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Al  Aktinobakterija Saccharopolyspora erythraea proizvaja eritromicin, makrolidni

antibiotik s Sirokim spektrom delovanja. Biosintezo osnovnega makrolidnega obroca

katalizira modularna poliketid sintaza (PKS) tipa I, temu pa sledijo pozne stopnje biosinteze

(t.i. post-PKS stopnje), serija reakcij, ki nastali aglikon pretvorijo v biolosko aktivno

ucinkovino eritromicin A. V genski skupini za biosintezo eritromicina ni pot-specificnega

regulatorja, regulacija biosinteze pa je predvsem povezana z regulatornimi procesi, Ki

nadzirajo tudi morfoloski razvoj bakterije. Namen doktorske naloge je bil identificirati gene

v S. erythraea, ki imajo pomembno vlogo v poznih fazah biosinteze eritromicina ter

regulatorne gene, ki imajo vpliv na produkcijo eritromicina. Identifikacija genov, ki vplivajo

na donos eritromicina, je temeljila na bioinformatskih analizah, identifikaciji relevantnih

metabolnih poti in rezultatihn primerjave genomov ter proteomov naravnega seva S.

erythraea NRRL23338 ter industrijskega visokodonosnega seva ABE1441. Na osnovi

razli¢nih pristopov, tako bioinformatske analize in omskih pristopov, smo dolo¢ili gene, ki bi

lahko imeli vpliv na donos eritromicina. Vpliv na biosintezo eritromicina pri izbranih genih

smo preverjali s Cezmernim izraZanjem oziroma njihovo inaktivacijo. Na podlagi

uporabljenega pristopa smo identificirali nov regulatorni gen SACE_5599, ki vpliva na

morfoloski razvoj in produkcijo eritromicina. Cezmerno izraZanje tega gena v sevu divjega

tipa je povecalo produkcijo eritromicina za 32 %, medtem ko je inaktivacija tega gena pri

sevu ABE1441 produkcijo zmanjsala za 37 %. Povecano produkcijo eritromicina smo

opazili tudi pri ¢ezmernem izraZzanju genov SACE 6479 in SACE 6480, ki sodelujeta pri

biosintezi deoksisladkorjev desozamina, mikaroze in ramnoze, pri ¢emer je bilo povecanje

produkcije najbolj izrazito (za 24 %) pri ¢ezmernem izrazanju v visokodonosnem sevu

ABE1441. S ¢ezmernim izrazanjem genov eryK in eryG, ki sodelujeta v zadnjih dveh

stopnjah biosinteze, smo uspeli zmanjsati delez eritromicina B za 25 %, ni pa nam uspelo

zmanjSati deleza eritromicina C. Ovrednotili smo tudi, kako razli¢ni fizioloSki dejavniki

vplivajo na biosintezo eritromicina pri izbranih mutantih in ugotovili, da lahko nekateri

pomembno vplivajo na donos eritromicina.
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AB Actinobacterium Saccharopolyspora erythraea produces medically important antibiotic

erythromycin. The polyketide synthase (PKS) type I catalyzes the biosynthesis of the basic

macrolide ring and is followed by a series of reactions which convert synthesized aglycone

into a biologically active erythromycin A. The erythromycin biosynthetic cluster (ery) lacks

a pathway-specific regulator. Regulation of biosynthesis is therefore mainly associated with

the regulatory process that controls the morphological development of the bacterium. The

purpose of this research was to identify genes in S. erythraea that play an important role in

the late stages of the erythromycin biosynthesis and furthermore, to identify regulatory

genes that have an effect on the production of erythromycin. Identification of the genes with

putative effect on erythromycin biosynthesis was based on bioinformatic metods,

identification of relevant metabolic pathways and comparison of genomes and proteomes of

S. erythraea wild type NRRL23338 and industrial high-producing strain ABE1441. We

determined genes with putative effect on erythromycin biosynthesis with bioinformatic

methods and omics approaches. By constitutive overexpression or inactivation of target

genes we evaluated the influence of selected genes on erythromycin biosynthesis. We

identified a new regulatory gene SACE_5599 that effects the morphological development

and production of erythromycin. Overexpression of this gene in strain NRRL2338 increased

the production of erythromycin for 32 %, while the inactivation of this gene in the strain

ABE1441 decreased the production by 37 %. The increased production of erythromycin (24

