produkcije eritromicina so dosegli tudi z optimizacijo gojiS¢. Z dodajanjem razli¢nih
rastlinskih olj, ki imajo lahko vlogo protipenilcev (Anderson in sod., 1956), edinega vira
ogljika (Park in sod., 1994), dodatnega vir ogljika (Davies in sod., 2000) ali zagotavljanje
prekurzorjev (Choi in sod., 1996) so zvisali produkcijo eritromicina. Produkcijo so dvignili
tudi z dodajanjem alginata v produkcijsko gojis¢e. Alginat poviSa viskoznost gojisca
(Hamedi in sod., 2004). El-Enshasy in sod. (2008) so z dodajanjem melase (edini vir
ogljika), amonijevega sulfata (vir dusika) in n-propanola (vir prekurzorjev) dvignili
produkcijo eritromicina. Vpliv Co®" na produkcijo eritromicina sta preutevala Du in Chen
(2007); ugotovila sta pozitiven ucinek, ki je posledica izboljSane specificne aktivnosti
encimov metilmalonil-CoA mutaze in metilmalonil-CoA transkarboksilaze ter pospeSen
pretok glukoze v glikolizi.

2.5.2 Metabolni inZeniring

Moznih je ve¢ pristopov metabolnega inzeniringa (Slika 11): sprememba metabolnih
pretokov preko manipulacije prekurzorjev, deregulacija specifiénih metabolnih poti
(prekomerno izrazanje pot-specifi¢nih regulatorjev, inaktivacija represorjev), povecanje
rezistence ali indukcija rezistence na antibiotike, prekomerno izrazanje strukturnih genov,
ki kodirajo encime za biosintezo metabolita, uporaba globalnih genetskih pristopov, kot je
»genome shuffling« in ekspresija genskih skupin za biosintezo v heterolognem gostitelju
ali industrijsko optimiziranem sevu (Olano in sod., 2008).
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Slika 11: Shema prikazuje razli¢ne pristope za poveanje donosa sekundarnih metabolitov z metabolnim
inzineringom (Olano in sod., 2008: 284)

Figure 11: Scheme representing the different approaches used for improvement of secondary metabolite
production with metabolic engineering (Olano et al., 2008: 284)

2.5.2.1 Deregulacija specifiénih metabolnih poti (prekomerno izrazanje pot-specifi¢nih
regulatorjev, inaktivacija represorjev)

Inaktivacija pot-specifiénih ali pleiotropnih represorjev lahko povzro¢i dvig produkcije
sekundarnih metabolitov. Primer je inaktivacija pot-specificnega represorja cmmRll iz S.
griseus subsp. griseus, ki omogoca dvig produkcije kromomicina (Menéndez in sod.,
2007). Dobro poznan pleiotropni respresorski sistem, ki regulira produkcijo sekundarnih
metabolitov na nivoju fosfata, je dvokomponentni sistem phoR-phoP. Prekinitev gena
phoR ali simulatana delecija obeh genov (phoR in phoP) omogoca dvig produkcije
pimaricina pri S. natalensis (Mendes in sod., 2007).

2.5.2.2 Metabolni inZeniring na nivoju manipulacije oskrbe s substrati

Produkcija sekundarnih metabolitov je vec¢inoma odvisna od razpoloZzljivosti biosintetskih
prekurzorjev oziroma oskrbe s substrati. Primarni metabolizem je vir prekurzorjev, zato je
identifikacija klju¢nih encimov, ki regulirajo pretok ogljika skozi mrezo reakcij
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centralnega metabolizma, izrednega pomena (Olano in sod., 2008; Papagiani, 2012). Z
gensko manipulacijo zacetnih stopenj glikolize so dvignili produkcijo klavulanske kisline
pri S. clavuligerus. Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza pretvarja gliceraldehid-3-fosfat
(G3P) v 1,3-difosfoglicerat. Prekurzorja za biosintezo klavulanske kisline sta G3P in L-
arginin. S prekinitvijo gena, ki kodira gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazo, je prislo do
kopic¢enja G3P in posledicno do zvisane produkcije klavulanske kisline (Li in Towsend,
2006).

Z inZeniringom razpolozljivosti s koencimom A (CoA) aktiviranih prekurzorjev mas¢obnih
kislin so dvignili produkcijo razli¢nih poliketidov, kot so eritromicin (Reeves in sod., 2004,
2006, 2007), monensin B (Cropp in sod., 2001) in aktinorhodin (Ryu in sod., 2006).
Reeves in sod. so z metabolnim inzeniringom prekurzorjev povecali produkcijo
eritromicina. Konstruirali so mutante v genu mutB, ki ima zapis za veéjo podenoto
metilmalonil-CoA mutaze (MCM). MCM Katalizira reverzibilno izomerizacijo
metilmalonil-CoA in sukcinil-CoA. S prekinitvijo gena mutB so dvignili produkcijo

.....

.....

eritromicina zmanj$ala za 66 %. Reakcija izomerizacije metilmalonil-CoA in sukcinil-CoA
lahko poteka v obeh smereh (v smeri nastanka metilmalonil-CoA ali v smeri nastanka
sukcinil-CoA). V fermentaciji, ki temelji na gojiscu, ki kot glavni vir ogljika vsebuje
ogljikove hidrate, reakcija MCM prazni rezervoar z metilmalonil-CoA. V fermentaciji, ki
temelji na gojiscu, ki kot glavni vir ogljika vsebuje olja, pa ta ista reakcija polni rezervoar z
metilmalonil-CoA (Reeves in sod., 2006). Pri nadaljnjih eksperimentih so Reeves in sod. v
gojiscu z oljem kot glavnim virom ogljika z duplikacijo operona mcm dvignili produkcijo
za 50 % (Reeves in sod., 2007).

V nekaterih primerih biosinteze sekundarnih metabolitov kofaktorji delujejo kot
prekurzorji in so zato tarCa pristopov metabolnega inZeniringa. Primer je S-adenozil-L-
metionin (SAM). S prekomernim izrazanjem gena metK iz S. spectabilis, ki kodira S-
adenozil-L-metionin sintetazo, so zvisali produkcijo aktinorhodina pri S. lividans in S.
coelicolor.  S-adenozil-L-metionin sintetaza katalizira biosintezo SAM iz ATP in L-

metionina. Dvig produkcije aktinorhodina so opazili tudi, ¢e so v produkcijsko gojisce
dodali SAM (Kim in sod., 2003; Okamoto in sod., 2003).

2.5.2.3 Povecanje rezistence ali indukcija rezistence na antibiotike

Genske skupine za biosintezo antibiotikov obicajno vsebujejo tudi enega ali ve¢ genov za
rezistenco. To jim zagotavlja samozaS¢ito pred toksi¢nimi ucinki njihovih produktov.
Sistemi za rezistenco vkljucujejo encime za spreminjanje tarénega mesta za antibiotike,
encime, ki inaktivirajo antibiotike in transportne sisteme, ki ¢rpajo antibiotik ven iz celice
(Cundliffe, 1989; Méndez in Salas, 2001). V nekaterih primerih so ti sistemi za rezistenco
vpleteni tudi v biosintezo antibiotikov (Olano in sod., 1995; Menéndez in sod., 2007). Z
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vnosom mutacije v rpsL gen, ki kodira ribosomalni protein S12, ki omogoca rezistenco za
streptomicin, so pri S. lividans in S. coelicolor signifikantno dvignili produkcijo
antibiotikov aktinorhodin in undecilprodigiozin (Shima in sod., 1996; Okamoto-Hosoya in
sod., 2003). Gre za pristop t.i. ribosomskega inzeniringa. S povecanjem lastne rezistence
mikroorganizma, ki producira antibiotik, so uspeli povisati donos kanamicina in neomicina
(Crameri in Davies, 1986).

2.5.2.4 Prekomerno izrazanje strukturnih genov, ki kodirajo encime za biosintezo
metabolita

Pri manipulaciji strukturnih genov lahko pomnozimo gene za celotno biosintezno pot, npr.
2,3-kratno povecanje donosa cefamicina C (Chen in sod., 1988) ali pa pomnozimo samo
gene za dolocen segment biosintezne poti; primeri so 7-kratno povecanje biosinteze
daunorubicina (Otten in sod., 1990), 30 % povecanje biosinteze tetracenomicina C (Decker
in sod., 1994) in 3-4-kratno povecanje biosinteze spinozina (Madduri in sod., 2001).

2.5.3 Heterologno izrazanje genskih skupin

Nekateri producenti poliketidov imajo dolocene pomanjkljivosti, kot so slabe rastne
lastnosti, zapleteni mehanizmi, zaradi katerih jih tezko gensko manipuliramo ali nizek
donos poliketidov. V zadnjih desetletjih se je mocno povecalo Stevilo sekveniranih
genomov in posledi¢no smo pridobili ogromno znanja o genetskih informacijah, kar je
omocilo razvoj pristopa izrazanja genskih skupin v heterolognih gostiteljih (Jung in sod.,
2005). Lastnosti zaradi katerih so aktinomicete zanimive kot heterologni gostitelji so
njihova sposobnost izlo€anja proteinov v okolje, dobro razvita genetska orodja, veliko je Ze
poznanega o biosintetskih procesih, poleg tega pa ne izloajo nobenih ekso- ali
endotoksinov (Connell, 2001; Nakashima in sod., 2005). Za produkcijo poliketidov se
najpogosteje kot heterologna gostitelja uporabljata S. coelicolor (McDaniel in sod., 1995)
in S. lividans (Ziermann in Betlach, 1999).

Heterologno izrazanje genskih skupin za prekomerno izrazanje Zeljenih spojin v E. coli bi
lahko skrajsala ¢as fermentacije in omogocila fermentacije na industrijskem nivoju, saj so
za E. coli ze dobro razvita genetska orodja pa tudi dobro poznani protokoli kultivacije.
Pfeifer in sod. (2001) so v E. coli vnesli PKS za biosintezo eritromicina. Genetsko
modificiran sev E. coli so konstruirali tako, da so pospesili post-translacijske modifikacije
PKS (vnos fosfopanteinil transferaznega gena sfb iz B. subtilis) in zagotovili produkcijo
metilmalonil-CoA, ki ga E. coli sicer ne sintetizira (z izraZzanjem genov PCCA in pccB iz S.
coelicolor). Tako konstruiran sev je lahko sintetiziral 6-dEB na nivoju industrijskega seva
S. erythraea. Nadaljni metabolni inzeniring tega Seva, ki je vkljuceval izrazanje metK iz S.
spectabilis (kodira SAM sintetazo), je omogocil 2-krat ve¢jo produkcijo 6-dEB (Wang in
sod., 2007). Peiru in sod. (2005) so uspeli razvit sev E. coli, ki je lahko sintetiziral
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eritromicin C. V Ze pripravljeni sev E. coli, ki je sintetiziral 6-dEB, so vnesli e 17
heterolognih genov (gene, ki kodirajo potrebne encime za biosintezo deoksisladkorjev in
gen za rezistenco na eritromicin). Zhang in sod. (2010) pa so s koordinirano ekspresijo 26
genov (>50 kb DNA) uspeli razvit sev E. coli,ki je sintetiziral eritromicin A.

Podobno so Mutka in sod. (2006) v S. cerevisiae vnesli gene za heterologno ekspresijo 6-
dEB. Vnesli so gene za razlicne metabolne poti nastanka prekurzorja metilmalonil-CoA
(propionil-CoA-odvisna pot in propionil-CoA- neodvisna pot). Z vnosom poti za nastanek
metilmalonil-CoA so uspeli pridobiti sev S. cerevisiae, ki je sintetiziral poliketidni produkt,
triketid lakton.

2.5.4 Uporaba omskih tehnologij

V zadnjih letih je postopek DNA sekvenciranja vedno hitrejsi in cenejsi, zato je na voljo
vedno ve¢ sekvenciranih genomov iz razlicnih mikroorganizmov. Ker imamo na voljo
kompletne genomske sekvence, se post-genomske analize (t.i. podrocje omik) vedno bolj
razvijajo. Transkriptomika omogoca obsezne vzporedne analize ekspresijskih vzorcev
mRNA. Proteomika omogoca analize nabora proteinov v celici v danem trenutku.
Metabolomika omogoca kvantitativno profiliranje metabolitov in  metabolnih
intermediatov. Fluksomika omogoca dolocanje metabolnih pretokov (Lee in sod., 2005).

S funkcionalno genomiko se s pridobivanjem informacij pomikamo po centralni dogmi
molekularne biologije; DNA se prepiSe v mRNA, mRNA se prevede v protein, protein pa s
svojo specifi¢no funkcijo vpliva na metabolizem. Z doloanjem zaporedja DNA pridobimo
informacije o vseh genih, ki so prisotni v organizmu, meritve mRNA pa nam povejo, kateri
od teh genov se dejansko izrazajo. Na nivoju meritev proteinov potem ugotovimo, katere
mRNA so se prepisale in kakSna je koli¢ina specifi¢nih encimov. V kon¢ni fazi lahko z
merjenjem metabolnih pretokov dolo¢imo prisotnost in koli¢ino specifi¢nih metabolitov
(Oliver in sod., 2002).

Transkriptomika

Za izvedbo transkriptomskih analiz se uporabljajo cDNA mikromreze, pri cemer se cDNA
uporabljajo kot sonde. Na eni mikromrezi imamo lahko ve¢ kot 1000 razlicnih sond.
Postopek je sledec: iz vzorca izoliramo mRNA, ta potem sluzi kot matrica za pripravo
taréne cDNA (komplementarna DNA), ki jo potem oznacimo, po navadi s fluorescen¢nimi
barvili. Sledi hibridizacija s sondami na mikromreZi in detekcija hibridiziranih molekul s
fluorescenco. Mozne aplikacije mikromreZ so: analiza sprememb v izrazanju genov tekom
nekega procesa ali kot posledica nekega okoljskega stresa, identifikacija sprememb v
aktivaciji genov, ¢e primerjamo mutanto z divjim tipom, odkrivanje genov v metabolnih
poteh in njihova regulacija (Oliver in sod., 2002). Primer je uporaba mikrocipov za
identifikacijo genov/regulatorjev/regulonov, ki so vpleteni v tranzicijo med primarnim in
sekundarnim metabolizmom pri S. coelicolor (Huang in sod., 2001).
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Tehnike, ki so v zadnjih letih prakticno izpodrinile cDNA mikromreze, so tehnike t.i.
sekvenciranja naslednjih generacij oz. nove tehnike dolo¢anja nukleotidnega zaporedja
(ang. next-generation sequencing — NGS). Najpogosteje se uporabljajo tehnike NGS, ki
uporabljajo ciklicno mrezno sekvenciranje. Postopek vkljucuje naklju¢no fragmentacijo
DNA za pripravo knjiznice DNA, temu sledi ligacija skupnih DNA-adapterjev. V
naslednjem koraku namnozijo posamezne fragmente DNA in pripravijo pomnozke oz.
klone, ki so med seboj prostorsko loc¢eni in se uporabljajo kot enote mreznega
sekvenciranja. Proces dolocanja nukleotidnega zaporedja pa sestavljajo ponavljajoci se
koraki encimsko Kkataliziranega vklju¢evanja fluorescentno oznacCenih nukleotidov.
Doloc¢anje nukleotidnega zaporedja poteka s sintezo. Encim, ki sodeluje pri postopnem
podaljsevanju verige je lahko polimeraza ali ligaza. Podatki se pridobivajo z zajemanjem
slike celotne mreze v vsakem koraku. Rezultat so kratka nukleotidna zaporedja oz. od¢itki,
ki jih s posebnimi ra¢unalniskimi algoritmi sestavijo v neprekinjeno zaporedje. V pomoc¢
pri sestavi zaporedja je veckratna pokritost zaporedja s prekrivajo¢imi se kratkimi od¢itki
(Shendure in Ji, 2008).

Metabolomika in fluksomika

Metabolomiko jo Oliver Fiehn definiral kot kompleksno analizo, s katero dolo¢imo in
kvantificiramo vse metabolite v organizmu (Fiehn, 2002). Metabolomika v strogem
pomenu (Kot jo je definiral Fiehn) je nemogoca naloga, saj je metabolom zaradi njegove
kemijske raznolikosti in Sirokega dinami¢nega obmocja izredno kompleksen. Bolj
primerna definicija metabolomike bi bila karakterizacija metabolnega fenotipa
(metaboloma) v specificnih pogojih (npr. razvojne faze, okoljski pogoji, genetske
modifikacije) in povezava teh fenotipov z njihovimi ustrezajo¢imi genotipi (povezava z
izrazanjem genov in proteinskih vzorcev). Metabolni fenotip lahko okarakteriziramo z
razli¢nimi analitiénimi pristopi, pri ¢emer imajo tehnike profiliranja metabolitov izredno
pomembno vlogo (Villas-Boas in sod., 2005).

Metabolni profil lahko empiricno definiramo kot set vseh metabolitov ali derivatnih
produktov (identificiranih ali neznanih), ki jih zaznamo z analizo vzorca z uporabo
doloc¢ene analiti¢ne tehnike, hkrati pa jih moramo tudi kvantificirati. Po navadi to vkljucuje
ucinkovite kromatografske separacije (Villas-Boas in sod., 2005).

V povezavi z analizami metabolnih profilov se delajo tudi analize metabolnih pretokov
(fluksomika) in skupaj predstavljajo pomembno orodje za preucevanje celicnih procesov
(Lee in sod., 2005). Primer pristopa kombinacije metabolnega profiliranja in profiliranja
metabolnih pretokov za dvig produkcije antibiotikov je preucevanje pretoka ogljika skozi
pot pentoze fosfata (PPP). Pri S. rimosus gena zwfl in zwf2 kodirata izoencima glukoza-6-
fosfat dehidrogenaze oz. G6PDH, ki je prvi encim v PPP. Na podlagi rezultatov
preucevanja pretokov ogljika skozi pot pentoze fosfata so z delecijo genov zwfl in zwf
povecali oskrbo z malonil-CoA (prekurzor) in posledi¢no izboljsali produkcijo
oksitetraciklina (Liu in sod., 2008; Tang in sod., 2011). Pri S. coelicolor so ugotovili, da z
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zmanjSanim tokom ogljika skozi PPP, omogoc¢ijo bolj ucinkovito porabo glukoze v
glikolizi, kar omogoca povecano 0skrbo s prekurzorji in posledi¢no povecano produkcijo
aktinorhodina (Butler in sod., 2002; Ryu in sod., 2006).

Proteomika

Besedo proteom je prvi uporabil Marc Wilkins (Wilkins in sod., 1995) in jo definiral kot
celokupni nabor proteinov v doloceni celici, tkivu ali organizmu v dolo¢enem trenutku. Za
en sam genom obstaja ve¢ proteomov. Proteomi so veliko bolj kompleksni kot genomi.
Zacetki proteomike segajo v pozna sedemdeseta leta prejSnjega stoletja (1970), ko so
raziskovalci zaceli preucevati proteinske sete celiénih linij ali organizmov z 2-
dimenzionalno elektroforezo (2-DE). Nastali so obsezni katalogi proteinskih lis,
pridobljenih iz 2-D gelov in posledi¢no obsezne baze podatkov vseh izraZenih proteinov. V
90ih letih je potem priSlo do razvoja masne spektrometrije, ki se je izkazala kot mocna
analitska metoda in je omogocila karakterizacijo izoliranih proteinov. Danes izraz
proteomika obsega vecino funkcionalne analize genskih produktov, vklju¢no s Studijami
identifikacije in lokalizacije proteinov ter njihovih interakcij (Wilkins in sod., 1996;
Anderson in Anderson, 1996; Pandey in Mann, 2000).

Z razvojem DNA sekvenciranja smo pridobili ogromne koli¢ine DNA zaporedij in zapisa
teh informacij v baze podatkov. Vendar pa to ni dovolj za razumevanje bioloskih funkcij.
Proteomika je komplementarna genomiki, saj se osredotoca na produkte genov. Obstoj
odprtega bralnega okvirja v genomskih podatkih ne pomeni nujno tudi funkcionalnega
gena. S proteomiko lahko potrdimo dolo¢en genski produkt. Poleg tega se na proteinskem
nivoju pojavljajo tudi razlicne oblike proteinov (izoforme) in post-translacijske
modifikacije, ki pa jih lahko dolo¢imo le s proteomsko metodologijo (Pandey in Mann,
2000).

Z omskimi pristopi ne moremo direktno izboljSevati industrijskih sevov o0z. donos
antibiotikov. Podatki, ki jih pridobimo s pomo¢jo omskih pristopov, so osnova za nadaljne
manipulacije. Pridobimo lahko informacije o biosintezi in regulaciji antibiotikov, nato pa
na podlagi teh informacij z metabolnim inzineringom spreminjamo industrijske seve in
izboljSujemo donose razli¢nih antibiotikov.

2.5.4.1 Proteomske metode/pristopi

Diferencialna proteomika za primerjavo proteomov uporablja razli¢ne pristope. Lo¢imo
pristope, ki temeljijo na gelski elektroforezi (klasi¢ni pristopi) in pristope, ki ne temeljijo
na gelski elektroforezi (novejsi pristopi, ki temeljijo na masni spektrometriji oz. MS
pristopi) (Rabilloud, 2002; Monteoliva in Albar, 2004).

Klasi¢ni pristop poteka v dveh korakih. V prvem koraku poteka locevanje proteinov
(obic¢ajno z dvodimenzionalno elektroforezo oz. 2-DE), sledi identifikacija proteinov, Ki
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ponavadi poteka z MS. Locevanje z metodo 2-DE poteka v dveh dimenzijah. V prvi
dimenziji proteine z izoelektricnim fokusiranjem lo¢imo na podlagi njihove izoelektricne
tocke, v drugi dimenziji pa proteine z SDS-PAGE (poliakrilamidna gelska elektroforeza v
prisotnosti SDS) lo¢imo na podlagi njihove molekulske mase (O'Farrell, 1975).
Identifikacija proteinov z MS poteka z peptidnim mapiranjem (ang. peptide-mass
fingerprinting), »de novo« sekveniranjem (tandemska MS oz. MS/MS), lahko pa po
razgradnji s tripsinom peptide Se dodatno ocistimo s tekocinsko kromatografijo in
neposredno sklopimo s tandemsko MS (ESI-MS/MS) (Monteoliva in Albar, 2004).
Identifikacijo proteinov lahko izvedemo tudi z Edmanovo degradacijo. Edmanova
degradacija je metoda sekveniranja aminokislin v peptidu. Metoda poteka tako, da v
peptidu ozna¢imo amino-terminalni ostanek in ga odcepimo iz peptida ne da bi pri tem
vplivali na peptidne vezi med ostalimi aminokislinskimi ostanki (Edman, 1950). Metoda je
bila leta 1967 avtomatizirana (Edman in Begg, 1967).

Metoda 2-DE je relativno enostavna metoda, vendar ima nekaj pomanjkljivosti. Kljub
Stevilnim tehni¢nim izboljSavam (kot je npr. uporaba imobiliziranih pH gradientov), to ni
avtomatizirana metoda, zato je tezko zagotoviti ponovljivost. Poleg tega so pomanjkljivosti
metode $e nizka obcutljivost detekcije, slaba topnost membranskih proteinov, omejena je
kapaciteta nanaSanja gradientnih pH trakov, nizko linearno obmocje vizualizacijskih
postopkov (Rabilloud, 2002; Monteoliva in Albar, 2004). Nekatere od teh pomanjkljivosti
so odpravili z razvojem t.i. diferencialne gelske elektroforeze v gelu oz. DIGE (ang.
differential in-gel electrophoresis) (Amersham Biosciences). Pri metodi DIGE primerjane
vzorce pred analizo oznaimo z razlicnimi fluorescentnimi barvili, jith zdruzimo in
analiziramo skupaj (Unlii in sod., 1997).

Novejsi pristopi pa zaradi Stevilnih pomanjkljivosti 2-DE namesto le-te uporabljajo
tekocinsko kromatografijo visoke lo€ljivosti (HPLC) ali kapilarno elekroforezo (Kislinger
in Emili, 2005; Simpson in Smith, 2005). Pri tem pristopu proteine najprej razgradimo na
peptide, v naslednji fazi pa peptide v enem samem eksperimentu lo¢imo s kromatografijo
in jih identificiramo z MS (gre za t.i. »shotgun« proteomiko) (Fournier in sod, 2007). V
vzorcih, ki vsebujejo izredno kompleksno meSanico proteinov, locevanje s HPLC ne
omogoca zadostne resolucije. V takih primerih najprej izvedemo frakcionacijo proteinov,
nato pa vsako frakcijo posebej razgradimo in analiziramo s HPLC-MS. Proteinsko
mesSanico najprej lo¢imo z metodo SDS-PAGE, nato celotno vrstico razrezemo v enako
velike trakove in potem s HPLC-MS analiziramo vsak trak posebej. Prednost te metode je,
da je analiza razdeljena v ve¢ neodvisnih podanaliz, kar poveca zaupanje v identifikacijo in
dinami¢no obmocje meritev (Lasonder in sod., 2002; Schirle in sod., 2003).

2.5.4.2 Proteomske Studije biosinteze antibiotikov pri streptomicetah

Iz literature je razvidno, da so proteomska orodja uporabljali tudi za preucevanje biosinteze
antibiotikov pri streptomicetah (Hesketh in sod., 2002; Kim in sod., 2005a, 2005b; Lu in
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sod., 2007; Orsaria in sod., 1998; Vohradsky in sod., 2000; Bobek in sod., 2004; Novotna
in sod., 2003).

Yin in sod. (2008) so razvili protokol za izolacijo proteinov iz celic S. avermitilis, pri
¢emer so streptomiceto gojili v kompleksnem industrijskem gojiscu. Protokol je omogocal
pridobitev proteinskih vzorcev, ki so bili primerni za analizo z 2-D elektroforezo
(odstranili so soli, nukleotide, polisaharide, lipide in druge kontaminante). Merili so tudi
proteazno aktivnost med procesom biosinteze avermektina. Proteazna aktivnost je bila
relativno visoka tekom celotnega procesa. Kljub temu, da so pri izolaciji proteinov s
proteaznim inhibitorjem skusali prepreéiti razgradnjo proteinov, jim to ni v celoti uspelo.
Predvsem v srednji in pozni fazi bioprocesa je prislo do razgradnje proteinov, zato so se
osredotocili na preucevanje proteoma S. avermitilis v zadetnih fazah bioprocesa. Ista
raziskovalna skupina je 2013 izdala Se eno publikacijo o primerjavi proteinskih profilov
neprodukcijskem). Rezultati so pokazali, da sta med biosintezo avermektina metabolizem
mascobnih kislin in cikel trikarboksilnih kislin inhibirana. Dodatne analize vloge glikolize
so pokazale, da je katabolizem glukoze ozko grlo v biosintezi avermektina. Potrdili so tudi
vlogo aminokisline levcin kot moznega prekurzorja za biosintezo avermektina. Visoke
koncentracije proteinov, ki se izrazajo med stresom, nakazujejo pomembno vlogo
globalnih regulatornih mehanizmov pri zafetku biosinteze avermektina. Potrdili so tudi
povezavo med morfologijo hif in produkcijo avermektina (Yin in sod., 2013).

Hesketh in sod. (2002) so preucevali proteom S. coelicolor. Sekveniran genom S.
coelicolor kodira cca. 7825 teoreti¢nih proteinov. V tej Studiji so mapirali priblizno 10 %
teoreticnega proteoma. Identificirali so produkte 770 razliénih genov. Zaznali So
povprecno 1,2 proteina na gen, kar nakazuje obsirno post-translacijsko regulacijo. Z masno
spektrometrijo so dokazali modifikacije kot so N-acetilacija, adenilacija in proteolitsko
procesiranje. ldentificirali so tako proteine primarnih kot tudi proteine sekundarnih
metabolnih poti. Wang in Yuan (2005) sta analizirala proteom Streptomyces luteogriseus.
Sev S. luteogriseus 103 producira protivirusno spojino maituolaimizin, ki deluje proti
virusu HIV in proti Coxsaskie B6 virusu. Z mutagenezo so naredili mutanto cnnl, ki ne
producira protimikrobnega sredstva. Z uporabo 2D-LC - MS/MS so analizirali proteine v
obeh sevih in identificirali 726 (sev 103) oz. 809 (sev cnnl) proteinov. V obeh sevih so
identificirali proteine, ki so povezani z biosintezo poliketidov, kar nakazuje, da se
maituolaimizin sintetizira preko poliketidne poti.

Orsaria in sod. (1998) so z uporabo 2-DE analizirali spremembe v proteinskem profilu S.
coelicolor v eksponentni ter pozni stacionarni fazi. 1z 2-D gelov so izolirali 6 proteinov, 3
so identificirali. Dva izmed njih so identificirali kot superoksid dismutazi, tretjega pa kot
telurit rezistenten protein iz Alcaligenes sp.

Z uporabo proteomskih orodij so razlicne raziskovalne skupine raziskovale regulatorne
mehanizme pri streptomicetah. Vohradsky in sod. (2000) so raziskovali regulatorne
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mehanizme pri S. coelicolor, ki se inducirajo v razli¢nih stresnih pogojih. Osredoto¢ili so
se na pet razli¢nih induktorjev stresa (visoka/nizka temperatura, sol, etanol in antibiotiki)
in preucevali sintezo proteinov. Pri drugih bakterijah razli¢ni stresi inducirajo izraZanje
podobnega seta proteinov, pri S. coelicolor pa induktorji, ki jih inducirajo visoka
temperatura, sol in etanol povzrocijo izrazanje razlicnih med seboj neodvisnih proteinov.
To pomeni, da ima S. coelicolor neodvisno kontrolo pri razli¢nih stresnih signalih in
posledi¢no tudi neodvisne regulatorne sisteme. Kim in sod. (2005a) so s pomocjo
proteomskega pristopa identificirali potencialne taréne proteine AfsR2 (globalni
regulatorni protein), ki so vpleteni v regulacijo biosinteze aktinorhodina. V proteomsko
Studijo so vkljucili divji tip in visoko produktivni sev S. lividans, ki ima integriran asfR2.
2-DE je razkrila razlike v proteinskih profilih med sevoma. Analiza MALDI-TOF je
razkrila ve¢ razli¢nih AfsR2 tar¢nih proteinov (gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza,
regulator transportnega sistema za fosfat, gvanozin pentafosfat sintetaza/poliribonukleotid
nukleotidiltransferaza in superoksid dismutaza). To nakazuje, da je AfsR2 pleiotropni
regulatorni protein, ki kontrolira diferencialno izrazanje razli¢nih vrst genov pri vrstah
Streptomyces. Kim in sod. (2005b) so na podlagi Studije ekstracelularnega proteoma S.
coelicolor ugotovili, da mutacija v bldA (vpliva na proces produkcije antibiotikov in
morfolosko diferenciacijo v stacionarni fazi) inducira spremembe v ekstracelularnem
proteomu; pokazal se je $e vecji pleiotropni ucinek v fenotipu bldA kot je bilo prej znano.
Lu in sod. (2007) so preucevali funkcije dvo-komponentnih regulatornih sistemov pri S.
coelicolor. Konstruirali so ve¢ mutant s prekinitvijo genov za dvo-komponentni sistem in
nato preucevali spremembe fenotipov. V ¢lanku porocajo o karakterizaciji novega dvo-
komponentnega sistema, t.i. RapA1/A2. Ugotovili so, da RapA1/A2 deluje kot pozitivni
regulator za biosintezo aktinorhodina in nekarakteriziranega poliketida tipa 1, vplivi
RapA1/A2 pa so odvisni od pot-specificnih regulatornih genov.

Bobek in sod. (2004) so pri S. granaticolor preucevali aktivacijo in izraZanje proteinov
med Kalitvijo spor. V sporah so identificirali tri glavne Saperone: DnaK, TF (ang. trigger
factor) in GroEL. S proteomskim pristopom so skusali pridobiti informacije o izraZzanju

.....

produkcije antibiotika granaticina).

Novotna in sod. (2003) so se lotili kombinatornega pristopa proteomike in metabolomike
pri analizi globalnih sprememb v izrazanju genov med diauksi¢no rastjo S. coelicolor v
definiranem tekocem gojiscu.

2.5.4.3 Genomske in transkriptomske Studije biosinteze eritromicina pri S. erythraea

Z objavo celotnega genoma naravnega seva S. erythraea so leta 2007 Oliynyk in sod.
odprli nove moznosti sistemskega preucevanja genoma aktinobakterije. Kmalu po tem so
bile objavljene prve primerjalne genomske in transkriptomske Studije razli¢nih sevov S.
erythraea (Peano in sod., 2007, 2012; Marcellin in sod., 2013; Li in sod., 2013).
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Peano in sod. (2007) so z uporabo DNA mikromrez preucevali profil izrazanja genov seva
S. erythraea NRRL2338 med rastjo v kompleksnem gojis¢u. Potrdili so zvi$ano izrazanje
genske skupine za biosintezo eritromicina v zacetni fazi rasti, poleg tega pa tudi zviSano
izrazanje genskih skupin za biosintezo drugih sekundarnih metabolitov (nrps3 in nrps5, ki
verjetno sodelujeta pri nastanku siderofora) v poznejSih fazah rasti. Ista raziskovalna
skupina je 1. 2012 izdala Se eno publikacijo (Peano in sod., 2012), v kateri so porocali o
primerjalni genomski in transkriptomski analizi med naravnim in visokodonosnim sevom
S. erythraea. Ugotovili so, da ima genom visokodonosnega seva kar nekaj mutacij v genih,
ki kodirajo klju¢ne encime osrednjega metabolizma ogljika in duSika (preusmeritev
skupnih prekurzorjev v biosintezo eritromicina).

Marcellin in sod. (2013) so z RNA sekvenciranjem analizirali transkripcijske spremembe
S. erythraea med rastjo v $arznem bioprocesu. Identificirali so t.i. metabolni preklop, gre
za globalne spremembe v izrazanju genov, ki so vplivale na metabolni profil S. erythraea.
Po metabolnem preklopu je priSlo do represije polovice genov, ki so regulirani s
kompleksnimi transkripcijskimi mehanizmi.

Li in sod. (2013) so na transkriptomskem nivoju primerjali divji tip NRRL 23338 in
visokodonosni sev S. erythraea. Potrdili so zviSan nivo regulacije genske skupine za
biosintezo eritromicina in metabolnih poti za oskrbo s substrati. Niso pa zaznali pozitivhe
korelacije med regulatorjem BIdD in izrazanjem genske skupine za biosintezo
eritromicina. Na podlagi rezultatov genomskih in transkriptomskih analiz so predlagali
nove potencialne regulatorje.
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3 MATERIALI IN METODE

Na sliki 12 je prikazano kako je potekalo eksperimentalno delo.
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Slika 12: Shema poteka dela prenosom Western
Figure 12: Experiment flow chart
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3.1 GOJISCA IN RAZTOPINE
3.1.1 Gojisca
3.1.1.1 Gojisca za kultivacijo S. erythraea

ABVM1

30 g koruzne namakalne vodice - CSL (Cargill Foods) smo zamesali v 20 % kon¢nega
volumna vode in zavreli, nato dodali preostanek vode (do 1 L) in v ohlajeno meSanico
dodali Se 30 g saharoze (Sigma), 4 g (NH4).SO,4 (Merck) in 6 g CaCO3 (Kalcit). pH smo
uravnali na 5,5 in avtoklavirali 30 min pri 121 °C (industrijsko gojis¢e v uporabi, Acies
Bio).

ABPMS8

36 g sojine moke (Cargill Foods) smo zamesali v 20 % kon¢nega volumna vode, zavreli in
kuhali 30 min, nato dodali preostanek vode (do 1 L) in v ohlajeno meSanico dodali 36 g
koruznega Skroba (Cerestar) in 2,4 g (NH4).SO,4 (Merck) ter uravnali pH na 6,3. Nato smo
dodali 7,2 g CaCOg3 (Kalcit) in na koncu $e 5 g sojinega olja (tovarna olja GEA d.d.).
Avtoklavirali smo 30 min pri 121 °C (industrijsko gojis€e v uporabi, Acies Bio).

Sporulacijsko gojis¢e ABSM4

11 g koruzne namakalne vodice - CSL (Cargill Foods) smo zamesali v 20 % kon¢nega
volumna vode in zavreli, nato dodali preostanek vode (do 1 L) in v ohlajeno meSanico
dodali 8e 10 g koruznega skroba (Cerestar), 3 g (NH4),SO4 (Merck) in 3 g NaCl (Carlo
Erba). Uravnali smo pH na 7,2 in dodali Se 3 g CaCO3 (Kalcit) in na koncu $e 20 g agarja
(Biolife). Avtoklavirali smo 30 min pri 121 °C (industrijsko gojis¢e v uporabi, Acies Bio).

CRM

V 1 L dH,O smo zmesali 10 g glukoze (Kemika), 103 g saharoze (Sigma), 10 g
MgCl,x6H,0 (Merck), 15 g TSB (Oxoid) in 5 g kvasnega ekstrakta (Biolife). Gojisce smo
avtoklavirali 15 min pri 121 °C (Pigac in Schrempf, 1995).

SM+10mM MqCl, (trdno gojisée za regeneracijo konjugant)

V 1 L dH20 smo zmesali 20 g sojine moke (Cargill Foods), 20 g D-manitola (Carlo Erba)
in 20 g bakterioloskega agarja (Biolife). Gojis¢e smo avtoklavirali 20 min pri 121 °C. Po
avtoklaviranju smo dodali MgCl, (Merck) in razlili plos¢e (Kieser in sod., 2000).

3.1.1.2 Gojisce za izvedbo bioloskega testa - ABA

V 1 L dH,0 smo zmesali 25,5 g Antibiotic base agar A2 (Biolife), uravnali pH na 6,9 in
kuhali do 80 °C. Gojis¢e smo avtoklavirali 15 min pri 121 °C.
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3.1.1.3 Gojisca za kultivacijo E. coli in B. subtilis

2TY (tekoce)

V 1 L dH,0 smo zmesali 16 g kazein peptona (Biolife), 10 g kvasnega ekstrakta (Biolife)
in 5 g NaCl (Carlo Erba), uravnali pH na 7,0 in avtoklavirali 20 min pri 121 °C (Sambrook
in Russell, 2001).

2TY (trdno)

V 1 L dH,0 smo zmesali 16 g kazein peptona (Biolife), 10 g kvasnega ekstrakta (Biolife)
in 5 g NaCl (Carlo Erba), uravnali pH na 7,0. Dodali smo $e 20 g bakterioloskega agarja
(Biolife), dobro premesali in avtoklavirali 20 min pri 121 °C (Sambrook in Russell, 2001).

3.1.2 Raztopine
3.1.2.1 Raztopine za agarozno elektroforezo

05MEDTApH 8,0

V 1 L dH,0 smo raztopili 186,1 g Na,EDTAx2H,0O (Calbiochem) in uravnali pH na 8,0
(Sambrook in Russell, 2001).

S50x TAE

V 1 L dH,0 smo raztopili 242 g Tris baze (Calbiochem), nato dodali e 57,1 ml ocetne
kisline (Sigma) in 100 ml 0,5 M EDTA (Kemika), pH 8,0 (Sambrook in Russell, 2001).

3.1.2.2 Raztopine za izvezdbo 2-D elektroforeze

Raztopina za pripravo celi¢nih ekstraktov S. erythraea

V 10 ml ddH,O smo raztopili 4,2 g uree (Sigma), 1,52 g tiouree (Sigma), 0,4 g detergenta
CHAPS (Sigma), 0,048 g Tris baze (Sigma) in 0,1 g DTT (Sigma). Tik pred uporabo smo
dodali $e 2 tabletki proteznih inhibitorjev Complete Mini (Roche). Tabletke Complete
Mini se uporabljajo za inhibicijo serinskih, cisteinskih in metaloproteaz.

Raztopina za rehidracijo trakov z imobiliziranim pH gradientom

V 25 ml ddH,O smo raztopili 10,5 g uree (Sigma), 3,8 g tiouree (Sigma) in 0,5 ¢
detergenta CHAPS (GE Healthcare). Nato smo dodali 500 ul IPG pufra (GE Healthcare) in
1 kristaléek barvila bromofenol modro (Sigma).
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Gel za 2-D elektroforezo (12 % zamrezenost, debelina 1 mm)

Najprej smo zmesali 15,7 ml raztopine akrilamid/bisakrilamida (30 %/ 0,8 %) (Sigma), 9,8
ml 1,5 M raztopine Tris-HCI pH 8,8, 0,4 ml 10 % SDS (Sigma) in 13 ml ddH,O. To
raztopino smo razplinili v ultrazvo¢ni kopeli 10 min, nato pa dodali e 195 ul 10 % APS
(Sigma) in 13 ul TEMED (Sigma).

Raztopina za uravnotezenje - 0Snovha

Najprej smo zatehtali 18 g uree in 1 g SDS (Sigma), nato smo dodali 25 ml 1,5 M
raztopine Tris-HCI pH 8,8 in 15 ml glicerola (Sigma), premesali in dopolnili ddH,O do 50
ml. Na koncu smo dodali $e 1 kristaléek barvila bromofenol modro (Sigma).

Raztopina za uravnotezenje - I.

0,2 g DTT (Sigma) smo zatehtali v centrifugirko in ovili s folijo. Nato smo dodali 20 ml
raztopine za uravnotezenje - 0SNOVNe.

Raztopina za uravnotezenje - Il.

0,96 g jodacetamida (Sigma) smo zatehtali v centrifugirko in ovili s folijo. Nato smo dodali
20 ml raztopine za uravnotezenje - 0SNOVNe.
5x SDS elektroforetski pufer

V 1 L ddH,0 smo raztopili 15 g Tris baze (Sigma), 72 g glicina (Merck) in 5 g SDS
(Sigma).

Agarozna raztopina

Zatehtali smo 0,5 g agaroze (Sigma) in dodali 100 ml 1x SDS elektroforetskega pufra.
Raztopino smo segreli v mikrovalovni pecici, da se je agaroza raztopila in dodali kristal¢ek
barvila bromofenol modro (Sigma). Raztopino smo alikvotirali po 11 ml in shranili na
sobni temperaturi.

Fiksacijska raztopina

V merilni bucki smo zmesali 500 ml metanola (Merck) in 70 ml ocetne kisline (Merck),
nato pa dodali ddH,O do 1 litra.

Raztopina za spiranje

V merilni buc¢ki smo zmesali 100 ml metanola (Merck) in 70 ml ocetne kisline (Merck),
nato pa dodali ddH,O do 1 litra.
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3.1.2.3 Raztopine za prenos Western

Nanas$alni pufer 6x LB (za SDS-PAGE)

V caso smo zatehtali 1,8 g SDS (Sigma), 10 g glicerola (Sigma), 0,012 g barvila
bromofenol modro (Sigma) in 1,85 g DTT (Sigma). Dodali smo 15 ml 0,5 M raztopine
Tris-HCI, pH 6,8 in raztopili. Raztopino smo segreli na 37 °C, da se je SDS raztopil (po
potrebi lahko segrejemo tudi na 65 °C). Raztopino smo prenesli v merilno bucko in
dopolnili ddH,O do 20 ml. Raztopino smo alikvotirali in shranili na -20 °C.

Poliakrialmidni gel (za SDS-PAGE)

Preglednica 1: Receptura za pripravo raztopin za lo¢evalni in zbiralni gel za elektroforezo v prisotnosti
natrijevega dodecil sulfata (SDS-PAGE)
Table 1: Recipes for preparing running and stacking gel solutions for SDS-PAGE

Sestavina Loc¢evalni 12,5 % Zbiralni 4 %
30% bis-akrilamid (Sigma) 2,35 ml 0,625 mL
1 M raztopina Tris-HCI, pH 8,8 1,88 ml /
1 M raztopina Tris-HCI, pH 6,8 / 1,25 ml
10 % SDS (Sigma) 75 pl 50 pl
APS (Sigma) 22,5 pl 15 pl
TEMED (Sigma) 11,25 pl 75ul
dH,0 3,2ml 3,075 ml
Kon¢ni volumen 7,5 ml 5,0 ml

ZmeSali smo vse sestavine, razen APS in TEMED. APS in TEMED omogocita
polimerizacijo, zato ju dodamo tik pred vlitiem gela. Najprej smo med stekelca vlili
lo¢evalni gel, nanj pa nanesli dH,O. Ko se je locevalni gel strdil (cca. 20-30 min), smo
vodo odlili in vlili zbiralni gel ter vstavili glavni¢ek. Ponovno smo pocakali 20-30 min, da
se gel strdi.