%) was also observed in high-producing strain ABE1441 with overexpressed genes

SACE_6479 and SACE_6480, which are involved in the biosynthesis of deoxy sugars

desosamine, mycarose and rhamnose. With overexpression of genes eryK and eryG,

involved in the last two stages of erythromycin biosynthesis, we managed to reduce the

proportion of intermediate erythromycin B by 25 %, but we did not observe the reductione

of erythromycin C content at the end of biosynthetic process. We also evaluated how

different physiological parameters influence the biosynthesis of erythromycin using selected

mutants and we demonstrated that some parameters can have a significant impact on the

yield of erythromycin.
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1 UvOD

Skupino aktinomicet sestavljajo pomembne in raznolike bakterije z edinstveno biologijo.
Vecina aktinomicet je zemeljskih bakterij, v zemeljskem ekosistemu pa imajo pomembno
vlogo pri krozenju ogljika. Odkrivanje novih vrst aktinomicet iz razlicnih okolij pogosto
vodi do identifikacije novih protimikrobnih ucinkovin. Iz aktinomicet so izolirali in
karakterizirali razlicne protimikrobne spojine, kot so aminoglikozidi, antraciklini,
glikopeptidi, makrolidi, beta-laktami, polieni, fenazini in tetraciklini (Adegboye in
Babalola, 2013).

Med aktinomicete spada tudi Saccharopolyspora erythraea, ki je Gram-pozitivna bakterija
(Marcellin in sod., 2013) z visoko vsebnostjo nukleotidov G in C v genomu in je sposobna
preziveti v neugodnem okolju z malo hranili (Oliynyk in sod., 2007). S. erythraea
proizvaja veliko Stevilo sekundarnih metabolitov, med njimi tudi medicinsko in
industrijsko pomemben antibiotik eritromicin. Da lahko ta organizem uporabljamo za
ekonomi¢no industrijsko proizvodnjo eritromicina, moramo ustrezno optimizirati njegove
metabolne poti. Pri tem se je predvsem v preteklosti obi¢ajno uporabljal t.i. klasi¢ni
pristop, ki temelji na nakljuéni mutagenezi in selekciji. Zadnje Case se vse pogosteje
uporablja bolj racionalen pristop metabolnega inzenirstva, po moznosti podprtega z
uporabo genomike, transkriptomike, proteomike in metabolomike (Lee in sod., 2005; van
der Werf in sod., 2005). Sekvenciranje celotnega zaporedja genoma S. erythraea NRRL
23338 (Oliynyk in sod., 2007), je omogoc¢ilo naknadne primerjave z genomi mutantov na
nivoju genoma in transkriptoma (Peano in sod., 2012; Marcellin in sod., 2013). Biosintezo
eritromicina so v preteklosti preucevali predvsem v povezavi s poliketid sintazami, ki
sintetizirajo ta antibiotik, ob tem pa je regulacija biosinteze ostala slabo raziskana.
Dosedanje raziskave kazejo, da v genski skupini za biosintezo eritromicina ni specifi¢nega
regulatornega gena. To je sicer zelo nenavadno, saj ve¢ina genskih skupin za biosintezo
antibiotikov pri streptomicetah vsebuje enega ali ve¢ regulatornih genov (Katz in Donadio
1993; Atkins in Baumberg 1998). Do sedaj je znan samo en globalni regulatorni gen, ki
vpliva na biosintezo eritromicina (Chng in sod., 2008).

Eritromicin je makrolidni antibiotik, ki ucinkuje proti Gram-pozitivnim patogenim
bakterijam. Biosinteza poteka v dveh stopnjah. V prvi stopnji se na encimskem kompleksu
poliketid sintazi sintetizira makrolidni obro¢, v drugi stopnji, t. i. poznih stopnjah
biosinteze ali post-PKS reakcije, pa vezava dveh sladkorjev na makrolidni obro¢, katerim
sledijo specificne konéne modifikacije molekule, kot je hidroksilacija in metilacija. Pri
biosintezi sodeluje neposredno vsaj 20 genov. Trije za poliketid sintazo, sedem za vezavo
sladkorjev in druge post-PKS modifikacije ter deset za biosintezo dveh razli¢nih sladkorjev
(Zhang H. in sod., 2010).
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V $tudiji smo se osredotoCili na preucevanje poznih stopenj biosinteze eritromicina. Te
stopnje vkljuCujejo procesiranje makrolaktona 6-deoksieritronolida (6-dEB), ki obsega
biosintezo sladkorjev mikaroze in dezozamina ter njuno pripenjanje na 0ShOVNO
makrolidno strukturo 6-dEB, ki ga katalizirata odgovarjajo¢i glikozil transferazi. V pozne
stopnje biosinteze Stejemo tudi modifikacije osnovnega poliketidnega skeleta, t. i. post-
PKS reakcije. Poleg metabolnih genov smo preucevali tudi izbrane regulatorne gene, ki so
razporejeni po genomu S. erythraea in bi lahko imeli vpliv na biosintezo eritromicina v
razli¢nih stopnjah biosinteze, in tako posledi¢no tudi na donos eritromicina.