10x elektroforetski pufer za SDS-PAGE

V 1 L dH,0 smo raztopili 30 g Tris baze (Calbiochem), 144 g glicina (Sigma) in 10 g SDS
(Sigma).

10x zalozna raztopina za prenasalni pufer

V 1 L dH,0 smo raztopili 30,3 g Tris baze (Calbiochem) in 144,1 g glicina (Sigma).
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Prenasalni pufer

V merilni bucki smo zmesali 100 ml 10x zaloZne raztopine za prenaSalni pufer, 200 ml
metanola in dodali dH,O do 1 L ter dobro premesali.

Barvilo Panceau S

V 30 ml 1 % ocetne kisline (Sigma) smo raztopili 0,03 g barvila Panceau S (Sigma).

10x TBS

V 1 L dH,0 smo raztopili 12,1 g Tris baze (Calbiochem) in 87,8 g NaCl (Carlo Erba) ter
uravnali pH na 7,5.

3.1.2.4 Raztopine za merjenje aktivnosti katehol 2,3-dioksigenaze

0,5 M zaloZna raztopina za fosfatni pufer

Zatehtali smo 17,42 g K,HPO, (Merck) in dodali dH,O do 200 ml. Nato smo zatehtali $e
13,61 g KH,PO, (Riedel-de Haén) in dodali dH,O do 200 ml. Raztopino KH,PO, smo
zamesSali v raztopino K,HPO, do pH 7,5.

Pufer za izpiranje (za merjenje aktivnosti katehol 2,3-dioksigenaze)

Iz zalozne raztopine za fosfatni pufer smo pripravili 20 mM raztopino kalijevega fosfata in
uravnali pH na 7,5.

Pufer za katehol test

Preglednica 2: Sestava pufra za katehol test
Table 2: Composition of buffer for catechol test

Sestavina Kon¢na koncentracija Volumen
0,5 M raztopina za fosfatni pufer, pH 7,5 20 mM 2ml
0,5 M raztopina EDTA, pH 8,0 20 mM 0,4 ml
aceton 10 % (vol./vol.) 1ml

dH,O do 10 ml

Pufer za merjenje aktivnosti katehol 2,3-dioksigenaze

Zmesali smo 100 mM raztopine kalijevega fosfata (pH 7,5) in 0,2 mM katehol. Katehol

smo pripravili kot 20 mM zalozno raztopino (raztopili smo ga v 96 % etanolu) in ga
shranili na -20 °C
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3.1.3 Antibiotiki

Preglednica 3: Antibiotiki, ki smo jih uporabljali pri eksperimentalnem delu; navedene so zaloZne
Table 3: Antibiotics used in this study, their final concentrations as selection markers in selected media and
stock concentration (manufacturer is Sigma)

Antibiotik Selektivna koncentracija ~ ZaloZna raztopina
Apramicin (Apr) 50 pg/ml 50 mg/ml v vodi
Kanamicin (Kn) 25 pg/ml 25 mg/ml v vodi
Kloramfenikol (Cm) 10 pg/ml 10 mg/ml v etanolu
Nalidinska kislina (Nal) 25 pg/ml 25 mg/ml v NaOH

Vse zalozne raztopine smo hranili na -20 °C.

3.1.4 Bakterijski sevi, encimi in plazmidi
Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali naslednje seve:

e Saccharopolyspora erythraea sev NRRL2338 diviji tip.

e Saccharopolyspora erythraea sev ABE1441 industrijski — visoko-donosni (Acies
Bio d.o.0.).

e E. coli sev DH10B z genotipom: FmcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZ AM15
AlacX74 recAl endAl araD139 A(ara, leu)7697 galU galKi- rpsL nupG
(Invitrogen™).

e E. coli sev ET12567 z genotipom: F daml3::Tn9, dcm6, hsdM, hsdR,
recF143::Tnll, galK2, galT22, aral4, lacY1l, xyl5, leuB6, thil, tonA31, rpsL136,
hisG4, tsx78, mtll ginV44 (MacNeil in sod., 1992). Sev zaradi prekinitve dam in
dcm metilaze ne metilira DNA. Tak$na DNA je zaradi restrikcijsko-metilacijskih
sistemov v streptomicetah primernej$a za prenos.

e E. coli sev ET12567/pUZ8002. Sev ima enak genotip kot sev ET12567, dodatno pa
vsebuje Se konjugativni plazmid pUZ8002. Rezistenca proti kloramfenikolu je
prisotna v genomu E. coli ET12567, rezistenco proti kanamicinu pa nosi plazmid
puUZ8002.

Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali naslednje encime: EcoRlI, Hindlll, Ndel, Xbal,
T4 DNA ligaza, Phusion polimeraza, FastAP (vsi od proizvajalca Thermo Scientific).

Za pripravo plazmidov z enim ali ve¢ genov smo uporabili standardni klonirni vektor
pUC19 (Invitrogen) (slika 13). Za kloniranje in izrazanje tarénih genov smo uporabili
plazmidni vektor pSet152 (slika 14) (Kieser in sod., 2000).
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Slika 13: Vektor pUC19; vsebuje gen lacZ (kodira B-galaktozidazo), v katerem se nahaja mesto za kloniranje
(MCS, ang. multiple cloning site) in gen bla za rezistenco proti ampicilinu (Invitrogen)

Figure 13: Vector pUC19; contains lacZ gene (coding for p-galactosidase) with a multiple cloning site
(MCS) located in its coding sequence and bla gene coding for B-lactamase that confers resistance to
ampicillin (Invitrogen)
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Slika 14: Vektor za izrazanje tarénih genov pSetl52; vsebuje laktozni operon in ima zapis za a-podenoto
gena lacZ, gen aac(3)IV za rezistenco bakterije proti antibiotiku apramicin, multiplo mesto za koniranje in
mesto zacetka podvojevanja (oriT) (Kieser in sod., 2000: 530)

Figure 14: Expression vector pSet152; contains lactose operon and transcript for a-subunit of lacZ gene,
acc(3)IV for bacterial resistance to antibiotic apramycin, multicloning site and origion of transfer (oriT)
(Kieser et al., 2000: 530)

Za prenos genov v genom S. erythraea smo uporabili konjugativni plazmid pSetl52 z
dodanim moc¢nim konstitutivnim promotorjem PermE™*.
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Za prekinitev genov smo uporabili nereplikativni plazmidni vektor pKC1132 (slika 15)
(Kieser in sod., 2000).

V preglednici 4 so navedeni plazmidi, ki smo jih pripravili v okviru doktorske naloge, v
preglednici 5 pa oligonukleotidni zacetniki, ki smo jih uporabili za prekomerno izrazanje
o0z. prekinitev genov/operonov.

acZ

” 11 (677)
Ecdfl[728)
—_—
KC1132 Variation
P
Fobbp

Slika 15: Vektor za prekinitev genov pKC1132; vsebuje zapis za a-podenoto gena lacZ, gen aac(3)IV za
rezistenco bakterije proti antibiotiku apramicin, multiplo mesto za kloniranje in mesto zacetka podvojevanja
(oriT) (Kieser in sod., 2000: 566)

Figure 15: Suicide vector pKC1132; contains transcript for a-subunit of lacZ gene, acc(3)IV for bacterial
resistance to antibiotic apramycin, multicloning site and origion of transfer (oriT) (Kieser et al., 2000: 566)
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Preglednica 4: Plazmidi, ki smo jih pripravili v okviru doktorske naloge (navedeni so ime plazmida,
vstavljeni oz. prekinjeni gen/operon, velikost plazmida, rezistenca ter organizem, v katerega smo plazmid
vnesli)

Table 4: Plasmids prepared in this study (contains information on plasmid name, inserted/deactivated
gene/operon; plasmid size, resistance and organism in which the plasmid was transfered)

Ime Gen/operon Velikost (bp) Rezistenca Organizem
pABES56 bkdOP-HA tag 9837 apramicin E. coli/S. erythraea
pABES58 mcm-del 4694 apramicin E. coli/S. erythraea
pABEG0 mmsOP1 11282 apramicin E. coli/S. erythraea
pABE61 ilvB1 7956 apramicin E. coli/S. erythraea
pABEG62 ilvB1-HA tag 7983 apramicin E. coli/S. erythraea
pABE87 mmsOP1-HA tag 11309 apramicin E. coli/S. erythraea
pABES88 mmsOP1-HA tag/ilvB1-HA tag 13051 apramicin E. coli/S. erythraea
pABES89 ilvB1-HA tag/mmsOP1-HA tag 13051 apramicin E. coli/S. erythraea
pABE95  SACE_4672_73 (mmsOP2) 9193 apramicin E. coli/S. erythraea

pABE9  vdh-HA tag 7356 apramicin E. coli/S. erythraea
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Preglednica 5: Oligonukleotidni zacetniki, ki smo jih uporabili pri prekomernem izrazanju oz. prekinitvi
genov (navedeni so ime oligonukleotidnega zacetnika, katero restirkcijsko mesto je vgrajeno in zaporedje)
Table 5: Primers used for overexpression or gene deactivation (contains information on primer name, which
restriction site is integrated and sequence)

Restrikcijsko

Ime Zaporedje
mesto

PermE-F Ndel-F 5-ATG CGA GTG TCC GTT CGA GTG G-3'
PermE-R Xbal-R 5-CAT ATG AAT CCT CCA CTA GAT CCT ACC-3'

5-AAA AGA ATT CAG GCC GAC GTT GAC CCG CTC
PeryAl-F Ndel-F GGC TTC-3'

5-AAA AAA CAT ATG CGT CCC CCT ACT CGA CGA
PeryAl-R Xbal-R CCA CGC AAT G-3
bkdOp-F Ndel-F 5-AAA ATC ATATGT GTC CAG GAA AAC GGC GCT

CA-3

5-AAA TCT AGA ACT ACA ACT CGC CGA GCG CGG
bkdOp-R Xbal-R TGA TCG-3

5-AAA ACA TAT GAC CAA CGA GCT TGG GCA CTT CAT
mmsOp-F Ndel-F ,

CGG-3

5-AAA TCT AGA TTC AGT GAC CGG AGT GCT CGC
mmsOp-R Xbal-R GGA CC-3'
mODHA xbal-R 5-AAA TCT AGA TTC AGG CGT AGT CCG GGA CGT

P CGT ACG GGT AGT GAC CGG AGT GCT CGC GGA CC-3'
ilvB1-F Ndel-F 5-TTT TAA CAT ATG CCG GGC GCT GAC AAC GAC-3'
IVBLR xbal-R g:-TTT TCT AGATTC ACT TCG GCG ATG TCC TCT CGG TCG-
: 5-TTT TCT AGA TTC AGG CGT AGT CCG GGA CGT CGT ACG
IVBL-HAR Xbal-R GGT ACT TCG GCG ATG TCC TCT CGG TCG-3'
MCM-del-F1 EcoRI-F 5-AAA GAA TTC CCC GAG CCC GCC CGG CAG CAG TG-3'
MCM-del-R1 HindII1-R 5-AAA AAG CTT GTG CGC CAG TTC GTC GGT CAG CGT C-3'
SACE 4672-73-F  Ndel-F 5- AAA AAA CAT ATG GTG GCT ACT ACA CAG GCC GAC
- GAG-3

SACE 4672-73R  Xbal-R gxil?A AAT CTA GAA TCA GAG GGC GGA CGT GGC TTC
vdhHA-F Ndel-F 5-AAA AAC ATA TGA CCG AAG CAG ACA ACG GCG TCC

TGC-3
vdhHA-R Xbal-R 5-TTT CTA GAT TCA GGC GTA GTC CGG GAC GTC GTA CGG

GTA GCG CGCGTCGGACATCCGCTGTTC G-3'
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Oligonukleotidne zacetnike za pomnozevanje PmerR smo sintetizirali pri Eurofins MWG
Operon (Nemcija).

3.1.5 Kemikalije in reagenti, ki smo jih uporabili za izvedbo HPLC

Pri kromatografskih metodah smo uporabili vodo MiliQ (HPLC-grade), acetonitril
(J.T.Baker, HPLC-grade, Cistost 99 %), 25 % raztopino amonijaka (Kemika, HPLC-grade,
Cistost 98 %), amonijev acetat (Sigma, HPLC-grade, Cistost 99 %) in natrijev klorid
(Kemika, Cistost 98 %). Vse kemikalije smo uporabili brez dodatnega ¢is€enja.

Mobilna faza pri gradientni lo¢bi je bila sestavljena iz komponente A (10 mM amonijev
acetat smo nastavili na 9,8 z razredCeno amonijevo raztopino) in komponente B
(acetonitril). Eksterni standard za kvantifikacijo: eritromicin A od European
Pharmacopoeia, Cistost 98,4 %.

Uporabili smo kolono Thermo Hypersil Gold 10x4,6 mm, 5 pm in predkolono
Phenomenex security guard KJ0-4282.

3.2 NAPRAVE IN OPREMA
Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali naslednje aparature:

e PCR-aparatura »Professional Thermocycler« (Biometra),

e aparatura za agarozno gelsko elektroforezo (Bio-Rad),

e aparatura za poliakrilamidno gelsko elektroforezo »Mini Protean Tetra Cell« (Bio-
Rad),

e aparatura za elektroprenos proteinov »Mini Trans-Blot Cell« (Bio-Rad),

o spektrofotometer »Infinite 200 Pro NanoQuant« (TECAN),

e ultrazvoc¢ni sonikator »Labsonic« (Sartorius),

e malain velika centrifuga (Hettichlab),

e stresalnik Multitron HT (Infors),

e tehtnici PLJ 2100-2M in ALT 220-4NM (Kern & Sohn),

o elektroporator »MicroPulser« (Bio-Rad),

e pH-meter PHS 3D (Qingdao Flom Technology),

e grelec in magnetno meSalo Rotamix 500 (Tehtnica),

e avtoklavi (Sutjeska in Medicinotehnika),

e avtomatske pipete (Gilson),

e brezprasna komora (Telstar),

e hladilnik (4 °C) (LTH),

e zamrzovalna omara (—20 °C) (LTH),

e zamrzovalna skrinja (-80°C) (Heto),

¢ inkubator za aktinomicete (28 °C) (Sutjeska),
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e inkubator za E. coli (37 °C) (Sutjeska),

e digestorij (Med-Lab Rauh),

e vodna kopel (UniEquip),

e vrtincnik (IKA),

¢ mikrovalovna pecica (Sanyo),

e kamera za slikanje gelov za elektroforezo (UV transiluminator) (Bio-Rad),

e hibridizacijska pecica (Biometra),

e bioreaktor 5 L (Sartorius)

e HPLC sistem Thermo Finnigan Surveyor+, ki ga sestavljajo ¢rpalka z vakuumskim
razplinjevalcem, avtomatski vzorcevalnik z 10 pl zanko (metanol se uporablja kot
injektorsko topilo), PDA detektor in osebni racunalnik s programom ChromQuest
(verzija 4.2).

3.3 METODE

3.3.1 Shranjevanje sevov E. coli in S. erythraea

Vse bakterijske seve smo shranjevali v 20 % (v/v) glicerolu pri temperaturi -20 °C (za
krajsi ¢as) oz. -80 °C (za daljsi Cas).

3.3.2 Mikrobioloske metode kultivacije sevov E. coli

Za kultivacijo sevov E. coli smo uporabili tekoce gojis¢e 2TY z dodatkom ustreznih
antibiotikov. Inkubacija je potekala preko noci na stresalniku pri 37 °C in 220 obr./min.

Za pomnozevanje sevov E. coli smo uporabili agarne plos¢e 2TY z ustreznim
antibiotikom. Plos¢e smo inkubirali preko no¢i na 37 °C.

3.3.3 Mikrobioloske metode kultivacije sevov S. erythraea

3.3.3.1 Kultivacija v 50 ml centrifugirkah

Za pripravo spor Sac. erythraea smo uporabili gojis¢e ABSM4. Spore smo inokulirali na
agarne plosce in jih inkubirali 14 dni pri 30 °C. Po 14 dneh smo izbrane kolonije
inokulirali v 5 ml tekocega gojis¢a ABVMI in jih 48 h inkubirali na stresalniku pri 220
obr./min in 30 °C. Po 48 h smo namnoZeno kulturo inokulirali v produkcijsko gojisce
ABPMB8 (10 % inokulum). Sledila je 7-dnevna kultivacija pri 220 obr./min in 30 °C.

3.3.3.2 Kultivacija v 250 ml erlenmajericah

Spore, pripravljene na agarnih plos¢ah ABSM4, smo po 14 dneh inkubacije inokulirali v
40 ml tekocega gojis¢a ABVMI in jih 48 h inkubirali na stresalniku pri 220 obr./min in 30
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°C. Po 48 h smo namnozeno kulturo inokulirali v produkcijsko gojis¢e ABPMS (10 %
inokulum) in jih inkubirali 7 dni pri 220 obr./min in 30 °C.

3.3.3.3 Kultivacija v 5 L bioreaktorju

Za inokulacijo bioreaktorja smo pripravili dvostopenjski inokulum. V prvi fazi smo
inokulirali 300 pul spor v erlenmajerico s 40 ml gojis¢a ABVMI in inkubirali na stresalniku
72 h pri 33 °C in 220 obr./min. V drugi fazi smo inokulirali 8 ml namnoZene kulture v 160
ml gojis¢a ABVMI1 (5 % inokulum) in inkubirali na stresalniku 56 h pri 33 °C in 220
obr./min. Nato smo inokulirali produkcijsko gojis¢e ABPMS, in sicer 150 ml inokuluma v
3 L gojis¢a (5 % inokulum). Ob inokulaciji smo dodali 150 ml glukoze (5 % volumna
brozge) in 25 ml n-propanola (0,83 % volumna brozge). Zacetni pogoji bioreaktorja: 30
°C, 400-700 obr./min, GSF 0,5-1 vvm, pO2 nad 30 %.

3.3.3.4 Rastna krivulja S. erythraea in dolocitev kontrolnih to¢k

Rastno krivuljo S. erythraea smo dolo¢ili s pomocjo kultivacije sevov v bioreaktorju.
Spremljali smo ve¢ parametrov: PMV (ang. packed mycelium volume), porabo glukoze,
propanol, koncentracijo eritromicina. Na podlagi teh parametrov izrisali rastno krivuljo ter
dolocili kontrolne tocke.

Kontrolne tocke:

(a) pred zacetkom produkcije eritromicina,
(b) ob zacetku produkcije eritromicina,

(c) v fazi intenzivne produkcije eritromicina,

(d) ob koncu produkcije eritromicina.

3.3.4 Analitske metode
3.3.4.1 Ekstrakcija eritromicina iz fermentacijske brozge

Ekstrakcija eritromicina z NaCl

Po koncani fermentaciji smo vzor¢ili 5 ml fermentacijske brozge in z 1 M raztopino NaOH
umerili pH na 9,5-10,0. Nato smo dodali 5 ml acetonitrila (razmerje 1:1) in stresali na
stresalniku 40 min (220 obr./min, 30 °C). Po 40 min smo dodali 1 g NaCl (0,2 g/ml) in
stresali Se 20 min (220 obr./min, 30 °C). Vzorce smo nato centrifugirali pri 4500 obr./min
3 min. Zgornjo fazo smo prenesli v mikrocentrifugirko ter ponovno centrifugirali pri 14000
obr./min 10 min. Supernatant smo prenesli v novo mikrocentrifugirko in dali v analizo s
HPLC.
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Ekstrakcija eritromicina brez NaCl

Po koncani fermentaciji smo vzorCili 5 ml fermentacijske brozge. Dodali smo 5 ml
acetonitrila (razmerje 1:1) in stresali na stresalniku 60 min (220 obr./min, 30 °C). Vzorce
smo nato centrifugirali pri 4500 obr./min 3 min. 2 ml supernatanta smo prenesli v
mikrocentrifugirko in ponovno centrifugirali pri 14000 obr./min 10 min. Supernatant smo
prenesli v novo mikrocentrifugirko in naredili bioloski test za doloCanje vsebnosti
eritromicina.

3.3.4.2 Dolocanje vsebnosti eritromicina pri sevu NRRL2338 — mikrobioloski test

Za izvedbo mikrobioloskega testa smo kot testni organizem uporabili B. subtilis. Kolonije
smo inokulirali na plos¢e 2TY + 0,001 g/L MnSOy in inkubirali pri 37 °C 7 dni. Nato smo
kolonije pobrali v dH,O, jih homogenizirali in segrevali 30 min na 70 °C. Potem smo
kolonije centrifugirali pri 3000 obr./min 10 min, odstranili supernatant in jih resuspendirali
v 20 % glicerolu. Tako pripravljeno kulturo smo alikvotirali in do uporabe shranili na -80
°C.

Kulturo B. subtilis smo inokulirali v 50 ml gojis¢a 2TY (100 ul spor/50 ml gojis¢a) in
preko noc¢i inkubirali na stresalniku pri 30 °C in 220 obr./min. Ko je kultura dosegla ODs4g
= 1,30-1,35, smo ustavili rast in centrifugirali pri 3000 obr./min 10 min, odlili supernatant
in resuspendirali v 25 ml 2TY. Sledila je inokulacija B. subtilis v ohlajeno gojis¢e ABA (5
ml/250 ml gojiSca) in razlitje ploS¢ (25 ml), ki smo jih inkubirali v hladilniku 2 h. Med
inkubacijo smo si pripravili ustrezne redCitve ekstraktov (red€itve smo pripravili v
acetonitrilu). Po 2 h inkubacije smo v plos€ah naredili luknjice in nanesli standarde oz.
vzorce (60 pl/luknjico). Plos¢e smo inkubirali v hladilniku 2 h, nato pa smo jih prenesli v
inkubator na 37 °C in jih inkubirali preko no¢i (cca. 16-18 h). Naslednji dan smo izmerili
cone inhibicije in na podlagi umeritvene krivulje dolocili koncentracije eritromicina.

3.3.4.3 Dolocanje vsebnosti eritromicina pri visoko-donosnem sevu ABE1441 — HPLC
Meritve je izvajal analitski oddelek podjetja Acies Bio d.o.o.

Sistem je deloval pri pretoku 0,8 mL/min, skupni ¢as merjenja je bil 5 min za en vzorec,
temperatura kolone 40 °C in valovna dolZina detekcije je bila 206 nm. Volumen
injektiranega vzorca je bil 1 pl.
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3.3.5 Proteomske metode

3.3.5.1 Priprava celi¢nih ekstraktov iz S. erythraea

Za pripravo celi¢nih ekstraktov iz S. erythraea smo vzor¢ili 2 ml brozge. Vzorce smo
najprej centrifugirali (3500 g, 1 min), jih 3x sprali s 50 mM raztopino Tris-HCI (pH 7,2),
pri ¢emer je pomembno, da so bili vzorci ves Cas na ledu. Pelet smo nato resuspendirali v
400 pl raztopine za pripravo celi¢nih ekstraktov in sonicirali 4 x 15 s (s 30 s premori na
ledu). Sledilo je centrifugiranje na 20000 g 20 min pri 4 °C. Supernatant smo prenesli v
novo mikrocentrifugirko in ga do nadaljnje uporabe shranili na -80 °C.

3.3.5.2 CiiCenje celiénega ekstrakta iz S. erythraea

V pripravo vzorca smo vkljucili §e obarjanje proteinov, za kar smo uporabili komercialni
komplet - »2-D Clean-Up Kit« (GE Healthcare). S tem smo odstranili prisotne
kontaminante, kot so lipidi, nukleinske kisline, ionski detergenti, soli, ki lahko motijo
lo¢evanje in vizualizacijo 2-D gela.

3.3.5.3 Dolocanje vsebnosti proteinov v celicnem ekstraktu po metodi Bradford

Uspesnost priprave celicnih ekstraktov smo preverili z dolocanjem vsebnosti proteinov v
celi¢énem ekstraktu po metodi Bradford (Bradford, 1976).

V mikrotitersko ploS¢ico smo odpipetirali 4 pl celinega ekstrakta in 196 pl 5x
razredCenega Bradfordovega reagenta. Mikrotitersko plos¢ico smo inkubirali 5 min pri
sobni temperaturi in pomerili absorbanco pri valovni dolzini 595 nm. Na podlagi
umeritvene krivulje smo dolocili koncentracijo celokupnih proteinov. V primeru, da
izmerjene absorbance niso bile znotraj linearnega obmocja umeritvene krivulje, smo
vzorce celicnih ekstraktov razredCili. Naredili smo tudi slepi vzorec (5x razredcen
Bradfordov reagent). Od izmerjene absorbance vzorca smo odsteli absorbanco slepega
vzorca in na podlagi umeritvene krivulje izra¢unali koncentracijo proteinov (priloga A).

3.3.5.4 2-D elektroforeza

Prva dimenzija (izoelektriéno fokusiranje)

Prva dimenzija zajema dva koraka: rehidracijo trakov in IEF.

Za rehidracijo trakov z imobiliziranim pH gradientom (IPG) dolZine 13 cm smo uporabili
podstavek z rezami in pokrovom. Podstavek smo najprej uravnali v ravnotezno pozicijo,
nato pa v sredino reze odpipetirali 250 pl mesSanice celicnega ckstrakta in raztopine za
rehidracijo trakov. Trakove IPG smo polozili z gelom navzdol v rezo ter prekrili s 3 ml
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mineralnega olja. To smo potem pokrili s plasticnim pokrovom in pustili ¢ez noc¢. Po
koncani rehidraciji smo trakove sprali z bidestilirano vodo in jih posusili na filter papirju.

Za IEF smo uporabili elektroforetsko enoto Multiphor II. Na plos¢o, ki omogoca
konstantno temperaturo 20 °C med potekom IEF, smo nanesli 4 ml mineralnega olja. Cez
smo postavili steklen podstavek z elektrodnimi prikljucki, tako da je bil anodni prikljucek
namesSc¢en na vrhu plosce. V podstavek smo nalili 10 ml mineralnega olja in vanj polozili
plasticno plos¢o z vdolbinami. V vdolbine smo polozili trakove z gelom navzgor in s
pozitivnim (+) koncem na zgornjem delu ploS¢e. Nato smo odrezali dva enako dolga
elektrodna trakova, ju namocili v bidestilirani vodi, osusili na filter papirju in ju polozili
pravokotno na oba konca trakov. Cez njiju smo namestili elektrodi. Trakove smo nato
prelili s priblizno 150 ml mineralnega olja ter vse skupaj pokrili s pokrovom.
Elektroforetsko enoto smo povezali z usmernikom in nastavili pogoje: 300 V, 5 mA, 5 W,
1 min; 3500 V, 5 mA, 5W, 1 h 30 min; 3500 V, 5 mA, 5 W, 4 h.

Po kon€anem IEF smo trakove zavarili v plastiéne mape in jih shranili na -80 °C.

Druga dimenzija (SDS-PAGE)

¢ Vlivanje gelov za SDS-PAGE

Najprej smo sestavili kalup za vlivanje gelov, nato pa vlili lo¢ilni gel (19 ml) in nanj vlili
Se ddH20 (s tem smo preprecili dostop zraka, ki ovira samo polimerizacijo in zagotovili
ravno povrsino gela). Gel smo inkubirali preko noc€i, da je polimeriziral. Naslednji dan smo
vodo s povrSine gela odlili in preostanke posusili s suSilnikom.

e UravnoteZenje trakov

IPG trakove smo najprej 15 min inkubirali v raztopini za uravnoteZenje I., nato pa Se 15
min v raztopini za uravnotezenje II. Po kon¢anem uravnotezenju smo trakove rahlo osusili
na filter papirju.

e Elektroforeza
Na povrsino loc¢ilnega gela smo vlili agarozno raztopino in nanesli IPG trakove. Ko se je
agaroza strdila, smo kalup vpeli v zgornjo posodo z elektrodama ter vse skupaj prenesli v
elektrodno posodo, v katero smo predhodno nalili 4 L 1x SDS pufra. Nato smo Se v

zgornjo posodo nalili 1x SDS pufer (cca. 700 ml). Elektrode smo priklopili na usmernik in
nastavili naslednje pogoje:

faza 1: 20 mA/gel, 15 min;
faza 2: 40 mA/gel, dokler barvilo bromofenol modro ne pripotuje ko konca gela.

Med potekom elektroforeze je bila aparatura povezana s termostatom, ki vzdrzuje
konstantno temperaturo 20 °C. Ko je barvilo bromofenol modro pripotovalo do konca
gelov, smo eletroforezo ustavili, razstavili kalup in gele ustrezno oznacili.
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e Fiksacija, barvanje in slikanje gelov

Gele smo prenesli v banjice s fiksacijsko raztopino in inkubirali na stresalniku 2-krat po 30
min. Fiksacijsko raztopino smo odlili in gele preko noc¢i v temi inkubirali v fluorescentnem
barvilu SYPRO RUBY (banjice smo ovili v aluminijasto folijo). Vse nadaljnje postopke
smo delali v temi, saj je barvilo obcutljivo na svetlobo.

Naslednji dan smo barvilo odlili in gele spirali v raztopini za spiranje 2-krat po 30 min ter
nato e v ddH,O 3-krat po 5 min. Sledilo je slikanje gelov s sistemom za dokumentacijo
gelov G-BOX:HR (Syngene). Barvilo Sypro Ruby ima eksitacijski maksimum pri dveh
valovnih dolzinah: ~280 nm in ~450 nm ter emisijski maksimum blizu 610 nm. Uporabili
smo eksitacijsko osvetlitev Transilluminator - medium wavw uv ter emisijski filter FiltUV.
Pogoji, ki smo jih nastavili za slikanje, so bili naslednji: zaslonka 1,2; povecava 12,5;
fokus 136; ¢as izpostavitve 200 ms.

3.3.5.5 Racunalniska analiza proteinskih profilov s programom 2-D Dymension

Slike 2-D gelov smo analizirali z racunalniskim programom Dymension 2-D analysis
software (Syngene). Referencni gel, na podlagi katerega smo delali vse primerjave, je bila
slika 2-D profila divjega tipa NRRL2338 v doloceni kontrolni tocki. Vse primerjave so bile
izvedene v dveh bioloskih ponovitvah in treh tehni¢nih ponovitvah. Kot relevantne razlike
0z. ujemanja smo upostevali tiste, ki so se ponovile na vseh ponovitvah.

Primerjave smo naredili znotraj seva NRRL2338 oz. znotraj seva ABE1441 ter med
sevoma NRRL2338 in ABE1441 v razli¢nih kontrolnih toc¢kah.

Program Dymension je avtomatsko zaznal in obkrozil lise ter jih kvantitativno ovrednotil.
Program nam je podal rezultate v obliki preglednice, ki izpiSe Stevilke lis in normalizirane
volumne (normaliziran volumen je razmerje med volumnom ene lise proti celokupnemu
volumnu vseh lis na gelu). Uporabili smo privzete racunalniSke nastavitve merjenja ozadja
in identifikacije lis glede na razmerje intenzitete in Suma. Kot diferencialno izrazene
proteine smo upostevali samo tiste, kjer je bilo razmerje normaliziranih volumnov ve¢je od
1,5 in statisticno znacilno (p<0,05).

3.3.5.6 Identifikacija diferencialno izraZenih proteinov z masno spektrometrijo

Identifikacija diferencialno izrazenih proteinov je bila narejena z masno spektrometrijo
(LC-MS/MS) na Institutu Jozef Stefan (Odsek za biokemijo, molekularno in strukturno
biologijo).

Izvedba analize LC-MS/MS je potekala z aparaturo EASY-nanoLCIl HPLC (Thermo
Scientific), ki je bila sklopljena z Orbitrap LTQ Velos masnim spektrometrom (Thermo

Scientific). Peptidni vzorec je bil najprej nalozen na predkolono (Proxeon EASY-
ColumnTM, dolZina 2 c¢m, notranji premer 100 um, 5 pum 120 A, kromatografski nosilec
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C18), sledilo je locevanje z elucijo na 10 cm dolgi analiticni koloni C18 PicoFritTM
AQUASIL (notranji premer 75 pm, 5 um 100 A, kromatografski nosilec C18) (New
Obijective)). Peptidi so bili eluirani s 30-minutnim linearnim gradientom 5-50 % mobilne
faze B (0,1 % mravlji¢na kislina v acetonitrilu) pri pretoku 300 nl/min. MS/MS spektri so
bili pridobiljeni s fragmentacijo devetih najbolj intenzivnih prekurzorskih ionov iz
celotnega masnega spektra. Dinami¢no izloCanje prekurzorskih ionov je potekalo ob
ponovljeni detekciji iona in je trajalo 120 sekund. Za preiskovanje baze proteinskih
zaporedij je bil uporabljen algoritem Sequest, ki je vgrajen v Proteome Discoverer
programski paket (verzija 1.3.0.339) (Thermo Scientific) in baza proteinskih zaporedij S.
erythraea, ki je bila pridobljena iz spletne strani “Saccharopolyspora erythraea Genome
Project Web site« (http://jblseqdat.bioc.cam.ac.uk/gnmweb/files.html). Nastavitve pri
iskanju so bile naslednje: tripsinska cepitev z najve¢ dvema pogreSskoma, variabilna
oksidacija metioninov in stabilna karbamidometilacija cisteinov. Toleranca odstopanja
mase prekurzorskih ionov je bila nastavljena na 10 ppm, toleranca odstopanja mase
fragmentiranih ionov pa 0,8 Da. Statisticna zanesljivost identificiranih peptidov je bila
ovrednotena tudi z iskanjem po obratni bazi podatkov, pri katerem je bil delez napacno
identificiranih peptidov nastavljen na 1 %.

Rezultate smo dobili v obliki preglednice identificiranih proteinov. Poleg identitete
zadetek), stevilo identificiranih peptidov najviSjega zadetka, odstotek v pokritosti
aminokislinske sekvence ujemanih peptidov v identificiranem proteinu in kodo NCBI.

Funkcijo proteinov smo poiskali v bazah NCBI in Uniprot. Diferencialno izrazene proteine
smo razvrstili v skupine glede na celi¢ne procese s skladu s hierarhijo metabolizma KEGG
Pathway.

3.3.5.7 Metoda spektralnega Stetja (ang. Spectral counting)

Alternativna metoda za doloc¢anje diferencialno izrazenih proteinov, t. i. metoda
spektralnega stetja, je bila izvedena na Institutu Jozef Stefan (Odsek za biokemijo,
molekularno in strukturno biologijo).

Pripravljene celi¢ne ekstrakte (poglavje 3.3.5.1) smo najprej locili z metodo SDS-PAGE,
za loCevanje smo uporabili komercialni gel (12 % tris-glicin) (Lonza). Gel smo barvali z
barvilom Commasie Brilliant Blue. Celo proteinsko vrstico smo razrezali na osem trakov,
nato pa vsak trak razbarvali z raztopino 25 mM amonijevega bikarbonata in 50 %
acetonitrila in ga pripravili za analizo MS. Razbarvane trakove gela smo najprej reducirali
v prisotnosti 10 mM DTT in 25 mM amonijevega bikarbonata (45 min na 56 °C). Sledila je
redukcija z acetilacijo cisteinov s 55 mM jodacetamidom in 25 mM amonijevim
bikarbonatom (30 min na sobni temperaturi). Del¢ke gela smo nato sprali z 25 mM
amonijevim bikarbonatom, jih posusili in razgradili s tripsinom (Promega) (preko noci pri
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37 °C). Peptide smo nato ekstrahirali iz delckov gela z ekstrakcijsko raztopino (50 %
acetonitril, 5% mravlji¢na kislina) in jih skoncentrirali na 15 pl. Sledila je analiza LC-
MS/MS.

Analiza LC-MS/MS je potekala kot je ze opisano v tocki 3.3.5.6 z nekaj razlikami:

- peptidi so bili eluirani z 90-minutnim linearnim gradientom 5-50 % mobilne faze
B;

- zapreiskovanje baze proteinskih zaporedij in kvantifikacijo s spektralnim Stetjem je
bil uporabljen proteomski programski paket MaxQuant (Cox in Mann, 2008; Cox
in sod., 2011);

- nastavitve pri iskanju v bazi podatkov: stabilna karbamidometilacija cisteinov,
variabilna oksidacija metioninov in variabilna N-terminalna acetilacija;

- toleranca odstopanja mase prekurzorskih ionov je bila nastavljena na 6 in 20 ppm.

3.3.5.8 Prenos Western

Prenos Western smo uporabili za potrditev izrazanja proteinov po vnosu dodatne kopije
izbranega gena v sev NRRL2338.

Prenos Western poteka v vecih korakih: izolacija proteinov (priprava proteinskih
ekstraktov), locevanje proteinov z SDS-PAGE, prenos proteinov na membrano, blokada,
hibridizacija s primarnimi in sekundarnimi protitelesi, barvanje in detekcija z DAB.

Izolacija proteinov (priprava proteinskih ekstraktov)

3. dan fermentacije (po cca. 65 h) v produkcijskem gojis¢u smo vzorcili 2 ml biomase in jo
centrifugirali 5 min pri 3000 xg in 4 °C. Odlili smo supernatant in pelet 4-krat sprali z 20
mM fosfatnim pufrom, pH 7.5. Nato smo pelet resuspendirali v 0,5 ml pufra, ki je vseboval
100 mM KH3PO4 (pH 7.5), 20 mM EDTA (pH 8.0) in proteazni inhibitor (Roche) (2
tabletki/10 ml) in sonificirali 4 x15 s (s 30 s premori na ledu). Vzorce smo centrifugirali na
20000 xg 20 min pri 4 °C, supernatant prenesli v novo mikrocentrifugirko in dodali
nansalni pufer 6x LB ter segrevali 10 min na 95 °C.

Locevanije proteinov Z SDS-PAGE

Pripravili smo 12 % poliakriamidni gel. Elektroforezo smo izvedli z aparaturo Mini-
PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad). V aparaturo smo vlili cca. 1 L 1x elektroforetskega
pufra za SDS-PAGE, vstavili kalup z geli ter nanesli vzorce. Elektroforeza je potekala pri
20-25 mA/gel. Ko je barvilo bromofenol modro pripotovalo do konca gelov, smo
eletroforezo ustavili, razstavili kalup in gele ustrezno oznacili.

Prenos proteinov na membrano

Po koncani elektroforezi smo proteine prenesli na nitrocelulozno membrano. Pri tem smo
uporabili sistem Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad). V kadicko smo nalili cca. 1 L
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prenasalnega pufra. Prenos je potekal 75 min pri napetosti 70-80 V. UspeSnost prenosa
smo preverili z barvanjem membrane z barvilom Ponceau S.

Blokada

Membrano smo nato inkubirali v 200 ml raztopine 1x TBS z dodatkom mleka v prahu (3
%) 40 minut na stresalniku.

Hibridizacija s primarnimi in sekundarnimi protitelesi

Za detekcijo proteinov smo uporabili:

- primarna protitelesa: podganja monoklonska Ab Anti-HA z visoko afiniteto (3F10)
(Roche) (angl. Rat monoclonal Ab Anti-HA High Affinity) in

- sekundarna protitelesa: konjugant kozjih poliklonskih Ab Anti-podganjih IgG in
peroksidaze (Calbiochem) (angl. Goat Anti-Rat IgG Peroxidase Conjugat).

Hibridizacija s primarnimi protitelesi je potekala na sobni temperaturi preko noci.
Membrano smo inkubirali v 5 ml raztopine 1x TBS z dodatkom mleka v prahu (3 %) in
primarnimi protitelesi v razmerju 1:500.

Membrano smo naslednji dan 3x sprali v raztopini 1x TBS (stresalnik, 10 min, sobna
temperatura). Nato smo izvedli hibridizacijo s sekundarnimi protitelesi. Membrano smo
inkubirali v raztopini 1x TBS z dodatkom mleka v prahu (3 %) in sekundarnimi protitelesi
v razmerju 1:1000 na sobni temperaturi 75 minut.

Sledilo je 4x spiranje membrane po 10 minut v raztopini 1x TBS na sobni temperaturi.

Barvanje in detekcija z DAB

Za barvanje smo uporabili DAB Substrate Kit. Kit vsebuje 10x raztopino DAB (3,3'-
diaminobenzidine tetrahydrochloride) in peroksidni pufer (Stable Peroxide Substrate
Buffer). DAB je obcutljiv kolorimetri¢ni substrat, ki se skupaj s hrenovo peroksidazo
uporablja za imunolosko detekcijo. Hrenova peroksidaza katalizira oksidacijo vodikovega
peroksida substrata DAB. Dobimo netopen rjavo obarvan produkt.

Zmesali smo 22,5 ml peroksidnega pufra in 2,5 ml DAB. V tako pripravljeni raztopini Smo
inkubirali membrano 10-15 min.

3.3.6 Bioinformatska analiza genov oz. proteinov

3.3.6.1 Bioinformatska orodja

Za bioinformacijske analize genov o0z. proteinov smo uporabili javno dostopna
bioinformatska orodja: BLAST, KEGG Pathway, BRENDA in Clustal Omega.
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Algoritem BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool) je dostopen na spletni strani
NCBI (ang. National Center for Biotechology Information) in omogoca primerjavo
nukleotidnih ali proteinskih zaporedij z drugimi zaporedji v javno dostopnih bazah, kot so
nukleotidne baze GenBank, EMBL, DDBJ, PDB ter proteinske baze GenBank CDS
translations, PDB, SwissProt, PIR in PRF. Rezultati primerjav so podani v obliki zadetkov,
ki so razvrS¢eni glede na odstotek identi¢nosti in glede na E-vrednost. E-vrednost oz.
pricakovana vrednost je parameter, ki pove koliko zadetkov lahko pri¢akujemo, ¢e bi
nakljucno iskali zaporedje enake velikosti. Nizja kot je E-vrednost, manjsa je verjetnost, da
je zadetek rezultat nakljucja (Altschul in sod., 1990).

KEGG (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genom) je baza podatkov za sistemati¢no
analizo funkcij genov in omogoda povezavo genomskih informacij z vi§jim nivojem
funkcionalnih informacij. Baza »GENES« vsebuje zbirko genov za vse v celoti
sekvencirane genome in nekatere delno sekvencirane genome z anotacijami genskih
funkcij. Baza »PATHWAY« vsebuje graficne predstavitve celicnih procesov, kot so
metabolizem, membranski transport, signalna transdukcija in celi¢ni cikel. Referen¢no
metabolno pot lahko vidimo kot mrezo encimov ali mrezo EC Stevilk (numeri¢na
klasifikacijska shema za encime, angl. Enzyme commission number). EC Stevilke
identificirajo encime v metabolnih poteh in omogocajo povezavo z genomskimi
informacijami (Kaneisha in Goto, 2000).

BRENDA (ang. Braunschweig Enzyme Database) vsebuje prosto dostopne biokemijske in
molekularne informacije o vseh klasificiranih encimih. Baza podatkov vsebuje informacije
o klasifikaciji in nomenklaturi, o reakcijah in specificnosti, o funkcionalnih parametrih, o
pojavljanju, o encimski strukturi in stabilnosti, o0 mutantah in encimskem inzeniringu, o
pripravi in izolaciji, o uporabi encimov ter o podatkih o ligandih. Vsak vnos ima povezavo
na referenco iz literature, izvorni organizem in e je na voljo tudi proteinsko zaporedje
encima (Chang in sod., 2009).

Clustal Omega (EMBL-EBI) je javno dostopen program za poravnavo aminokislinskih
zaporedij (Sievers in sod., 2011). Rezultati poravnav so prikazani graficno in imajo
razli¢ne oznake:

-z zvezdico so oznaceni povsem ohranjeni aminokislinski preostanki,

-z dvema pikama so oznaceni delno ohranjeni aminokislinski preostanki,

-z eno piko so oznaCena mesta v zaporedju s sicer razliénimi aminokislinami, vendar
podobnimi kemijskimi znacilnostmi,

- najslabSe ohranjena mesta v zaporedju pa nimajo oznake.

3.3.6.2 Bioinformatske analize

Za gene, ki smo jih na podlagi primerjalne transkriptomsko/proteomske analize
identificirali kot potencialne kandidate, ki lahko bistveno vplivajo na povecan donos
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eritromicina v produkcijskem sevu, smo najprej izvedli podrobno bioinformacijsko
analizo. Bioinformacijske analize smo izvedli tako, da smo v bazi »Gene« na NCBI
poiskali vnos za specifi¢en gen oz. protein. Tu smo pridobili informacije o lokaciji gena
(kje v genomu se nahaja), velikosti gena, aminokislinskem zaporedju proteina in njegovi
dolzini, funkciji proteina, EC Stevilki. Nato smo s pomoc¢jo baz BRENDA in KEGG
Pathway poiskali metabolno pot, v katero je vkljuCen protein oz. encim. Z algoritmom
BLASTP smo poiskali potencialna homologna zaporedja v S. erythraea, potencialna
homologna zaporedja v sorodnih mikroorganizmih (Actinobacteria) in najblizjega
biokemijsko Ze karakteriziranega homologa v ¢im bolj sorodnem mikroorganizmu. Za
poravnavo ve¢ aminokislinskih zaporedij smo uporabili program Clustal Omega. Pri
poravnavi aminokislinskih zaporedij smo predpostavili, da predstavlja identiteta
aminokislinskega zaporedja nad 40 % dovolj veliko verjetnost, da so encimske funkcije
ohranjene (Tian in Skolnick, 2003; Edgar, 2010).

NCEI

pridobitev osnovnihinformacijo genu/proteinu

¢ N

BRENDA KEGG Pathway
informacije o encimu informacdije o metabolnih poteh
BLAST

iskanje homolognih zaporedij

|

Clustal Omega
poravnava aminokislinskih za poredij

Slika 16: Shematski prikaz poteka bioinformatskih analiz
Figure 16: Schmatic reprezentation of bioinformatic analysis

3.3.7 Molekularno-bioloske metode

3.3.7.1 Testiranje delovanja promotorjev (merjenje aktivnosti katehol 2,3-dioksigenaze)

Delovanje promotorjev smo testirali z merjenjem aktivnosti porocevalskega gena katehol
2,3-dioksigenaze. Katehol 2,3-dioksigenaza je produkt gena xylE TOL plazmida iz
Pseudomonas putida, ki spreminja brezbarvni katehol v rumeno obarvan produkt 2-
hidroksimukonski semialdehid (Zukowski in sod., 1983).
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Seve smo inokulirali v 5 ml gojis¢a CRM z ustreznim antibiotikom in jih inkubirali na
stresalniku pri 30 °C in 220 obr./min. Po 48 h smo kulturo precepili (10 % inokulum) v
sveze gojis¢e CRM in ponovno inkubirali pri 30 °C 220 obr./min. Po 48 h smo vzor¢ili 1
ml kulture. VVzorce smo najprej centrifugirali pri 14000 obr./min 10 min. Odstranili smo
supernatant in dodali pufer za izpiranje ter ponovno centrifugirali pri 14000 obr./min 10
min. Odstranili smo supernatant in dodali 0,5 ml pufra za katehol test. VVzorce smo nato
sonificirali (amplituda 100%, cikel 1) 4x 15 sekund z vmesnimi 30 s intervali na ledu. Po
sonifikaciji smo vzorcem dodali 5 pl 10 % Triton X-100 in inkubirali na ledu 15 min.
Vzorce smo ponovno centrifugirali pri 14000 obr./min 10 min, nato pa v mikrotitersko
ploscico odpipetirali 50 pl vzorca in dodali 150 pl pufra za merjenje, ki smo ga predhodno
inkubirali na 37 °C. Mikrotitersko plos¢ico smo inkubirali 30 min pri 37 °C in potem
pomerili absorbanco pri 375 nm in s tem dolocili vsebnost rumeno obarvanega produkta
(2-hidroksimukonski semialdehid).

3.3.7.2 Genske manipulacije v naravnem sevu NRRL2338 (vnos dodatnih kopij in
prekinitev genov)

Vnos plazmidne DNA v E. coli

e Priprava elektrokompetentnih celic sevov E. coli

Sev E. coli smo na agarne plos¢e 2TY nacepili do posameznih kolonij in inkubirali preko
no¢i pri 37 °C. Naslednji dan smo v 7 ml tekocega gojiS¢a 2TY inokulirali zrasle
posamezne kolonije. Te smo potem inkubirali na stresalniku preko noci pri 37 °C in 200
obr./min. S tako pripravljenim inokulumom (4 ml) smo inokulirali 2 L Erlenmajerjeve
steklenice (400 ml gojis¢a 2TY) in jih gojili 2-3 h na stresalniku pri 37 °C in 220 obr./min.
Ko je ODgo dosegla vrednost 0,9, so bile celice pripravljene. Celice smo prenesli v kivete,
jih postavili za 20 min na led, nato pa jih centrifugirali v ohlajeni centrifugi (4 °C) pri 4000
obr./min 10 min. Po centrifugiranju smo celice 2x sprali z 200 ml in 100 ml dH,0 z 1 mM
HEPES pH 7,0 in enkrat z 97,5 ml 10 % glicerolom z 1 mM HEPES pH 7,0. Pri vsakem
spiranju smo po resuspendiranju celice centrifugirali pri 4000 obr./min 10 min na 4 °C. Po
zadnjem centrifugiranju so bile celice resuspendirane v 2,5 ml 10 % glicerola/1 mM
HEPES ph 7,0. Suspenzijo celic smo alikvotirali po 40 pl in jih shranili pri -80 °C.

e Transformacija sevov E. coli

Plazmidno DNA smo dodali v 40 pul elektrokompetentnih celic seva E. coli, nezno
premesali s pipeto in prenesli v sterilno elektroporacijsko kiveto. Uporabili smo aparaturo
Micro Pulser Bio-Rad. Celice smo izpostavili elektriéni napetosti 2,5 kV z elektri¢no
kapaciteto 25 pF in upornostjo 200 Q. Celotni volumen elektroporiranih celic smo prenesli
v 0,9 ml gojis€a 2TY in jih inkubirali 45 min pri 37 °C, nato pa jih razmazali na agarne
plosée 2TY z ustreznim antibiotikom.
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Konjugacija sevov S. erythraea

Najprej smo pripravili prekono¢no kulturo E. coli ET12567/pUZ8002. V 10 ml gojisca
2TY z ustreznimi antibiotiki smo inokulirali 3-5 kolonij iz plos¢e in inkubirali preko noc¢i
pri 37 °C in 220 obr./min. Naslednji dan smo ustrezno namnozeno kulturo (1 ml)
inokulirali v gojis¢e 2TY z ustreznimi antibiotiki (20 ml gojis¢a) in inkubirali pri 37 °C in
220 obr./min dokler kultura ni dosegla ODgq 0,4.

Za konjugacijo smo pripravili celice tako, da smo kulturo celic E. coli ET12567/pUZ8002
najprej centrifugirali 10 min pri 4500 obr./min in jih nato 2x sprali z gojis¢em 2TY (z
vmesnimi centrifugiranji). Na koncu smo celice resuspendirali v 1 ml 2TY.

Medtem smo odtajali ze prej pripravljene in homogenizirane spore bakterije S. erythraea
NRRL2338 (1 ml). Spore smo 2x sprali z gojis¢em 2TY (centrifugirali smo pri 5000
obr./min 5 min) in jih resuspendirali v 1 ml 2TY, nato pa smo jih inkubirali 10 min na 52
°C in jih takoj prenesli na led.

Potem smo spore in celice zdruzili v volumskem razmerju 2:2,5 ter suspenzijo razmazali
na agarne plos¢e SM z 10 mM MgCl; in jih inkubirali pri 30 °C. Po cca. 18-20 h smo
plosce stehtali in jih prelili z nalidinsko kislino (kon¢na koncentracija 25 pg/g gojisca), ki
zavira rast E. coli. Po cca. 40 h smo plosce za selekcijski pritisk prelili e z apramicinom
(kon¢na koncentracija 50 ug/g gojis¢a). Konjugante smo inkubirali $e nadaljnjih 10-14 dni
pri 30 °C, da so zrasle posamezne kolonije.

Molekularne tehnike

e lzolacija plazmidne DNA iz E. coli

Plazmidno DNA iz prekono¢ne kultrue E. coli smo izolirali s pomoéjo kompleta
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma). 2 ml kulture smo centrifugirali 2 min pri
12000 obr./min. Supernatant smo zavrgli, celicno usedlino pa uporabili za izolacijo
plazmidne DNA po navodilih proizvajalca. V zadnjem koraku smo DNA eluirali v 100 pl
dH,0.

e Pomnozevanje DNA in vitro s PCR

Za pomnoZzevanje zelenih DNA fragmentov smo uporabili verizno reakcijo s polimerazo
(PCR). Reakcijska mesanica je vsebovala 0,5-1 ng/ul matricne DNA (genomska DNA S.
erythraea ABE1441), zacetne oligonukleotide s koncentracijo 0,4 pmol/ul (vodilni,
sledilni), mesanico dNTP (0,2 mM), DMSO (10 %), polimerazni pufer (1,5 mM MgCl,) in
Phusion polimerazo (0,02 U/ul). PCR reakcije smo izvedli v aparaturi Professional
Thermocycler (Biometra). Program pomnozevanja je obsegal zacetno denaturacijo DNA
pri 98 °C, temu sledi 30 ciklov (denaturacija 15 s pri 98 °C, prileganje zacetnih
oligonukleotidov 15 s pri 3 °C vi§ji temperaturi od najnizje Tm in podaljSevanje verige
DNA 30 s/1 kb pro 72 °C). Sledilo je Se kon¢no podaljSevanje, 10 min pri 72 °C.
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e Rezanje DNA z restrikcijskimi plazmidi

Rezanje DNA z restrikcijskimi encimi smo izvedli pri preverjanju plazmidov (koncni
volumen 10 pl) ali pri pripravi PCR produkta za ligacijo (kon¢ni volumen 55 pl). Reakcije
so potekale 1-2 h pri 37 °C. Inaktivacijo encimov smo izvedli z inkubacijo 30 min na pri
65 °C ali z nanosom vzorcev na gel.

Preglednica 6: Reakcijska meSanica za rezanje z restrikcijskimi encimi
Table 6: Restriction enzyme reaction mix

. MeSanica za preverjanje MeSanica za pripravo PCR
Sestavina p janj prip

plazmidov (ul) produkta za ligacijo (ul)
DNA 6 44
restrikcijski encim 1 0,5 3
restrikcijski encim 2 0,5 3
FD pufer 1 55
dH,0 2 /
Konéni volumen 10 55,5

e Ligacija fragmentov DNA

Ligacija fragmentov je obicajno potekala v molekularnem razmerju 3:1 (insert:vektor).
Obic¢ajno smo ligacijo izvajali v 15 pl ligacijske meSanice, v katero smo dodali PCR
produkt, plazmidni vektor, T4 ligacijski pufer (Thermo Scientific) (400 mM Tris-HCI, 100
mM MgCl,, 100 mM DTT, 5 mM ATP pH 7,8 pri 25 °C), 1U T4 ligazo (Thermo
Scientific) in dH,O. Ligacijsko meSanico smo inkubirali 4 ure pri sobni temperaturi ali
preko noci pri 16 °C.

o Defosforilacija linearnin DNA fragmentov

Defofsforilacijo linearnih DNA fragmentov smo uporabili, kadar smo zeleli prepreciti
zlepljanje lineariziranih plazmidov. S 5'-koncev se odstrani fosfatna skupina. V ta namen
smo uporabljali alkalno fosfatazo FastAP (Thermosensitive Alkaline Phosphatase) po
navodilih proizvajalca Thermo Scientific.

e Agarozna gelska elektroforeza

Agarozno gelsko elektroforezo smo uporabili za loCevanje in vizualizacijo fragmentov
DNA. Uporabljali smo kadicke Mini-Sub Cel®I GT in Sub-Cell® GT (BioRad).

Pripravljali smo gele z 0,8 % zamrezenostjo. Agarozne gele smo pripravili z 1x TAE
raztopino. Za barvanje smo uporabili fluorescentno barvilo Sybr® Safe (1 pl/100 ml)
(Invitrogen), barvilo smo dodali v gel pred izvedbo elektroforeze. Vzorcem smo dodali
nanasalni pufer (6x agarose gel loading buffer, Fermentas) in jih nanesli na gel. Za lestvico
smo uporabili GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fermentas) ali MassRuler™ Express
Forward DNA Ladder Mix (Thermo Scientific) (100-10.000 bp).
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e lzolacija DNA iz agaroznega gela

Fragmente DNA smo iz agaroznega gela izolirali s pomoc¢jo kompleta "Wizard Promega
kit". 1zolacija je bila izvedena po navodilih proizvajalca.

e Priprava vzorcev za sekvenciranje

S pomo&jo komercialnega kompleta GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma) smo
izolirali vzorce za sekvenciranje in podjetju Macrogen (Seoul, Korea) poslali 10 pl
plazmida v koncentraciji 70 ng/pl pri sobni temperaturi.

3.3.8 Statisticna obdelava podatkov

Vse primerjave pri analizi 2-D gelov so bile izvedene na podlagi Stirih (bioloskih)
ponovitev bioprocesov in treh tehni¢nih ponovitev. Kot diferencialno izrazene proteine
smo upostevali samo tiste, kjer je bilo razmerje normaliziranih volumnov vec¢je od 1,5 in
statisti¢no znacilno (p<0,05).

Pri preverjanju vpliva manipulacije genov na produkcijo eritromicina smo izvedli dve
lo¢eni kultivaciji z najmanj 20 neodvisnimi kolonijami za vsako gensko mutacijo.
Rezultate smo obdelali s programom SAS (SAS Software, version 8.01, 1999) za
statisti¢no obdelavo podatkov po postopku GLM (General Linear Models).
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4 REZULTATI

V okviru te doktorske naloge smo preucevali biosintezo eritromicina s proteomskimi in
bioinformatskimi orodji. V zacetnih korakih smo optimizirali goji$§¢a in pogoje gojenja
aktinomicete S. erythraea za optimalno produkcijo eritromicina ter prilagodili protemske
proteomske analize naravnega in visokodonosnega seva S. erythraea identificirali gene, ki
imajo pomembno vlogo pri produkciji eritromicina. V zaklju¢nem delu eksperimentov pa
SmMo z metabolnim inzineringom izbranih genov (prekomerno izrazanje ali prekinitev
genov) pripravili rekombinantne seve S. erythraea in ugotavljali vpliv genskih sprememb
na produkcijo eritromicina.

4.1 OPTIMIZACIA GOJISC IN POGOJEV GOJENJA S. erythraeca ZA OPTIMALNO
PRODUKCIJO ERITROMICINA

V zacetni fazi raziskovalnega dela smo Zeleli razviti oziroma optimizirati gojisce, ki v
veliki meri omogoca povisan donos eritromicina in ob enem omogoca uspesno ekstrakcijo
proteinov iz celic S. erythraea za proteomsko analizo. Nas cilj je bil tudi ¢im bolj
posnemati industrijske pogoje, saj smo le tako dobili vpogled v relevantne razlike med
naravnim sevom NRRL2338 in visoko-donosnim industrijskim sevom ABE1441.

Najprej smo testirali produkcijo eritromicina seva ABE1441 v prilagojenem industrijskem
gojiséu (ABPMB8). Stirinajst neodvisnih kolonij seva ABE1441 smo vzporedno inokulirali
v 50-ml centrifugirke in v 250-ml erlenmajerice z gojis¢em ABVMI. Po 48 h smo
namnozeno kulturo inokulirali v produkcijsko gojis¢e (ABPMS8) in po sedmih dneh
kultivacije vzorce fermentacijske brozge ekstrahirali z acetonitrilom in pomerili
koncentracije eritromicina z metodo HPLC.

Produkcijo eritromicina seva ABE1441 smo lahko natan¢no zmerili z metodo HPLC,
medtem ko smo produkcijo eritromicina seva NRRL2338 lahko dolo¢ili le z bioloskim
testom (koncentracije manjse od 0,5 g/l eritromicina z metodo HPLC nismo mogli
natan¢no dolociti).
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Slika 17: Produkcija eritromicina seva ABE1441 v gojis¢u ABPMS8 v centrifugirkah in v erlenmajericah.
Polja pravokotnikov obsegajo 95 % vzoréne populacije, horizontalne ¢rte predstavljajo vrednost mediane,
vertikalne érte predstavljajo ekstreme (min, max), n = 14,

Figure 17: Erythromycin production of ABE1441 strain in ABPM8 fermentation medium in centrifugation
tubes and erlenmeyer flasks. Bars encompass 95 % of sample population, horizontal lines represent median
values and perpendicular lines represent extreme values (min, max), n = 14.

Donosi eritromicina v gojis¢u ABPMS8 so bili v povpre¢ju 2,1 g/1 (0,3 g/l) v
centrifugirkah in 2,4 (£0,4 g/l) v erlenmajericah (slika 17).

Industrijska gojisca, ki se uporabljajo za kultivacijo aktinomicet, so gosta in kompleksna, v
njih pa je veliko netopnih sestavin, kot sta sojina moka in Skrob. Zaradi kompleksnosti
sestave lahko industrijska gojisa otezijo izvedbo proteomskih analiz. Problem lahko
predstavljajo komponente gojisca, saj lahko vsaka kontaminacija z ionskimi detergenti,
polisaharidi, lipidi ali nukleotidi vpliva na izoelektricno fokusiranje. Zato smo zeleli
preveriti ali bi bilo mogoce uporabiti bolj enostavno produkcijsko gojisce, ki pa bi vseeno
omogocalo dovolj visoko produkcijo eritromicina.

V ta namen smo testirali gojis¢e SCM (Davies in sod., 2000). Poleg osnovne variante
gojis¢a SCM smo pripravili Se 2 razli¢ici (SCM 2 in SCM 3), kjer smo namesto glukoze
dodali kombinacijo glukoze in dekstrina.

SCM 1: 30 g/L glukoze, 6 g/L kvasnega ekstrakta, 4 g/L bakto-peptona, 2 g/L glicina, 0,5
g/L MgSO4x7H;0, 0,68 g/L KH,PO,.

SCM 2: 10 g/L glukoze, 20 g/l dekstrina, 6 g/L kvasnega ekstrakta, 4 g/L bakto-peptona, 2
g/L glicina, 0,5 g/L MgSQO4x7H,0, 0,68 g/L KH,PO,.

SCM 3: 20 g/L glukoze, 50 g/L dekstrina, 6 g/L kvasnega ekstrakta, 4 g/L bakto-peptona, 2
g/L glicina, 0,5 g/L MgSO4x7H,0, 0,68 g/L KH,PO,.
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Pet neodvisnih kolonij seva ABE1441 smo inokulirali v erlenmajerice z gojis¢em ABVM1
in jih po 48 h prenesli v centrifugirke z variacijami gojis¢a SCM in v gojis¢e ABPMS8
(kontrola). Po 7 dneh kultivacije smo vzorce fermentacijske brozge ekstrahirali z
acetonitrilom in z metodo HPLC pomerili koncentracijo eritromicina. Pri vseh treh
variantah nismo mogli dolo¢iti koncentracije eritromicina, zato smo poskus ponovili in v
eno paralelko pred ekstrakcijo dodali 0,5 g/l standarda. Rezultati so navedeni v preglednici
1.

vzorcev 1-5, ¢rka a pomeni brez dodatka standarda, ¢rka b pomeni z dodatkom standarda (koncentracije 0,5
all).

Table 7: Erythromycin production of ABE1441 strain in different fermentation media, SCM 1, SCM 2, SCM
3, ABPMS8. Samples were marked 1-5, letter a meaning without added standard, letter b meaning with added
standard (concentration 0,5 g/l).

Oznaka Dodatek Konc.ER(g/l)v  Konc.ER (g/) v Konc. ER (g/l)v  Konc. ER (g/l) v

vzorca stand. SCM 1 SCM 2 SCM 3 ABPM8
la 0 0 0 0 15
1b 0,5 0,5 0,5 0,51 2,0
2a 0 0 0 0 1,8
2b 0,5 0,5 0,5 0,54 2,3
3a 0 0 0 0 19
3b 0,5 0,5 0,5 0,51 2,4
4a 0 0 0 0 2,2
4b 0,5 0,5 0,5 0,52 2,7
5a 0 0 0 0 2,0
5b 0,5 0,5 0,5 0,53 25

V variantah SCM 1 in SCM 2 $e vedno nismo zaznali eritromicina, v varianti SCM 3 pa
smo zaznali zelo nizke koncentracije, od 10 do 40 mg/l eritromicina. Za primerjavo smo
hkrati iste kolonije inokulirali tudi v gojis¢e ABPMS, kjer smo pomerili v povpre¢ju 1,9 g/l
(£0,36 g/l) eritromicina.

Glede na rezultate smo ugotovili, da nobena varianta gojisS¢a SCM ni ustrezna za nadaljne
eksperimente. V variantah SCM 1 in SCM 2 je bila produkcija tako nizka, da je nismo
zaznali oz. produkcije sploh ni bilo, v SCM 3 pa je bila produkcija prenizka. V nadaljnjih
eksperimentih smo delali z industrijskim gojis¢em ABPM8.
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4.2 POTEK FERMENTACIJE IN DOLOCITEV KONTROLNIH TOCK

V centrifugirkah in erlenmajericah smo delali eksperimente samo v zacetni fazi, ko smo
testirali gojiSca, v nadaljnjih eksperimentih pa smo fermentacije izvedli v 5-1 bioreaktorjih,
saj smo zeleli ¢im bolj posnemati industrijske pogoje. Bioreaktor smo inokulirali preko
dvostopenjskega inokuluma. Inokulum smo pripravili v gojis¢éu ABVMI1. NamnoZeno
kulturo smo nato inokulirali v produkcijsko gojis¢e ABPMS. Ob inokulaciji smo dodali $e
5 % glukozo in 0,83 % n-propanola (podrobne;jsi opis postopka je v poglavju 3.3.3.3).

Bioproces je potekal cca. 100 h, pri ¢emer smo ves ¢as fermentacije vzorcili
fermentacijsko brozgo (na cca. 4-8 h). Spremljali smo pH, koncentracijo kisika v brozgi,
koncentracijo glukoze, koncentracijo amonijevega sulfata, celicno gostoto (z meritvami
PMV, ang. packed mycelium volume) in produkcijo eritromicina. Na podlagi teh
parametrov smo dolocili tocke vzorcenja oz. kontrolne tocke (sliki 18 in 19), in sicer:

1. pred zacetkom produkcije eritromicina (KT1),
2. ob zacetku produkcije eritromicina (KT2),

3. fazaintenzivne produkcije eritromicina (KT3),
4. ob koncu produkcije eritromicina (KT4).

V kontrolnih to¢kah KT1-KT4 smo pobirali vzorce za proteomske analize.

Bioproces je potekal v 4 fazah. Prvih 24 ur je potekala lag faza oz. faza prilagajanja (prva
Casovna tocka je bila postavljena ob koncu lag faze, tik pred zac¢etkom produkcije), sledila
je faza hitre rasti in porabe glukoze, kjer je potekala najve¢ja produkcija eritromicina
(druga ¢asovna tocka je bila postavljena ob zacetku produkcije). Ko se je vsa glukoza v
gojis¢u porabila, so celice presle v stacionarno fazo rasti, nato pa je sledil ponoven porast
produkcije eritromicina (tretja Casovna tocka je bila postavljena med intenzivno produkcijo
eritromicina). Sledila je faza odmiranja, produkcija eritromicina se je zakljucila (Cetrta
Casovna tocka je bila postavljena ob koncu produkcije).
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Slika 18: Potek bioprocesa pri visoko-donosnem sevu S. erythraea ABE1441; s ¢rnimi kvadratki je oznacena
koncentracija eritromicina doloCena z metodo HPLC, z vijolicnimi kvadratki je oznaena koncentracija
eritromicina dologena z bioloskim testom, z zelenimi kvadratki je oznaCena poraba glukoze, z rjavimi
zvezdicami je oznaCena koncentracija amonijevega sulfata, modri stolpci pa predstavljajo PMV. Oznacene so
tudi kontrolne to¢ke (KT1-KT4).

Figure 18: Fermentation proces of high-producing S. erythraea strain ABE1441; black squares representing
erythromycin concentration determined by HPLC, violet squares representing erythromycin concentration
determined by diffusion test, green squares representing glucose consumption, brown stars representing
ammonium sulphate concentration, blue bars representing PMV. Also time points are marked (KT1-KT4).
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Slika 19: Potek bioprocesa pri naravnem sevu S. erythraea NRRL2338; z vijoli¢nimi kvadratki je oznacena
koncentracija eritromicina dolo¢ena z bioloskim testom, z zelenimi kvadratki je oznac¢ena poraba glukoze, z
rjavimi zvezdicami je oznaCena koncentracija amonijevega sulfata, modri stolpci pa predstavljajo PMV.
Oznacene so tudi kontrolne tocke (KT1-KT4).

Figure 19: Fermentation proces of S. erythraea wild type NRRL2338; violet squares representing
erythromycin concentration determined by diffusion test, green squares representing glucose consumption,
brown stars representing ammonium sulphate concentration, blue bars representing PMV. Also time points
are marked (KT1-KT4).

Primerjava poteka bioprocesa pri sevih ABE1441 in NRRL2338 je pokazala, da se
produkcija pri obeh sevih za¢ne okoli 20-30 h. Med 30 in 50 h bioprocesa smo pri obeh
sevih opazili intenzivno porabo glukoze, hkrati pa se je zacela intenzivna produkcija
eritromcina. Pri sevu ABE1441 je bila produkcija eritromicina v eksponentni fazi rasti
hitrejSa, poleg tega se je nadaljevala Se v stacionarni fazi rasti. Rezultat je bila ve¢ kot 10-
krat vi§ja produkcija pri sevu ABE1441 v primerjavi s sevom NRRL2338. Pri sevu
NRRL2338 se je produkcija ustavila ze pri 60 h, medtem ko pri sevu ABE1441 potekala
vse do 90 h (sliki 18 in 19).

4.3 OPTIMIZACUA METODE ZA EKSTRAKCHO PROTEINOV 1Z MIKROBNE
BIOMASE

Ker smo pri izvedbi bioprocesov uporabljali industrijska gojisca, ki vsebujejo kompleksne
vire ogljika in dusika, je bila optimizacija metode za eksrakcijo proteinov iz mikrobne

.....
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kontaminanti (ionski detergenti, polisaharidi, lipidi ali nukleotidi), ki bi lahko motili 2-D
elektroforezo. Poleg tega se je potrebno pri sami pripravi vzorcev izogniti (v kolikor se le
da) izgubi proteinov. Zato je bilo zelo pomembno, da smo odstranili vse potencialne
kontaminante.

Ekstrakcija proteinov je potekala v ve¢ korakih:

- centrifugiranje fermentacijske brozge,

- izpiranje biomase,

- resuspendiranje biomase v raztopini za pripravo celi¢nih ekstraktov S. erythraea
(poglavje 3.1.2.2),

- razbijanje celic,

- kon¢no centrifugiranje,

- (opcijsko) obarjanje proteinov.

Optimizacija je obsegala testiranje razli¢nih hitrosti centrifugiranja pri prvem koraku,
testiranje razli¢nih raztopin za izpiranje, testiranje razli¢nih inhibitorjev proteaz v raztopini
za pripravo celi¢nih ekstraktov in testiranje razlicnih na¢inov razbijanja celic.

4.3.1 Testiranje razli¢nih hitrosti centrifugiranja pri za¢etnem centrifugiranju

Na vzorcih fermentacijske brozge smo testirali 5 razliénih hitrosti zacetnega
centrifugiranja, ki so ustrezale razli¢nim centrifugalnim silam: 800 g, 1000 g, 2000 g, 3000
g, 3500 g. Cas centrifugiranja je bil 30 sekund. Iz rezultatov ni razvidnih bistvenih razlik
(odstotek variiranja je bil manjsi od 5 %), vendar pri visji sili fermentacijska brozga bolje
sedimentira, zato smo pri nadaljnjih postopkih uporabili najvisjo silo centrifugiranja (3500
9)-

Preverili smo tudi ali so v sedimentu res prisotne celice, zato smo naredili mikroskopski
preparat iz supernantna in sedimenta. V supernatantu nismo videli ni¢esar, v sedimentu pa
so bile vidne vse tri znacilne oblike: peleti, skupki micelija in prosti micelij (slika 20).



Karni¢ar K. Proteomski pristop za §tudij biosinteze eritromcina pri aktinobakteriji Saccharopolyspora erythraea. 69
Dok. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

Slika 20: Mikroskopski preparat sedimenta fermentacijske brozge (osebni vir)
Figure 20: Microscopic image of fermentation broth pellet (personal source)

Testirali smo tudi ali s spiranjem sedimenta odstranimo proteine soje. To smo naredili
tako, da smo zbirali frakcije po spiranju in merili koncentracijo proteinov po metodi
Bradford. Koncentracijo proteinov smo merili v dveh tehni¢nih ponovitvah (oznacéeni A in
B) ter v neinokuliranem gojis¢u (zanimalo nas je koliko proteinov je v samem gojiscu).
Rezultati so pokazali, da so bili po prvem spiranju proteini v izpirku $e prisotni (tako v
izpirku fermentacijske brozge kot tudi v izpirku samega gojis¢a), v naslednjih izpirkih pa
proteinov nismo ve¢ zaznali (preglednica 8).
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Preglednica 8: Doloc¢anje koncentracije proteinov v izpirkih; vzorec A in B sta tehni¢ni ponovitvi
fermentacijske brozge, gojisCe je neinokulirano gojis¢e, A595 je izmerjena absorbanca, ¢ je koncentracija
proteinov (v g/l).

Table 8: Determining the concentration of proteins in eluate; sample A and B are technical iterations of
fermentation broth, medium meaning not inoculated medium, A595 meaning measured absorbance, c
meaning protein concentration (in g/1).

pred spiranjem vzorec A vzorec B gojisce
Asgs 0,38 0,40 0,44
c (g 6,89 7,16 8,07
1. spiranje

Asos 0,05 0,06 0,08
c (g 0,40 0,54 0,93
2. spiranje

Asos 0,00 0,01 0,01
c (g 0,00 0,00 0,00
3. spiranje

Asos 0,00 0,00 0,01
c (a/l) 0,00 0,00 0,00

4.3.2 Testiranje razli¢nih raztopin za izpiranje biomase

Testirali smo dve raztopini za izpiranje biomase: raztopino A (40 mM Tris, 1 mM EDTA,
1 mM EGTA, pH 9,0) in raztopino B (50 mM Tris-HCI, pH 7,2). Iz vzorcev fermentacijske
brozge smo naredili ekstrakcijo proteinov in pomerili koncentracijo proteinov po metodi
Bradford. Povpre¢na koncentracija proteinov v primeru, ko smo za izpiranje uporabili
raztopino A je bila 1,62 g/l, povpre¢na koncentracija proteinov v primeru, ko smo za
izpiranje uporabili raztopino B pa 2,16 g/l. Zakljucili smo da je raztopina B bolj primerna.

4.3.3 Testiranje razli¢nih inhibitorjev proteaz v ekstrakcijski raztopini

Testirali smo 2 komercialna koktejla inhibitorjev proteaz v ekstrakcijski raztopini: tabletka
Complete Mini (Roche), 2 varianti 1 tabl./10 ml pufra oz. 2 tabl./10 ml pufra in Protease
Inhibitor Cocktail Set I, EDTA-Free (Calbiochem). Iz vzorcev fermentacijske brozge
smo naredili ekstrakcijo proteinov, izvedli 2-DE in na podlagi 2-D gelov zakljucili, da so
tabletke Complete Mini Roche v koncentraciji 2 tabl./10 ml pufra bolj primerne (slika 21).
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Z analizo s programom 2D Dymension smo v prvem primeru (1 tabletka/10 ml) zaznali
207 proteinskih lis, v drugem primeru (2 tabletki/10 ml) pa 427 proteinskih lis.

—

1 tabletka/10 ml 2 tabletki/10 ml

Slika 21: Testiranje komercialnih koktejlov z inhibitorji proteaz; na sliki levo je prikaz 2-D gela, Kjer smo
dodali v ekstrakcijsko raztopino 1 tabletko Complete Mini (Roche), na sliki desno pa je prikazan 2-D gel,
kjer smo v ekstrakcijsko raztopino dodali 2 tabletki Complete Mini (Roche)

Figure 21: Testing of comercial cocktails with protease inhibitors; left figure respresents 2-D gel with 1
tablet/10 ml Complete Mini (Roche) added in extraction solution, right figure respresents 2-D gel with 2
tablets Complete Mini (Roche) added in extraction solution

4.3.4 Testiranje razli¢nih nacinov razbijanja celic

Za razbijanje celic smo testirali razlicne nacine sonikacije: cikel 1/ amplituda 100 %/ 3x15
s; cikel 1/ amplituda 100 %/ 4x15 s; cikel 0,9/ amplituda 100 %/ 20 s; cikel 0,8/ amplituda
100 %/ 20 s; cikel 0,7/ amplituda 100 %/ 20 s. 1z vzorcev fermentacijske brozge smo
naredili ekstrakcijo proteinov in pomerili koncentracijo po metodi Bradford. Najvisje
koncentracije proteinov smo dobili, ¢e smo celice razbili z nacinom cikel 1/ amplituda 100
%/ 4x15 s (preglednica 9).

Preglednica 9: Dolocitev koncentracije proteinov, ekstrahiranih na razlicne nadine (z razlicnimi nacini
sonikacije)
Table 9: Determining of protein concentration, proteins were extracted by different means of sonication

Nacdin sonikacije Koncentracija proteinov (g/l)
cikel 1/ amplituda 100 %/ 3x15 s 1,95
cikel 1/ amplituda 100 %/ 4x15 s 2,25
cikel 0,9/ amplituda 100 %/ 20 s 2,06
cikel 0,8/ amplituda 100 %/ 20 s 1,57

cikel 0,7/ amplituda 100 %/ 20 s 1,51
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4.3.5 Obarjanje proteinov s komercialnim kompletom - 2-D Clean-Up (GE
Healthcare)

Po ekstrakciji proteinov je sledilo Se obarjanje proteinov s komercialnim kompletom »2-D
Clean-Up« (GE Healthcare). S tem smo odstranili prisotne kontaminante, kot so lipidi,
nukleinske kisline, ionski detergenti, soli, ki lahko motijo lo¢evanje in vizualizacijo 2-D
gela. Na sliki 22 lahko vidimo, da ima 2-D gel po uporabi komercialnega kompleta manj
Suma v ozadju, proteinske lise pa so bolj izrazite.

2D Clean Up kit

Slika 22: Prikaz 2-D gela pred in po obarjanju proteinov s komercialnim kompletom »2-D Clean Up«
Figure 22: 2-D gels before and after using comercial 2-D Clean Up Kit

4.4 RACUNALNISKA ANALIZA PROTEINSKIH PROFILOV S PROGRAMOM 2-D
DYMENSION IN IDENTIFIKACIUA DIFERENCIALNO IZRAZENIH
PROTEINOV Z MASNO SPEKTROMETRIJO

2-D elektroforezo smo izvedli z vzorci seva NRRL2338 in vzorci seva ABE1441 v 4
razli¢nih ¢asovnih tockah. Naredili smo 4 bioloske ponovitve (4 lo¢eni bioprocesi za vsak
sev) in 3 tehni¢ne ponovitve za vsak bioproces. Kot relevantne rezultate smo upostevali
tiste proteine, ki so bili prisotni na vseh bioloskih in vseh tehni¢nih ponovitvah.

4.4.1 Slike 2-D gelov

Na slikah 23 in 24 vidimo proteinski profil seva NRRL2338 0z. ABE1441 v doloceni
kontrolni tocki (KT1, KT2, KT3, KT4). Ze s prostim oCesom opazimo razlike med
sevoma. Proteinski profil seva NRRL2338 se ohrani v vseh stirih KT, pri sevu ABE1441
pa v kontrolnih tockah 3 in 4 opazimo obcutno manj proteinov. To sSmo opazili v obeh
bioloskih in obeh tehni¢nih ponovitvah. Yin in sod. (2008) so imeli podoben primer, ki so
ga razlozili kot posledico mo¢ne aktivnosti znotrajceli¢nih proteaz v srednji in pozni fazi
fermentacije (Yin in sod., 2008).
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Slika 23: Prikaz 2-D gelov pri sevu NRRL2338 v razli¢nih ¢asovnih toc¢kah
Figure 23: 2-D gels of strain NRRL2338 in different time points
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Slika 24: Prikaz 2-D gelov pri sevu ABE1441 v razli¢nih ¢asovnih tockah
Figure 24: 2-D gels of strain ABE1441 in different time points

4.4.2 Primerjave 2-D proteinskih profilov

Sledila je primerjava 2-D profilov med sevoma. V prvi fazi smo naredili ro¢no primerjavo
gelov, nato pa Se raCunalnisko obdelavo s programom 2-D Dymension. Primerjali smo
profila NRRL2338 in ABE1441 v to¢kah KT1 in KT2, pri ¢emer je bil referen¢ni sev
NRRL2338. Najvec razlik smo pric¢akovali v tocki KT2. V kasnejsih toc¢kah je pri sevu
ABE1441 verjetno prislo do proteolize in primerjava ni bila mogoc¢a oziroma ne bi mogli
trditi ali je razlika v profilih posledica fizioloSkega stanja ali proteolize.

Diferencialno izrazene proteine (120) smo izrezali in identificirali z MS. Proteinske lise
smo oznacili z E1-E120. Identiteta proteinov je prikazana v preglednici 10. Dolo¢ene
Stevilke (E13, E14, E16, E18, E56, E57, ES9, E64, E88, E94) v preglednici manjkajo, saj
identifikacija z MS ni bila mogoca (prenizka vsebnost proteina v lisi). Torej, od 120
diferencialno izrazenih proteinov, smo jih identificirali 110. Po identifikaciji smo
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ugotovili, da so nekateri proteini prisotni v vecih proteinskih lisah, tako da smo dejansko
identificirali 44 razli¢nih proteinov (preglednici 11 in 12).

V preglednici 11 so prikazani diferencialno izrazeni proteini, ki smo jih identificirali na
podlagi primerjave med sevoma NRRL2338 in ABE1441 v tockah KT1 in KT2 (profil
NRRL2338 je referen¢ni). V preglednici 12 so prikazani proteini, ki smo jih identificirali
ali le pri sevu ABE1441 ali le pri sevu NRRL2338.

Funkcijo proteinov smo poiskali v bazah NCBI in Uniprot. Diferencialno izrazene proteine
smo razvrstili v skupine glede na celi¢ne procese s skladu s hierarhijo metabolizma
»KEGGPathway«.
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Preglednica 10: Rezultati identifikacije proteinov z MS; navedeni so oznaka 2-D lise, ime proteina, pristopna
Stevilka v podatkovni bazi NCBI, odstotek v pokritosti AK sekvence ujemanih peptidov v identificiranem
peptidu, $tevilo identificiranih peptidov najvi§jega zadetka in rezultat MASCOT za najvi§ji oz. najbolj
znacilen zadetek
Table 10: Results of protein identification with MS; contains information on spot number, protein name,
accession number in NCBI database, percentage of amino acid sequence coverage of matched peptides in the
identified protein, number of peptides matching the top hit, MASCOT score for the most significant hit

Oznaka Protein St. v bazi l:;lggtnocs; isdt:r‘]’;}? Rezultat
2-D lise NCBI . MASCOT
(%) peptidov

El superoksid dismutaza (FeSOD 1) 0i134097229 60,8 41 145,7

E2 domnevna glikoziltransferaza gi134098584 12,8 7 31,7

E3 30S ribosomalni protein S1 gi134101930 66,5 152 4379

E4 30S ribosomalni protein S1 gi134101930 74,1 199 581,4

E5 30S ribosomalni protein S1 0i134101930 23,2 27 1244

E6 sproZitveni faktor (ang. trigger factor) 0i166229932 70,9 206 752,3

E7 glukoza-6-fosfat izomeraza 0i134098728 70,0 117 335,6

E8 glukoza-6-fosfat izomeraza gil34098728 20,5 12 40,8

E9 D-3-fosfoglicerat dehidrogenaza 0i134102592 83,6 209 649,3

E10 D-3-fosfoglicerat dehidrogenaza gil34102592 55,2 45 166,2

Ell elongacijski faktor Tu (EF-Tu) 0i166222893 77,8 233 912,8

E12 gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza gi134098713 64,0 120 336,0

E15 enolaza (2-fosfo-D-glicerat hidro-liaza 0z.  i166232226 69,2 122 376,7
2-fosfoglicerat dehidrataza)

E1l7 DNA-usmerjena RNA polimeraza gi158513554 454 42 151,7
podenota alfa (RNAP podenota alfa)

E19 sukcinil-CoA ligaza podenota beta gi189081792 77,1 90 321,8
(sukcinil-CoA sintetaza podenota beta)

E20 flavoprotein za prenos elektronov, 0il34102633 75,9 54 187,6
podenota alfa

E21 3-izopropilmalat dehidrataza, manjsa gil66990775 93,5 67 177,9
podenota (izopropilmalat izomeraza)

E22 ketol-acid reduktoizomeraza (alfa-keto- 0i166233620 49,1 45 1715
beta-hidroksilacil reduktoizomeraza)

E23 fosfoglicerat mutaza 0i134103393 68,3 31 92,5

E24 ATP sintaza podenota delta (tipa F) gi229544706 70,6 66 169,5

E25 domnevna peptidil-prolil cis-trans gi134096652 61,6 41 112,3
izomeraza

E26 domnevna fruktoza-specifiéna permeaza 0i134098843 57,3 28 80,7

E27 Chain A, Nmr Solution Structure Of gi159162762 63,1 36 102,1
Calerythrin, An Ef-Hand Calcium-
Binding Protein

E28 Chain A, Nmr Solution Structure Of gi159162762 47,2 19 51,4
Calerythrin, An Ef-Hand Calcium-
Binding Protein

E29 transkripcijski elongacijski faktor greA 0i166200697 68,5 37 113,9

E30 dihidrolipoamid dehidrogenaza gil34102127 55,2 49 169,0

E31 dihidrolipoil dehidrogenaza gil134098222 59,7 78 264,7

E32 izocitrat liaza gi134098035 49,0 76 184,4

se nadaljuje
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nadaljevanje Preglednice 10: Rezultati identifikacije proteinov z MS; navedeni so oznaka 2-D lise, ime
proteina, pristopna Stevilka v podatkovni bazi NCBI, odstotek v pokritosti AK sekvence ujemanih peptidov
v identificiranem peptidu, $tevilo identificiranih peptidov najvi§jega zadetka in rezultat MASCOT za

ey

Oznaka Protein St. v bazi E;fvrétnocsg %t:;::? Rezultat
2-D lise NCBI . MASCOT
(%) peptidov
E33 domnevna L-alanin dehidrogenaza 0i134102814 68,5 72 207,5
E34 glukoza-6-fosfat izomeraza gi134098728 16,8 14 41,4
E35 malat dehidrogenaza 0i152032590 23,5 26 58,4
E36 malat dehidrogenaza gi152032590 4,3 2 7,7
E37 Metilaza (eryG) gi581650 29,1 20 53,8
E38 Met(adenozil) metiltransferaza (eryG) gi228451 19,7 15 40,8
E39 Met(adenozil) metiltransferaza (eryG) 0i228451 25,6 17 414
E40 gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza gi134098713 42,9 43 137,7
E41 dihidrolipoil dehidrogenaza 0i134098222 26,8 17 70,8
E42 domnevna tiosulfat sulfurtransferaza gi135827 47,3 61 141,4
E43 sprozitveni faktor (angl. trigger factor) 0i166229932 24,0 32 98,6
E44 NAD-odvisna epimeraza/dehidratazna gil34097418 34,8 28 60,1
proteinska druzina
E45 enolaza (2-fosfo-D-glicerat hidro-liaza 0z.  ¢i166232226 23,1 27 92,6
2-fosfoglicerat dehidrataza)
E46 enolaza (2-fosfo-D-glicerat hidro-liaza 0z.  i166232226 20,8 14 46,5
2-fosfoglicerat dehidrataza)
E47 elongacijski faktor Tu (EF-Tu) 0i166222671 27,3 15 38,4
E48 protein HSP20 (stresni protein) gi134096767 81,3 60 176,1
E49 ATP sintaza podenota delta (tipa F) 0i158513552 14,6 27 58,9
E50 DNA-usmerjena RNA polimeraza 0i160175648 3,6 10 111
podenota alfa (RNAP podenota alfa)
E51 D-3-fosfoglicerat dehidrogenaza gi134102592 19,0 26 93,6
E52 gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza 0i134098713 21,7 25 84,0
E53 acetiltransferaza gil34101844 17,7 8 13,1
E54 lizocim M1 prekurzor 0i134097283 70,2 53 151,3
E55 lizocim M1 prekurzor gil34097283 70,2 61 173,5
E58 aminopeptidaza gi291005134 58,0 88 247,5
E60 hipoteti¢ni protein SACE_3771 gi134100306 90,2 72 216,7
E61 domnevna alkalna serinska proteaza gi134100246 38,1 45 119,7
E62 karboksipeptidaza gil34102229 37,8 36 79,1
E63 sprozitveni faktor (angl. trigger factor) 0i166229932 61,2 92 317,1
E65 30S ribosomalni protein S1 gi134101930 66,1 192 600,8
E66 30S ribosomalni protein S1 gi134101930 36,1 30 123,7
E67 arginil-tRNA sintetaza (arginin-tRNA 0i166232837 30,4 33 79,1
ligaza)
E68 elongacijski faktor Tu (EF-Tu) gi166222893 79,4 285 1081
E69 gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza 0i134098713 83,3 179 518,6
E70 dihidrolipoamid dehidrogenaza gil34102127 56,0 61 193

se nadaljuje
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nadaljevanje Preglednice 10: Rezultati identifikacije proteinov z MS; navedeni so oznaka 2-D lise, ime
proteina, pristopna Stevilka v podatkovni bazi NCBI, odstotek v pokritosti AK sekvence ujemanih peptidov
Vv identificiranem peptidu, $tevilo identificiranih peptidov najvi§jega zadetka in rezultat MASCOT za

ey

Oznaka Protein St. v bazi I:é)‘fvrétnocset i?jt:;::? Rezultat
2-D lise NCBI . MASCOT
(%) peptidov

E71 dihidrolipoil dehidrogenaza 0i134098222 60,5 93 323,8

E72 izocitrat liaza gi134098035 57,2 78 103,8

E73 inozin-5'-monofosfat dehidrogenaza 0i134103138 56,5 82 170,9

E74 fosfo-2-dehidro-3-deoksiheptonat gi134098290 24,7 21 42,6
aldolaza

E75 bifunkcionalna gi134103094 51,6 51 125,7
fosforibozilaminoimidazolkarboksiamid
formiltransferaza

E76 fosfoglukonat dehidrataza 0i134098322 449 99 145,1

E77 hipoteti¢ni protein SACE_6647 gi134103077 63,5 50 111

E78 elongacijski faktor Tu (EF-Tu) 0i166222893 66,0 68 173

E79 FOF1 ATP sintaza podenota beta gil34102716 40,0 37 83,2

E80 FOF1 ATP sintaza podenota beta 0i134102716 16 18,7

E81 riboza-fosfat pirofosfokinaza gi134097421 13,3 11,7

E82 flavodoksin/sintaza dusikovga oksida 0i134099423 37,3 29 34

E83 3-izopropilmalat dehidrataza, manjsa gil66990775 93,5 65 116,5
podenota (izopropilmalat izomeraza)

E84 Chain A, Nmr Solution Structure Of gi159162762 89,8 43 67,8
Calerythrin, An Ef-Hand Calcium-
Binding Protein

E85 domnevna tiosulfat sulfurtransferaza 0i135827 48,0 74 141,5

E86 ketol-acid reduktoizomeraza (alfa-keto- 0i166233620 56,6 50 134,2
beta-hidroksilacil reduktoizomeraza)

E87 kompleks oksidacije mascobnih kislin, gi134098402 13,6 17 34,4
podenota alfa

E89 Met(adenozil) metiltransferaza (eryG) gi228451 35,4 35 80,3

E90 Met(adenozil) metiltransferaza (eryG) 0i228451 30,2 30 48

E91 dihidrolipoamid sukciniltransferaza 0i134098221 30,4 41 112,1

E92 dihidrolipoamid sukciniltransferaza 0i134098221 27,9 53 130,5

E93 molekularni $aperon DnaK 0i134103632 61,3 100 353

E95 molekularni Saperon DnaK gi134103632 36,0 24 104,3

E96 delta-1-pirolin-5-karboksilat 0i134098553 50,9 49 133
dehidrogenazni prekurzor

E97 fosfodiesteraza/alkalna fosfataza D gi134097986 44,5 65 207,3

E98 sukcinil-CoA ligaza podenota beta gi226703522 70,0 67 194,8
(sukcinil-CoA sintetaza podenota beta)

E99 sukcinil-CoA ligaza podenota beta 0i189081792 68,9 99 336,6
(sukcinil-CoA sintetaza podenota beta)

E100 ribokinaza:karbohidrat kinaza, PfkB gi134097257 64,7 38 1239

E101  DNA-usmerjena RNA polimeraza gi158513554 22,8 28 81,3
podenota alfa (RNAP podenota alfa)

E102  Met(adenozil) metiltransferaza (eryG) gi228451 40,3 67 161,2

se nadaljuje
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nadaljevanje Preglednice 10: Rezultati identifikacije proteinov z MS; navedeni so oznaka 2-D lise, ime
proteina, pristopna Stevilka v podatkovni bazi NCBI, odstotek v pokritosti AK sekvence ujemanih peptidov
v identificiranem peptidu, $tevilo identificiranih peptidov najvi§jega zadetka in rezultat MASCOT za

ey

Oznaka Protein St. v bazi E;fvrétnocsg i?jt:;;:? Rezultat
2-D lise NCBI .. MASCOT
(%) peptidov
E103  gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza 0i134098713 35,7 64 173,8
E104  oksidoreduktaza gi134097305 48,6 40 122,2
E105  hipoteti¢ni protein SeryN2 30978 gi291008969 57,8 51 133,7
E106  oksidoreduktaza gi134097305 77,1 139 4554
E107  6-fosfofruktokinaza gi291004294 72,4 68 164,2
E108  4-hidroksifenilpiruvat dioksigenaza gil34097503 47,1 53 179,1
E109  sukcinil-CoA sintetaza podenota alfa 0i134103098 59,4 98 339,9
E110  sukcinil-CoA sintetaza podenota alfa gi134103098 39,9 31 109,6
E111  ATP sintaza podenota delta (tipa F) 0i229544706 74,9 71 173,6
E112  regulator za transport fosfata (PhoU- gil34103514 78,6 55 187,7
related protein)
E113  domnevna tiosulfat sulfurtransferaza gi135827 29,5 30 67,6
E114  elongacijski faktor Tu (EF-Tu) 0i166222893 48,4 45 166,8
E115  plant-type carbonic anhydrase gi134097046 52,5 24 69,2
E116  domnevna peptidil-prolil cis-trans 0i134096652 58,1 35 106,7
izomeraza
E117  Chain A, Nmr Solution Structure Of gi159162762 73,9 57 175,8
Calerythrin, An Ef-Hand Calcium-
Binding Protein
E118  Chain A, Nmr Solution Structure Of gi159162762 51,7 22 70,3
Calerythrin, An Ef-Hand Calcium-
Binding Protein
E119 FOF1 ATP sintaza podenota beta 0i134102716 19,1 37 105
E120  oksidoreduktaza gi134097305 22,4 15 52,7
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Na sliki 25 je prikazana razvrstitev diferencialno izrazenih proteinov v kontrolnih toc¢kah 1
in 2 glede na celi¢ne procese s skladu s hierarhijo metabolizma »KEGG Pathway«. Med
vsemi identificiranimi proteini jih je najve¢ pripadalo skupini energijskega metabolizma in
metabolizma ogljikovih hidratov, tako v kontrolni tocki 1 kot tudi v kontrolni tocki 2; v
kontrolni tocki 1 je 6 proteinov z zviSanim nivojem izrazanja in 11 proteinov z znizanim
nivojem izrazanja, v kontrolni tocki 2 je 7 proteinov z zviSanim nivojem izrazanja in 7
proteinov z znizanim nivojem izrazanja. Ostali proteini so bili razvr$¢eni v skupine
metabolizma lipidov, metabolizma nukleotidov, metabolizma terpenoidov in poliketidov,
metabolizma aminokislin, metabolizma in biorazgradnje kseobiotikov, translacije, zvijanja,
sortiranja in degradacije proteinov ter drugo.

Stevilo identificiranih proteinov

12 7 2 3 8
Energetski metabolizem in
metabolizem ogljikovih hidratov
Metabolizem lipidov TP1
T2
Metabolizem muikleotidov
Metabolizem terpencidov in poliketidov TP1
.+
Metabolizem aminokishn -

Metabolizem in biorazgradnja
ksenobiotikov

Translacija
Zvijanje, sortiranje in degradacija

Drugo

Slika 25: Razvrstitev diferencialno izrazenih proteinov v to¢kah KT1 (TP1) in KT2 (TP2) glede na celi¢ne
procese s skladu s hierarhijo metabolizma »KEGG Pathway« (zelena barva pomeni zniZano raven izraZanja,
rdeca barva pomeni zviSano raven izrazanja

Figure 25: KEGG Pathway classification of differentially expressed proteins in time points 1 and 2 (green
meaning down regulation, red meaning up regulation)

Na slikah 26 in 27 je prikazana primerjava 2-D profilov sevov NRRL2338 in ABE1441 v
kontrolnih tockah 1 in 2. S pus¢icami so oznaceni diferencialno izrazeni proteini (ali gre za
povecano oz. znizano raven proteina, je razvidno v preglednici 11).
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Pri nekaterih proteinih smo ugotovili, da se isti protein nahaja na vec¢ih lokacijah 2-D gela,
kar verjetno nakazuje na izooblike ali post-translacijske modifikacije: metiltransferaza oz.
EryG, beta podenota sukcinil-CoA ligaze, gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, glukoza-6-
fosfat izomeraza, enolaza, malat dehidrogenaza, D-3-fosfoglicerat dehidrogenaza, FOF1
ATP sintaza podenota beta, dihidrolipoamid sukciniltransferaza, molekularni Saperon
DnaK, oksidoreduktaza, sukcinil-CoA sintetaza podenota alfa (preglednici 11 in 12).

Metiltransferaza oz. EryG se v KT2 pri sevu NRRL2338 nahaja na eni lokaciji (E102), pri
sevu ABE1441 pa kar na petih razli¢nih lokacijah (E37, E38, E39, E89, E90) (na sliki 27
oznacen s pusCicami zelene barve). Beta podenota sukcinil-CoA ligaze se v KT1 pri sevu
NRRL2338 nahaja na dveh lokacijah (E98, E99), pri sevu ABE1441 pa na eni lokaciji
(E19) (na slikah 26 in 27 oznacen s pus¢icami vijoli¢ne barve; v KT2 je protein prisoten
samo pri 2D profilu seva NRRL2338). Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza se v KT1 pri
sevu NRRL2338 nahaja na dveh lokacijah (E69, E103), pri sevu ABE1441 pa na eni
lokaciji (E12), v KT2 pa se pri sevu NRRL2338 nahaja na dveh lokacijah (E69, E103) in
pri sevu ABE1441 prav tako na dveh lokacijah (E40, E52) (na slikah 26 in 27 oznacen s
pus¢icami modre barve).
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Slika 26: Primerjava 2-D gelov med sevoma ABE1441 in NRRL2338 v tocki KT1 (Stevilke oznacujejo
identificirane proteine, ki so navedeni v preglednici 9)

Figure 26: Comparison of 2-D images between strains ABE1441 and NRRL2338 in time point 1 (humbers
correspond to protein spot identification in table 9)
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Slika 27: Primerjava 2-D gelov med sevoma ABE1441 in NRRL2338 v tocki KT2 (Stevilke oznacujejo
identificirane proteine, ki so navedeni v preglednici 10)

Figure 27: Comparison of 2-D images between strains ABE1441 and NRRL2338 in time point 2 (numbers
correspond to protein spot identification in table 10)

4.4.3 Analiza diferencialno izraZenih proteinov z metodo spektralnega Stetja

V ¢dasu izvajanja doktorske naloge smo sodelovali tudi v ve¢jem projektu v okviru
Kompetencnega centra Brin (KC Brin), v katerem smo skupaj z drugimi inStitucijami
(Acies Bio, Nacionalni inStitut za biologijo, Institut JoZef Stefan in Biotehniska fakulteta) z
metodami sistemske biologije primerjali naravni in visoko-donosni sev S. erythraea. V
sklopu KC Brin so raziskovalci na Institutu Jozef Stefan izvedli primerjalno proteomsko
analizo z metodo spektralnega stetja. Ker smo v nadaljevanju rezultate analize uporabili pri
doloc¢itvi metabolnih poti oz. mehanizmov, ki so klju¢ni za povec¢an donos eritromicina v
sevu ABE1441, v naslednjem odstavku povzemam njihove ugotovitve.

Zanesljive podatke za proteinske profile smo pridobili le v tockah KT1 in KT2, v tockah
KT3 in KT4 je namre¢ prislo do obsezne proteolitske razgradnje vzorcev seva ABE1441.
Identificirali smo 1000-1400 proteinov na vzorec v vsaki casovni tocki. Povecano raven
izrazanja proteinov v sevu ABE1441 glede na sev NRRL2338 smo ugotovili pri encimih
PKS, pri nekaterih encimih, ki sodelujejo pri biosintezi razvejanih aminokislin ter pri
proteinih, ki so del biosinteznih poti drugih sekundarnih metabolitov (pks6 in tpc4 —
genska skupina za biosintezo terpenoidov). Znizano raven izrazanja proteinov V Sevu
ABE1441 glede na sev NRRL2338 smo ugotovili pri encimih, ki sodelujejo v ciklu TCA,
ribosomskih proteinih in pri proteinih, ki so del biosinteznih poti drugih sekundarnih
metabolitov (pks2 in pks8).
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45 BIOINFORMATSKE ANALIZE

Kot sem ze omenila smo v ¢asu izvajanja doktorske naloge v okviru KC Brin sodelovali z
drugimi inStitucijami (Acies Bio, Nacionalni inStitut za biologijo, Institut Jozef Stefan in
Biotehniska fakulteta) in z metodami sistemske biologije primerjali naravni in
visokodonosni sev S. erythraea. Poleg diferencialno izrazenih proteinov, ki smo jih
identificirali z 2-DE (poglavje 4.4.2) in z metodo spektralnega Stetja (poglavje 4.4.3) smo v
sklopu primerjalne transkriptomske analize identificirali gene, ki se v sevih razli¢no
izrazajo. Rezultate vseh omskih metod smo integrirali v skupno preglednico in na njeni
podlagi skusSali identificirati metabolne poti 0z. mehanizme, ki so klju¢ni za povecan donos
eritromicina v sevu ABE1441. Na osnovi analiz smo postavili hipotezo, da ima pri donosu
eritromicina pomembno vlogo alternativna pot za produkcijo eritromicinskih prekurzorjev
preko razgradnje razvejanih aminokislin. Tudi v literaturi smo zasledili indikacije za
oskrbo s substrati preko biosinteze in razgradnje razvejanih aminokislin (Carata in sod.,
2009). Predlagana alternativna pot za produkcijo eritromicinskih prekurzorjev je prikazana
na sliki 28. Klju¢ni geni 0z. operoni te poti so ilvB1, operon bkd in operon mms.

V preglednici 13 so prikazani rezultati primerjalne transkriptomske analize, ki so jih v
okviru sodelovanja KC Brin pridobili sodelavci Nacionalnega instituta za biologijo.
Navedene vrednosti predstavljajo raven izrazanja dolo¢enega gena v sevu ABE1441 v
primerjavi s sevom NRRL2338 (referen¢ni sev). Pozitivne vrednosti pomenijo povecano
raven izrazanja (bolj intenzivna rdea barva pomeni vejo raven izrazanja), negativne
vrednosti pomenijo znizanO raven izrazanja (bolj intezivna zelena barva pomeni nizjo
raven izrazZanja).

Raven izrazanja gena ilvB1l in operona bkd je bila pri sevu ABE1441 v vseh Stirih
kontrolnih toCkah povefana v primerjavi z referencnim sevom NRRL2338. Raven
izrazanja operona mms je bila v sevu ABE1441 znizana v primerjavi z refernénim sevom
(v kontrolnih to¢kah 2, 3 in 4). Te gene oz. njihove produkte smo podrobneje preucili z
bioinformatskimi orodiji.
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Preglednica 13: Rezultati primerjalne transkriptomske analize (pridobljeni v okviru KC Brin) za kljuéne gene
predlagane alternativne poti za produkcijo eritomicinskih prekurzorjev; navedeni so ime gena, §t. SACE, ime
encima in raven izrazanja gena v sevu ABE1441 v primerjavi z izrazanjem gena v sevu NRRL2338 v §tirih

kontrolnih to¢kah.

Table 13: Results of comparative transcriptomic analysis (obtained in the context of KC Brin) for key genes
of proposed alternative pathway for erythromycin precursor production; contains information on gene name,
SACE number, enzyme name and (up/down) regulation of particular gene in strain ABE1441 compared to

strain NRRL2338.

Razmerje izrazanja genov*

Gen/operon SACE Ime encima
KTl KT2 KT3 KT4
ilvBl SACE_4565 acetolaktat sintaza 191 _E
SACE_1456 met_llmalonat semialdehid 012 -129 -113 -0,69
dehidrogenaza
mmsOp1 SACE_1457 acil-CoA dehidrogenaza 051 -102 -057 -0,69
SACE_1458 enoil-CoA hidrataza -0,32 -091 021 -0,92
SACE_1459 3-hidroksibutirat dehidrogenaza 0,04 -0,28 04 -0,05
SACE_3952 032 056 126 1,26
bkdOp SACE_3953 dehidrogenaza razvejanih keto kislin 0,54 1,74 2,60 2,29
SACE_3954 031 032 042 0,90
SACE 4672 Mmetilmalonat semialdehid 0,32 1,49 1,11 0,42
mmsOp2 - dehidrogenaza
SACE_4673 aminotransferaza razreda Ill 0,07 _ 1,43

* razmerje izrazanja genov v sevu ABE1441 glede na referencni sev NRRL2338

86
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Slika 28: Predlagana alternativna pot za produkcijo eritromicinskih prekurzorjev preko biosinteze in
razgradnje razvejanih aminokislin

Figure 28: Schematic representation of the proposed alternative pathway for erythromycin precursor
production via biosynthesis and degradation of branched aminoacids

V naslednjem koraku smo z bioinformatskimi orodji podrobneje analizirali gene/odprte
bralne okvirje, ki so se v primerjalni analizi pokazali kot diferencialno izrazeni. Na podlagi
bioinformatskih analiz smo nato izbrali gene za poskuse Cezmernega izraZanja v S.
erythraea (poglavje 4.7).
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45.1 AnalizagenailvBl

Produkt gena ilvB1 (SACE_4565), ki je pokazal diferencialno izraZanje tako na nivoju
transkriptoma kot proteoma, obsega 556 AK in je bil v Casu anotiranja genoma S.
erythraea identificiran kot verjetni homolog acetolaktat sintaze (Oliynyk in sod., 2007) z
EC oznako 2.2.1.6. Acetolaktat sintaza sodi v druzino encimov TPP - metabolni encimi, Ki
potrebujejo kofaktor tiamin pirofosfat (TPP). Acetolaktat sintaza sodeluje pri biosintezi
aminokisline valin. Katalizira pretvorbo piruvata v 2-acetolaktat (slika 28).

Aminokislinsko zaporedje SACE_4565 smo z analizo BLASTP primerjali z
aminokislinskimi zaporedji iz baze podatkov aktinobakterij, nato pa smo naredili Se
poravnavo Clustal (priloga B). Analizi sta pokazali, da so bliznji homologi tega gena
prisotni v sorodnih vrstah Kitasatospora mediocidica (56 % identi¢nost), Streptomyces
albus (54 % identi¢nost) in Streptomyces auratus (53 % identi¢nost), prav tako anotirani
kot acetolaktat sintaze. Najblizji homolog, ki je ze bil biokemijsko karakteriziran, je
acetolaktat sintaza (ang. acetohydroxy acid synthase) iz bakterije Mycobacterium
tuberculosis (Choi in sod., 2005), ki s produktom gena SACE_4565 kaze 48 % identi¢nost.

Domnevo, da je produkt gena SACE 4565 acetolaktat sintaza, smo preverili Se s podrobno
poravnavo aminokislinskih preostankov v TPP-vezavnih mestih na ohranjeni domeni
druZzine TPP encimov. Poravnali smo aminokislinska zaporedja acetolaktat sintaz razli¢nih
organizmov z aminokislinskim zaporedjem SACE_4565. Analiza je pokazala, da so glede
na zaporedja iz ostalih organizmov, ohranjeni v 4 od 7 aminokislinskih preostankov v TPP-
vezavnih mestih na ohranjeni domeni druzine TPP encimov (slika 29).

J.erythraea 3€4 EVVETIA. [€] .ATVV3D. [20] .MEGFIPGAGLGAAF. [ 5] .TYVLAGDGEIE. [3] .GMEVHIA. [5] . FVIEVIENNN 4€3
M. tuberculosis 373 ELMHELD. [€].ATICAD. [28] . MECGIAGAIGVAL. [ €] .VICIAGDGAF. [3] .GIEISTA. [S5] .RWVIWAV z 473
Julfitobacter 375 VALCQIR. [€].TIVILD. [27] .MGEYIVPAGVIAAL.[ €] VLICVEDGEGEE. [3] .GQELATA. [S5] .TPIVLLEFHHG 474
M. loti 3E5 PIMIYLE. [€] .AIFANG. [27) .MGYGTIPAAVAARA [ €] VIACAGDGECE. [3] .GQEFATA. [5] .PIIVIVVHNG 464
E.linens 36E€ QLOGALN. [9] .VIVAAD. [25] .LGYJLPAGIGARL. [ €] .VVAIEGDGGA. [3] . IAELARA . [S5].IMISLIIVDRG 470
3.coelicolox 308€ DVLAAVR. [€] .AFIFWD. [20] .LGYACPAALGARR [ €] .VILAVIGDGGA. [3] . IAELATA. [5] .NWIWLIVDDG 406

3.erythraea 464 [24] . DIGAGVA.
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Q.
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-GEHGET. [S5] .DFAPAF. [A] .FAIVEIRL 53l
-GEARGLH. [5] .QLATAL. [B] .PTLIHMIE S3€
.GVEGVR. [B] .DLAFAL. [4] .FIVVWLFA 553

M. loti 4E5 [24] .DEA3LAR.
B.linens 471 [23] .DEPALAE.
3.coelicolor 487
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Slika 29: Poravnava aminokislinskega zaporedja acetolaktat sinzate iz S. erythraea (SACE_4565) z
aminokislinskimi zaporedji iz drugih organizmov (z rumneno barvo so oznaceni aminokislinski preostanki
TTP-vezavnih mest)

Figure 29: Alignment of the aminoacid sequence of the acetolactate synthase from S. erythraea
(SACE_4565) with aminoacid sequence from other organisms (TPP-binding sites residues are marked with
yellow color)

Z analizo BLASTP smo preverili tudi ali v genomu S. erythraea obstaja Se kakSen
homolog produkta gena SACE_4565. Analiza BLASTP je pokazala 50 % identi¢nost s
produktom gena SACE_3465, ki je bil v ¢asu anotacije genoma prav tako identificiran kot
verjetna acetolaktat sintaza (Oliynyk in sod., 2007).
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4.5.2 Analiza operona bkd

Naslednja skupina genov (SACE_3952 — SACE_3954), ki je vkljucena v alternativno pot
za produkcijo eritromicinskih prekurzorjev, kodira encim za razgradnjo razvejanih keto
kislin (ang. branched-chain a-keto acid dehydrogenase). Omenjeno skupino genov smo
poimenovali »operon bkd«. Operon bkd smo najprej analizirali z bioinformatskimi orodji
(BLASTP, poravnava Clustal) in ugotovili, da bi ti geni lahko kodirali piruvat
dehidrogenazo (PDH) ali dehidrogenazo razvejanih keto kislin (BKD). Zaradi velike
podobnosti aminokislinskih zaporedij genov bkd in pdh samo na podlagi analize zaporedij
ni mogoce ugotoviti, ali geni SACE 3952 — SACE_3954 kodirajo podenote encima BKD
ali PDH.

V organizmu S. erythraea je ve¢ encimov BKD oz. PDH, zato smo potem v analizo vzeli
celotni operon skupaj z okolico. Encim BKD je sestavljen iz ve¢ih podenot: E1-a in E1-f
(dehidrogenazna in dekarboksilazna aktivnost), E2 (aciltransferazna aktivnost) in E3
(dehidrogenazna aktivnost). Pri streptomicetah aktivnost podenote E3 ni povezana z isto
gensko skupino in se verjetno nahaja drugje v genomu. Sprusansky in sod. (2005) so
ugotovili, da ima S. coelicolor dve genski skupini, ki kodirata BKD (aktinomicete so edina
skupina bakterij, ki ima ve¢ genskih skupin, ki kodirajo encim BKD), a le eno, ki je
regulirana s transkripcijskim regulatorjem bkdR. Tudi v okolici genske skupine
SACE_3952 — SACE_3954 se nahaja transkripcijski regulator iz druzine AsnC (slika 30)
(Oliynyk in sod., 2007). Na podlagi tega smo dolo¢ili, da najverjetneje genska skupina
SACE_3952 — SACE_3954 oz. operon bkd kodira encim BKD in ne PDH.

p

—————————
SACE_3951

transkripcijski | SACE_3952 || SACE_3953 | | SACE_3954
reguator

druzine AsnC

Slika 30: Organizacija genov v operonu bkd; SACE_3952 kodira alfa podenoto dehidrogenaze E1,
SACE_3953 kodira beta podenoto dehidrogenaze E1, SACE_3954 kodira (domnevno) dihidrolipoamid
aciltransferazo, komponento E2.

Figure 30: Genetic map of bkd operon region; SACE_3952 encodes dehydrogenase E1 component alpha
subunit, SACE_3953 encodes dehydrogenase E1 component beta subunit, SACE_3954 encodes putative
dihydrolipoamide acyltransferase component E2.

Dehidrogenaza razvejanih keto kislin E1, podenota alfa

Produkt gena SACE_3952, ki je pokazal diferencialno izrazanje tako na nivoju
transkriptoma kot proteoma, obsega 361 AK in je bil v ¢asu anotiranja genoma S.
erythraea identificiran kot verjetni homolog alfa podenote dehidrogenaze razvejanih keto
kislin E1 (Oliynyk in sod., 2007) z oznako EC 1.2.4.1. Sodi v druzino encimov TPP.

Aminokislinsko zaporedje SACE_3952 smo z analizo BLASTP primerjali z
aminokislinskimi zaporedji iz baze podatkov vseh organizmov, nato pa smo naredili se
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poravnavo Clustal (priloga C). Analizi sta pokazali, da so bliznji homologi tega gena
prisotni v sorodnih vrstah Saccharothrix espanaensis (76 % identi¢nost), Actinosynnema
mirum (73 % identi¢nost) in Amycolatopsis benzoatilytica (70 % identi¢nost), in so
anotirani kot piruvat dehidrogenaza E1, podenota alfa. Najblizji homolog, ki je ze bil
biokemijsko karakteriziran, je alfa podenota piruvat dehidrogenaze E1 iz Pseudomonas
aeruginosa (Jeyaseelan in sod., 1980), ki s produktom gena SACE 3952 kaze 43 %
identi¢nost.

Domnevo, da je produkt gena SACE_3952 alfa podenota dehidrogenaze razvejanih keto
Kislin E1, smo preverili Se s podrobno poravnavo aminokislinskih preostankov v TPP-
vezavnih mestih na ohranjeni domeni druzine TPP encimov; druzino TPP encimov
sestavljajo encimi podobni E1 podenoti piruvat dehidrogenaznega kompleksa, acetoin
dehidrogenaznega kompleksa in dehidrogenaznega kompleksa za razgradnjo keto Kislin.
Kot sem ze omenila sta si encima BKD in PDH zelo podobna. Poravnali smo
aminokislinska zaporedja PDH/BKD razli¢nih organizmov z aminokislinskim zaporedjem
SACE_3952. Analiza je pokazala, da so glede na zaporedja iz ostalih organizmov,
ohranjeni v 6 od 11 aminokislinskih preostankov v TPP-vezavnih mestih na ohranjeni
domeni druzine TPP encimov (slika 31).
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Slika 31: Poravnava aminokislinskega zaporedja SACE_3952 z aminokislinskimi zaporedji iz drugih
organizmov (z rumneno barvo so ozna¢eni aminokislinski preostanki TTP-vezavnih mest)

Figure 31: Alignment of the aminoacid sequence of SACE_3952 with aminoacid sequence from other
organisms (TPP-binding sites residues are marked with yellow color)

Z analizo BLASTP smo preverili tudi ali v genomu S. erythraea obstaja Se kakSen
homolog produkta gena SACE_3952. Analiza BLASTP je pokazala 56 % identi¢nost s
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produktom gena SACE_5542 (bkdA) in 40 % identi¢nost s produktom gena SACE_7294,
ki sta bila v ¢asu anotacije genoma identificirana kot verjetna alfa podenota dehidrogenaze
E1 (Oliynyk in sod., 2007).

Dehidrogenaza razvejanih keto kislin E1, podenota beta

Produkt gena SACE_3953, ki je pokazal diferencialno izrazanje tako na nivoju
transkriptoma kot proteoma, obsega 333 AK in je bil v Casu anotiranja genoma S.
erythraea identificiran kot verjetni homolog beta podenote dehidrogenaze razvejanih keto
kislin E1 (Oliynyk in sod., 2007).

Aminokislinsko zaporedje SACE_3953 smo z analizo BLASTP primerjali z
aminokislinskimi zaporedji iz baze podatkov vseh organizmov, nato pa smo naredili se
poravnavo Clustal (priloga D). Analizi sta pokazali, da so bliznji homologi tega gena
prisotni v sorodnih vrstah Saccharothrix espanaensis (85 % identi¢nost), Amycolatopsis
orientalis (82 % identi¢nost) in Amycolatopsis decaplanina (81 % identi¢nost), anotirani
kot piruvat dehidrogenaza E1, podenota beta. Najblizji homolog, ki je Ze bil biokemijsko
karakteriziran, je beta podenota piruvat dehidrogenaze E1 iz Pseudomonas aeruginosa
(Jeyaseelan in sod., 1980), ki s produktom gena SACE_3953 kaze 49 % identi¢nost.

Domnevo, da je produkt gena SACE_3953 beta podenota dehidrogenaze E1, smo preverili
Se s podrobno poravnavo aminokislinskih preostankov v TPP-vezavnih mestih na ohranjeni
domeni druzine TPP encimov. Poravnali smo aminokislinska zaporedja PDH/BKD
razli¢nih organizmov z aminokislinskim zaporedjem SACE 3953. Analiza je pokazala, da
so glede na zaporedja iz ostalih organizmov, ohranjeni v 4 od 5 aminokislinskih
preostankov v TPP-vezavnih mestih na ohranjeni domeni druzine TPP encimov (slika 32).
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~[1] . ALNFRMDEIMERDE. [1] .IVILEED. [B] .RVIEGLYARYE. [2] .BVIDT PFIAENIIVENAVEMA IGELREVE TE

EN D OG0 G G

EMO . [1] . DAFAYPAFEQITSHLAHLEN. [2] .BERVELPVVIRIEYEEE. [ 2] .GVEHRC.
EMQ.[1] .DAFAYEAFEQLISHVABMBN. [Z] .BEAMPLPITIBVEYEEE. [ 2] .GVEHHS.
EYM.[1] . FHESLWSIDQIIKNAREIRG, [2] .G5QFRNCPIVERGETAIA. [2] .LGATHE.
EIQ.[1] .ADEIPEREDQIVIEARBFHY. [Z] .HEAWNIVPLT IBVEYERAV. [2] .GALYHI.
EIM.[1].INFELIALDQIVEHAREIYE. [2] .SEQTIVEMVMRTPEEEE. [ 2] .LEATHE.
EIM.[1] . VHESLIAYDQIVEQARHIRY. [Z] .SEEVAVEITVEMEPQEVA. [Z] .LARQHE.
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2. ery(JACE_30853) 142 ZPET. [1] .EDRYELLBAAIDNSPDPVVELEFE 168
.avermitilis 152 TEAT. [1] .ADAYGLLBRAIAZDDEVVELEEE 17%
P.irgens=ii 147 VESN. [1] .¥YDAHGLLFRAIBDDDEVIEMESE 174

B.xylanophilus 147 APTE. [1] .AIAHEMLESAIRDPHEVLEYEHK 174

J.exry({JACE_5675) 147 ARPET. [1] .ADRBALLLASIBDKDEVLFLEKL 174

Hydrogenivioga 144 TASD. [1] .ITAYRGLEQAILLDDEVVELEHE 171

Slika 32: Poravhava aminokislinskega zaporedja beta podenote SACE_3953 z aminokislinskimi zapored;ji iz
drugih organizmov (z rumneno barvo so ozna¢eni aminokislinski preostanki TTP-vezavnih mest)

Figure 32: Alignment of the aminoacid sequence of SACE_3953 with aminoacid sequence from other
organisms (TPP-binding sites residues are marked with yellow color)

Z analizo BLASTP smo preverili tudi ali v genomu S. erythraea obstaja Se kakSen
homolog produkta gena SACE_3953. Analiza BLASTP je pokazala 70 % identi¢nost s
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produktom gena SACE_5543 in 56 % identi¢nost s produktom gena SACE_7295, ki sta
bila v Casu anotacije genoma identificirana kot verjetna beta podenota dehidrogenaze E1
(Oliynyk in sod., 2007).

(domnevna) dihidrolipoamid aciltransferaza, komponenta E2

Produkt gena SACE_3954, ki je pokazal diferencialno izrazanje tako na nivoju
transkriptoma kot proteoma, obsega 454 AK in je bil v Casu anotiranja genoma S.
erythraea identificiran kot verjetni homolog (domnevne) dihidrolipoamid aciltransferaze,
komponenta E2 (Oliynyk in sod., 2007).

Aminokislinsko zaporedje SACE_3954 smo z analizo BLASTP primerjali z
aminokislinskimi zaporedji iz baze podatkov vseh organizmov, nato pa smo naredili Se
poravnavo Clustal (priloga E). Analizi sta pokazali, da so bliznji homologi tega gena
prisotni v sorodnih vrstah Saccharomonospora xinjiagensis (60 % identi¢nost),
Amycolatopsis jejuensis (63 % identi¢nost) in Saccharothrix syringae (61 % identi¢nost),
anotirani kot E2 podenota dehidrogenaze razvejanih keto kislin. Najblizji homolog, ki je Ze
bil biokemijsko karakteriziran, je iz Pseudomonas aeruginosa (Jeyaseelan in sod., 1980),
ki s produktom gena SACE_3954 kaze 35 % identi¢nost. Z analizo BLASTP smo preverili
tudi ali v genomu S. erythraea obstaja Se kakSen homolog produkta gena SACE_3954.
Analiza BLASTP je pokazala 51 % identi¢nost s produktom gena SACE_5544 in 37 %
identi¢nost s produktom gena SACE_7296, ki sta bila v ¢asu anotacije genoma prav tako
identificirana kot verjetna dihidrolipoamid aciltransferaza, komponenta E2 (Oliynyk in
sod., 2007).

4.5.3 Analiza operona mms

Naslednja skupina genov, ki bi lahko bila udeleZena pri alternativni poti za oskrbo z
gradbeno enoto eritromicina metilmalonil-CoA, so geni SACE_1456 — SACE_1459. Na
podlagi analize genomskega zaporedja ti geni verjetno tvorijo operon, ki smo ga
poimenovali »mms operon«. mms operon sestavljajo 4 geni: SACE_1456 (mmsA2),
SACE_1457, SACE_1458 (echA9) in SACE_1459 (mmsB) (slika 33) (Oliynyk in sod.,
2007).
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P

| SACE_1456 || SACE_1457 ||SACE_1458 |[SACE_1459]

mmsAz2 echA9 mmsB

Slika 33: Organizacija genov v operonu mms; mmsA2 kodira metilmalonat-semialdehid dehidrogenazo;
SACE_1457 kodira acil-CoA dehidrogenazo, echA9 kodira enoil-CoA hidratazo, mmsB kodira 3-hidroksi-
izobutirat dehidrogenazo (Carata in sod., 2009: 9).

Figure 33: Genetic map of mms operon region; mmsA2 encoding methylmalonate-semialdehyde
dehydrogenase, SACE_1457 encoding acyl-CoA dehydrogenase, echA9 encoding putative enoyl-CoA
hydratase, mmsB encoding 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase (Carata et al., 2009: 9).

Z bioinformatsko analizo smo ugotovili, da sta v genomu S. erythraea 2 operona mms,
poimenovali smo ju mmsOpl (SACE_1456 — SACE_1459) in mmsOp2 (SACE_4672 —
SACE 73). V poskusih ¢ezmernega izraZzanja genov smo testirali oba operona (poglavje
4.7.2).

Metilmalonat-semialdehid dehidrogenaza

Produkt gena mmsA2 (SACE_1456) predstavlja verjetni homolog metilmalonat-
semialdehid dehidrogenaze (EC 1.2.1.27) (Oliynyk in sod., 2007). Encim sestavlja 499
AK. Metilmalonat semialdehid dehidrogenaza sodeluje pri razgradnji aminokisline valin;
pretvarja metilmalonat semialdehid v propanoil-CoA (slika 28).

Aminokislinsko zaporedje SACE_1456 smo z analizo BLASTP primerjali z
aminokislinskimi zaporedji iz baze podatkov vseh organizmov, nato pa smo naredili Se
poravnavo Clustal (priloga F). Analizi sta pokazali, da so bliznji homologi tega gena
prisotni v sorodnih vrstah Saccharopolyspora spinosa (91 % identi¢nost), Actinopolyspora
mortivallis (84 % identi¢nost), Saccharoopolyspora rectivirgula (87 % identi¢nost), prav
tako anotirani kot metilmalonat semialdehid dehidrogenaze. Najblizji homolog, ki je Ze bil
biokemijsko karakteriziran, je msdA iz S. coelicolor A3(2) (Zhang in sod., 1996), ki s
produktom gena SACE_1456 kaze 56 % identi¢nost.

Domnevo, da je produkt gena SACE_1456 metilmalonat-semialdehid dehidrogenaza, smo
preverili Se s podrobno poravnavo aminokislinskih preostankov v kataliticnih mestih in
NAD-vezavnih mestih na ohranjeni domeni aldehid dehidrogenazne druZine encimov.
Poravnali smo aminokislinska zaporedja metilmalonat-semialdehid dehidrogenaz razli¢nih
organizmov z aminokislinskim zaporedjem SACE_1456. Analiza je pokazala, da so glede
na zaporedja iz ostalih organizmov, ohranjeni v 3 od 4 aminokislinskih preostankov v
katalitiénih mestih in 15 od 20 aminokislinskih preostankov NAD vezavnih mestih (sliki
34in 35).
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B_subtilis 148 TAPFNFEMMVE CWMFEPMATALGNTFILERPSE . [2] . PLLTEELVELFEE. [1] GLEEGVENVVYGAAD_ [1]1 W 211
J.erythraea 147 ITPEFNFEAMIE LNFAAPATACGHAFVLERPSE. [2] . PSVPLELAELFIE. [1] .GLPACGIFNVVNGDET . [1]1.¥ 210
D.psychrophila 147 IVEWNEPAMIP. [1] . GRMAPICHVIGHIMVLEAAS. [2] .PRTAMRIMELWQE. [1] .GLPPGVLNLVIANRT. [1] .A 211
A_baumannii 169 ITPEHNEPAMVA LWHEPMALVCENCEILEPSE. [2] . PSVWLELAELLEQD. [1] .GLPDEVENVVNGDEE . [1]1.W 232
C_violaceum 145 ITEFNFEAMVE LWMYPLATACGNTFILERPSE . [2] . PSITLLIARLLAE . [1] GLERGVLNVVHGDEE . [1]1_.%W 208
L.poneumophila 15& VIPEFHEPVMUE IWMMIPATACCENTIFILEPSE. [2] . PSAPVELLELLSD. [1] .GLEPPCEVANCIQGENET . [1]1.W 219
C.burnetii 14& ITPFNFPVMIS AWMEVIAIACGNIEVLEFSE. [2] . PIAALFLAELIMQE. [1] . GLPAGVLNIINGHGA. [1].¥W 205
M. luseus 152 ITPENEPAMVE LWMEITAIAAGHAVVLEPSE. [2] . PSAANWLAEVELE. [1] .GLPEGILNVVHGDEE. [1]1.%¥ 215
B_subtilis 212 NGILEHE. [1] . IFAISEVEIEEVGEYVYERGI . [2] . LERVQILTGARNHTIVLND. [1] NLEDTVINIVEARFEI 278
J.erythraea 211 DAVLIDE. [1] . IQAVEEVEIIPIAEYIYITAA . [2] . GFRAQCPGEARNHMIVMED. [1] .DLDQAVDALVGAGYEI 277
D.pasychrophila 212 EILLRHE. [1].IEGVIEVEITIVERHIYETAT. [2] . GERVQALCAAFNHALVLED. [1] . NLERTAQCIINAECEC 278
A_baumannii 233 DALLHHP. [1].IQAVITWEITPIAEYIYRIAT. [2] .GFROQALGEAFNHAIIMED. [1] .DIDNVVISLLGAADEI 255
C_violaceum 209 DALLAAF_ [1] VFEAVIEVEITPIAEYIYAEGI . [2]  GFRVQALGGAFRNHAVVLED. [1] . DLDNTVIALMGEARYEI 275
L_paneumpphila 220 EHLLAHP. [1]  TAAFTAVAITEVAEYIYTTAA (2] CGFRAHTFGGEARNHCVWMED_ [1]  DLDQAANATIVGAAYEI ZBE
C.burnetii 210 DRLITHP. [1] .VAAVSAVCITAARREHIYQTAL. [2] . GFRAHTEPGGAFRNHCVITED. [1] .DIDEAADAILGARYEAE 27€
M. luteus 21& DALLSHP. [1] .VEAVIEVEITEVAHHIYITAA. [2] . GFRVQALGGAFRNIMVVMED. [1] .DLEJARRRAVIARDET 282
B.=subtilis 275% . [1].GERCHACAVVIVE. [3] .ADECHAFRLOERVADI. [5] . VELGFVIREDNFFERTILIYIERGL. [2] . ZARLVCDGER 353
J_erythraea 278 _[1] .GERCHMAIIVAVEV._ [4]  ADALVEFKLVERVRFEL_ [9] . ADPGELITEQAWQRVHDLVEYGY . [2] . GAELLVDGR 353
D.psychrophila 27% .[1].GARCHALEPVIVVQ. [3] .ADKLVERITYHAFFL. [5] .TEMGEPIVHAGHFESILDWIARGI. [2] . GADLVLDGER 353
A._baumannii 300 . [1]).GERCHALIVAVAIL. [4] .ADVVIDELIQEMEERL. [5] .HNDEGPLITQAHFDEVOAYIQIAE. [2] . GAEIVVDER 375
C.violaceum 27€ .[1].GERCHAIIVAVCV. [4] .ADALIAFLTEPQIQAL. [9] . LDMGFLVIRAHLDEVIGYIADGV. [2] . GAELVVDGR 351
L_paneumophila 287 . [1] GERCHALIVWVIV_ [4] ADALINEISPLIRAIL_ [5]  TDMGPLVIQAHRQRVLAATERGV . [Z] .GARLIIDGH 362
C.burnetii 277 . [1] .GERCHAVIVVVAI. [4] .GDALVORLEERIPQL. [9] . ADPGPLVIFEHLEEVEAYIHLGY. [2] . GAELIVDGER 352
M. luteus 283 . [1] .GERCHAIGVAVVV. [3] .GDQEVDRVIELARAL. [5] . ADMGPLITRDALERVISYVDIAA. [2] . GEILVLDER 357

Slika 34: Poravnava aminokislinskega zaporedja metilmalonat-semialdehid dehidrogenaza iz S. erythraea
(SACE_1456) z aminokislinskimi zaporedji iz drugih organizmov (z rumneno barvo so oznaceni
aminokislinski preostanki kataliticnih mest)

Figure 34: Alignment of the aminoacid sequence of the methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase from
S. erythraea (SACE_1456) with aminoacid sequence from other organisms (catalytic sites residues are
marked with yellow color)

B.=ubtilis 148 IAPFHNEERMMUE CRMEPMAIALGNTEILEPSE. [2] . PLLTEELVELFEE. [1] . GLEEGVENVVYGAHD. [1] .V 211
J.erythraea 147 ITPFHEFAMIFP LWFAAPATACGNAEVLEPIE. [2] . PAVFLELAELEIE. [1] . GLPAGIFHNVVNGDET . [1] .V 210
D_psychrophila 147 IVEPWHEFAMIP. [1] GRMAPTICMUTGNTMVLEAAS [2]  PRTAMRIMELWQE. [1] . GLEEGY NWTANWRT _ [1] .A 211
A._baumannii 1&5 ITPFHECAMUR LRMEEMATVCENCEILERPSE. [2] . PASVVLEPLAELLED. [1] . GLEDGVENVVHGDEE . [1] .V 232
C.viclaceum 145 ITPFHECAMVE LMY PLAIACGNTIFILERPSE. [2] . PSSTLLIARLLHE. [1] . GLERGVLHVVHGDEE. [1] .V 208
L.poneumophila 15& VIFCHEEVHVE IMMIFAIACGNIEILERPSIE. [2] . PSAFVELLELLID. [1] . GLEPGVANCIQGENET . [1] .V 215
C.burnetii 14& ITPFNEFEVMIS AWMEVIATACGNTEVLEERSE . [2] . PSRALFLAEIMOE [1] GLEAGVLHNIINGNGA [1].V 2059
M. luteus 152 ITPFHEECAMUE LRMETITAIAAGHAVVLERPSE. [2] . PSAANWLAEVELE. [1] .GLEEGILHVVHGDEE. [1] .V 215
B.=zubtilis 212 MEILEHE. [1] . IFAISEVGESEEVGEYVYERGS. [2] . LERVQISLTGAFNHIIVIND. [1] .NLEDTVINIVGAAEGT 278
J.erythra=a 211 DAVLIDE. [1].IQAVGEVGEIIPIAEYIYITAA. [2] . GFRAQCPEEAFNHMIVMED. [1] . DLDQAVDALVGAGYET 277
D.psychrophila 212 EILLBHE. [1] . IKGVSEVGSTITVGRHIYETIAT. [2] .GFRVQALCRARFNHAIVLED. [1] .NLERTAQGIINAPCEC 278
A._baumannii 233 DALLHHE. [1] . IQAVSEVGESTPIAEYIYRIAT. [2] .GFROQALGGAFNHAIIMED. [1] .DIDNWVWVISLLGAARGT 255
C.viclaceum 205 DALLAAF. [1] . VEAVSEVGEITFIAEYIYAEGS. [2] . GFRVQALGGAFNHAVVLED. [1] .DLDNIVIALMGARYET 275
L_paneumophila 220 EHLLAAFE. [1]  IAAFTAVASTPVAEYIYITAA [2]_ GFRAHTPGEAFNHCWVVMED. [1] DLDQAANATVGAAYGI ZBE
C.burnetii 210 DRLITHE. [1] .VAAVSAVGSTARARFHIYQTAI. [2] . GFRAHTPGEAFNHCVITED. [1] .DIDEARDATILGARYGA 27E
M. luteus 21€ DALLSHE. [1] .VEAVSEVGSTEVAHHIYITAA. [2] . GFRVQALGGAFNHMVVMED . [1] .DLESARRARVIARFET 282
B.=subtilis 27% . [1].GERCHACAVVIVE. [3] .ADEFMARLQERVADI. [5] .VELGEVIREDNFEFRILIYIERGL. [2] .GARLVCDER 353
3 _erythra=a 278 _[1] .GERCHMAIIVAVEV . [4]  ADALVERLVERVEFEL. [9]  ADPGELITEQAWQREVHDLVGYVGY . [2] _GAELLVDGH 353

D.psychrophila 27% . [1].GARCHALPVIVYY. [3] .ADFKLVERITYHAFFEL. [5] .TCMGPIVHNAGHFEISILDWIARGI. [2] .GADLVLDER 353
A._baumannii 300 .[1).GERCHALIVAVAIL. [4] .ADVVIDELTIQEMFEL. [9] .HDEGPLITQAHRDEVQAYIQIAE. [2] .GARIVVDER 375

C.violaceum 27€ . [1].GERCHAIIVAVCV. [4] .ADALIARLTPQIQAL. [5] .LDMGELVIRAHLDEVIEYIADGY. [2] .GAELVVDER 351
L_paneumophila 287 _[1] _ GERCHALIVUVIV. [4] .ADALINKISPLIRAL_ [9] TDMGELVIQAHRQREVLAATERGY [2] GARLIIDER 362
C.burnetii 277 _[1) .GERCEAVIVVWAIL. [4] . GOALVORLEERIBQL. [9] .ADPGELVIFEHLEEVEAYIHLGY . [2] .GAELIVDGER 352
M. luteus 283 .[1).GERCEAISVAVVY. [3] .GDQEVDRVIELARAL. [9] .ADMGPLITRDALERVIIYVDIAA. [2] .GEILVLDER 357
B_subtilis 354 EN_[4] GYEFVGETIFDNV. [3] MTIWEDEIFAPVLIVIERVE. [1] . LEEATEIANKSEFANGACLETI . [1] . GWAIR 422
J.erythra=a 354 DE. [7] .GPPMGAILEDEV. [2] .MRIYREEIPGEVLIVVRAR . [1] . YEEALRLPTENEYGHGVAIETR. [1] .GDAARR 425

D.psychrophila 354 RP.[B] .GYFIGPTIFDNV. [3] .HM3IG3EEIPGEVLIVERVE. [1] . FAEGIALMMEANEYANGIVIYTIE. [1] .GFHAR 42€
A._baumannii 37€ DA.[T].& GEILIDQV. [3] . MIFYQQEIFGEVLOVMRVE. [1] . MQEAMOLINDHEYGHGEICIYIR. [1] . GEAAR 247
C.violaoeum 352 GI_[7] . GFFLGECLEDREV. [3] MRIYEEEIPGEVLCUVEVN . [1] . LEEATALINAHEYGHGTCIETR. [1] . GEAAR 423
L.poneumophila 3&3 TF.[7].GFYLGPCLEDEV. [3] .MITYQNEIPGEVLVIVEVH. [1] . FEEALALVHFHQYGHGTAIETR. [1] .GETAR 434
C.burnetii 353 DL. [7] .GEFLGZGECLEDHV. [3] .MRIYQEEIPGEVLCVIRYVI. [1] . FEEALALINFNEYGHGVAICTE. [1] . GEMAR 424
M. luseus 3568 TH.[S5].GEFIGPIIVDHV. [3] .MFEVYDDEIPGEVLAIVEVD. [1] . YEDAVNLINENRCANGIIVEIR. [1] .GETIVR 427

Slika 35: Poravnava aminokislinskega zaporedja metilmalonat-semialdehid dehidrogenaza iz S. erythraea
(SACE_1456) z aminokislinskimi zaporedji iz drugih organizmov (z rumneno barvo so oznaceni
aminokislinski preostanki NAD vezavnih mest)

Figure 35: Alignment of the aminoacid sequence of the methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase from
S. erythraea (SACE_1456) with aminoacid sequence from other organisms (NAD binding sites residues are
marked with yellow color)
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Z analizo BLASTP smo preverili tudi ali v genomu S. erythraea obstaja Se kakSen
homolog produkta gena SACE_1456. Analiza BLASTP je pokazala 56 % identi¢nost s
produktom gena SACE_4672 in 55 % identi¢nost s produktom gena SACE_5185.

Acil-CoA dehidrogenaza

Produkt gena SACE_1457 predstavlja verjetni homolog acil-CoA dehidrogenaze (EC
1.3.1.8) (Oliynyk in sod., 2007). Encim acil-CoA dehidrogenaza sestavlja 389 AK. Acil-
CoA dehidrogenaza je tudi del poti razgradnje aminokisline valin; katalizira pretvorbo
izobutiril-CoA v 2-metil-prop-2-enoil-CoA (slika 28).

Aminokislinsko zaporedje SACE_1457 smo z analizo BLASTP primerjali z
aminokislinskimi zaporedji iz baze podatkov vseh organizmov, nato pa smo naredili Se
poravnavo Clustal (priloga G). Analizi sta pokazali, da so bliznji homologi tega gena
prisotni v sorodnih vrstah Saccharopolyspora spinosa (85 % identi¢nost),
Saccharoopolyspora rectivirgula (84 % identi¢nost) in Actinopolyspora mortivallis (78 %
identi¢nost), prav tako anotirani kot acil-CoA dehidrogenaze. NajbliZji homolog, ki je Ze
bil biokemijsko karakteriziran, je krotonil-CoA reduktaza iz Streptomyces collinus (Li in
sod., 2004), ki s produktom gena SACE_1457 kaze 45 % identi¢nost.

Domnevo, da je produkt gena SACE_1457 acil-CoA dehidrogenaza, smo preverili Se s
podrobno poravnavo aminokislinskih preostankov FAD-vezavnih mestih na ohranjeni
domeni IBD (izobutiril-CoA dehidrogenaza). Poravnali smo aminokislinska zaporedja acil-
CoA dehidrogenaz razli¢nih organizmov z aminokislinskim zaporedjem SACE 1457.
Analiza je pokazala, da so glede na zaporedja iz ostalih organizmov, ohranjeni vsi
aminokislinski preostanki (11) v FAD vezavnih mestih na ohranjeni domeni IBD (slika
36).

J.erythraea 7% VLIFEALATGDFIIAAYVIIHNMVARMIDREOGDDEQRREWLEAMCS . [2] .RLGIYCLIEFEAGIDAARTLOTRAVAD 152
M._loti 75 VLIFEALSHADPGFISFISITHNMVAISMIDREGHDEQRQEFLERLTS . [2] .WLASYCLTEFGIGIDAARLFTRAVES 152
. meliloti 70 AMITEALATGCPATASEVIITHNMCAGMIDRYGTIDEQRRELLEPFLLT . [2] . VLASYCLTEFGIGIDAARLFTRAVRAE 143
C.ocrescentus 70 JIIFEALIYGDVEVAAYLT IHNMAIWMIDREGIDDLRQRYLFRLTIT . [2] . LIASYCLTEFGIGIDAARMATTARLD 143
M_bovis €5 ARIFEQLAIADPVIAAFLIITHNMCAWMIDIOGIDEQREDWIFRLAT . [2] . VIASYCLTEFGAGIDAGALITRAVRH 142
F.aeruginosa 70 JLIFEQLAAGCVATTAYISIHNMAAWMIAIPGEDAALFEAWLPGLIG. [2] . JLASYCLIEFDAGIDAARLRTRARRE 143

J.erythraea 153 GDHYVLDEVEQFIIGEENIDVIVVMART . [5] .EGISTEVVEG. [2] . PGLIPGFNEFFMGRRAQFTROVVEQGY 224
M._loti 153 GEDYVILNGARQFIIGAGDIDVIAVMVART . [5] .EGISTIVVFE. [2] . PGLIPGANEHFMGWHMQSTROQVIFEDS 224
. meliloti 134 GDAYLLTEQRQFISGAGEIGLYIVMART . [5] .EGIJAFVVEE. [2] . PGLIPGANEFFMGWHAQFTRAVMLDNY 215
C.ocrescentus 144 GDHYVLNGEFAFIIGEEEVIDITVVEART . [5] .EGVIAFVVEE. [2] .EGLIPGANERFMGRRAQFTAQVNEDHC 215
M._bovis 142 | [4] .GEDYVLDGVEQFISGARRIDUYVVMART . [5] .REVSAFVVEE. [2] . PCLIPGAPEARMGWHAQPTRAQUVLDEY 218
F.aerugino=sa 144 GDEYVLDEIRCFISGAGITOVLIVMART . [5] .REISCELVEFA. [2] . PGIRYGRNEDEMGWRAQFTRIITFEGY 215
J.erythraea 302 ARMLLWRAAWALDV. [3] . 3ATRLCAMAFRLATDAGEAVANEA LOIHGEYGYLAEYGLEEIVRDLRVHQILEGINEIMRL 375
M._loti 302 ARIFLYAARIFIDR. [3] . DAGKWIAMAFREVIDTGENVANNA LOLLGEY Y LHDYFIEFLVRDLEVHQILECINEIMRY 375
. meliloti 253 ARTFLWRAARCALDA. [3] .EATELCAMAFRREVIDRCEIVANDA LOLHGEY Y LADYEVERIVRDLEVHQILEGINEIMRL 370
C.orescentus 253 ARLMVRRAAHALDT. [3] .EATKELCAMAFRFATDAGEQVANDA LOLHGEYEY LODYFLERLVRDLRVHQILEGINEIMRY 370
M_bovis 255 SBMLLWRAARIALDD. [3] . DEVELCAMAFRRYVIDTCEEVADQA LOLHGEY Y LREYCLERIVRDLEVHRILECINEIMRL 37E&
]

-aeruginosa 253 JRQMVELGAHRLDR. [3] .EATLYCAMAFRREATDRCEDVINEA LOLHEEY Y INDYFLERWVRDTEVHQILEGINEIMRY 370

Slika 36: Poravnava aminokislinskega zaporedja acil-CoA dehidrogenaze iz S. erythraea (SACE_1457) z
aminokislinskimi zaporedji iz drugih organizmov (z rumneno barvo so oznaceni aminokislinski preostanki
FAD vezavnih mest)

Figure 36: Alignment of the aminoacid sequence of the acyl-CoA dehydrogenase from S. erythraea
(SACE_1457) with aminoacid sequence from other organisms (FAD binding sites residues are marked with
yellow color)
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Z analizo BLASTP smo preverili tudi ali v genomu S. erythraea obstaja Se kakSen
homolog produkta gena SACE_1457. Analiza BLASTP je pokazala 41 % identi¢nost s
produktom gena SACE_0645.

Enoil-CoA hidrataza

Produkt gena echA9 (SACE_1458) predstavlja verjetni homolog enoil-CoA hidrataze (EC
4.2.1.17) (Oliynyk in sod., 2007). Encim enoil-CoA hidratazo sestavlja 346 AK. Tudi
enoil-CoA hidrataza je del poti razgradnje aminokisline valin; katalizira pretvorbo 2-metil-
prop-2-enoil-CoA v 3-hidroksibutiril-CoA (slika 28).

Aminokislinsko zaporedje SACE_1458 smo z analizo BLASTP primerjali z
aminokislinskimi zaporedji iz baze podatkov vseh organizmov, nato pa smo naredili se
poravnavo Clustal (priloga H). Analizi sta pokazali, da so bliznji homologi tega gena
prisotni v sorodnih vrstah Saccharopolyspora spinosa (76 % identi¢nost),
Saccharoopolyspora rectivirgula (74 % identi¢nost) in Actinopolyspora erythraea (63 %
identi¢nost), anotirani kot 3-hidroksi-izobutiril-CoA hidrolaza. Najblizji homolog, ki je Ze
bil biokemijsko karakteriziran, je fadB iz B. subtilis (Frandi in sod., 2010), ki s produktom
gena SACE_1458 kaze manjso 29 % identi¢nost.

Domnevo, da je produkt gena SACE_1458 enoil-CoA hidrataza, smo preverili Se s
podrobno poravnavo aminokislinskih preostankov vezanih mest za substrat na ohranjeni
domeni encimske druzine »krotonaza/enoil-CoA hidrataza«. Poravnali smo aminokislinska
zaporedja enoil-CoA hidrataz razliénih organizmov z aminokislinskim zaporedjem
SACE_1458. Analiza je pokazala, da so glede na zaporedja iz ostalih organizmov,
ohranjeni aminokislinski preostanki v 9 od 15 vezavnih mestih za substrat na ohranjeni
domeni (slika 37).

3.erythraea 7 ILWV3E. [4].GRITLHEP. [2] .LWALTLEVRIM3IETLC. [B] . EAVLIDG. [1] .&. [1] .RELCAGGDIR. [22] .R 53
R.eutropha 208 ILIDG. [5].AIVIIDRP. [2] .EWACDEDAWIDLEAAFE. [B].RLVVLIG. [1]1.& GHECAGDDIV. [20] .E 2892
A.caulincdans 5 LLYEA. [4] .ARITIAQD. [2] .MNAMTFEMWIALPGLIS. [B] . RAIVLIG. [2] .E EaPCAGADIS. [20] .A BS
B.parapertussis 11 LAIDD. [4] .LBRVRIVHF. [2] . YHAMILIMWEALGQAVR. [6] . BAIVLEG. [2] .E BRAFVIGADISI. [20] .9 S5
3.erycthraea 54 LHSALA. [3] .EFVVGLMDGITHMEEEVEVIA. [2] . JHRVVI. [4] . IGMPEVEIG. [5] .GEIYLLIR. [4] .LGTHMA 1E€
R.eutropha 2533 AYRAVY. [3] .LEVIAAISGWCAGGEECOLAM . [2] .DERVAD. [4] . VEGVEVAFRLG. [5] - IQLORLAW. [5] .HARBWL 3E&E€
A._caulincdans S0 GMTALA. [3] .EPIVALIRGICPGEEECELAL. [2] .DIRLAR. [4] . FEVPAARLG. [5] .EGVELISE. [5] .ATADIL 1&3
B _parapertussis 9& AQQATI [3] VETIALVEGICMGGEEMGLAL [2] _DLRYCW. [4] . FEMPARRLG [5] DEVERMCD_ [5] .RAADLFE 1&S

Slika 37: Poravnava aminokislinskega zaporedja enoil-CoA hidrataze iz S. erythraea (SACE_1458) z
aminokislinskimi zaporedji iz drugih organizmov (z rumneno barvo so oznaceni aminokislinski preostanki
vezavnih mest za substrat)

Figure 37: Alignment of the aminoacid sequence of the enoyl-CoA hydratase from S. erythraea
(SACE_1458) with aminoacid sequence from other organisms (substrate binding sites residues are marked
with yellow color)

3-hidroksi-izobutirat dehidrogenaza

Produkt gena mmsB (SACE_1459) predstavlja verjetni homolog 3-hidroksi-izobutirat
dehidrogenaze (EC 1.1.1.31) (Oliynyk in sod., 2007). Encim 3-hidroksi-izobutirat
dehidrogenaza sestavlja 295 AK. Tudi enoil-CoA hidrataza je del poti razgradnje
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aminokisline valin; katalizira pretvorbo 3-hidroksi-izobutirat v metilmalonat semialdehid
(slika 28).

Aminokislinsko zaporedje 3-hidroksizobutirat dehidrogenaze smo z analizo BLASTP
primerjali z aminokislinskimi zaporedji iz baze podatkov vseh organizmov, nato pa smo
naredili e poravnavo Clustal (priloga I). Analizi sta pokazali, da so bliznji homologi tega
gena prisotni v sorodnih vrstah Saccharopolyspora spinosa (87 % identi¢nost),
Saccharoopolyspora rectivirgula (83 % identi¢nost) in Actinopolyspora mortivalis (76 %
identi¢nost), prav tako anotirani kot 3-hidroksi-izobutirat dehidrogenaza. Najblizji
homolog, ki je Ze bil biokemijsko karakteriziran, je 3-hidroksi-izobutirat dehidrogenaza iz
bakterije Rhodobacter sphaeroides (Worral in sod., 1987), ki s produktom gena
SACE_1459 kaze 51 % identi¢nost. Z analizo BLASTP smo preverili tudi ali v genomu S.
erythraea obstaja Se kakSen homolog produkta gena SACE_1459 in ugotovili, da ga ni.

4.6 TESTIRANJE DELOVANJA PROMOTORIJEV V NARAVNEM SEVU

Ce zelimo pri dolocenih genih dose¢i mocno prekomerno izraZanje, potrebujemo mocan
promotor. Moc¢an promotor omogoca relativno intenzivno prepisovanje gena.

Delovanje razlicnih promotorjev v naravnem sevu smo preverili tako, da smo izbrane
promotorje loCeno vnesli v vektor pSetl52, ki je vseboval porocevalski gen XylE iz
Pseudomonas sp. xylE ima zapis za encim katehol 2,3-dioksigenazo. S pomocjo tega
encima se brezbarvni katehol spremeni v rumeno obarvani produkt 2-hidroksimukonski
semialdehid, ki absorbira svetlobo pri 375 nm (Zukowski in sod., 1983). Plazmid
pUC19+PermE*/xylE je bil pripravljen v okviru doktorske naloge Vasilke Magdevske
(Magdevska, 2011). S pomocjo restrikcijskih encimov EcoRI in Xbal smo v plazmid
pSet152 vstavili promotor in gen. Preko restrikcijskih mest za EcoRI in Ndel smo nato v
plazmidu pSet152 zamenjali promotor PermE™* z drugimi promotorji.

Testirali smo 4 razliéne promotorje: PermE, PermE* brez mesta za vezavo ribosoma,
PmerR in PeryAl. PermE je nativni promotor gena ermE za rezistenco na eritromicin,
promotor PermE* brez mesta za vezavo ribosoma pa je delno spremenjen PermE (delecija
treh baznih parov v regiji -35) (Bibb in sod., 1985). Promotor PmerR je iz operona za
rezistenco na zivo srebro iz organizma Streptomyces lividans (Ravel in sod., 2000),
promotor PeryAl pa je glavni promotor za PKS iz genske skupine za biosintezo
eritromicina.

Najprej smo z restrikcijskim encimom Ndel izvedli delno restrikcijo plazmida
pSet152+PermE*/xylE (delno restrikcijo smo izvedli zato, ker gen xylE znotraj zaporedja
vsebuje Se eno restrikcijsko mesto za Ndel), nato pa Se restrikcijo z EcoRI (slika 38).
Dodali smo promotorje rezane z istima restrikcijskima encimoma in tako pripravljene
plazmide s transformacijo vnesli v celice E. coli ET12567/pUZ8002 in nato s konjugacijo
prenesli v S. erythraea. Kolonije, ki so v 10-14 dneh zrasle na agarnih plos¢ah SM+10 mM



Karni¢ar K. Proteomski pristop za §tudij biosinteze eritromcina pri aktinobakteriji Saccharopolyspora erythraea. 98
Dok. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

MgCly, prelitih z ustreznim antibiotikom, smo nato gojili na trdnem sporulacijskem gojiscu
ABSM4 z enakim antibiotikom. Po 14 dneh inkubacije smo tako pripravljene kolonije
inokulirali v gojis¢e CRM =z ustreznim antibiotikom. Po 48 h gojenja, smo kolonije
precepili in jih gojili Se 48 h, nato pa smo pobrali vzorce kultivacijske brozge, jih ustrezno
obdelali (glej poglavje 3.3.7.2) in pomerili absorbanco pri 375 nm. Kot kontrolo smo
uporabili plazmid brez promotorja in brez gena xylE.

- Xbal(465)
xylE gen
Ndel(1133)

. Ndel (1395)
/ PermE*
| pSET152+Perm*-xylE ~ o
| —EccRI(1706)
o 6920 bp
att (phiC31) ori pUC18
oriT /j:—
aac(3)IV

Slika 38: Plazmid pSet152 + PermE*/xylE za testiranje delovanja promotorjev; vsebuje gen acc(3)IV za
rezistenco bakterije proti apramicinu, mesto oriT za zadetka podvojevanja, att (phiC31) mesto za integracijo,
gen int za integrazo, mesto za zacetek podvajanja iz pUC18, multiplo mesto za kloniranje, promotor (na sliki
PermE¥*) in porocevalski gen xylE.

Figure 38: Plasmid pSet152 + PermE*/xylE for analysing promotor strength; containing gene acc(3)IV for
bacterial resistance to apramycin, origin of transfer oriT, att (phiC31) site for integration, int gene for
integrase, origin of replication from pUC18 vector, multicloning site, promotor (this figure, Permg*) and
reporter gene xylE.

Kot najmoc¢nejsi promotor se je izkazal promotor PermE* brez mesta za vezavo ribosoma
(za 52 % visje izrazanje v primerjavi s PermE). Pri promotorjih PmerR in PeryAl s
porocevalskim sistemom XylE nismo zaznali signala. Rezultati so graficno prikazani na
sliki 39. Pri nadaljnjem delu smo uporabljali promotor PermE* brez mesta za vezavo
ribosoma.
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Slika 39: Vpliv razli¢nih promotorjev (PermE* brez mesta za vezavo ribosoma, PermE, PmerR, PeryAl) na
izrazanje porocevalskega gena xylE v S. erythraea NRRL2338; negativna kontrola je bil sev s plazmidom
brez promotorja in gena xylE. Rezultati so prikazani kot povpre¢ne vrednosti izmerjene absorbance £SD, n =
15.

Figure 39: Expression of the xylE gene in S. erythraea NRRL2338 under regulation of different promoters
(PermE* , PermE, PmerR, PeryAl); strain containing plasmid without promotor and gene was used as
negative control. Bars represent median values £SD, n = 15.

4.7 CEZMERNO IZRAZANIJE IZBRANIH GENOV IN PREVERJANJE VPLIVA NA
PRODUKCIJO ERITROMICINA V NARAVNEM SEVU

Na podlagi primerjalne transkriptomske in proteomske analize, ki sta bili izvedeni v okviru
KC Brin in bioinformatskih analiz, ki smo jih izvedli v okviru doktorske naloge, smo
identificirali gene, ki nakazujejo alternativno pot za produkcijo eritromicinskih
prekurzorjev preko biosinteze in razgradnje razvejanih aminokislin (ilvB1, bkdOp, mmsOp,
mcmOp). S povecanim izrazanjem oz. inaktivacijo teh genov/operonov smo Zeleli preveriti
njihov vpliv na produkcijo eritromicina.

Najprej smo pripravili ustrezne vektorje za izrazanje ciljnih genov. Za vstavitev dodatnih
kopij genov smo uporabili vektor pSet152, za prekinitev gena pa vektor pKC1132 (Kieser
in sod., 2000). V vektor pSetl52 smo skupaj s ciljnim genom vstavili tudi promotor
PermE™*, ki se je izmed vseh testiranih promotorjev izkazal za najbolj primernega (poglavje
4.6).

Plazmide pABE smo pripravili tako, da smo ciljni gen najprej s pomocjo restrikcijskih
encimov Ndel in Xbal izrezali iz plazmida pUC19. Plazmid pSetl52 z Ze vstavljenim
promotorjem PermE* smo najprej linearizirali z restrikcijskima encimoma Ndel in Xbal in
nato vanj vstavili gen, izrezan iz pUC19 (slika 40).
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Slika 40: Shema konstrukcije plazmidov pABE (na sliki je prikazana kontrukcija plazmida pABE61, je pa
princip enak za vse pABE plazmide)

Figure 40: Shematic representation of pABE plasmid construction (figure represents construction of plasmid
PABE®61, but the principle is the same for all pABE plasmids)

Pripravljene plazmide pABE smo najprej vnesli v sev E. coli ET12567/pUZ8002, nato pa s
konjugativnim prenosom v S. erythraea NRRL2338. Konjugante S. erythraea, zrasle na
trdnem gojis¢u SM+MgCl2 smo najprej namnozili na sporulacijskem gojis¢u ABSM4 z
dodatkom ustreznega antibiotika (poglavje 3.3.7.3). Sledilo je testiranje produkcije
eritromicina. Spremenjene seve smo iz ploS¢ ABSM4 inokulirali v vegetativno gojisce
ABVML, po 48 h inkubacije na stresalniku pa smo jih inokulirali v produktivno gojisce
ABPMS (poglavje 3.3.3.1). Po 7 dneh kultivacije na stresalniku smo vzorce ekstrahirali z
acetonitrilom (poglavje 3.3.4.1) in naredili mikrobioloski test za dolo¢itev koncentracije
eritromicina (poglavje 3.3.4.2).

4.7.1 Vnos dodatne kopije gena ilvB1

V sev NRRL2338 smo s plazmidom pABEG61 oz. pABEG62 (slika 41) vnesli dodatno kopijo
gena ilvB1 brez 0z. s HA-epitopom na karboksiterminalu, s pomocjo katerega smo lahko
potrdili uspesno izrazanje dodatne kopije proteina s prenosom Western. Za pomnozevanje
gena smo uporabili oligonukleotidne zacetnike ilvB1-Ndel-F, ilvB1-Xbal-R in ilvB1HA-
Xbal-R.
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Slika 41: Plazmid z dodatno kopijo gena ilvB1 brez in s HA-epitopom na karboksiterminalu; A) pABE61
(ilvB1 brez HA-epitopa), B) pABEG62 (ilvB1 z HA-epitopom)

Figure 41: Plasmid with extra copy of ilvB1 gene with and without HA-tag; A) pABE®61 (ilvB1 without HA-
tag), B) pABE62 (ilvB1 with HA-tag)

4.7.1.1 Potrditev izraZanja proteina llvB1 s prenosom Western

S prenosom Western smo zeleli potrditi sintezo dodatne kopije proteina llvB1-HA s
pricakovano velikostjo 58,54 kDa. Neodvisne konjugante S. erythraea s plazmidom
PABE62 smo inokulirali v produktivno gojis¢e ABPMS in po 3 dneh kultivacije vzor¢ili
fermentacijsko brozgo ter izolirali celokupne proteine. Sledilo je lo¢evanje na 12 %
poliakrilamidnem gelu in prenos na nitrocelulozno membrano. Nato smo na membrano
vezali primarna in sekundarna protitelesa, konjugirana s hrenovo peroksidazo, in detektirali
specificno vezana protitelesa s komercialnim kompletom na osnovi diaminobenzidina
(DAB Substrate kit) (podroben protokol je opisan v poglavju 3.3.5.7).

Na sliki 42 je prikazana nitrocelulozna membrana po detekciji s specifi¢nimi protitelesi.
Pri vseh 7 neodvisnih konjugantah S. erythraea s plazmidom pABE62 smo opazili liso
velikosti 58 kDa, kar ustreza pri¢akovani vrednosti glede na aminokislinsko zaporedje. S
tem smo potrdili uspesno izrazanje dodatne kopije proteina.
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Slika 42: Potrditev izrazanja dodatne kopije gena ilvB1-HA s prenosom western, 556 AK; 1-7: neodvisne
konjugante S. erythraea NRRL2338 s plazmidom pABEG62 (opazne so lise z molekulsko maso 58 kDa); 8:
pozitivna kontrola, Vdh; M: molekulska masa oznadevalcev.

Figure 42: Western blot analysis 556 AA; 1-7: transformants of S. erythraea NRRL2338 with expressed
extra copy ilvB1-HA gene (bands of apparent molecular mass of 58 kDa are observed); 8: positive control,
Vdh, M: molecular mass marker.

4.7.1.2 Vpliv dodatne kopije gena ilvB1 na produkcijo eritromicina

Produkcijo eritromicina smo testirali pri 25 neodvisnih konjugantah s pABE61 in 25
neodvisnih konjugantah s pABE62 (priloga J).

Povpreéna produkcija kontrolnih sevov NRRL2338 in NRRL2338+pSet152 je bila 74 mg/l
(£12 mg/l) oz. 73 mg/l (£15 mg/l), povprecna produkcija konjugant s plazmidom pABE61
pa 113 mg/l (z29 mg/l) oz. 112 mg/l (x28 mg/l) pri konjugantah s plazmidom pABE62
(slika 58). Pri obeh variantah vnosa dodatne kopije gena ilvB1 (brez in z HA-epitopom)
smo dobili vi§jo produkcijo eritromicina (52 % dvig produkcije) v primerjavi s kontrolnim
sevom.

4.7.2 Vnos dodatne kopije operona mms

Na podlagi bioinformatske analize (poglavje 4.5.3) smo ugotovili, da sta v organizmu S.
erythraea 2 operona mms: oznacili smo ju mmsOpl (SACE_1456-59) in mmsOp2
(SACE_4672-73). Pripravili smo ve¢ razli¢nih plazmidov: pABE60 (mmsOpl), pABE87
(mmsOpl1-HA) in pABE95 (mmsOp2) (sliki 43 in 44). HA-epitop smo vezali na zadnji gen
v operonu mmsOpl, torej na SACE_1459.

Za pomnozevanje mmsOpl smo uporabili oligonukleotidne zacetnike mmsOp-Ndel-F,

mmsOp-Xbal-R in mmsOpHA-Xbal-R, za pomnoZevanje mmsOp2 pa SACE_4672-73-
Ndel-F in SACE_4672-73- Xbal-R.
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Slika 43: Plazmid z dodatno kopijo operona mmsOpl brez in s HA-epitopom na karboksiterminalu; A)

pABEG0 (mmsOpl brez HA-epitopa), B) pABE87 (mmsOpl s HA-epitopom)

Figure 43: Plasmid with extra copy of mms operon with and without HA-tag; A) pABE60 (mmsOp1 without

HA-tag), B) pABE87 (mmsOp1 with HA-tag)
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Slika 44: Plazmid z dodatno kopijo operona mmsOp2, pABE95
Figure 44: Plasmid with extra copy of mmsOp2, pABE95
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4.7.2.1 Potrditev izrazanja proteina metilmalonat sintaze s prenosom Western

S prenosom Western smo zeleli potrditi sintezo dodatne kopije proteina SACE1459-HA s
pri¢akovano velikostjo 30 kDa.

Na sliki 45 je prikazana nitrocelulozna membrana po detekciji s specifi¢nimi protitelesi.
Pri vseh 8 neodvisnih konjugantah S. erythraea s plazmidom pABE87 smo opazili liso
velikosti 30 kDa, kar ustreza pri¢akovani vrednosti glede na aminokislinsko zaporedje. S
tem smo potrdili uspesno izrazanje dodatne kopije proteina.

A

kDa

116 |
66

45
35
——» 30kDa
25

18,4

14,4

PermE* SACE_1456  SACE_1457 SACE_1458 SACE_1459-HA-tag

Slika 45: Analiza prenosa western in genomski kontekst operona mms. A) Potrditev izraZzanja dodatne kopije
SACE_1459-HA-tag, 295 AK (1-8), M: molekulska masa oznaéevalcev (njihova pozicija je ozna¢ena na levi
strani membrane), 9: pozitivna kontrola, Vdh. Opazne so lise z molekulsko maso 30 kDa pri 8 neodvisnih
transformantah seva S. erythraea NRRL2338 z dodatno kopijo gena SACE_1459. B) Organizacija genov
operona mms (mmsOp1 - SACE_1456-59), zadnji gen v operonu (SACE_1459) je oznacen s HA epitopom.
Figure 45: Western blot analysis and genomic context of mms operon. A) Western blot analysis of in trans
expression of 295 AA (lanes 1-8) SACE_1459-HA-tag, M: molecular mass marker (their position are
represented on the left side of the blot), 9: positive control, Vdh. Bands od apparent molecular mass of 30
kDa are observed in 8 independent 295 AA transformants of S. erythraea NRRL2338 strain with expressed
extra copy of SACE_1459 gene. B) Genetic map of mmsOpl (SACE_1456-59), the last gene in operon
(SACE_1459) was HA-tagged.

4.7.2.2 Vpliv dodatne kopije operona mms na produkcijo eritromicina

Produkcijo eritromicina smo testirali pri 32 neodvisnih konjugantah s pABEG60, 20
neodvisnih konjugantah s pABES87 in 20 neodvisnih konjugantah s pABE95 (priloga J).

Povprec¢na produkcija kontrolnih sevov NRRL2338 in NRRL2338+pSet152 je bila 74 mg/l
(12 mg/l) oz. 73 mg/l (£15 mg/l). Povpreéna produkcija konjugant s plazmidom pABE6G0
je bila 166 mg/l (£32 mg/l), konjugant s plazmidom pABE87 pa 188 mg/l (35 mg/l) in
konjugant s plazmidom pABE95 70 mg/l (£24 mg/l) (slika 58). Pri obeh variantah vnosa
dodatne kopije operona mmsOpl smo dobili povecano produkcijo eritromicina v
primerjavi s kontrolnim sevom (150 % dvig produkcije), pri vnosu dodatne kopije operona
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mmsOp2 pa produkcija eritromicina ni bila povecana. Iz rezultatov lahko sklepamo, da je
mmsOp1l tisti, katerega geni sodelujejo pri oskrbi s substrati in posledi¢no prispevajo k
visjemu donosu eritromicina.

4.7.3 Vnos dodatne kopije operona bkd

V sev NRRL2338 smo s plazmidom pABES56 (slika 46) vnesli dodatno kopijo bkd operona
s HA-epitopom na karboksiterminalu. Za pomnoZzevanje operona smo uporabili
oligonukleotidne zacetnike bkdOp-Ndel-F in bkdOpHA-Xbal-R.
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Slika 46: Plazmid pABE56 z dodatno kopijo operona bkd s HA-epitopom na karboksiterminalu
Figure 46: Plasmid pABE56 with extra copy of bkd operon with HA-tag

Pravilnost pripravljenega plazmidnega konstrukta pABE56 smo preverili z restrikcijsko
analizo z razli¢nimi restrikcijskimi encimi (Ndel in Xbal, BamHlI, Pstl in Xhol) (slika 47).
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Slika 47: Restrikcijska analiza plazmida pABE56. A) pABE56 rezan z Ndel in Xbal (vrstica N-X), vrstica L
prikazuje velikosti DNA fragmentov oznacevalcev (njihova pozicija je shematsko prikazana na levi strani
slike), lisa 3590 bp se ujema s fragmentom operona bkd, lisa velikosti 6,2 kb se ujema s preostankom
plazmida pABE56. B) pABES56 rezan z BamHI (vrstica B), Pstl (vrstica P) in z Xhol (vrstica X), vrstica L
prikazuje velikosti DNA fragmentov oznacevalcev (njihova pozicija je shematsko prikazana na levi strani
slike), lise 6687 bp, 2128 bp, 763 bp in 255 bp ustrezajo fragmentom, ki nastanejo pri restrikciji z BamHI
(vrstica B), lise 3294 bp, 3172 bp, 2565 bp in 802 bp ustrezajo fragmentom, ki nastanejo pri restrikciji s Pstl
(vrstica P), lisi 5396 bp in 4437 bp ustrezata fragmentoma, ki nastaneta pri restrikciji z Xhol (vrstica X).
Figure 47: Resrtriction analysis of plasmid pABE56. A) pABES56 digested with Ndel and Xbal (lane N-X),
markers for DNA fragment size (bp) (lane L) and their positions are schematically presented on the left side
of the gel, band with size 3590 bp corresponds to bkd operon fragment, band with size 6,2 kb corresponds to
pABE56 plasmid remains. B) pABE56 digested with BamHI (lane B), Pstl (lane P) and Xhol (lane X),
markers for DNA fragment size (bp) (lane L) and their positions are schematically presented on the left side
of the gel, bands with size 6687 bp, 2128 bp, 763 bp and 255 bp correspond to fragments made by restriction
with BamHI (lane B), bands with size 3294 bp, 3172 bp, 2565 bp and 802 bp correspond to fragments made
by restriction with Pstl (lane P), bands with size 5396 bp and 4437 bp correspond to fragments made by
restriction with Xhol (lane X).

4.7.3.1 Potrditev izrazanja dodatne kopije dehidrogenaze razvejanih keto Kislin s
prenosom Western

S prenosom Western smo zeleli potrditi sintezo dodatne kopije proteina SACE_3954-HA s
pricakovano velikostjo 48 kDa. Dodatne kopije proteina SACE_3954-HA na membrani
nismo detektirali.

4.7.3.2 Vpliv dodatne kopije operona bkd na produkcijo eritromicina

Produkcijo eritromicina smo testirali pri 31 neodvisnih konjugantah s pABE56 (priloga J).
Povpre¢na produkcija kontrolnih sevov NRRL2338 in NRRL2338+pSet152 je bila 74 mg/I
(12 mg/l) oz. 73 mg/l (£15 mg/l), povpreéna produkcija konjugant s plazmidom pABES5S6
pa je bila 127 mg/l (£18 mg/l) (slika 58). Pri sevih z dodatno kopijo operona bkd smo
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dobili povecano produkcijo eritromicina (70 % dvig produkcije) v primerjavi s kontrolnim
sevom.

4.7.4 Vnos genavdh iz S. cinnamonensis

Gen vdh kodira encim valin dehidrogenazo. Valin dehidrogenaza je prvi encim pri
razgradnji aminokisline valin (pretvorba L-valina v 3-metil-2-oksobutanoat). S. erythraea
tega encima nima, zato smo ga v sev S. erythraea NRRL2338 vnesli iz organizma S.
cinnamonensis. Z vnosom gena vdh in dodajanjem valina v produkcijsko gojis¢e smo Zeleli
povecati oskrbo s substratom metilmalonil-CoA in posledi¢no izboljSati produkcijo
eritromicina.

Postopek vnosa gena je bil enak kot pri vnosu dodatne kopije genov iz S. erythraea, s tem
da smo pri pomnozevanju gena s PCR kot matricno DNA uporabili genomsko DNA S.
cinnamonensis. Za vnos gena vdh v S. erythraea smo pripravili plazmid pABE96 (slika
48). Uporabili smo oligonukleotidne zacetnike vdh-Ndel-F in vdhHA-Xbal-R.

— Ndel(1574)

[ pSet152+vdh-HA-tag

phiC31 attP site k ___Perm*bRBS
N 7356bp
ke N\ EcoRl(2136)
RP4 origin of single-stranded DNA transfer (replication origin)/ \'Variation 1

v\/__/
aac(3)Iv

Slika 48: Plazmid pABE96 z genom vdh s HA epitopom iz S. cinnamonensis
Figure 48: Plasmid pABE96 with vdh-HA tag gene from S. cinnamonensis

Pravilnost pripravljenega plazmidnega konstrukta pABE96 smo preverili z restrikcijsko
analizo z restrikcijskima encimoma Ndel in Xbal (slika 49).
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Slika 49: Restrikcijska analiza plazmida pABE96, rezanega z Ndel in Xbal (vrstice 1-4). Velikost DNA
fragmentov (bp) oznacevalcev (vrstica L) in njihova pozicija je prikazana shematsko na levi strani slike. Lise
z velikostjo 1109 bp (vrstice 1, 3, 4) se ujemajo s fragmenti gena vdh, lise z velikostjo 7,3 kb se ujemanjo s
preostanki plazmida pABE96.

Figure 49: The restriction analysis of plasmid pABE96 digested with Ndel and Xbal (lanes 1-4). Markers for
DNA fragment size (bp) (lane L) and their positions are schematically presented on the left side of the gel.
Bands with size 1109 bp (lanes 1, 3, 4) correspond to vdh gene fragments, bands with size 7,3 kb correspond
to pABE96 plasmid remains.

4.7.4.1 Potrditev izrazanja proteina Vdh s prenosom Western

S prenosom Western smo Zzeleli potrditi sintezo dodatne kopije proteina Vdh-HA s
pric¢akovano velikostjo 38 kDa.

Na sliki 50 je prikazana nitrocelulozna membrana po detekciji s specificnimi protitelesi.
Pri vseh 8 neodvisnih konjugantah S. erythraea s konstruktom pSet152+PermE*+vdh-HA
smo smo opazili liso velikosti cca. 48 kDa (pri konjuganti v stolpcu 3 je lisa SibkejSega
signala), kar je ve¢ od pri¢akovane velikosti. Pri procesiranju proteina lahko pride do
razli¢nih modifikacij, ki lahko privedejo do tega, da je njegova molekulska masa vecja od
pri¢akovane.

Potrdili Smo uspesno izrazanje proteina Vdh.
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Slika 50: Potrditev izraZanja vnosa gena vdh s prenosom western, 358 AK; 1: molekulska masa
oznac¢evalcev, 1-8: neodvisne konjugante S. erythraea NRRL2338 s konstruktom pSet152+PermE*+vdh-HA
(opazne so lise z molekulsko maso cca. 48 kDa)

Figure 50: Western blot analysis 358 AA; 1: molecular mass marker, 1-8: transformants of S. erythraea
NRRL2338 with pSet152+PermE*+vdh-HA (bands of molecular mass of 48 kDa are observed)

4.7.4.2 Dodajanje valina v produkcijsko gojisce

Pri testiranju konjugant, ki smo jim vnesli gen vdh, smo v produkcijsko gojis¢e dodali
valin. S tem smo zeleli Zze dodatno povecati oskrbo metilmalonil-CoA. Eksperiment smo
izvedli tako, da smo pri inokulaciji v produkcijsko gojis¢e ABPMS iz vegetativnega
gojis¢a ABVMI vzporedno inokulirali 4 centrifugirke za vsako kolonijo. V 2 paralelki smo
po 24 h dodali 1 g/l valina, v 2 paralelki pa nismo dodali ni¢esar (kontroli). Po 7 dneh
inkubacije na stresalniku smo vzorce ekstrahirali z acetonitrilom (poglavje 3.2.4.1) in
naredili mikrobioloski test za dolocitev koncentracije eritromicina (poglavje 3.2.4.2).

Povpreéna produkcija kontrolnih sevov je bila 74 mg/l (£16 mg/l) (NRRL2338) in 73 mg/I
(20 mg/l) (NRRL2338+pSet152), povprec¢na produkcija konjugant s plazmidom pABE96
pa 74 mg/l (21 mg/l). Povpreéna produkcija kontrolnih sevov v paralelkah, ki smo jim
dodali valin je bila 69 mg/l (x15 mg/l) (NRRL2338) oz. 66 mg/l (£19 mg/l) (sevu
NRRL2338+pSet152), povprecna produkcija konjugant s plazmidom pABE96 v paralelkah
z dodatkom valina pa 68 mg/l (22 mg/l) (slika 51). Vnos gena vdh na produkcijo
eritromicina ni imel vpliva, prav tako tudi dodajanje valina v produkcijsko gojis¢e ni imelo
vpliva na produkcijo eritromicina.
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Slika 51: Produkcija eritromicina pri transformantah z genom vdh in vpliv dodajanja valina v produkcijsko
gojisce

Figure 51: Erythromycin production in transformants with vdh gene and the effect of adding valine in
production medium

4.7.5 Vnos kombinacij gena ilvB1 in operona mms

Na podlagi pridobljenih rezultatov, da operon mmsOpl in gen ilvB1 omogocata povecan
donos eritromicina, smo pripravili plazmide s prekomernim izrazanjem obeh
genov/operonov hkrati. 1z osnovnih plazmidov pABE62 in pABE87 smo konstruirali
plazmida pABES88 in pABE89 (gen ilvBl in operon mmsOpl sta bila pozicionirana v
razlicnem vrstnem redu). V plazmidu pABE88 smo gen ilvB1l vstavili pred operon
mmsOpl, v pABE89 pa za operonom mmsOpl. Postopek konstrukcije plazmidov s
kombinacijo teh dveh genov je opisan v nadaljevanju.

Konstrukcija pABE88

Plazmid pABE87 smo najprej rezali z encimom Xbal in potem 5' konce odprtega plazmida
defosforilirali z encimom FastAP po navodilih proizvajalca. S tem smo preprecili ponovno
ligacijo koncev lineariziranih plazmidov. 1z plazmida pABE62 smo nato izrezali gen ilvB1
z restrikcijskima encimoma Ndel in Xbal. Ta fragment smo potem vnesli v plazmid
pSGlit2, ki smo ga predhodno rezali z encimoma Ndel in Xbal. Ta plazmid vsebuje mesto
vezave ribosoma pred start-kodonom oz. pred Ndel restrikcijskim mestom in Se dodatno
restrikcijsko mesto za Xbal pred mestom za vezavo ribosoma, ki pa ga encim Xbal ne
prepozna, ¢e je DNA modificirana z dam metilacijo. 1z tega razloga smo pripravljeni
plazmid najprej transformirali v E. coli ET12567, ki ima prekinjena gena za metilazi dam
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in dcm. Nato smo z restrikcijskim encimom Xbal iz izoliranega plazmida izrezali gen
ilvB1, ki je na obeh koncih vseboval restrikcijsko mesto Xbal in mesto vezave ribosoma.
Ta gen pa smo potem vnesli v predhodno pripravljen odprt plazmid pABE87 in s tem
dobili plazmid pABES88 (slika 52). pABE88 smo potem s transformacijo vnesli v E. coli
ET12567/pUZ8002 in nato s konjugacijo v sev S. erythraea NRRL2338.
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Slika 52: Shematski prikaz priprave plazmidov, ki vsebujejo razli¢ne kombinacije genov (ilvB1 in operon
mms)

Figure 52: The general scheme of construction of plasmid with different combiation of genes (ilvB1 and mms
operon)

Konstrukcija pABE89

Plazmid pABE62 smo najprej rezali z encimom Xbal in potem 5' konce odprtega plazmida
defosforilirali z encimom FastAP po navodilih proizvajalca. S tem smo preprecili ponovno
ligacijo koncev lineariziranih plazmidov. 1z plazmida pABE87 smo nato izrezali mmsOpl
operon z restrikcijskima encimoma Ndel in Xbal. Ta fragment smo potem vnesli v plazmid
pSGlit2, ki smo ga predhodno rezali z encimoma Ndel in Xbal. Ta plazmid vsebuje mesto
vezave ribosoma pred start-kodonom oz. pred Ndel restrikcijskim mestom in Se dodatno
restrikcijsko mesto za Xbal pred mestom za vezavo ribosoma, ki pa ga encim Xbal ne
prepozna, ¢e je DNA modificirana z dam metilacijo. 1z tega razloga smo pripravljeni
plazmid najprej transformirali v E. coli ET12567, ki ima prekinjena gena za metilazi dam
in decm. Nato smo z restrikcijskim encimom Xbal iz izoliranega plazmida izrezali mmsOp1l
operon, Ki je na obeh koncih vseboval restrikcijsko mesto Xbal in mesto vezave ribosoma.
Ta operon pa smo potem vnesli v predhodno pripravljen odprt plazmid pABE62 in s tem



Karni¢ar K. Proteomski pristop za §tudij biosinteze eritromcina pri aktinobakteriji Saccharopolyspora erythraea. 112
Dok. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

dobili plazmid pABE89. pABE89 smo potem s transformacijo wvnesli v E. coli
ET12567/pUZ8002 in nato s konjugacijo v sev S. erythraea NRRL2338.

Pravilnost konstruiranih plazmidov pABE88 in pABE89 smo preverili z restrikcijskimi
analizami z ve¢ encimi: Ndel, Kpnl in Pstl (sliki 53 in 54).

L PpABE8S pABES9
s 1

10000bp «—— 8000 bp
8000bp +———+w = 6000 bp
6000 bp 1 5000 bp
3000 bp

3000 bp
2000 bp
2000 bp -
1000 bp

1000 bp

Slika 53: Restrikcijska analiza plazmidov pABES88 in pABES89 z restrikcijskim encimom Ndel. A) pABE88
(3 neodvisni kloni: lisa velikosti 5101 bp se ujema s fragmentom operona mmsOp1, lisa velikosti 7943 bp se
ujema s preostalim fragmentom z Ndel rezanega plazmida pABES88) in pABES89 (3 neodvisni Kloni: lisa
velikosti 1742 bp se ujema s fragmentom gena ilvB1-HA, lisa velikosti 11302 bp se ujema s preostalim
fragmentom z Ndel rezanega plazmida pABES89); wvrstica L prikazuje velikosti DNA fragmentov
oznacevalcev (njihova pozicija je shematsko prikazana na levi strani slike). B) kontrole: 1 — pABE87 (lisa
velikosti 11309 bp ustreza velikosti nerezanega plazmida pABE87), 2 — insert ilvB1-HA (lisa 1742 bp se
ujema s fragmentom gena ilvB1-HA), 3 — pABEG62 (lisa velikosti 7983 bp ustreza velikosti nerezanega
plazmida pABE62), 4 — insert mmsOpl-HA (lisa 5101 bp se ujema s fragmentom operona mmsOpl-HA);
vrstica L prikazuje velikosti DNA fragmentov oznadevalcev (njihova pozicija je shematsko prikazana na
desni strani slike).

Figure 53: Restriction analysis of plasmids pABE88 and pABE89 digested with restriction enzyme Ndel. A)
pABES8 (3 independent clones: band with size 5101 bp corresponds to fragment of mmsOp1l operon, band
with size 7943 bp corresponds to remains of plazmid pABE88 digested with Ndel) in pABE89 (3
independent clones: band with size 1742 bp corresponds to fragment of ilvB1-HA gene, band with size 11302
bp corresponds to remains of plazmid pABE89 digested with Ndel); markers for DNA fragment size (bp)
(lane L) and their positions are schematically presented on the left side of the gel. B) controls: 1 — pABE87
(band with size 11309 bp corresponds to undigested plasmid pABE87), 2 — insert ilvB1-HA (band with size
1742 bp corresponds to ilvB1-HA gene fragment), 3 — pABE62 (band with size 7983 bp corresponds to
undigested plasmid pABEG62), 4 — insert mmsOp1-HA (band with size 5101 bp corresponds to mmsOp1-HA
operon fragment); markers for DNA fragment size (bp) (lane L) and their positions are schematically
presented on the right side of the gel.
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Slika 54: Restrikcijska analiza plazmidov pABES88 in pABES9 z restrikcijskima encimoma Kpnl in Pstl. A)
vrstica L prikazuje velikosti DNA fragmentov oznacéevalcev (njihova pozicija je shematsko prikazana na levi
strani slike); pABES88: 1, 3, 5 — 3 neodvisni kloni rezani s Kpnl (lise velikosti 1672 bp, 1800 bp, 9572 bp
ustrezajo fragmentom plazmida pABES88 rezanega s Kpnl ); 2, 4, 6 — 3 neodvisni kloni rezani s Pstl (lise
velikosti 802 bp, 1930 bp, 2565 bp, 3084 bp, 4663 bp ustrezajo fragmentom plazmida pABES88 rezanega s
Pstl). B) vrstica L prikazuje velikosti DNA fragmentov oznaevalcev (njihova pozicija je shematsko
prikazana na levi strani slike); pABE89: 1, 3, 5 — 3 neodvisni kloni rezani s Kpnl (lise velikosti 1672 bp,
3371 bp, 8001 bp ustrezajo fragmentom plazmida pABE89 rezanega s Kpnl); 2, 4, 6 — 3 neodvisni Kloni
rezani s Pstl (lise velikosti 802 bp, 1930 bp, 2565 bp, 2921 bp, 4826 bp ustrezajo fragmentom plazmida
pABE89 rezanega s Pstl).

Figure 54: Restriction analysis of plasmids pABE88 and pABES89 digested with restriction enzymes Kpnl
and Pstl. A) markers for DNA fragment size (bp) (lane L) and their positions are schematically presented on
the left side of the gel; pABES88: 1, 3, 5 — 3 independent clones digested with Kpnl (bands with size 1672 bp,
1800 bp, 9572 bp correspond to fragments of plasmid pABES88 digested with Kpnl); 2, 4, 6 — 3 independent
clones digested with Pstl (bands with size 802 bp, 1930 bp, 2565 bp, 3084 bp, 4663 bp correspond to
fragments of plasmid pABES88 digested with Pstl). B) markers for DNA fragment size (bp) (lane L) and their
positions are schematically presented on the left side of the gel; pABE89: 1, 3, 5 - 3 independent clones
digested with Kpnl (bands with size 1672 bp, 3371 bp, 8001 bp correspond to fragments of plasmid pABE89
digested with Kpnl); 2, 4, 6 - 3 independent clones digested with Pstl (bands with size 802 bp, 1930 bp, 2565
bp, 2921 bp, 4826 bp correspond to fragments of plasmid pABE89 digested with Pstl).

4.7.5.1 Potrditev izrazanja proteinov acetolaktat sintaze in metilmalonat sintaze s
prenosom Western v transformantah s konstrukti ilvB1+mmsOpl oz.
mmsOpl+ilvB1

S prenosom Western smo Zeleli potrditi sintezo dodatne kopije proteina [IvB1-HA s
pricakovano velikostjo 58 kDa in sintezo dodatne kopije SACE_1459-HA s pri¢akovano
velikostjo 30 kDa.
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Na sliki 55 je prikazana nitrocelulozna membrana po detekciji s specifiénimi protitelesi.
Pri dveh neodvisnih konjugantah S. erythraea s plazmidom pABE88 in treh neodvisnih
konjugantah S. erythraea s plazmidom pABE89 smo opazili lise velikosti 58 kDa in 30
kDa, kar ustreza pricakovanima vrednostima glede na aminokislinsko zaporedje. S tem
smo potrdili uspesno izrazanje dodatnih kopij obeh proteinov.

1 2 3 4 M 5 6 7 8 kDa
— 116

T 66

— 45

[ - 35

— 25

Slika 55: Potrditev izrazanja dodatne kopije operona mms (295 AK) in gena ilvB1 (556 AK) s prenosom
western; 1-3: NRRL2338+pABE89, 4: NRRL2338+pABE88, M: proteinski standard velikosti; 5:
NRRL2338+pABES88; 6: negativna kontrola sev NRRL2338; 8: NRRL2338+pABE87, 9:
NRRL2338+pABE14412 (opazne so lise z molekulsko maso 30 in 58 kDa).

Figure 55: Western blot analysis of in trans expression of 295 AA, SACE_1459-HA-tag and 556 AA, ilvB1-
HA-tag. 1-3: NRRL2338+pABES89, 4. NRRL2338+pABE88, M: molecular mass marker (their position are
represented on the right side of the blot); 5: NRRL2338+pABE88; 6: negative control, strain NRRL2338; 7:
NRRL2338+pABE87, 8: NRRL2338+pABE14412 (bands of apparent molecular mass of 30,10 kDa and
58,54 kDa are observed).

4.7.5.2 Vpliv dodatne kopije operona mmsOp1 in gena ilvB1 na produkcijo eritromicina

Povprecna produkcija eritromicina kontrolnih sevov je bila 74 mg/l (£12 mg/l)
(NRRL2338) o0z. 73 mg/l (15 mg/l) (NRRL2338+pSetl52), povpre¢na produkcija
eritromicina pri konjugantah s plazmidom pABES88 je bila 132 mg/l (16 mg/l), povpre¢na
produkcija eritromicina pri konjugantah s plazmidom pABES89 pa 130 mg/l (x19 mg/l)
(slika 58). Pri obeh variantah je bila torej produkcija eritromicina povec¢ana (75 % dvig
produkcije) v primerjavi s kontrolnim sevom.

4.7.6 Prekinitev operona mcm

Operon mcm sestavljajo 4 geni: mutA, mutB, meaR in mutR. mutA in mutB imata zapis za
metilmalonil-CoA mutazo (MCM), meaB ima zapis za MCM-pomozni protein, mutR pa
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ima zapis za regulatorni gen druzine gntR (slika 56). Encim MCM Kkatalizira reverzibilno
izomerizacijo metilmalonil-CoA in sukcinil-CoA. S prekinitvijo gena mutB so dvignili
hidrate. V fermentaciji, ki temelji na gojis¢u, ki kot glavni vir ogljika vsebuje ogljikove
hidrate, reakcija MCM prazni rezervoar z metilmalonil-CoA. S prekinitvijo operona mcm,
se rezervoar »ne prazni« (potek reakcije v smeri nastanka sukcinil-CoA), kar je ugodno za
samo produkcijo eritromicina, saj je na voljo ve¢ substrata metilmalonil-CoA (Reeves in
sod., 2007). Da bi to potrdili, smo naredili eksperiment s prekinitvijo operona mcm.

mutA > mutB >meaB>|:> —

Slika 56: Organizacija genov v mcm operonu; mutA kodira manjSo podenoto MCM, mutB kodira veéjo
podenoto MCM, meaB kodira MCM pomozni protein, MutR pa je regulatorni gen iz druzine gntR (Reeves in
sod., 2007: 296)

Figure 56: Genetic map of mcm operon region; mutA encodes the smaller subunit of MCM, mutB encodes the
larger subunit of MCM, meaB encodes an MCM accessory protein and mutR represents gntR-family
regulatory gene (Reeves et al., 2007: 296)

Prekinitev operona mcm smo izvedli tako, da smo centralno regijo operona pomnozili z
oligonukleotidnimi zacetniki MCMstop-encim-F1 in MCMstop-encim-R. Pomnozen in
oc¢is¢en DNA fragment smo rezali z encimoma EcoRI in Hindlll in z istima encimoma
rezali tudi plazmid pKC1132. Nato smo plazmid pKC1132 in pripravljeni DNA fragment
ligirali in tako pripravili plazmid pABES58 (slika 57). Nukleotidno zaporedje gena smo
preverili s sekvenciranjem. Ko smo pABES58 s konjugacijo vnesli v sev NRRL2338, je
prislo do prekinitve gena s homologno rekombinacijo. Prekinitev oz. inaktivacijo gena smo
potrdili s PCR analizo in sekvenciranjem.
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Slika 57: Plazmid pABES58; vsebuje gen aac(3)IV za rezistenco bakterije proti antibiotiku apramicin in
prekinjen operon mcm

Figure 57: Plasmid pABES58; contains acc(3)IV gene for bacterial resistance to antibiotic apramycin and
deletion of mcm operon

4.7.6.1 Vpliv prekinitve operona mcm na produkcijo eritromicina

Povpre¢na produkcija eritromicina pri kontrolnem sevu NRRL2338 je bila 74 mg/l (£12
mg/l), povprec¢na produkcija eritromicina pri konjugantah s prekinjenim operonom mcm pa
je bila 118 mg/l (z24 mg/l), kar pomeni, da je bila produkcija eritromicina poveana za
58 % (slika 58).

4.7.7 Vpliv razliénih mutacij na produkcijo eritromicina v sevu NRRL2338

Preglednica s produkcijo eritromicina v razli¢nih mutantah naravnega seva NRRL2338, na
podlagi katere smo izracunali povprecno produkcijo eritromicina, je v prilogi J.

Vnos dodatne kopije oz. inaktivacije gena/operona je statisticno znacilno vplival na
produkcijo eritromicina pri transformantah, v katere smo vnesli plazmide pABE56 (operon
bkd), pABE58 (Amcm), pABEG0 in pABE87 (operon mmsOpl brez in s HA-epitopom),
pABEG61 in pABEG2 (ilvB1 brez in s HA-epitopom), pABES88 in pABE89 (kombinacija
mmsOp1 in ilvB1) (slika 58). Najvecji vpliv na produkcijo eritromicina so imele mutante z
dodatno kopijo mmsOpl, ki so imele v povprecju kar 150 % visjo produkcijo v primerjavi
s kontrolo (sev NRRL2338 brez in s praznim plazmidom pSet152). Mutante z dodatno
kopijo gena ilvB1 so imele cca. 52 % visjo produkcijo eritromicina v primerjavi s kontrolo.
Mutante z dodatno kopijo operona bkd so imele cca. 70 % visjo produkcijo eritromicina v
primerjavi s kontrolo. Mutante z inaktivacijo operona mcm so imele cca. 58 % visjo
produkcijo eritromicina v primerjavi s kontrolo. Mutante, ki so imele dodatno kopijo gena
ilvB1 in operona mmsOp1l so imele cca. 75 % visjo produkcijo eritromicina v primerjavi s
kontrolo. Pri transformantah, v katere smo vnesli plazmid pABE95 (mmsOp2) oz. plazmid
PABE96 (vdh), nismo dokazali statisticno znacilnega vpliva na produkcijo eritromicina.
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Slika 58: Vpliv razli¢nih mutacij na produkcijo eritromicina v primerjavi s produkcijo eritromicina pri
naravnem sevu NRRL2338. Produkcija eritromicina razli¢nih transformant NRRL2338, dolocena z
bioloskim testom; WT: kontrola 1, NRRL2338, A: kontrola 2, NRRL2338 + pSetl52, B: NRRL2338 +
AmcmOp (pABES8), C: NRRL2338 + mmsOpl (pABE60), D: NRRL2338 + mmsOpl-HA (pABES87), E:
NRRL2338 + ilvB1 (pABE61), F: NRRL2338 + ilvB1-HA (pABE62), G: NRRL2338 + mmsOpl-HA +
ilvB1-HA (pABE89), H: NRRL2338 + ilvB1-HA + mmsOpl-HA (pABES88), I: NRRL2338 + bkdOp
(PABES56), J: NRRL2338 + mmsOp2 (pABE95). Okvirji oznacujejo prvi in tretji kvartil vzoréne populacije.
Horizontalne ¢érte ozna¢ujejo mediano, rocaji oznacujejo ekstremne vrednosti vzoréne populacije. Zvezdice
oznacujejo statistiCno znacilne (p < 0,05) razlike med vzorci in kontrolama 1 in 2 (podatki s produkcijo
eritromicina pri razli¢nih mutantah so navedeni v preglednici v prilogi J).

Figure 58: Effect of different mutations on erythromycin production, compared to the wild-type strain
NRRL2338. Erythromycin production by NRRL2338 transformants, determined by the microbiological
assay; WT: control 1, NRRL2338, A: control 2, NRRL2338 + pSetl52, B: NRRL2338 + AmcmOp
(pPABES58), C: NRRL2338 + mmsOpl (pABE60), D: NRRL2338 + mmsOp1-HA (pABES87), E: NRRL2338 +
ilvB1 (pABEG61), F: NRRL2338 + ilvB1-HA (pABE62), G: NRRL2338 + mmsOpl-HA + ilvB1-HA
(pPABE89), H: NRRL2338 + ilvB1-HA + mmsOpl-HA (pABES88), I: NRRL2338 + bkdOp (pABES56), J:
NRRL2338 + mmsOp2 (pABE95). Boundaries of the boxes indicate the 1% and the 3" quartile of the sample
populations. Horizontal lines represent the median values and whiskers indicate the highest and lowest values
of the results. Asterisks denote statistically significant (p < 0.05) differences between transformants
compared to control samples 1 and 2 (raw data for erythromycin production in different mutants are
presented in table in appendix J).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

V doktorski nalogi smo z metodoloskim pristopom kombinacije proteomskih orodij in
bioinformatike pridobili informacije, ki so poglobile razumevanje klju¢nih metabolnih
poti, ki wvplivajo na poveéan donos eritromicina. S primerjalno proteomsko in
transkriptomsko analizo, poznavanjem celotnega genoma in gojenjem sevov v industrijskih
pogojih smo pridobili nove informacije 0 mehanizmih biosinteze eritromicina, na podlagi
katerih bi lahko racionalno izboljsali obstojece industrijske seve, pri katerih klasi¢en
pristop ne omogoca ve¢ napredka ali pa je preve¢ zamuden.

51 OPTIMIZACUA GOJISCA, KI OMOGOCA POVISAN DONOS ERITROMICINA
IN HKRATI USPESNO EKSTRAKCIJO PROTEINOV 1Z CELIC S. erythraea
TER OPTIMIZACIJA EKSTRAKCIJSKEGA PROTOKOLA

Predhodno objavljene Studije, kjer so raziskovalne skupine s pomoc¢jo omskih pristopov
preucevale mehanizme biosinteze eritromicina in njene regulacije, so temeljile na

.....

.....

topnih gojis¢) za nadaljnje omske analize ni tezavna. Vendar pa posledi¢no rezultati, ki jih
pridobimo iz tovrstne kultivacije niso prikaz realnega stanja industrijskega bioprocesa.
Zato smo zeleli razviti bioproces, ki bo ¢im bolj podoben industrijskemu (gojis¢e, pogoji
kultivacije), hkrati pa tudi razviti protokol za uspesno ekstrakcijo proteinov iz bioprocesne
brozge. Tako smo dobili vpogled v relevantne razlike v metabolnih poteh vpletenih v
biosintezo eritromicina med naravnim sevom NRRL2338 in visoko-donosnim
industrijskim sevom ABE1441.

V prvem delu raziskovalne naloge smo se lotili optimizacije kompleksnega gojisca, ki v
veliki meri omogoca povisan donos eritromicina in ob enem omogoca uspesno ekstrakcijo
proteinov iz celic S. erythraea za proteomsko analizo. Industrijska gojis¢a imajo zelo
kompleksno sestavo. Vsebujejo kompleksne vire ogljika in dusika, zato so v njih prisotni
Stevilni kontaminanti (ionski detergenti, polisaharidi, lipidi ali nukleotidi), ki bi lahko
motili 2-D elektroforezo in s tem vplivali na nadaljnje proteomske analize. Poleg tega se je
potrebno pri sami pripravi vzorcev izogniti (v kolikor se le da) izgubi proteinov.
Objavljenih je bilo Ze kar nekaj proteomskih Studij biosinteze razli¢nih antibiotikov pri
streptomicetah (Hesketh in sod., 2002; Vohradsky in sod., 2000; Wang in Yuan, 2005; Lu
in sod., 2007; Kim in sod., 2005a, 2005b; Orsaria in sod., 1998; Vohradsky in sod., 2000;
Bobek in sod., 2004; Novotna in sod., 2003), vendar so vse te Studije temeljile na
ekstrakciji proteinov iz enostavnih produkcijskih gojis¢. Zasledili smo le en primer v
literaturi, kjer so razvili protokol za ekstrakcijo proteinov iz kompleksnega industrijskega
gojis¢a (Yin in sod., 2008).
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Odlocili smo se za delo s poenostavljenim industrijskim gojis¢em ABPMS, v katerem je bil
donos industrijskega seva ABE1441 v povpreéju 2,1 g/l (20,3 g/l) eritromicina v 50-ml
centrifugirki oz. 2,3 g/l (x0,4 g/l) eritromicina v 250-ml erlenmajerici. Gojisce je
vsebovalo sojino moko, koruzni Skrob, amonijev sulfat, kalcijev karbonat in sojino olje
(poglavje 3.1.1.1). Enake sestavine se uporabljajo tudi pri pravem industrijskem
bioprocesu, le da so tam dodane koncentracije sestavin vecje.

V nadaljevanju smo se usmerili k optimizaciji protokola ekstrakcije proteinov iz
bioprocesne brozge. Pri tem smo naleteli na ve¢ problemov. V prvi fazi so problem pri
ekstrakciji proteinov predstavljale netopne komponente (sojina moka, koruzni $krob,
sojino olje), saj so onemogocale enostavno separacijo celic od gojisc¢a. Klju¢nega pomena
pri uspesni ekstrakciji proteinov iz celic je bil tudi nacin razbijanja celic, saj pri tem pride
do sprostitve znotrajceli¢ne vsebine, hkrati pa tudi do sprostitve proteolitiénih encimov, ki
lahko v nadaljevanju vplivajo na integriteto proteoma.

Problema netopnih komponent v gojiséu smo se lotili s testiranjem razli¢nih hitrosti
zadetnega centrifugiranja (800 g, 1000 g, 2000 g, 3000 g, 3500 g). Bistvenih razlik ni bilo
(odstotek variiranja je bil manjsi od 5 %), smo pa ugotovili, da pri visji sili fermentacijska
brozga bolje sedimentira, zato smo pri nadaljnjih postopkih uporabili najvisjo silo
centrifugiranja (3500 g). Poleg tega smo z mikroskopskim preparatom potrdili, da se celice
res usedejo (v preparatu sedimenta so bile opazne vse tri oblike celic: prosti micelij, skupki
in peleti) (slika 20), saj v preparatu supernatanta nismo videli ni¢esar. Naslednji korak v
ekstrakcijskem protokolu je bil izpiranje sedimentov fermentacijske brozge, pri cemer je
bilo pomembno, da smo z izpiranjem odstranili prisotne kontaminante (proteini soje). Pri
izpiranju sedimentov smo uporabili 2 razliéni raztopini: raztopino A (40 mM Tris, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, pH 9,0) in raztopino B (50 mM Tris-HCI, pH 7,2). Na podlagi
izmerjenih koncentracij proteinov v celicnem ekstraktu smo dolocili, da je raztopina B
ustreznejSa. Z zbiranjem frakcij po spiranju in z doloanjem koncentracije proteinov v
izpirkih smo tudi preverili ali s spiranjem sedimenta (biomase) odstranimo proteine soje.
Rezultati so pokazali, da so bili po prvem spiranju proteini v izpirku Se prisotni, v
naslednjih izpirkih pa proteinov nismo ve¢ zaznali (preglednica 8).

Razbijanje celi¢nih sten in membran in s tem sprostitev znotrajcelicne vsebine je bilo
klju¢nega pomena pri uspes$ni ekstrakciji proteinov iz celic. Za maksimalen izplen
proteinov mora biti proces razbijanja celic hiter, sila pa mo¢na (da razbije celi¢no steno in
membrano). V ta namen se uporabljajo sonikatorji, ki celice razbijejo ultrasoni¢no.
Ultrasonikacija je metoda mehanskega razbijanja celic, ki temelji na visoko frekven¢nih
zvokih (nad 20 MHz) (Ince in sod., 2001). Celice smo razbijali z razli¢nimi nastavitvami
sonikatorja (cikel 1/ amplituda 100 %/ 3x15 s; cikel 1/ amplituda 100 %/ 4x15 s; cikel 0,9/
amplituda 100 %/ 20 s; cikel 0,8/ amplituda 100 %/ 20 s; cikel 0,7/ amplituda 100 %/ 20 s)
in izmerili koncentracijo proteinov v celicnem ekstraktu. Najvisje koncentracije proteinov
smo dobili, ¢e smo celice razbili z na¢inom cikel 1/ amplituda 100 %/ 4x15 s (preglednica
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9). Kot ze omenjeno problem pri razbijanju celic lahko predstavljajo proteoliti¢ni encimi
(proteaze in peptidaze). Proteaze so nujno potrebne pri razli¢nih celi¢nih funkcijah, kot je
popravljanje celic in razgradnja zunajcelicnega materiala. V intaktnih celicah je proteazna
aktivnost natan¢no regulirana s kompartmentizacijo ali s proteaznimi inhibitorji (Rawlings
in sod., 2004). Ko pa pride do lize celice, je regulacija motena in lahko pride do
proteolitske razgradnje vzorcev, kar lahko predstavlja velik problem. Zato moramo v
ekstrakcijske pufre dodajati ustrezne proteazne inhibitorje. Proteazni inhibitorji so bioloske
ali kemijske spojine, ki se reverzibilno ali ireverzibilno vezejo na proteaze (Laskowski in
Kato, 1980; Rawlings in sod., 2004). V kompleksnem industrijskem gojis¢u mikrobne
celice sintetizirajo in izloc¢ajo proteaze, da lahko razgradijo proteine iz kompleksnih virov
dusika. Yin in sod. (2008) so merili proteazno aktivnost med procesom biosinteze
avermektina. V zgodnjih fazah bioprocesa je aktivnost proteaz narasla in dosegla visok
nivo, ki je do pozne faze bioprocesa ostal enak. V poznih fazah bioprocesa je proteazna
aktivnost Se narasla, kar je lahko posledica citolize. Med razbijanjem celic SO Se iz liziranih
celic sprostile endogene proteaze in prislo je do razgradnje proteinov, kar je posledi¢no
vplivalo na integriteto proteoma. Kljub dodajanju proteaznih inhibitorjev niso uspeli
preprediti razgradnje proteinov. Do razgradnje proteinov je prislo predvsem v srednji in
pozni fazi bioprocesa. Tudi mi smo opazili problem razgradnje proteinov v kasnejsih fazah
bioprocesa pri sevu ABE1441 (slika 24) (pri naravnem sevu NRRL2338 tega problema ni
bilo). Pri optimizaciji protokola smo testirali dva komercialna koktejla inhibitorjev proteaz
v ekstrakcijski raztopini: tabletka Complete Mini (Roche) (2 varianti: 1 tabl./10 ml pufra
o0z. 2 tabl./10 ml pufra) in Protease Inhibitor Cocktail Set 111, EDTA-Free (Calbiochem).
Tabletke Complete Mini se uporabljajo za inhibicijo serinskih, cisteinskih in
metaloproteaz. Vsebujejo reverzibilne in ireverzibilne inhibitorje. Koktejl inhibitorjev
proteaz Protease Inhibitor Cocktail Set Il je koktejl 6 proteaznih inhibitorjev s Siroko
specifi¢nostjo za inhibicijo aspartatskih, cisteinskih, serinskih in aminopeptidaz. Ugotovili
smo, da so tabletke Complete Mini v koncentraciji 2 tabl./10 ml ekstrakcijskega pufra bolj
primerne v primerjavi z inhibitorji proizvajalca Calbiochem (slika 21), vseeno pa nismo
uspeli v celoti prepreciti proteolize.

V postopek ekstrakcije smo v zadnjem koraku vkljucili Se obarjanje proteinov s
komercialnim kompletom »2-D Clean-Up« (GE Healthcare). S tem smo iz celi¢nega
ekstrakta odstranili prisotne kontaminante, kot so lipidi, nukleinske kisline, ionski
detergenti, soli, ki lahko motijo lo¢evanje in vizualizacijo 2-D gela. Slika 2-D gela je imela
po uporabi komercialnega kompleta manj Suma v ozadju, proteinske lise pa so bile bolj
izrazite (slika 22).

V prvem delu doktorske naloge smo pokazali, da industrijsko gojis¢e ABPMS8 omogoca
poviSan donos eritromicina in hkrati tudi uspeSno ekstrakcijo proteinov iz celic S.
erythraea (potrjena hipoteza 1). Vpeljali smo uspeSen protokol za ekstrakcijo proteinov iz
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celic S. erythraea: zacetno centrifugiranje fermentacijske brozge pri 3500 g, izpiranje
biomase z raztopino 50 mM Tris-HCI, pH 7,2, resuspendiranje biomase v ekstrakcijskem
pufru, v katerega smo dodali proteaze inhibitorje Complete Mini v koncentraciji 2 tabl./10
ml ekstrakcijskega pufra, ultrasoni¢no razbijanje celic z na¢inom cikel 1/ amplituda 100 %/
4x15 s in obarjanje proteinov s komercialnim kompletom »2-D Clean-Up«.

5.2 RAZVOJ BIOPROCESA PRODUKCHNE ERITROMICINA, KI POSNEMA
REALNE INDUSTRIJSKE POGOJE

Naslednji korak v nasem raziskovalnem delu je vkljuceval kultivacijo sevov S. erythraea v
kompleksnem industrijskem gojis¢u ABPM8 (izbranem v predhodnih eksperimentih) v
pogojih, ki so ¢im bolj posnemali realne industrijske pogoje. Verjetno bi sicer lahko
povecano izrazanje genov za biosintezo eritromicina), vendar je bilo za preucevanje razlik
v metabolnih poteh, ki omogocajo oskrbo z gradbenimi enotami, izjemnega pomena, da so
bili pogoji ¢im bolj podobni realnim industrijskim bioprocesom. Le v takih pogojih smo
lahko videli realno sliko metabolnih procesov, ki prispevajo k izboljsani produkciji
eritromicina v industrijskem sevu.

Kultivacije smo izvedli v 5-1 bioreaktorjih. Poenostavili smo sheme dohranjevanja
substratov, saj smo na ta nacin lazje zagotovili ponovljivost bioprocesov. Tekom celotnega
bioprocesa smo spremljali pH, koncentracijo kisika v brozgi, koncentracijo glukoze in
koncentracijo amonijevega sulfata. Tekom bioprocesa smo s sprotnimi meritvami dolocali
tudi celi¢no gostoto (z meritvami PMV) in koncentracijo nastalega eritromicina. Na
podlagi teh parametrov smo doloéili kontrolne tocke KT1-KT4, v katerih smo pobirali
vzorce za proteomske analize. Ta pristop je omogocal pridobivanje vzorcev v to¢no
doloceni fazi rasti bakterije in produkcije eritromicina, s ¢imer smo dobili vpogled v
relevantne razlike med sevoma v specifi¢ni tocki bioprocesa.

Bioproces je potekal v 4 fazah: (a) faza prilagajanja, ki je potekala prvih 24 ur bioprocesa
(prva Casovna tocka je bila postavljena ob koncu faze prilagajanja, tik pred zacetkom
produkcije); (b) faza hitre rasti in porabe glukoze, kjer je potekala najvecja produkcija
eritromicina (druga Casovna tocka je bila postavljena ob zacetku produkcije); (c)
stacionarna faza rasti, ki je nastopila, ko se je vsa glukoza v gojis¢u porabila, nato pa je
sledil ponoven porast produkcije eritromicina (tretja ¢asovna tocka je bila postavljena med
intenzivno produkcijo eritromicina); (d) faza odmiranja, v kateri se je produkcija
eritromicina zakljucila (Cetrta ¢asovna tocka je bila postavljena ob koncu produkcije).

S primerjavo poteka bioprocesov pri sevih ABE1441 in NRRL2338 (sliki 18 in 19) smo
ugotovili, da se produkcija pri obeh sevih za¢ne okoli 20-30 h. Med 30 in 50 h bioprocesa
je pri obeh sevih sledila intenzivna poraba glukoze, hkrati pa se je zacela intenzivna
produkcija eritromcina. Pri sevu ABE1441 je bila produkcija eritromicina v eksponentni
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fazi rasti hitrejSa, poleg tega se je nadaljevala Se v stacionarni fazi rasti. Pri sevu
NRRL2338 se je produkcija zakljucila Zze pri 60 h, medtem ko je pri sevu ABE1441
potekala vse do 90 h. Posledi¢no je bil donos eritromicina pri sevu ABE1441 vec kot 10-
krat vi§ji v primerjavi s sevom NRRL2338. V ¢asu izvajanja doktorske naloge smo skupaj
z drugimi inStitucijami (Acies Bio, Nacionalni inStitut za biologijo, Institut Jozef Stefan in
Biotehniska fakulteta) sodelovali v projektu v okviru Kompetenénega centra Brin (KC
Brin), v katerem smo z metodami sistemske biologije primerjali naravni in visokodonosni
sev S. erythraea. Kolegi na Nacionalnem institutu za biologijo so v okviru transkriptomske
Studije z metodo qPCR preucevali dinamiko izrazanja genov za biosintezo eritromicina
eryK in eryAl pri bioprocesu s sevom NRRL2338 oz. pri bioprocesu s sevom ABE1441.
Rezultati so pokazali, da sta bila oba gena inducirana Ze pred biosintezo eritromicina,
vendar je bila indukcija pri sevu ABE1441 moc¢nejsa, poleg tega pa je trajala dalj casa.

Rezultati, ki smo jih pridobili so izjemnega pomena, saj do sedaj proteomske Studije pri
pokazale rezultatov, ki bi omogocali nadaljne izboljsave industrijskih sevov. Mi smo v
nadaljevanju z razvojem opisanega protokola in z gojenjem sevov v pogojih, ki so ¢im bolj
posnemali realne industrijske kultivacije dobili vpogled v metabolne poti in mehanizme, ki
sevu ABE1441 zagotavljajo cca. 10-krat vi§jo produkcijo v primerjavi s sevom
NRRL2338.

53 UPORABA OMSKIH TEHNOLOGIJ KOT IZHODISCE ZA IZBOLJSEVANIJE
DONOSA ERITROMICINA

Z objavo celotnega genoma naravnega seva S. erythraea so leta 2007 Oliynyk in sod.
odprli nove moZnosti sistemskega preucevanja genoma aktinobakterije. Kmalu po tem so

bile objavljene prve primerjalne genomske in transkriptomske Studije razli¢nih sevov S.
erythraea (Peano in sod., 2007, 2012; Marcellin in sod., 2013; Li in sod., 2013).

Zanimivo je, da smo v okviru rezultatov pridobljenih s transkriptomskimi analizami v
okviru projekta KC Brin, ugotovili dolo¢ene podobnosti z dvema predhodnjima
transkriptomskima Studijama (Li in sod., 2013; Peano in sod., 2012). In sicer, pri vseh treh
industrijskih sevih je raven izraZanja genov za biosintezo eritromicina povecana Vv
primerjavi s sevom NRRL2338, raven izrazanja genov, ki sodelujejo v ciklu TCA pa je
znizana v primerjavi s sevom NRRL2338.



Karni¢ar K. Proteomski pristop za §tudij biosinteze eritromcina pri aktinobakteriji Saccharopolyspora erythraea. 123
Dok. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

5.3.1 Uporaba proteomskih orodij za preu¢evanje biosinteze eritromicina

Kot Ze omenjeno so ze bile objavljene primerjalne genomske in transkriptomske Studije
razli¢nih sevov S. erythraea, medtem ko je proteom te bakterije zaenkrat $e slabo raziskan.
Izrazanje genov ni vedno v korelaciji z vsebnostjo proteinov, zato lahko s preuc¢evanjem
bioloskih procesov na nivoju protcoma dobimo veliko dodatnih informacij
(Thongboonkerd, 2007). Proteomika namre¢ preucuje proteine, ki so nosilci funkcij (Lubec
in sod., 2003). Poleg informacije o vsebnosti proteinov lahko z uporabo razlicnih
proteomskih orodij dobimo tudi informacije o njihovih post-translacijskih modifikacijah in
proteinskih interakcijah, kar daje $e boljsi vpogled v dogajanje v celici oz. tkivu (Wetmore
in Merrick, 2004).

V nalogi smo za analizo proteoma uporabili metodo 2-D elektroforeza v kombinaciji z MS
(za identifikacijo proteinov). Z 2-DE smo izvedli primerjalno analizo proteinskih profilov
med naravnim (NRRL2338) in visoko-donosnim sevom (ABE1441) v tockah KT1 in KT2.
Kot referen¢ni sev je bil uporabljen naravni sev NRRL2338. V kontrolnih tockah KT3 in
KT4 je pri sevu ABE1441 prislo do proteolize in primerjava ni bila mogoca. Pojav
proteolize smo opazili v vseh bioloskih ponovitvah. Podobno so Yin in sod. (2008) ze
porocali o problemu proteolize pri vzorcih, odvzetih v srednji in pozni fazi fermentacije
(poglavije 5.1).

S primerjavo proteinskih profilov sevov NRRL2338 in ABE1441 smo za identifikacijo
dolo¢ili 120 diferencialno izrazenih proteinov. Od teh jih je bilo 110 identificiranih,
medtem ko pri 10 identifikacija zaradi prenizke vsebnosti proteina v lisi ni bila uspes$na.
Med 110 identificiranimi proteini so bili nekateri prisotni v veéih proteinskih lisah, tako da
smo dejansko identificirali le 44 razlicnih proteinov (preglednici 11 in 12). Sledila je
njihova razvrstitev v skupine glede na celi¢ne procese v skladu s hierarhijo metabolizma
KEGG Pathway (slika 25). Najvecje razlike med sevoma smo ugotovili v KT2, torej ob
zacetku produkcije eritromicina. Kontrolna toc¢ka 1 (KT1) je bila postavljena pred zacetek
produkcije eritromicina, t.j. v fazo prilagajanja, kjer smo opazili podoben proteinski profil
pri obeh sevih. To je smiselno, saj se v fazi prilagajanja celicna populacija adaptira na
novo okolje in se pri tem prakti¢no ne spreminja. V fazi hitre rasti pa potem pride do vecjih
razlik med sevoma. Naravni sev sicer prav tako kot visokodonosni zacne z intenzivno
produkcijo eritromicina, vendar ta pri visokodonosnem sevu poteka hitreje in bolj
intenzivno (poglavje 5.1.1).

Ugotovili smo, da najve¢ diferencialno izrazenih proteinov sodi v skupino energijskega
metabolizma in metabolizma ogljikovih hidratov (predvsem proteini glikolize in cikla
TCA). Poleg teh pa so bili identificirani $e proteini vkljuceni v metabolizem terpenov in
poliketidov, metabolizem nukleotidov, metabolizem aminokislin, metabolizem lipidov,
metabolizem in razgradnjo ksenobiotikov, pa tudi proteini translacije in proteini, Ki
sodelujejo pri zvijanju, sortiranju in degradaciji. Nekatere proteine smo detektirali samo pri
naravnem sevu, v visokodonosnem pa ne: proteini vkljuceni v metabolizem ogljikovih
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hidratov  (sukcinil-CoA sintetaza podenota alfa, SACE_6668; dihidrolipoamid
sukciniltransferaza, SACE_1638; fosfoglukonat dehidrataza, SACE_1740; 6-
fosfofruktokinaza, SACE_1704; riboza-fosfat pirofosfokinaza, SACE_0816) in proteini
vkljuceni v metabolizem nukleotidov (inozin-5-monofosfat dehidrogenaza, SACE_6708;
fosfo-2-dehidro-3-deoksiheptonat  aldolaza, SACE_1708; fosforibozilaminoimidazol
karboksamid formiltransferaza, SACE_6664). Protein EryG (metilaza) smo pri sevu
ABE1441 zaznali na petih razli¢nih lokacijah, pri sevu NRRL2338 pa le na eni. Encim
EryG Kkatalizira post-PKS reakcijo v biosintezi eritromicina (pretvorba v aktivno obliko
eritromicina A). Tri glikolitiéne encime smo detektirali le v sevu ABE1441 (glukoza-6-
fosfat izomeraza, SACE_2158; 2-fosfoglicerat dehidrataza, SACE_0838; fosfoglicerat
mutaza, SACE_6967), encim gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (SACE_2143) pa je
imel v sevu ABE1441 povecano raven izrazanja v primerjavi s sevom NRRL2338. Protein
IlvC (SACE_6157), ki sodeluje pri biosintezi valina, je imel v sevu ABE1441 znizano
raven izrazanja v primerjavi s sevom NRRL2338.

Pri nekaterih proteinih smo ugotovili, da se protein nahaja na vecih lokacijah 2-D gela, kar
verjetno nakazuje na prisotnost izooblik ali post-translacijske  modifikacije
(metiltransferaza oz. EryG, beta podenota sukcinil-CoA ligaze, gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza, glukoza-6-fosfat izomeraza, enolaza, malat dehidrogenaza, D-3-
fosfoglicerat dehidrogenaza, FOF1 ATP sintaza podenota beta, dihidrolipoamid
sukciniltransferaza, molekularni $aperon DnaK, oksidoreduktaza, sukcinil-COA sintetaza
podenota alfa). Post-translacijske modifikacije (PTM) vkljucujejo kovalentno procesiranje
polipeptidne verige s proteolitsko cepitvijo ali z dodajanjem funkcionalne skupine
(fosforilacija, glikozilacija, acilacija itd.) na eno ali ve¢ aminokislin (Mann in Jensen,
2003). PTM povzrocajo strukturne spremembe proteinov, spremenijo aktivnost proteinov,
vplivajo na njihovo lokalizacijo, stabilnost in interakcije z drugimi proteini. PTM tako
mocno povecajo kompleksnost in dinamiko proteinov, kar posledi¢no pomeni zapleteno
regulacijo bioloskih dogodkov (Mann in Jensen, 2003; Kwon in sod., 2006). Pri bakterijah
je fosforilacija prevladujoca post-translacijska modifikacija, ki regulira funkcionalnost
proteinov (Mijakovic, 2010; Kobir in sod., 2011). Primer preucevanja vloge acetilacije in
fosforilacije smo zasledili tudi pri S. erythraea. Licona-Cassani in sod. (2014) so
preucevali vlogo fosforilacije pri koordinaciji metabolnega preklopa v S. erythraea.
Pokazali so velik potencial fosfoproteomskih raziskav pri mikrobni fiziologiji in dokazali
izjemno dinamicnost fosforilacijskih dogodkov tekom razvojnega cikla aktinomicet.
Huang in sod. (2014) so preucevali acetilacijo v S. erythraea. Ugotovili so, da so acetilirani
proteini vpleteni v Stevilne bioloske procese, kot so sinteza proteinov,
glikoliza/glukoneogeneza, cikel TCA, metabolizem mascobnih kislin, sekundarni
metabolizem in metabolne poti za oskrbo s substrati pri biosintezi eritromicina. Natancno
so analizirali vpliv acetilacije na razlicne celicne funkcije in s tem dobili vpogled v
regulatorne funkcije acetilacije v primarnem in sekundarnem metabolizmu.
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5.3.2 Primernost proteomskega pristopa za Studij biosinteze antibiotikov

Objavljenih je bilo kar nekaj proteomskih Studij na aktinomicetah, ki so za preucevanje
biosinteze antibiotikov ali njene regulacije uporabile metodologijo 2-DE v kombinaciji z
MS (Hesketh in sod., 2002; Vohradsky in sod., 2000; Wang in Yuan, 2005; Lu in sod.,
2007; Kim in sod., 2005a, 2005b; Orsaria in sod., 1998; VVohradsky in sod., 2000; Bobek in
sod., 2004; Novotna in sod., 2003). Od vseh teh je le ena $tudija, ki se je preucevanja
biosinteze antibiotika avermektina lotila s primerjavo 2-D proteinskih profilov naravnega
in visokodonosnega seva (Yin in sod., 2013). Glavne spremembe v izraZanju proteinoV pri
produkciji avermektina so bile (podobno kot pri nas) povezane z metabolizmom
aminokislin, metabolizmom ogljika, energijskim metabolizmom in z odzivom na okoljski
stres.

Metodologija, ki temelji na 2-DE, ima nekaj omejitev. Kljub Stevilnim tehni¢nim
izboljSavam, to ni avtomatizirana metoda, zato je tezko zagotoviti ponovljivost. Poleg tega
so pomanjkljivosti metode Se nizka obcutljivost detekcije, omejena je kapaciteta nanasanja
gradientnih pH trakov, nizko linearno obmod¢je vizualizacijskih postopkov (Rabilloud,
2002; Monteoliva in Albar, 2004). Glavna omejitev je, da lahko detektiramo le proteine v
dolocenem obmocju molekulskih mas in izoelektricnih to¢k. Zelo pomembno je tudi
ustrezno vzorcenje, saj je proteom dinamiCen (nabor proteinov se tekom kultivacije
spreminja). To pomeni, da smo morali ¢as odvzema vzorev prilagoditi ustreznemu
fizioloskemu stanju celic. Zato smo vsak bioproces natan¢no spremljali (pH, koncentracijo
kisika v brozgi, koncentracijo glukoze, koncentracijo amonijevega sulfata, celi¢no gostoto,
produkcijo eritromicina) in v skladu z ustreznimi parametri vzorcili v ustreznih ¢asovnih
to¢kah (KT1-KT4) (poglavje 5.1.1).

S primerjalno proteomsko analizo smo opazili razlike v proteomskem profilu med
naravnim sevom S. erythraea in visokodonosnim industrijskim sevom (potrjena hipoteza
2). Najvec razlik smo opazili v tocki KT2. Identificirali smo predvsem proteine vkljucene
v primarne metabolne poti, kar je pomembno, saj primarni metabolizem zagotavlja
prekurzorje za biosintezo sekundarnih metabolitov. Poleg tega smo z analizo 2-DE
detektirali tudi regulatorni protein (regulator za transport fosfata, SACE_7091). Dodatna
prednost analize 2-DE je moznost preucevanja post-translacijskih modifikacij, poznavanje
teh pa omogoca boljSe razumevanje biosinteze eritromicina in njene regulacije.

5.3.3 Rezultati primerjalne transkriptomsko-proteomske analize ter uporaba
bioinformatskih orodij za preucevanje biosinteze eritromicina

Poleg diferencialno izrazenih proteinov, ki smo jih identificirali z 2-DE, smo v sklopu $irse
primerjalne transkriptomske analize in proteomske analize z metodo spektralnega Stetja
(KC Brin) identificirali gene oz. proteine, ki se v obeh sevih razli¢no izrazajo. Rezultati
vseh omskih metod so bili integrirani in na podlagi integracije vseh podatkov smo skusali
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identificirati metabolne poti 0z. mehanizme, ki so klju¢ni za povecan donos eritromicina v
sevu ABE1441. Ugotovili smo, da imajo geni, ki sodelujejo pri oskrbi z gradbeno enoto
metilmalonil-CoA v sevu ABE1441 povecano raven izraZanja v primerjavi z naravnim
sevom NRRL2338, kar zelo verjetno prispeva k povisanem donosu eritromicina v sevu
ABE1441. Postavili smo hipotezo, da ima pri donosu eritromicina pomembno vlogo
alternativna pot za produkcijo eritromicinskih prekurzorjev preko biosinteze in razgradnje
razvejanih aminokislin. Kljuc¢ni geni oz. operoni te poti so ilvB1, operon bkd in operon
mms (slika 28) (potrjena hipoteza 3).

V nadaljevanju smo z bioinformatskimi orodji podrobneje analizirali gene/odprte bralne
okvirje, ki so se v primerjalni analizi pokazali kot diferencialno izrazeni. Namen teh analiz
je bil, da preverimo ali je izbrani gen/odprti bralni okvir res tisti, ki ga je avtomatska
anotacija predvidela. Z analizo BLASTP smo aminokislinska zaporedja diferencialno
izrazenih produktov genov primerjali z aminokislinskimi zaporedji iz baze podatkov
aktinobakterij in poiskali najblizjega homologa, ki je ze bil biokemijsko karakteriziran.
Nato smo naredili $e poravnave Clustal (priloge B-1). Domnevo, da je produkt dolo¢enega
gena predvideni encim, smo preverili $¢ s podrobno poravnavo aminokislinskih
preostankov na ohranjeni domeni encima. Preverili smo tudi ali v genomu S. erythraea
obstaja Se kakSen homolog produktov genov (poglavije 4.5).

Analiza gena ilvB1 je pokazala, da je njegov produkt verjetno acetolaktat sintaza, ki
sodeluje pri biosintezi aminokisline valin (katalizira pretvorbo piruvata v 2-acetolaktat).
Geni SACE_3952 — SACE_3954, ki sestavljajo t.i. operon bkd, predvidoma kodirajo
encim za razgradnjo razvejanih keto kislin (BKD), kar je pokazala tudi bioinformatska
analiza genov. Produkt gena SACE_ 3952 je verjetno alfa podenota dehidrogenaze
razvejanih keto Kkislin E1, produkt gena SACE 3953 je verjetno beta podenota
dehidrogenaze razvejanih keto kislin E1, produkt gena SACE_3954 pa dihidrolipoamid
aciltransferaza, komponenta E2. Ugotovili smo, da sta v organizmu S. erythraea prisotna
Se dva homologna bkd operona, SACE_5542 - SACE_5544 in SACE_7294 - SACE_7296.
Na podlagi analize celotnega operona in njegove okolice (prisotnost transkripcijskega
regulatorja AsnC) smo dolocili, da je genska skupina SACE_3952 — SACE_3954 tista, ki
je vkljucena v oskrbo eritromicinskih prekurzorjev (poglavje 4.5.2). Z bioinformatsko
analizo smo ugotovili tudi, da sta v genomu S. erythraea 2 operona mms, poimenovali smo
ju mmsOpl (SACE_1456 — SACE_1459) in mmsOp2 (SACE_4672 — SACE_73). Analiza
gena mmsA2 (SACE_1456, SACE_4672) je pokazala, da je njegov produkt verjetno
homolog metilmalonat-semialdehid dehidrogenaze, ki je vkljucen v razgradnjo valina -
pretvarja metilmalonat semialdehid v propanoil-CoA (slika 28). Produkt gena SACE_1457
je verjetno acil-CoA dehidrogenaza, ki katalizira pretvorbo izobutiril-CoA v 2-metil-prop-
2-enoil-CoA (slika 28). Produkt gena SACE_1458 je verjetno enoil-CoA hidrataza, Ki
katalizira pretvorbo 2-metil-prop-2-enoil-CoA v 3-hidroksibutiril-CoA (slika 28), produkt
gena SACE_1459 pa je verjetno enoil-CoA hidrataza, ki katalizira pretvorbo 3-hidroksi-
izobutirat v metilmalonat semialdehid (slika 28).
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Za preucevanje biosinteze eritromicina je bil proteomski pristop primeren. Sama
metodologija 2-DE/MS ima sicer nekaj omejitev (detekcija proteinov le v dolo¢enem
obmocju molekulskih mas in izoelektri¢nih tock), vendar je v kombinaciji z drugimi
analizami (transkriptomika, LC-MS/MS proteomika) odli¢no izhodis¢e za nadaljne
izboljSave industrijskih sevov. Prednost proteomskega pristopa je tudi moznost
preucevanja post-translacijskih modifikacij, ki lahko prispevajo k boljSemu razumevanju
zapletenih mehanizmov biosinteze antibiotikov. Predenj se lotimo usmerjenega genskega
inzineringa pa Jje smiselno narediti bioinformatske analize, saj se z uporabo
bioinformatskih orodij (npr. iskanje bliznjih kemijsko karakteriziranih homologov,
poravnave nukleotidnih in aminokislinskih zaporedij) lahko Se dodatno prepricamo o
identiteti diferencialno izrazenih genov.

5.4 UPORABA METABOLNEGA INZINERINGA ZA VREDNOTENJE VPLIVA
RAZLICNIH TRANSFORMANT NA PRODUKCIJO ERITROMICINA

Z uporabo genetskih orodij smo konstruirali mutante v naravnem sevu NRRL2338
(vstavljanje dodatne kopije genov), da bi preverili naso hipotezo o alternativni poti
produkcije eritromicinskih prekurzorjev. Poleg tega smo konstruirali tudi mutante s
prekinjenim operonom mcm (kodira encim metilmalonil-CoA mutazo) in mutante, v katere
smo vnesli gen vdh (kodira valin dehidrogenazo) iz bakterije S. cinnamonensis. Pred tem
smo testirali delovanje razli¢nih promotorjev in dolo¢ili najuc¢inkovitejSega.

5.4.1 1Izbor promotorja za ucinkovito izraZzanje vneSenih genov

Pomemben dejavnik pri testiranju vpliva prekomernega izraZzanja genov je izbor
ucinkovitega promotorja, ki omogoca uspeSno prepisovanje genov. Testirali smo ve¢
promotorjev, ki se uporabljajo za prekomerno konstitutivno izrazanje v aktinomicetah:
PermE, PermE* brez mesta za vezavo ribosoma, PmerR in PeryAl. Za testiranje razli¢nih
promotorjev smo uporabili porocevalski gen XylE, ki nosi zapis za encim katehol 2,3-
dioksigenazo. S pomocjo tega encima pride do barvne reakcije (brezbarvni katehol se
spremeni v rumeno obarvani produkt) in z merjenjem intenzitete signala (Aszs) lahko
dolo¢imo ucinkovitost promotorja. Rezultati so pokazali, da je najbolj u€inkovit promotor
PermE* brez mesta za vezavo ribosoma, saj je imel kar za 52 % vi$je izraZanje v
primerjavi s promotorjem PermE (slika 39). Pri promotorjih PmerR in PeryAl s
porocevalskim sistemom XylE nismo zaznali signala (slika 39). Pri nadaljnjem delu smo
uporabljali promotor PermE* brez mesta za vezavo ribosoma.
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5.4.2 Potrditev hipoteze o alternativni poti za produkcijo eritromicinskih
prekurzorjev

Na podlagi rezultatov proteomskih in bioinformatskih analiz ter rezultatov SirSe
primerjalne transkriptomske analize in proteomske analize z metodo spektralnega Stetja
smo postavili hipotezo, da ima pri donosu eritromicina pomembno vlogo alternativna pot
za produkcijo eritromicinskih prekurzorjev preko biosinteze in razgradnje razvejanih
aminokislin (slika 28). Da bi to potrdili, smo konstruirali transformante seva NRRL2338 s
¢ezmernim izrazanjem klju¢nih genov te poti (preglednica 4) in preverili njihov vpliv na
produkcijo eritromicina (potrjena hipoteza 4).

Osredotocili smo se na 3 gene oz. operone, ki kodirajo kljune encime biosinteze in
razgradnje razvejanih aminokislin: gen za acetolaktat sintazo (ilvB1 oz. SACE_4565), ki
katalizira prvo stopnjo biosinteze razvejanih aminokislin, operon, ki kodira podenote
dehidrogenaze za razgradnjo keto kislin (operon bkd oz. SACE_3952-54) in operon, ki
kodira metilmalonat-semialdehid dehidrogenazo, acil-CoA dehidrogenazo, enoil-CoA
hidratazo in 3-hidroksibutirat dehidrogenazo (operon mmsOpl — SACE_1456-59 in
mmsOp2 — SACE_4672-73). Vsi konstrukti so bili izraZzeni pod mo¢nim konstitutivnim
promotorjem (PermE* brez mesta za vezavo ribosoma), poleg tega smo konstruirali tudi
variacije genov s HA epitopom na C-terminalnem koncu, kar je omogocalo preverjanje
1zrazanja genov s prenosom western. Za ugotavljanje vpliva mutant na produkcijo
eritromicina smo testirali vsaj 20 razli¢nih neodvisnih transformant. Povpre¢ni donosi
transformantah z dodatno kopijo operona mmsOpl (cca. 150 % visji donos v primerjavi z
naravnim sevom). Tudi pri transformantah z dodatno kopijo gena ilvB1 in operona bkd smo
opazili povecan donos v primerjavi z naravnim sevom (52 % 0z. 70 % visji donos). Pri
transformantah z dodatno kopijo operona mmsOp2 nismo opazili povisanega donosa.
Presenetljiva je bila ugotovitev, da kombinacija prekomerno izrazenih genov ilvBl in
operona mms ni dodatno povecala donosa, ampak je bil donos v povprecju vi§ji za 75 %,
kar je priblizno enako kot pri transformantah z dodatno kopijo gena ilvB1 in manj kot pri
transformantah z dodatno kopijo operona mmsOp1l.

Poleg povecanega izrazanja biosintetskih genov je oskrba z biosintetskimi prekurzorji
klju¢ni dejavnik za visoke donose sekundarnih metabolitov v industrijsko vodenih
bioprocesih. Pri aktinomicetah lahko ve¢ razlicnih metabolnih poti prispeva k oskrbi z
metilmalonil-CoA (podaljsevalna enota za biosintezo eritromicina): (a) karboksilacija
propionil-CoA s propionil-CoA karboksilazo, (b) pretvorba metabolita cikla TCA sukcinil-
CoA v metilmalonil-CoA (katalizira MCM), (c) razgradnja razvejanih aminokislin in (d)
vecstopenjska pretvorba acetoacil-CoA v (2S)-metilmalonil-CoA preko krotonil-CoA-
odvisne poti (Chan in sod., 2009; Erb in sod., 2007). Karboksilacija propionil-CoA v
metilmalonil-CoA je najverjetneje najpomembnejsi vir za oskrbo prekurzorjev za
biosintezo eritromicina pri industrijskih procesih, saj je donos industrijskih fermentacij
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moc¢no odvisen od dohranjevanja s propanolom ali kalcijevim propionatom (Marini in
Teatini, 1973; Sanchez in sod., 1984; Potvin in Peringer, 1993). Objava genoma S.
erythraea (Oliynik in sod., 2007) je razkrila, da S. erythraea nima gena za krotonil-CoA
karboksilazo/reduktazo, torej nima funkcionalne etilmalonil-CoA metabolne poti (Erb in
sod., 2007), ki tudi lahko pretvori metabolite centralne metabolne poti v propionil-CoA in
nato v metilmalonil-CoA. Reeves in sod. (2007) so pokazali, da fermentacija bakterije S.
pretvorbo metilmalonil-CoA v sukcinil-CoA, kar pomeni, da porablja metilmalonil-CoA in
ne sluzi kot rezervoar za oskrbo s substrati. Poleg tega smo tudi v okviru naSe
transkriptomske $tudije (KC Brin) ugotovili, da ima visokodonosni sev mutacijo v 5'-UTR
v genu, ki kodira izocitrat liazo (SACE 1449) in ima zniZano raven izraZanja na nivoju
transkriptoma in proteoma, kar Se dodatno nakazuje kako pomembna je pretvorba
metilmalonil-CoA v sukcinil-CoA pri visoko-donosnem sevu. V okviru primerjalne
transkriptomske in proteomske analize smo tudi ugotovili, da ima visoko-donosni sev ve¢
genov z zniZzanim nivojem izraZanja, ki sodelujejo v ciklu TCA, zato je posledi¢no verjetno
razvil alternativno pot za oskrbo z metilmalonil-CoA preko biosinteze in razgradnje
razvejanih aminokislin. To hipotezo smo tudi potrdili z prekomernim izrazanjem ze
omenjenih genov/operonov. Nasi rezultati torej nakazujejo, da je dodatni vir za oskrbo s
substrati metabolizem razvejanih aminokislin in ne cikel TCA.

Kot potencialni vir za oskrbo z metilmalonil-CoA so dolocene raziskovalne skupine ze
predlagale metabolne poti biosinteze in razgradnje razvejanih aminokislin (Carata in sod.,
2009; Peano in sod., 2012; Li in sod., 2013). Nasi rezultati nakazujejo, da doloCeni deli
metabolnih poti biosinteze in razgradnje razvejanih aminokislin lahko zagotavljajo oskrbo
s prekurzorjem metilmalonil-CoA, ne da bi sploh vkljucile aminokisline kot intermediat.
Namre¢, ko smo med bioprocesom seva NRRL2338 v produkcijsko gojis¢e dodajali
aminokislino valin, ni bilo statisti¢no znacilnega vpliva na produkcijo eritromicina. V S.
fradiae so Vancura in sod. (1989) pokazali, da je dodajanje valina v gojis¢e induciralo
sintezo valin dehidrogenaze, kar nakazuje katabolno funkcijo tega encima. Pripravili smo
tudi konstrukte seva NRRL2338, v katerega smo iz S. cinnamonensis vnesli kopijo gena
vdh in nato testirali produkcijo eritromicina, vendar statisticno znacilnega vpliva nismo
opazili tudi pri dodajanju valina v produkcijsko gojisce (slika 51).

Encim metilmalonil-CoA mutaza (MCM) Kkatalizira reverzibilno izomerizacijo
metilmalonil-CoA in sukcinil-CoA. Reeves in sod. (2007) so s prekinitvijo gena mutB
ogljikove hidrate. V fermentaciji, ki temelji na gojiscu, ki kot glavni vir ogljika vsebuje
ogljikove hidrate, reakcija MCM prazni rezervoar z metilmalonil-CoA. S prekinitvijo
operona mcm, se rezervoar ne prazni (potek reakcije v smeri nastanka sukcinil-CoA), kar je
ugodno za samo produkcijo eritromicina, saj je na voljo ve¢ substrata metilmalonil-CoA
(Reeves in sod., 2007). Z bioinformatskimi analizami smo preverili ali v genomu S.
erythraea obstaja Se kakSen homolog tega operona in ugotovili, da ga ni. S konstrukcijo
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mutant s prekinjenim operonom mcm pa smo potrdili potek reakcije v smeri nastanka
sukcinil-CoA, saj je bila produkcija eritromicina pri teh mutantah povisana za 58 %.

Pokazali smo, da je najbolj ucinkovit promotor PermE* brez mesta za vezavo ribosoma.
Ucinkovit promotor je namre¢ predpogoj za uspeSno prepisovanje ¢ezmerno izrazenih
genov. Z uporabo genskega inZeniringa smo potrdili hipotezo o alternativni poti za
produkcijo eritromicinskih prekurzorjev preko biosinteze in razgradnje razvejanih
aminokislin. Hipotezo smo potrdili s prekomernim izrazanjem treh genov oz. operonov v
naravnem sevu NRRL2338, ki so kljucni del te poti (ilvB1, operon bkd in operon mms).
operona mmsOp1 (cca. 150 % visji donos v primerjavi z naravnim sevom). Povisan donos
eritromicina v primerjavi z naravnim sevom smo opazili tudi pri transformantah z dodatno
kopijo gena ilvB1 (52 %) in operona bkd (70 %) ter pri transformantah s kombinacijo
prekomerno izrazenih genov ilvB1 in operona mms (75 %). Sklepamo torej lahko, da je
dodatni vir za oskrbo s substrati metabolizem razvejanih aminokislin in ne cikel TCA.
Pridobljeni rezultati so izjemnega pomena, saj potrjujejo, da so omske tehnologije odli¢no
izhodiS¢e za pridobitev informacij o kljuénih metabolnih poteh, ki prispevajo k
poveCanemu donosu eritromicina v visoko-donosnem sevu, v kolikor eksperimente
izvedemo v pogojih, ki ¢im bolj posnemajo realne industrijske pogoje. Poleg tega bi lahko
konstruirali enake transformante tudi v visoko-donosnem industrijskem sevu in na ta nacin
potencialno Se izboljsali njegov donos eritromicina.

5.5 SKLEPI

Namen doktorske naloge je, da bi z metodoloskim pristopom kombinacije proteomskih
orodij in bioinformatike dobili boljsi vpogled v relevantne razlike med ekspresijskimi
razlikami naravnega in visoko-donosnega seva. Prisli smo do naslednjih zaklju¢kov:

e Poenostavljeno industrijsko gojis¢e ABPMS8 omogoca povisan donos eritromicina
in hkrati tudi uspe$no ekstrakcijo proteinov iz celic S. erythraea. Optimiziran
protokol za pripravo celiénih ekstraktov je slede¢: zaletno -centrifugiranje
fermentacijske brozge pri 3500 g, izpiranje biomase z raztopino 50 mM Tris-HClI,
pH 7,2, resuspendiranje biomase v ekstrakcijskem pufru, v katerega smo dodali
proteazne inhibitorje Complete Mini v koncentraciji 2 tabl./10 ml ekstrakcijskega
pufra, ultrasoni¢no razbijanje celic z nac¢inom cikel 1/ amplituda 100 %/ 4x15 s in
obarjanje proteinov s komercialnim kompletom »2-D Clean-Up«.

e Postavili smo bioproces za produkcijo eritromicina, ki je posnemal pogoje realnega
industrijskega bioprocesa. Za preucevanje razlik v metabolnih poteh, ki omogocajo
oskrbo z gradbenimi enotami, je bilo to bistvenega pomena, saj smo le v takih
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pogojih lahko videli realno sliko metabolnih procesov, ki prispevajo k izboljsani

produkciji eritromicina v industrijskem sevu.

e S primerjalno proteomsko analizo smo opazili razlike v proteomskem profilu med
naravnim sevom in visoko-donosnim industrijskim sevom S. erythraea. Najvec
razlik smo opazili v to¢ki KT2. Identificirali smo predvsem proteine vkljucene v
primarne metabolne poti, kar je pomembno, saj primarni metabolizem zagotavlja
prekurzorje za biosintezo sekundarnih metabolitov. Poleg tega smo nekatere
proteine identificirali na ve¢ lokacijah, kar nakazuje na PTM ali izooblike.
Poznavanje PTM bi lahko omogocilo bolj$e razumevanje biosinteze eritromicina in

njene regulacije.

e Poleg diferencialno izrazenih proteinov, ki smo jih identificirali z 2-DE, so bili v
sklopu sirSe primerjalne transkriptomske analize in proteomske analize z metodo
spektralnega Stetja identificirani geni oz. proteini, ki se v obeh sevih razlicno
izrazajo. S primerjavo rezultatov vseh analiz smo izbrali gene, ki kodirajo klju¢ne
encime Vv biosintezi in razgradnji razvejanih aminokislin (ilvB1, operon bkd in
operon mms) ter v nadaljevanju s ¢ezmernim izrazanjem le-teh preverili njihov

vpliv na produkcijo eritromicina.

e Najvedji vpliv na produkcijo eritromicina so imele transformante z dodatno kopijo
operona mmsOp1. Ugotovili smo kar 150 % dvig produkcije eritromicina glede na
naravni sev. Povisan donos eritromicina v primerjavi z naravnim sevom smo
opazili tudi pri transformantah z dodatno kopijo gena ilvB1 (52 %) in operona bkd
(70 %) ter pri transformantah s kombinacijo prekomerno izrazenih genov ilvB1 in

operona mms (75 %).

¢ Na podlagi omskih in bioinformatskih analiz smo ugotovili, da ima pri produkciji
eritromicina pomembno vlogo za oskrbo eritromicinskih prekurzorjev biosinteza in

razgradnja razvejanih aminokislin in ne cikel TCA.
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6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 POVZETEK

Poliketidi so sekundarni metaboliti s Sirokim spektrom bioloskih aktivnosti in izredno
strukturno raznolikostjo. Kot primer medicinsko pomembnih sekundarnih metabolitov
lahko navedemo eritromicin (protibakterijska aktivnost), nistatin (protiglivna aktivnost),
FK506 (imunosupresant), doksorubicin in rapamicin (protirakasta aktivnost). V
doktorskem delu smo se osredotoCili na preucevanje klju¢nih stopenj biosinteze in
regulacije eritromicina. Eritromicin je medicinsko pomemben makrolidni antibiotik
Sirokega spektra, ki ga proizvaja po Gramu pozitivna aktinomiceta Saccharopolyspora
erythraea.

Za biosintezo makrolaktonskega prekurzorja 6-deoksieritronolida B (6-DEB) je odgovorna
poliketid sintaza (PKS) tipa I. To je velik multiencimski kompleks, ki je skupaj z encimi,
ki so udeleZeni v nadaljnjih modifikacijah makrolaktonskega obroc¢a (hidroksilacija, dva
koraka glikozilacije in O-metilacija), kodiran v genski skupini za biosintezo eritromicina
(Cortes in sod., 1990; Donadio in sod., 1991). Kljub Stevilnim raziskavam in
industrijskemu pomenu te molekule, klju¢ne metabolne poti ter stopnje biosinteze in
regulacije biosinteze eritromicina, ki vplivajo na donos molekule, Se vedno niso
zadovoljivo pojasnjene. Poznani so sicer dolo¢eni posamezni dejavniki, ki vplivajo na
biosintezo in izkoristek biosinteznega procesa (geni vpleteni v sintezo primarnih
metabolitov in regulatorni geni), vendar te informacije ne omogocajo celostnega
razumevanja kompleksnega procesa biosinteze (Brunker in sod., 1998; Reeves in sod.,
2007; Chng in sod., 2008).

S klasiénimi postopki izboljSevanja mikrobnih sevov so v preteklosti Ze ve¢ stokrat
dvignili donose mnogih biotehnolosko pridobljenih spojin. Vendar ti postopki temeljijo na
naklju¢ni mutagenezi in selekciji mutiranih sevov, zato na osnovi teh sevov ni enostavno
pridobiti informacij o nastalih mutacijah in mehanizmih, ki omogoc¢ajo visje donose
Zelenih spojin. Omejeno Stevilo usmerjenih raziskav posameznih genov, ki vplivajo na
donos eritromicina oz. sorodnih spojin (Reeves in sod., 2007), praviloma ne zados¢ajo za
celostni vpogled v ozka grla biosinteze ter ne omogocajo nadaljnjega izboljSevanja
industrijskih sevov.

Poglobljeno razumevanje metabolnih poti, ki vplivajo na biosintezo eritromicina in njeno
regulacijo, bi lahko omogocila celovita analiza izrazanja odgovornih proteinov, ki jo
omogocajo v zadnjih letih razvite tehnike sistemske biologije in spremljajoc¢a programska
oprema. Velik korak za celostno sistemsko-biolosko razumevanje biosinteze eritromicina
je leta 2007 naredila raziskovalna skupina Univerze v Cambridgeu, ko je prvi¢ javno
objavila DNA zaporedje celotnega genoma bakterije Saccharopolyspora erythraea
(Oliynyk in sod., 2007).
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Namen doktorske naloge je bil, da bi s pomo¢jo proteomskih orodij in bioinformatike
pridobili informacije, ki bodo poglobile razumevanje klju¢nih metabolnih poti, ki vplivajo
na povecan donos eritromicina.

V prvem koraku raziskovalne naloge smo pokazali, da industrijsko gojis¢e ABPMS8
omogoca povisan donos eritromicina v visoko-donosnem sevu Vv primerjavi z naravnim
sevom S. erythraea. Hkrati smo razvili in optimizirali u¢inkovit protokol za ekstrakcijo
celokupnih proteinov iz bioprocesne brozge, ki smo jih potem uporabili za nadaljnje
proteomske analize. VVzorce za proteomske analize smo pridobili v Stirih razli¢nih
kontrolnih tockah (KT1-KT4), ki smo jih dolocili na podlagi natan¢nega spremljanja
parametrov tekom celotnega bioprocesa. Postavili smo tudi bioproces za produkcijo
eritromicina, ki je posnemal pogoje realnega industrijskega bioprocesa.

S primerjalno proteomsko analizo smo dolo¢ili razlike v proteomskih profilih med obema
sevoma (referenéni sev je bil naravni sev NRRL2338). Identificirali smo 44 razli¢nih
diferencialno izrazenih proteinov. Najvec razlik smo opazili v tocki KT2. Identificirali smo
predvsem proteine vkljuene v primarne metabolne poti. Poleg tega smo nekatere proteine
identificirali na ve¢ lokacijah, kar nakazuje na post-translacijske modifikacije ali izooblike,
poznavanje teh pa bi lahko omogocilo boljse razumevanje biosinteze eritromicina in njene
regulacije.

Poleg diferencialno izrazenih proteinov, ki smo jih identificirali z 2-DE, so bili v sklopu
SirSe primerjalne transkriptomske analize in proteomske analize z metodo spektralnega
Stetja identificirani geni oz. proteini, ki se v obeh sevih razli¢no izrazajo. S primerjavo
rezultatov vseh analiz smo izbrali gene, ki kodirajo klju¢ne encime v biosintezi in
razgradnji razvejanih aminokislin (ilvB1, operon bkd in operon mms). V nadaljevanju smo
z bioinformatskimi orodji podrobneje analizirali te gene o0z. operone. Namen
bioinformatskih analiz je bil, da preverimo ali je izbrani gen/operon res tisti, ki ga je
avtomatska anotacija predvidela.

V zadnjem koraku smo s ¢ezmernim izrazanjem genov/operonov preverili vpliv razliénih
transformant. Najve¢ji vpliv na produkcijo eritromicina so imele transformante z dodatno
kopijo operona mmsOpl. Ugotovili smo kar 150 % dvig produkcije eritromicina glede na
naravni sev. Povisan donos eritromicina smo pokazali tudi pri transformantah z dodatno
kopijo gena ilvB1 (52 % visji donos v primerjavi z naravnim sevom) in operona bkd (70 %
vi§ji donos v primerjavi z naravnim sevom). Testirali smo tudi vpliv kombinacije genov
ilvB1 in operona mmsOpl na produkcijo eritromicina. Ugotovili smo vi§ji donos
eritromicina v primerjavi z naravnim sevom (cca. 75 % dvig produkcije), vendar v manjsi
meri kot pri mutantah z dodatno kopijo operona mmsOpl.

V okviru doktorske naloge smo s pomoc¢jo omskih in bioinformatskih analiz ugotovili, da
ima pri produkciji eritromicina pomembno vlogo za oskrbo eritromicinskih prekurzorjev
metabolizem razvejanih aminokislin in ne cikel TCA. Z gojenjem sevov v pogojih, ki so
posnemali realne industrijske kultivacije smo dobili vpogled v metabolne poti in
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mehanizme, ki sevu ABE1441 zagotavljajo cca. 10-krat vi§jo produkcijo v primerjavi s
sevom NRRL2338. Pomen pridobljenih rezultatov je $e toliko veéji, saj predhodno
objavljene proteomske Studije pri industrijskih aktinomicetah niso temeljile na

.....

izboljsave industrijskih sevov.

6.2 SUMMARY

Polyketides are secondary metabolites with a broad spectrum of biological activities and
enormous structural diversity. Examples of medically important secondary metabolites are
erythromycin  (antibacterial ~ agent),  nystatin  (antifungal  agent),  FK506
(immunosuppresant), doxorubicin and rapamicin (anti-cancer agents). This doctoral thesis
was focused on the study of key steps of erythromycin biosynthesis and regulation.
Erythromycin is medically important broad-spectrum macrolide antibiotic, produced by
Gram-positive actinomycete Saccharopolyspora erythraea.

Biosynthesis of macrolactone precursor 6-deoxyerithronolide B (6-DEB) is catalyzed by
type | polyketide synthase (PKS). PKS is a large multienzyme complex. The gene cluster
governing the biosynthesis of erythromycin A contains genes encoding PKS and genes
encoding enzymes that catalyze post-PKS modifications of macrolactone ring
(hydroxylation, two steps of glycosylation and O-methylation) (Cortes et al., 1990;
Donadio et al., 1991). Despite many research studies and the idustrial importance of
erythromycin, key metabolic and regulatory pathways are still poorly understood.
Although individual factors that influence the erythromycin biosynthesis and biosynthesis
process efficiency have been identified (genes involved in the synthesis of primary
metabolites and regulatory genes), these information do not allow a holistic understanding
of the complex process of biosynthesis (Brunker et al., 1998; Reeves et al., 2007; Chng et
al., 2008).

In the past classical random mutagenesis was traditionally used in strain improvement
processes of many different biological compounds. However, these methods are based on
random mutagenesis and screening, so these strains are not very useful for obtaining
information about the resulting mutations and mechanisms that enabled higher yields of
desired compounds. A limited number of focused studies of individual genes that affect
erythromycin yield (Reeves et al., 2007) do not suffice for a comprehensive insight into the
bottlenecks of biosynthesis and do not allow further improvement of industrial strains.

Development of modern technologies such as systems biology would enable a
comprehensive analysis of expressed proteins that are of key importance and would
subsequently enable in-depth understanding of the metabolic pathways that are involved in
erythromycin production. In 2007 a research group from the University of Cambridge
published DNA sequence of the entire genome of the bacterium Saccharopolyspora
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erythraea. This was a big step for holistic systems biological understanding of the
erythromycin biosynthesis (Oliynyk et al., 2007).

The purpose of this doctoral thesis was to obtain new information using proteomic and
bioinformatic tools to better understand key metabolic pathways of erythromycin
production.

In the first step of this thesis we have shown, that industrial medium ABPMS8 enables
increased erythromycin yield in high-producing strain of S. erythraea compared to wild
type. Also we have developed and optimized an effective protocol for extracting total
proteins from the fermentation broth, which were subsequently used for proteomic
analysis. The samples for proteomic analysis were obtained in four different time points
(KT1 - KT4), which were determined with careful monitoring of parameters throughout
the entire bioprocess. We set up a bioprocess for the production of erythromycin that
simulated real industrial bioprocess.

Using comparative proteomic analysis we determined several differences in proteomic
profiles between the two strains (reference strain was wild type strain NRRL2338). We
have identified 44 differentially expressed proteins. Most differences were observed in
time point KT2. Most of identified proteins were proteins of primary metabolic pathways.
Some of these proteins were identified on more than one 2-D gel locations, indicating post-
translational modifications (PTM) or different isoforms. Identifying PTM could lead to
better understanding of the erythromycin biosynthesis and its regulation.

Additionally, in the context of a complex transcriptomic analysis and proteomic analysis using
spectral counting approach, differentially expressed genes or proteins have been identified.
Different omic approaches gave results that enabled us to select genes that encode key
enzymes in metabolism of branched-chain amino acids (ilvB1, bkd operon, mms operon).
Subsequently, bioinformatic analysis was performed. The purpose of bioinformatic analysis
was to check whether the selected gene/operon was really the one that automatic annotation
predicted.

In the final step we obtained transformants with metabolic engineering (overexpression) and
tested the effect on erythromycin production. Transformants constitutively overexpressing
mmsOpl construct showed highest erythromycin yield increase (approximately 150 % higher
yield compared to wild-type). In addition, transformants overexpressing the ilvB1 gene and bkd
operon also showed significantly increased erythromycin yield, reaching 52 % in 70 % of wild-
type yield. When mmsOpl operon and ilvB1 gene were constitutively expressed together,
average erythromycin yield increase of 75 % was shown, which was slightly lower compared
to transformants overexpressing mmsOp1 genes.

Results obtained in this doctoral thesis using omic and bioinformatic analysis suggest that
the amino acid metabolism pathways, rather than the TCA cycle, are likely the source of
increased supply of erythromycin precursors. Cultivating the strains in a simulated
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industrial setting gave us new insight in metabolic pathways and mechanisms that enables
approximately 10-times higher erythromycin production in ABE1441 compared to
NRRL2338. The importance of these results is even more significant, because previously
published studies of industrial actinomycetes were not based on industrial media and
consequently did not show results for further improvement of industrial strains.
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TALTRQGRLAVYPSSRGQEACQVGAVLAMRERDWLFPTYRDSVALVTRGVPAAGALTLLR
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GDERGSDYAEPLAAQDFPICVPIATQALHACGVASAFRIRGEHRVAVTTCGDGATSKGDF
GDWHC--GYDPYRTNVAPQCTPLATNTLHAVGFAHAARVKGEDTVSLVLLGDGATSEGDT
GSWHL--GYDPYEHRVGPQCTPLATNTLHAVGMAHAARLKGEDSVSLVLLGDGATSEGDT
GGWHL--GYDPYEHRVGPQCTPLATNTLHAVGFAHAARVKGEDTAALVLLGDGATSEGDT
GDWHL——GYDPREHRVGPQCTPLATNTPHAVGFAHAARYKGEDTAALVLLGDGATSEGDT

* . * ‘k ‘k ‘k‘k * * ‘k * kx  x ‘k‘k ‘k‘k‘k‘k‘k‘k * %

LEALNVAGAWQLPVLEVVNNNQWAISVPRRIQCGAPTLAEKAVGAGFPGEQVDGNDVLAV
HEALNFAAVWKAPVVFLVONNGYAISVPLEKQTAAPSLAHKGVGYGMPSVLVDGNDAAAV
HEALNFAGVWQAPVVEFLVQONNGYAISVPMSKONAAPSLAHKGIGYGVASELIDGNDPAAV
HEALNFAGVWRAPVVELVONNGYAISVPLSKQTAAPTLAAKGVGYGVPSVLVDGNDVAAV
HEALNFAGVWKAPVVFLVONNGYAISVPLSKQTAAPTLAHKGIGYGIRSVLVDGNDAAAV
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AERVRAALERARQGKGPTLLECISYRLCDHTTADDASRYRSAEEVNQAWREEPIKRLRAF
HAVVEQAVARAAAGEGPTLIEALTYRIESHTNADDATRYRERVEVEQWLTRDPISRLKQY
YTTVREAVAAARAGAGPALIEALTYRVEAHTNADDANRYRDAGEVAAWLGKDPVDRLERH

YAVVREALD----SGGPTLIEALTYRIEAHTNADDATRYRTSDEVAAWLDRDPVDRIDAY
HAVVSEALA----SGEPVLVEALTYRIEAHTNADDASRYRDSAEVAHWLARDPVDRLASH
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LAGRGOQWDEEREQALVGECQARVQEAVERFETFAAQAPQALFEHVYARWPAVLEEQREQL
LTDRGLLDDKVQEEIDARAEEEAAALRTRMNVDTELDPADLFRHVYAEPTAALRQQAAEL
LTSRGLLDEARRAAVAEEAEAFAASVRNRMNVDVEPDPAELFTHVYAEPTAALREQAGLL
LTARGLLDAARKAEVAAEAEDFAASVRAKLNVDHEYDPATLFEHVYATPTTHLREQAAAL
LASRGLLDPARRDSVDAEAEEFAAALRAELNADARVDPADLFRHVYAEPTAQLREQAAML
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Poravnava aminokislinskih zaporedij beta podenote piruvat dehidrogenaze E1

Pseudomonas
A.orientalis
A.decaplanina
Sac.erythraea
Saccharothrix

Pseudomonas
A.orientalis
A.decaplanina
Sac.erythraea
Saccharothrix

Pseudomonas
A.orientalis
A.decaplanina
Sac.erythraea
Saccharothrix

Pseudomonas
A.orientalis
A.decaplanina
Sac.erythraea
Saccharothrix

Pseudomonas
A.orientalis
A.decaplanina
Sac.erythraea
Saccharothrix

Pseudomonas
A.orientalis
A.decaplanina
Sac.erythraea
Saccharothrix

Pseudomonas
A.orientalis
A.decaplanina
Sac.erythraea
Saccharothrix

PRILOGA D

(SACE_3953)

————————————————————— MSERNGEAKRLALLEAVNLALHRAMAEDETVVVLGEDVG
———————————————————————————— MSEISMAQALNAALRDAVKDDDRVLIFGEDVG
———————————————————————————— MTEISMAQALNIALRDAVKDDDRVLIFGEDVG
————————————————————————————————— MAAALNRALADALEADDRVLVEFGEDVG
MTASLAGSQPGSHLGSHSGARAGSRSLAGTNLSMAGALNRALSDALEDDPSVLVEGEDVG
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VNGGVFRATLGLRERFGFKRVLDTPLAENMIAGLSIGMAAQGLKPVMEIQFMGEFIYAAME
PLGGVFRVTDGITADFGEERCFDTPLAESGIVGFAVGMAMGGFRPVVEMQFDAFAYPAFE
PLGGVFRVTDGITADFGEERCFDTPLAESGIVGFAVGMAMGGFRPVVEMQFDAFAYPAFE
PLGGVFRVTDGLAARFGERRVFDTPLAESGIVGTAIGMAMNGLRPVVEMQFDAFAYPAFE
PLGGVFRVTDGLAARFGEARVFDTPLAESGIVGTAIGMAMNGLRPVVEMQFDAFAYPAFE

KhkKkKkKk Kk K. * K Kk e kK kKKK Kk Kk e e kKK Ko e kK e ke kK K Kk Kk ek

QLVSHASRLRNRTRGRLACPLVLRTPMGAGIRAPEHHSEATEAMFAHIPGVRVLVPSSPA
QITSHVAKLRNRTRGALSLPMVIRIPYAGGIGGVEHHCDSSEAYYTHTPGLRVVTPGTPQ
QITSHVAKLRNRTRGALSLPMVIRIPYAGGIGGVEHHCDSSEAYYTHTPGLRVVTPGTPQ
QITSHLAKLRNRTRGRVELPVVIRIPYGGGIGGVEHHCDSSEVYYTHTPGLRVVSPGTPE
QITSHLAKMRNRTRGRVSLPIVIRVPYGGGIGGVEHHCDSSEAYYTHTPGLTVVTPGTPD

ke kK e e e kk kKKK K ek ek K * * KAk e e ek e ek KKk e ke Kk oKk

RAYGLLLAAIDDPDPVIFLEPTRLYRMNPQPLADDARRLPLDSCFTLREGGDLTLVSWGA
DAYDLLRDAIDSPDPVIFLEPKCRYWSKE-PVSFTREGAAMDRAVVRREGKDVTLIAYGP
DAYDLLRDAIDSPDPVIFLEPKCRYWSKE-PVSFTRDGAAMDRAIVRREGKDVTLIAYGP
DAYGLLRAAIDSPDPVVFLEPKHRYWAKD-AVSLDPA-GSLDRAVIRRPGRDVTLIAYGP
DAYRLLRDSIASPDPVIFLEPKRRYWAKG-ELT-DAA-VPMDRALVRRTGTDVTLIAYGP

KKk kK .-k **** **** * . .-k * K * ** .ok

SVHETLQAAERLAQRGIEAEVIDVACLKPLDLDTLEASVRKTGRCVIVHEAPKSGGLGGE
MVATALETAEAATAEGWDVEVVDLRSLSPFDDETVAASVRRTGRAVVVHEAAGEFGGYGAE
MVATALETAEAATAEGWDVEVVDLRSLSPFDDETVTASVRRTGRAVVVHEAAGEFGGYGAE
MVATALETAEAATDEGWDVEVVDLRSLAPFDDATVAGSVRRTGRAVVVHEAAGEFCGYGAE
MVATALETAEAAVEEGWDVEVVDLRTLSPFDDETVCASVRKTGRAVVVHEASGEFGGYGAE
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VVARITEQCFHQLHAPVLRVTGLDIPYPPPKLERHQLPDVDRILDTVARLQWNDEPVVAG
VVARVTEQCFHQLHAPVLRVTGLDIPYPPPKLERHQLPDVDRILDTVARLQWNDEPVVAG
VAARITERCFHHLHAPVLRVTGFDIPYPPPKLEEYHLPGVDRILDAIARLQWDDEVVPAR
VVARVTERCFHHLHAPVLRVTGFDIPYPPPKLEEHHLPGVDRILDAVARLQWDDEVVRGY
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Poravnava aminokislinskih zaporedij dihidrolipoamid aciltransferaze, komponenta E2

Pseudomonas
Amycolatopsis
Sac.erythraea
Saccharomonospora
Saccharothrix

Pseudomonas
Amycolatopsis
Sac.erythraea
Saccharomonospora
Saccharothrix

Pseudomonas
Amycolatopsis
Sac.erythraea
Saccharomonospora
Saccharothrix

Pseudomonas
Amycolatopsis
Sac.erythraea
Saccharomonospora
Saccharothrix

Pseudomonas
Amycolatopsis
Sac.erythraea
Saccharomonospora
Saccharothrix

Pseudomonas
Amycolatopsis
Sac.erythraea
Saccharomonospora
Saccharothrix

Pseudomonas
Amycolatopsis
Sac.erythraea
Saccharomonospora
Saccharothrix

Pseudomonas
Amycolatopsis
Sac.erythraea
Saccharomonospora
Saccharothrix

PRILOGA E

(SACE_3954)

MGTHVIKMPDIGEGIAEVELVEWHVQVGDSVNEDQVLAEVMTDKATVEIPSPVAGRILAL
--MAVFKLPDLGEGLTEAEIVAWHVAVGDTVTVDQTVVEVETAKASVEVPVPFAGRVATL
--MPEFALPDLGEGLTEAEIVNWLVAEGDQVRVDQPVVEVETAKAVVEVPCPYAGVVGRL
--MADFLLPDLGEGLTEAEIVRWLVEVGDEITVDQPVVEVETAKAAVEVPAPFAGTVTAR
--MPDFRLPDLGEGLTEGEIVTWLVSVGDAVAIDQPVVEVETAKAVVEVPCPYEGVVTAR

:**:***::* *:* * K * K : * K :‘** * kK **:* * *
GGQPGQVMAVGGELIRLEVEGAGNFAESPAAATPAAPVA-————————————— ATPE---
HGAAGEVLTVGSPLITVDS-AAE--FTEPGVVTP---——— EGSGNVLIGYGTSNTSTRRN
HGSAGETLTVGSPLLTVEEPGAG--FTEPGVVVPDPAPAEEDSGNVLIGYGTSAAPARRN
HGEPGQTLPVGTPLITVEQAGGF-—-REPGVVT-—--- GSEGSGNVLIGYGTPTASRRRR
HGEPGEKLAVGSVLLSVTSPTTT--PDSPESPD-—--- SSEYSGNVLIGYGTSHTPRRRR

* *: H * K *: : ‘* .
-KPKGAPVAAPKA-AAEAPRALRDSEAP--—----—- RQRRQPGERPLASPAVRQRARDL
RRPRGTKAPSK-———----———-- AVAPA----PAVPAPRSTSDRIRVVSPLVRRLARES
RRRRRTASGAP—————--————-- VAAPV----PAPAEPARGARSIAVISPLVRQLAREN

RRVGSEQAVPEQAVSEQ---AVAQHTAPQGGGHSAERPTRSHNRRPAVISPLVRKIARDN
PRRTPHPARVLHSDTASPPLQHRESTVPDPRVEPPAPPSSTFTTAPAVISPIVRQLARDN
. *

*k kke kko.

GIELQFVQGSGPAGRVLHEDLDAYLTQDGSVARSG-—-—-=-=-=-=-—-—————————————— GAA
GVDLHALDGTGTDGIVSRADVERAIAAVP-—————————-—-——————————————————— E
GIDLTRISGSGPQGVIRRCDVDEAIAAQRAQAQTPTTTWETRAVHQDQPAAERETHAAPA
GIDLTTVAGSGPGGIIRRTDIEAVLAARTGASESRDERKDDRRVDR-—-—-—————-——— QGG
GLVLDRIEGSGPGGVIRRADVERELARRAAGPEPV-----------mmm o ————— AA
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QGYAERHDEQAVPVIGLRRKIAQKMODAKRRIPHFSYVEEIDVTDLEALRAHLNQKWGGQ
TTVPATTDERRIPLRGLRKTVADKLTRSRREIPEATVWVDVDATELLQLRTALNADPA--
GTPVAPEDSTRIPLRGLRRAVADKLTRSRREIPEATVWVDVDATGLLEARAALNARSP--
LAAEPRDGERRIPLRGLRRAVAEKLRTSRREIPEATVWVDVDATELVATRAALNERNP--
ESAGPAPATRRIPLRGLRGAVAEKLATSRREIPEATVWVDVDATDFLAARAALP---——-—

ek e KKK ok e k. e ek kK . s ek Kk . K. K

RGKLTLLPFLVRAMVVALRDFPQLNARYDDEAEVVTRYGAVHVGIATQSDNGLMVPVLRH
APKISLLALIARFAVAGLRRFPELNAHLDGDEIV--IPSTVHLGFAAQTDRGLVVPVVRN
EQPVSVLALVSRFAVLGLRRFPELNSRVEQDEIV--LLDRIHLGFAAQTDRGLVVPVVRD
ERPLSLLSLLARFTVAGLRRYPELNSRVEQDEIV--VLDAVHLGFAAQTERGLVVPVVHD
--SVSLLALLARFTVLGLKKFPELNSRVEGDEVV--VLGEVNLGFAAQTDRGLVVPVVHG

cek e e Kk * ke ekekkoeo o . * e ekekokeo Kkokkko o

AESRDLWGNASEVARLAEAARSGKAQRQELSGSTITLSSLGVLGGIVSTPVINHPEVAIV
AHERTVEELSAALGERTEQARAGKLAPADLTGGTFTVNNYGVFGVDGSAAIINHPEVAIL
AQSMSTRELSDAMRTHTIAGREGSLAPSDLTGGTFTVNNYGVFGVDGSAAIINQPEAAIL
AHRLTTRELAEAIGRRTASAMDGTLGPAELTGGTFTVNNYGVFGVDGSAAIINHPEVAIL
AHALTTTELATAIADRTTAAREGRLSPAALTGGTFTVNNYGVFGVDGSAAIINHPEAATL

* . * Kook ke k. Kk ek * . e kK e kK KKk

GVNRIVERPMVVGGNIVVRKMMNLSSSFDHRVVDGMDAAAFIQAVRGLLEHPATLFLE-
GVGRIIDRPWIVDGQVTARKITELTLAFDHRVCDGGTAGGFLREFVADCVENPVRLLRSL
GVGRIIDRPWAVDGRLAVRKVCELTLAFDHRVCDGGTAGGFLREFVADCVESPITALGEL
GMGRIIERPWVHNGQVVPRTMCQLTLAFDHRVCDGGTAGGFLRFVADCVESPVTALGDL
GIGRIIDRPWAVGGQLAVRKVAQLTLAFDHRVCDGGTAGGFLREFVADCVESPITALADL
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PRILOGA F

Poravnava aminokislinskih zaporedij metilmalonat semialdehid dehidrogenaze

S.coelicolor
Actinopolyspora
Sac.erythraea
Sac.spinosa
Sac.rectivirgula

S.coelicolor
Actinopolyspora
Sac.erythraea
Sac.spinosa
Sac.rectivirgula

S.coelicolor
Actinopolyspora
Sac.erythraea
Sac.spinosa
Sac.rectivirgula

S.coelicolor
Actinopolyspora
Sac.erythraea
Sac.spinosa
Sac.rectivirgula

S.coelicolor
Actinopolyspora
Sac.erythraea
Sac.spinosa
Sac.rectivirgula

S.coelicolor
Actinopolyspora
Sac.erythraea
Sac.spinosa
Sac.rectivirgula

S.coelicolor
Actinopolyspora
Sac.erythraea
Sac.spinosa
Sac.rectivirgula

S.coelicolor
Actinopolyspora
Sac.erythraea
Sac.spinosa
Sac.rectivirgula

S.coelicolor
Actinopolyspora
Sac.erythraea
Sac.spinosa
Sac.rectivirgula

(SACE_1456)

MTINIVNHWIGGKTAEGASGTYGPVINPATGEVTTKVAFASVDEVDAAVAAAREAYLTWGQ
MTDELEHFIGGERVAGTSGAYDDVFDPNTGTVQARVPLASAEEVDSAVRDAAEAQRTWAS
MTNELGHFIGGKRVAGTSGSFGDVFDPNSGKVQARVALAAKEEVEAAVADAAEAQPGWAA
MTNELEHFIGGKRVAGTSGSFGDVFDPNTGQVQARVPLASAEEVAAAVDNAAEAQPAWAA
MTNELEHFIGGKRVAGTSGSFGDVFDPNTGQVQARVPLASAEEVAAAVANAAEAQPAWAA

Kk . o ke kKK . K e kK e . Kk ek ek kK e ek ek e kK e kK * kK *

SSLAQRTSILFRFRALLDAHRDEIAELITAEHGKVHSDALGEVARGLEIVDLACGINVQL
WNPQRRARVLMRFLELCNEEMDSLARLLASEHGKTVPDAKGDVQRGLEVVEFATGIPHLL
ONPQKRARVLMRFLQLVNDEMDSLARLLASEHGKTVADAKGDIQRGLEVVEFATGIPHLL
MNPQKRARVLMRFLOQLVNDEMDSLARLLASEHGKTVADAKGDIQRGLEVVEFAVGIPHLL
ONPQKRARVLMRFLOLVNEEKDELARLLSSEHGKTVADAKGDIQRGLEVVEFAVGVPHLL

. k. ok e kK K. Kk ek ke e e kkkK Kkk ke Kkkhkkkoekoe ok Ko *

KGELSTQVATRVDVSSIRQPLGVVAGITPEFNFPAMVPLWMFPIATACGNTEVLKPSEKDP
KGEYTEGAGAGIDVYSMRQPLGVAAGITPFNFPAMIPLWKAAPATACGNSEVLKPSERDP
KGEYSENAGTGIDVYSMRQPLGVVAGITPEFNFPAMIPLWKAAPATACGNAFVLKPSERDP
KGEYSESVGTGIDVYSMRQPLGVVAGITPEFNFPAMIPLWKAAPATACGNAFVLKPSERDP
KGEYSESVGTGIDVYSMRQPLGVVAGITPEFNFPAMIPLWKAAPATACGNAFVLKPSERDP

*kk . . e kk ke kkhkhkhkk KAk kkkkkhkkhkkhkkk o kkKk khkhkkkk o kkkkkkk o kK

SAAVKVAELLSEAGLPDGVENVVHGDKVAVDRLLEHPDVKAVSFVGSTPIARYIHTTASA
SVPLRLAELFVEAGLPPGVENVVNGGKTAVDSLLLHREVAAVGFVGSSDIAEYIYSTAAA
SVPLRLAELFIEAGLPAGIFNVVNGDKTAVDAVLTDPRIQAVGFVGSSPIAEYIYSTAAA
SVPLRLAELFIEAGLPPGIFNVVNGDKTAVDAILTEPRIEAVGFVGSSAIAEYIYSTAAA
SVPLRLAELFIEAGLPPGVENVVNGDKTAVDAILTDSRVEAVGFVGSSDIAEYIYATAAA

* s e ekhkke Kkhkkkk Koekkkk Kk Kk KKk oK e kk kkkke Kk Kk eekk ek

NGKRVQALGGAKNHMLVLPDADLDAAADAAVSAAYGSAGERCMAISAVVAVGAV-GDELV
HGKRAQCFGGAKNHMIIMPDADLDQAVEALVGAGYGSAGERCMAISAAVPVGQPTAEALV
HGKRAQCFGGAKNHMIVMPDADLDQAVDALVGAGYGSAGERCMAISVAVPVGEPTADALV
HGKRAQCFGGAKNHLIVMPDADLDQATDALIGAGYGSAGERCMAISVAVPVGEATANALV
HGKRVQCFGGAKNHLIVMPDADMDQAADALVGAGYGSAGERCMAISVGVPVGEQTAEALR

*** * ****** **** * * k. * ************ * kK

EKIRERAEKIKIGPGTDPSSEMGPLITKAHRDKVASYVAGAAAEGCEVVLDGTGYTVDGH
EKLTERVRRLRTGTSFDESADFGPLVTEQARKRVEDY IALGVAEGADLLVDGRGFRMPGH
EKLVERVRKLKIGTSFDADADFGPLITKQAWQRVHDLVGVGVEEGAELLVDGRDFSLEGN
EKLIERVHQLKIGTSFDESADFGPLVTKQAWQRVRDLIGVGVEEGAELLVDGRDFRLAGH
EKLVERIGKLKVGTSFDESADFGPLVTAQAKQRVRDLIETGVAEGAELVVDGRDFQLAGH
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EDGHWIGISLLDRVPTTAKAYQDEIFGPVLCVLRADTYEEGVALINASPFGNGTAIFTRD
EDGFFLGASLEDNVTPEMRIYREEIFGPVLSVVRAADYEEALRLPSEHEYGNGVAIFTRD
EDGFFMGASLEFDRVKPDMRIYREEIFGPVLSVVRAADYEEALRLPTENEYGNGVAIFTRD
EDGFFLGASLEFDHVTPDMRIYQEEIFGPVLSVVRAADYDDAVRLPSENEYGNGVAIFTRD
ENGFFLGPSLFDRVTPOMRIYQEEIFGPVLSIVRAADYEEALRLPSEHQYGNGVAIFTRD

Kok e ek Kk ek K e ke ekkkhkAhk Ak .0 kK K. . K e kKK KAk kKKK

GGAARRFQLEIEAGMVGVNVPIPVPVGYHSFGGWKDSLFGDHHIYGNDGTHFYTRGKVVT
GDSAREFASRVNTGMVGVNVPIPVPIAYHTFGGWKRSGFGDLNQHGPDSIRFYTRTKTVT
GDAAREFTSRVNTGMVGVNVPIPVPIAYHTFGGWKRSGFGDLNQHGPDSIRFYTKTKTVT
GDAAREFVSRVNTGMIGVNVPIPVPIAYHTFGGWKRSGFGDLNQHGPDSIRFYTKTKTVT
GDAARDFVSRVNTGMVGVNVPIPVPIAYHTFGGWKRSGFGDLNQHGPDSIRFYTKTKTVT

* e kK K e e e kkekhkhkhk Ak Ak Ak Ak ke Kkhkokkkkk K* KkkK kK e kKK Kk KK

TRWPDPADAPAGVDLGFPRNH
SRWPSGRKEDAS—--FTIPTMH
SRWPSGLKEGAS--FTIPTMN
SRWPSGLKEGAS--FTIPTMH
SRWPSGLKEGAS--FTIPTMH
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Poravnava aminokislinskih zaporedij acil-CoA dehidrogenaze (SACE_1457)

Streptomyces
Actinopolyspora
Sac.erythraea
Sac.spinosa
Sac.rectivirgula

Streptomyces
Actinopolyspora
Sac.erythraea
Sac.spinosa
Sac.rectivirgula

Streptomyces
Actinopolyspora
Sac.erythraea
Sac.spinosa
Sac.rectivirgula

Streptomyces
Actinopolyspora
Sac.erythraea
Sac.spinosa
Sac.rectivirgula

Streptomyces
Actinopolyspora
Sac.erythraea
Sac.spinosa
Sac.rectivirgula

Streptomyces
Actinopolyspora
Sac.erythraea
Sac.spinosa
Sac.rectivirgula

Streptomyces
Actinopolyspora
Sac.erythraea
Sac.spinosa
Sac.rectivirgula

PRILOGA G

---MSDRDPQPVERQLPTEEASDLLALVREIAQREIAPKAAEEEDAGRFPREVEFSLLSDA
MTASVAATASPRSPFALTEDQRAIKETAGEFAAERIAPHAQEWDRDKHFPVDVLGEAGDL
---MSVTASAPASPFEPTEDQRTIQETVLEFAAERLAPNAVEWDQQKHFPVDVLREAGTL
--MSVAAVAGPVSPFELTEDQRAIQQTAREFAAEQLAPHAIEWDQAKHFPVEALRAAGGL
--—--MSVAATPVSPFGLTEDQQEIQRTARQFAAERLAPHAIEWDQDKHFPVEVIREAGEL

* Kk . . o ek ckKk Kk K . .-k Kx

GLLGLPYDSEYGGGDQPYEVYLQVLEELAAARLTVGLGVSVHTLASYGLAAYGSKQQQVE
GMGGVYVDEQYGGSGLSRFDAALVFEELATGCPTIAAYVSIHNMAAWMIDAYGDHEQRAA
GLGGVYVDELVGGSGLSRFDSVLIFEALATGDPSIAAYVSIHNMVAGMIDRFGDDEQRRR
GIGGVYVDESVGGSGLSRFESVLIFEALATGDPSTIAAYISIHNMCAGMIDRFGTAEQRAR
GMGGIYVDESVGGSGLSRFDSVLVFEALASGDPSTIAAYISTIHNMCAGMIDRFGTDAQRSR

ke ke * * x cek kk . .. ek ek o . . .k * .

HLPAMLGGGLLGAYCLSEASSGSDAASLRTKAVRDGDGWVITGTKAWITHGGIADEFYTVM
WLPRMCSMRRLGSYCLTEPEAGSDAAALRTRAVRDGDHYVVNGVKQFISGSGYAGVYVVM
WLPAMCSMERLGSYCLTEPEAGSDAAALQTRAVRDGDHYVLDGVKQEFISGGGNSDVYVVM
WLPRLCLMEQLASYCLTEPGAGSDAAALQTRAVRDGDDYLLTGVKQFISGAGSSDVYVVM
WLPDLCSMRRLASYCLTEPGAGSDAAALQTRAVRDGDDYVLTGVKQFISGSGSSDVYVVM

KKk . K e kKK ek s kA AkAk K e ke ke khkhkkhkhkk o0 Kk Kk ko K. * kK

ARTGEDGPRGITAFLVPGDAEGVSGAAPEKKMGMKGSPTAQVHFDGVRVGDDRRIGEEGQ
VRTGEPGPRGISTLVVDGETEGISFGPEERKMGWNAQPTRQVVETDARVPVGNRLGEEGD
ARTGEPGPKGISTFVVEGDTPGLSFGPNEKKMGWNAQPTRQVVFQGVRVPATHRLGEEGI
ARTGEPGAKGISTFIVEGDAEGLSFGANEKKMGWNAQPTRQVIFDGVRVPANQRLGEEGI
ARTGEPGAKGISTEFVVEKDTPGLSFGANEKKMGWNAQPTRQVIFDEVRVPAAHRLGDEGI

KAhkKkKk K e kK e e e ek e e ke Kk K e kKK kK kK K * K K ek e kK

GFAIALSALDSGRLGIAACAIGVAQAALDQAVAYATQRRQFGRPIADFQGLRFMIADMAT
GFRIAMSGLDGGRLNIGACSLGGARSALELSTTYAEQRHAFGSRIGDFQAVRFKLADMAT
GFRIAMAGLDGGRLSTIAACSLGGGRAALDKSLGYVHERSAFGSKLSDFQVLRFKLADMAT
GFRIAMTGLDGGRLSTIAACSLGGAQAALDKSLAYVRERSAFGAKLSEFQVLQFKLADMAT
GFKIAMAGLDGGRLSIGACSLGGAQAALDKSLSYVHERSAFGRKISDFQALQFKLADMAT

*k kke o kk o kkk ok kk e ok e kK. . * .k * % . ek Kk . ek .k kKKK

QIEAGRALYLAAARLRDAGRPFA-KQAAMAKLHCTDTAMKVTTDAVQILGGYGYTADFPA
ELEAARTLLWRAAAALDARDPEATRLCAMAKRLATDSGFRVANEALQIHGGYGYLSEYGL
ELEAARMLLWRAAWALDVKDPSATRLCAMAKRLATDAGFAVANEALQIHGGYGYLAEYGL
DLEAARLLLWRAAWALDVKDPGATRLCAMAKRLATDAGFAVANEALQIHGGYGYLAEYGL
ELEAARLLLWRAAVALDQRDPRATQLCAMAKRLATDTGFAVANEALQIHGGYGYLAEYGL

e e kK Kk K * * * K Kk . * kKK KK . . K. ek e kk KhkKkKkK

ERFMREAKVLQIVEGTNQIQRMVIARHVAGPEGR
EKIVRDLRVHQILEGTNEIMRLIISRGLLESDS-
EKIVRDLRVHQILEGTNEIMRLIISRGLLEAT--
EKIVRDLRVHQILEGTNEIMRLIISRGLLAA---
EKIVRDLRVHQILEGTNEIMRLIISRGLLKVS--

Koo e ek ek Ak ekhkhkKk ok ke ookeKk
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PRILOGA H

Poravnava aminokislinskih zaporedij enoil-CoA hidrataze (SACE_1458)

B.subtilis
Actinopolyspora
Sac.rectivirgula
Sac.erythraea
Sac.spinosa

B.subtilis
Actinopolyspora
Sac.rectivirgula
Sac.erythraea
Sac.spinosa

B.subtilis
Actinopolyspora
Sac.rectivirgula
Sac.erythraea
Sac.spinosa

B.subtilis
Actinopolyspora
Sac.rectivirgula
Sac.erythraea
Sac.spinosa

B.subtilis
Actinopolyspora
Sac.rectivirgula
Sac.erythraea
Sac.spinosa

B.subtilis
Actinopolyspora
Sac.rectivirgula
Sac.erythraea
Sac.spinosa

——————— MNAISLAVDQFVAVLTIHNPP-ANALSSRILEELSSCLDQCETDAGVRSIIIH
MTTHAAEQQQVLLDVQGHLGRITLNRPKALNSLTMEMVTAVLGALEEWRSDDRVRTVLVE
————— MTEPEVLLSERGALGRITLNRPKALNSLTLGMVRAMTEALQRWRDAEHIRVIAVD
----MTASPEILVSEQGALGRITLNRPKALNALTLGMVRTMSETLCRWRDAEHIEAVLID
————— MTEPEILVREQGSLGRITLNRPKALNSLTLGMVRAMAEAVEQWRTAEHIRAILID

. k. * K.k .. .

GEGR-FFSAGADIKEFTSLKGNEDSSL---LAERGQQLMERIESFPKPITIAATIHGAALGG
GAGERGLCAGGDIRAMYDAVKAGEPELTERFWAAEYRMNAALAHY PKPVVGIMDGICMGG
GAGERGLCAGGDVRALHDAAKAGDETLAETFWAEEYQLNAALARYPKPVVGLMDGICMGG
GAGERGLCAGGDIRALYDAAKAGDEEFPATFWAEEYRLNSALARYPKPVVGLMDGITMGG
GAGERGLCAGGDVRALHDAAKAGDESLPAAFWTEEYQLNSALAGY PKPVVGIMDGICMGG

*  x o kK k.. . . e kKK .. . Kk . kK

GLELAMACHIRIAAEDAKLGLPELNLGIIPGFAGTQRLPRYVGTAKALELIGSGEPISGK
GVGISAHGSHRVVTERSKVGMPEVGIGFAPDVGGTYLLSRAPGQLG-THMALTGAPISGA
GVGVTAHGSHRVVTERSKIAMPEVGIGEVPDVGGTYLLOKAPGQLG-VHLGLTGTTITGP
GVGVTAHGSHRVVTERSKIGMPEVGIGEFVPDVGGTYLLSRAPGELG-THMALTGAPVTGA
GVGISAHGSHRVVTERSKVGMPEVGIGFIPDVGGTYLLSRAPGELG-THLALTGAPIGGA

Koo e Ko ek eke ekke ke K * x * . * . .k .k

EALDLGLVSIGAKDE--—-—---- AEVIEKAKALAAKFAEKSPQTLASLLELLYSNKVYSYE

DATHCGLADHYVDSSELDGLVNALTEGEASALLEKYGTSAPESGLAA-ARPWIDEVYAAD

DATIYCGLADHYVPSSSLEALLEALSDGDPDAALQKFAEQPPEPPLAE-HREWIDAAYSAS

DAVLAGFADHHVDSSRLGELVEGLAGGAVDQVLGELSQQPPQAPLEA-EREWIDAAYSAE

DAIYCGVADYYVNSANLPGLVEDLAGGEVDEVLQKFSEPAPEAPLAA-QREWIDAAYSAD
* . . . * .

. K. * M

GSLKLEAKRFGE--—-----=-—-—-=--—-—-—-———————— - —mm————————————————— ——
SVERIL-TELRSRNEPEAGEAAETIATKSPTSLKVTLRALRSAAELGSLEEVLDQEYRVS
TVEEIL-QRLRDRPEPAAREAADTIEQKSPTSLKVTLRSLRT--EFTSLEQALEQEYRVS
TVEEIL-RRLRERPEEAARTAAETIQTKSPTSLKVTLRSLRT--GFSSLEQALDQEFRVS
SVEEVL-RRLRERPEEAARETAEATIEHKSPTSLKVTLKALRS--DYGSLEEALVQEFRLA

—-—-AFESEDAKEGIQAFLE--KRKPQFKGE---—-----------------mm————
LACVHRGDFLEGVRATLVDKDRSPAWSPGQLEDVGEEHVAAFFRRPANGDLGLSG
LACVRIGDFVEGVRATLVDKDRNPAWSPKTLGEVDEQRVEKFFAPVEGLDLSS--
MACILIGDLVEGVRATLVDKDRDPKWSPAWLDEVDGALVEKFFEPRGAGELGLDG
MACVRIGDFVEGVRATLVDKDRNPOQWSPAQLSDVDESRVEKFFEPVADEPKLLG-
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Poravnava aminokislinskih zaporedij 3-hidroksi-izobutirat dehidrogenaze (SACE_1459)

Rhodobacter
Actinopolyspora
Sac.rectivirgula
Sac.erythraea
Sac.spinosa

Rhodobacter
Actinopolyspora
Sac.rectivirgula
Sac.erythraea
Sac.spinosa

Rhodobacter
Actinopolyspora
Sac.rectivirgula
Sac.erythraea
Sac.spinosa

Rhodobacter
Actinopolyspora
Sac.rectivirgula
Sac.erythraea
Sac.spinosa

Rhodobacter
Actinopolyspora
Sac.rectivirgula
Sac.erythraea
Sac.spinosa

Rhodobacter
Actinopolyspora
Sac.rectivirgula
Sac.erythraea
Sac.spinosa

PRILOGA |

-MKIAFIGLGNMGSPMARNLAAAGHEVTGFDTAAP----— APEGVTMAPSAADAAAGAEV
MAVIGFIGLGHMGGPMSANLVKAGHTVRGFDLASEATRRAAEHGVTVAASAVEAVEGVDA
MAVIGFIGLGHMGGPMSANLVKAGHEVRGEFDLSSEALAKAEQHGVNAVGSVPEAVSGVDA
MAVIGFIGLGHMGGPMSANLVKGGHEVRGFDLVPAALEAAEATGVTPAGSIAEAVAGADA
MAVIGFIGLGHMGGPMSANLVKAGHAVQGFDLVPAALEAADRHGVTTVASVADAVAGVDA

Kk kkkkk Kk kK. K%K kK kK kKK * K * .-k * .

VFTMLPNGQILRTVADELVPAMAAGAVLCDCSTVDVQSAREVAAQAEAAGLGALDAPVSG
VVTMLPGGQHLLECYDRILAAVSPGTLLIDSSTVDVADARRAHELAEEAGLDSVDAPVSG
VITMLPGGQQLLQCYDEALPAADPGTLFIDSSTVDVADARRAHELAGIAGFGSLDAPVSG
VITMLPGGKQLLECYDQVLGAASPETLLIDSSTVDVADARKAHERAAEAGEFGSVDAPVSG
VITMLPSGKHVLACYDEVLAAAKPGTLLIDSSTVDVADARRAHERAAEAGFGSIDAPVSG

* kkkk k. . * . K e ee kK Kk kKK * % * * Kk . ook k ok ok kK

GVGGAAAGTLTEFMVGGSDAAFATVRPLFEIMGQOKAVHCGGPGAGQAAKICNNMILGVTMI
GTAGAEAGTLTFMVGGTERAYLAARDFLEPMARKVIHCGGAGNGQVTKMCNNLMLATSML
GTAGAEAGTLTFMVGGAEEDFARAEPLLEPMARKVIHCGGPGNGQVAKMCNNLILGASMI
GTAGAEAGTLTFMVGGTEENYNRAQPVLEPMARKVIHCGGPGNGQVTKMCNNLVLGASMI
GTAGAEAGTLTFMVGGSEEDFHRAESLLEPMARKVIHCGGPGNGQVTKMCNNLILGASMV

* Kkk kkkkkkhkkhkkhkkKk oo . ek kK ek ek kkk kK Kk e kekkke oKk .« k.

ATCEAFALADKLGLDRQKMEDVVSTSSGYSWSMNAYCPAPGVGPQSPADNGYKPGFAAEL
GVAEAFVLGERLGLSHRALYDVASVSTGQCWSLTTNCPVPDMVETSRANHDYEPGFAASL
AVSEAFVLGERLGLDHQAFYDVASISTGQCWSLTTNCPVPGLVETSRANHDYQPGFAAAL
AVSEAFVLGERLGVSHQALYDVVSISTGQCWSLTTNCPVPGLVETSRANHDYEPGFAAAL
AVSEAFVLGERLGLSHQALYDVASISTGQCWALTTNCPVPDLVETSRANHDYEPGFAAAL

Kkkhkk kK e e kK. .. s e kk Kk Kk ek K. . KKk Kk . K k. ke kk kKK K

MLKDLRLSQQAAEGADADTPMGRLAADLYARFVEEEDGRGRDFSAMLPRFEGRGRS ——-—-—
MLKDLGLAVSAADRSGADTELARLAARIYERFNEE-GGGGYDFSAVIDSIRRHSGEVGTE
MLKDLKLAVSAAEQSGTNTEVGRLAAELYQRFNDE-GGGGYDFGAIIKLVREHS-——----
MLKDLKLAASAAEQSGTDAAIGRLATELYQRFNDE-GGAGFDFGAIIKSVREHSGH----
MLKDLKLATSAAEQSGTDAAIGRLATELYQRFNDE-GGGSLDFGAITIKSVREHSEQR--—

*hkkkk k. * Kk . . . . e Kk k. ek Kk .k * *k ke . .

QORG
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PRILOGAJ

Preglednica produkcije eritromicina v naravnem sevu S. erythraea in v razli¢nih
konjugantah z doloceno gensko mutacijo

Sev Oznaka  Gojenjel  Gojenje 2 Povprecna Standardni
kolonij (mg/l) (mg/l) vrednost (mg/l) odklon (mg/l)
WT1 70,8 68,8
WT2 73,8 75,1
WT3 83,1 88,7
WT4 80,0 79,6
WT5 90,1 90,6
WT6 65,8 68,8
WT7 61,2 69,9
WT8 66,7 69,9
WT9 66,7 61,3
WT10 65,3 69,9
NRRL2338  \vir1q 65.3 729 74,5 12,2
WT12 47,0 54,2
WT13 88,7 93,2
WT14 53,4 61,3
WT15 78,1 64,8
WT16 68,8 64,8
WT17 79,6 91,3
WT18 88,7 93,2
WT19 90,6 81,9
WT20 94,6 82,5
WT21 72,9 76,4
WT22 88,6 91,3
WT23 101,2 107,7
WT24 94,6 93,8
WT25 61,3 58,9
WT26 70,3 69,9
WT27 61,3 44,5
WT28 52,2 44,5
WT29 72,9 69,9
NRRL2338+ WT30 60,7 62,7
PSET152 WT31 72,9 78,0 27 155
WT32 88,7 78,0
WT33 90,6 105,4
WT34 72,9 62,7
WT35 68,3 78,0
WT36 65,5 62,7
WT37 64,8 46,5
WT38 68,4 58,9
WT39 65,5 69,9
WT40 74,4 80,4
E12382 161,4 151,9
E12383 161,4 152,8
E12384 127,2 143,3
NRpF;Léggg * E12385 1272 1356 166,0 32,1
E12386 218,3 207,4
E12387 193,8 204.8
E12388 161,4 152,8

se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice produkcije eritromicina v naravnem sevu S. erythraea in v razli¢nih
konjugantah z dolo¢eno gensko mutacijo

Sev Oznaka  Gojenjel  Gojenje 2 Povpreéna Standardni
kolonij (mg/l) (mg/) vrednost (mg/l) odklon (mg/l)
E12389 218,3 210,5
E12390 161,4 161,4
E12391 181,8 193,8
E12392 218,3 210,5
E12393 193,8 193,8
E12394 193,8 185,6
E12395 161,4 172,1
E12396 152,8 161,4
E12397 152,8 161,4
E12398 135,6 143,3
E12399 134,9 143,3
E12400 112,9 104,2
NRpi"éggg * E12401 127,4 1433 166,0 32,1
E12402 143,3 145,1
E12403 143,3 145,1
E12404 120,4 135,6
E12405 135,6 135,6
E12406 204,8 218,3
E12407 143,3 164.,4
E12408 181,8 172,1
E12409 161,4 152,2
E12410 145,1 152,2
E12411 245,9 237,8
E12412 193,8 216,4
E12413 151,9 146,5
E13234 184,4 173,6
E13235 205,9 205,9
E13236 132,6 155,5
E13237 184,4 173,6
E13238 193,8 205,9
E13239 165,2 155,5
E13240 165,2 173,6
E13241 205,9 205,9
E13242 256,5 165,7
NRRL2338 + E13243 229,8 227,1
DABES7  E13244 2298 233.9 1879 341
E13245 205,9 215,8
E13246 241,5 245,1
E13247 228,0 2339
E13248 155,5 165,2
E13249 173,6 165,2
E13250 155,5 139,3
E13251 193,8 205,9
E13252 139,3 134,2
E13253 139,3 149,7
E12500 123,4 122,4
NITJRALBZSE,368+ E12501 129,5 136,2 126,7 18,0
E12502 123,4 111,6

se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice produkcije eritromicina v naravnem sevu S. erythraea in v razli¢nih
konjugantah z dolo¢eno gensko mutacijo

Sev Oznaka  Gojenjel  Gojenje 2 Povpreéna Standardni
kolonij (mg/l) (mg/) vrednost (mg/l) odklon (mg/l)
E12503 1295 1116
E12504 109,9 112,8
E12505 109,9 112,8
E12506 144, 1284
E12507 1787 145.4
E12508 122.4 145.4
E12509 1295 1281
E12510 155.7 145.4
E12511 155.7 1281
E12512 136,2 1284
E12513 104,2 87,5
E12514 10,9 99,3
E12515 10,9 99,3
NRRL2338 + E12516 144,2 1454
DABES6  E12517 116,3 112.8 126,7 18,0
E12518 136,2 128.4
E12519 168.9 155.4
E12520 1445 1455
E12521 136.7 1284
E12522 1160 1116
E12523 122.4 1116
E12524 129,1 1284
E12525 90,4 97,0
E12526 118,9 112,8
E12527 116,3 112,8
E12528 132,2 1295
E12529 1445 136,2
E12530 136.1 1295
E12668 74,4 87,1
E12669 74.4 78.4
E12670 90,2 99,3
E12671 1165 1128
E12672 124,2 112,8
E12673 132,9 128,1
E12674 84.6 77.0
E12675 84.6 87,5
E12676 109,2 112,8
NRRL2338 + E12677 96,1 102,5
DABE6L  E12678 1716 165,1 1135 29,5
E12679 1411 1375
E12680 1510 1716
E12681 79.6 74.4
E12682 79.6 84.6
E12683 1375 1387
E12684 1375 1284
E12685 74.8 73.2
E12686 74.8 99,3
E12687 151,0 138,7

se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice produkcije eritromicina v naravnem sevu S. erythraea in v razli¢nih
konjugantah z dolo¢eno gensko mutacijo

Sev Oznaka  Gojenjel  Gojenje 2 Povpreéna Standardni
kolonij (mg/l) (mg/) vrednost (mg/l) odklon (mg/l)
E12688 1242 128,4
E12689 171,6 165,0
N%i'ézé’gf * E12600 1165 1129 1135 29,5
E12691 116,5 1242
E12692 111,6 109,2
E12693 69,8 87,5
E12694 61,6 87,5
E12695 132,9 128,1
E12696 70,1 77,0
E12697 79,6 87,5
E12698 102,8 111,6
E12699 102,8 90,5
E12700 116,5 1242
E12701 171,6 170,1
E12702 151,0 165,1
E12703 151,0 170,1
E12704 102,8 90,5
NF;RALBZSSS * E12705 102,8 99,3 112,3 28,5
E12706 124,2 112,8
E12707 116,5 99,3
E12708 116,5 112,8
E12709 120,6 128,1
E12710 170,1 165,1
E12711 74,4 77,0
E12712 99,3 87,5
E12713 97,2 99,3
E12714 116,5 112,8
E12715 120,6 112,8
E12716 116,5 128,1
E12717 102,8 99,3
E12718 122,1 54,6
E12719 122,1 60,2
E12720 34,3 85,0
NRRL2338 + E12721 50,6 87,5
pABE96 E12722 69,1 106,1 739 27,8
E12723 75,8 100,1
E12724 57,0 68,4
E12725 34,3 54,6
E13331 139,9 132,0
E13332 149,5 129,2
E13333 142,7 1457
E13334 151,7 140,7
NRRL2338 + [E13335 172,0 163,2
DABESS  E13336 121,0 119,6 1316 16,5
E13337 146,4 133,0
E13338 1295 128,6
E13339 132,1 129,2
E13340 1144 119,6

se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice produkcije eritromicina v naravnem sevu S. erythraea in v razli¢nih
konjugantah z dolo¢eno gensko mutacijo

Sev Oznaka  Gojenjel  Gojenje 2 Povpreéna Standardni
kolonij (mg/l) (mg/) vrednost (mg/l) odklon (mg/l)

E13341 110,0 108,0

E13342 124,3 114,8

E13343 126,8 132,3

E13344 115,3 114,8

NRRL2338 + E13345 163,3 146,1
pABES88 E13346 1457 151,7 1316 16,5

E13347 100,1 99,3

E13348 129,1 1219

E13349 128,6 131,7

E13350 132,0 128,6

E13351 161,1 148,9

E13352 121,0 119,6

E13353 102,4 100,1

E13354 120,2 119,6

E13355 131,8 128,6

E13356 100,5 99,1

E13357 146,6 140,7

E13358 161,2 145,7

E13359 157,2 132,0

NRRL2338 + E13360 108,9 114,8
DABES9  E13361 156.2 145.0 1299 19.5

E13362 145,6 136,3

E13363 131,4 128,6

E13364 131,7 132,0

E13365 173,3 163,2

E13366 132,0 119,6

E13367 100,1 102,3

E13368 119,6 114,8

E13369 128,6 114,8

E13370 132,0 128,6

E13571 106,3 108,0

E13572 115,8 116,3

E13573 79,6 73,0

E13574 90,8 91,6

E13575 91,6 68,6

E13576 99,8 81,5

E13577 49,7 44,8

E13578 46,9 445

NRRL2338 + E13579 54,4 51,6
DABE95  E13580 65.8 66.1 69.6 24.4

E13581 40,1 43,1

E13582 100,5 98,2

E13583 73,0 65,8

E13584 108,0 94,2

E13585 52,4 51,3

E13586 50,1 43,1

E13587 62,7 42,5

E13588 69,0 49,8

se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice produkcije eritromicina v naravnem sevu S. erythraea in v razli¢nih
konjugantah z dolo¢eno gensko mutacijo

Sev Oznaka  Gojenjel  Gojenje 2 Povpreéna Standardni
kolonij (mg/l) (mg/) vrednost (mg/l) odklon (mg/l)
E13588 69,0 49,8
N%iﬁé’g’g ¥ E13589 35,4 39,0 69,6 24,4
E13590 69,0 51,3
E13415 110,5 115,3
E13416 101,6 105,7
E13417 95,1 95,8
E13418 102,0 107,4
E13419 70,8 94,2
E13420 148,5 1545
E13421 134,7 128,0
E13422 89,0 81,2
E13423 147,0 152,3
NRRL2338 + E13424 134,4 133,0
pABES58 E13425 93,1 96,8 1179 23,1
E13426 165,2 168,7
E13427 142,3 134,1
E13428 134,6 135,8
E13429 121,9 128,0
E13430 82,1 90,9
E13431 120,6 129,0
E13432 113,7 122,4
E13433 107,1 105,0

E13434 110,0 114,4