S pomocjo pristopov bioinformatske analize in metabolnega inzeniringa smo preucevali
vlogo genov, ki so predvidoma vpleteni v pozne stopnje biosinteze eritromicina. Del
raziskovalnega dela je zajemal tudi preucevanje fiziologije modificiranih sevov v razli¢nih

.....

konéni donos eritromicina.

1.1  NAMEN NALOGE

Namen te doktorskega dela je, da z uporabo molekularno-bioloskih metod razvijemo
uc¢inkovita orodja in metodologijo za transformacijo in gensko manipulacijo divjega seva,
kot tudi visokodonosnega seva Saccharopolyspora erythraea. S pomocjo metod
bioinformacijske analize genoma S. erythraea, bomo identificirali verjetne metabolne poti
in/ali regulatorne gene, vkljuc¢ene v biosintezo gradbenih enot potrebnih za pozne stopnje
biosinteze eritromicina ter v nadaljevanju s pristopi metabolnega inzineringa poskusali
ciljano vplivati na delovanje teh genov in poglobiti razumevanje biosinteze eritromicina. Z
mikrobioloskimi metodami gojenja S. erythraea v laboratorijskem merilu bi dolo¢ili vpliv
genskih manipulacij, ob optimizaciji fizioloskih parametrov in kultivacijskih pogojev na
biosintezo eritromicina.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Glede na dosedanje raziskave na podro¢ju biosinteze in regulacije eritromicina lahko
trdimo:

1) Da bomo uspeli razviti u¢inkovita orodja in metodologijo za transformacijo in
gensko manipulacijo divjega seva, kot tudi visokodonosnega seva S. erythraea. Z
namenom razvoja primernih genskih orodji bomo testirali razli¢ne integracijske
vektorje in aktivne promotorje in pripravili potrebne plazmidne vektorje.

2) Da je mogoce s pomocjo metod bioinformacijske analize genoma S. erythraea,
identificirati verjetne metabolne poti in/ali regulatorne gene, tako klju¢ne primarne
poti, kot tudi metabolne poti neposredno vpletene v biosintezo gradbenih enot
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3)

4)

potrebnih za pozne stopnje biosinteze eritromicina

Da bo mogoce, na osnovi bioinformatskih analiz dolociti verjetne klju¢ne genske
homologe oziroma metabolne poti v katerih so ti geni udelezeni, in s pomocjo
metabolnega inZeniringa (genska inaktivacija ali poveCano izrazanje) ciljano
vplivati na njihovo delovanje, ki bo posledi¢no tudi vplivalo na biosintezo
eritromicina.

Da bo vpliv genskih sprememb na biosintezo eritromicina odvisen tudi od
fizioloskih parametrov.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 POMEMEBNE KARAKTERISTIKE BAKTERI 1Z REDA
Actinomycetales

Aktinomicete (red Actinomycetales) so raznolika skupina nitastih aerobnih Gram-
pozitivnih bakterij. Vecina aktinomicet je talnih bakterij, ki imajo pomembno vlogo pri
mineralizacijskem procesu v naravi (Lechevalier in Lechevalier, 1981). Znacilne lastnosti
reda Actinomycetales so tvorba substratnega in zra¢nega micelija na trdem gojiscu,
prisotnost spor in visoka vsebnost nukleotidov G in C v genomu (60-70 %) (Kalakoutskii
in Agre, 1976). Aktinomicete so tudi industrijsko pomembne bakterije, ki producirajo
Stevilne bioaktivne naravne produkte, kot so antibiotiki in encimi (Edwards, 1993).
Aktinomicete proizvajajo vec kot 65 % vseh znanih antibiotikov (Berdy, 2005).

Zivljenjski cikel sporulirajo¢ih aktinomicet obsega dve fazi rasti in fazo sporulacije.
Vegetativna rast se pri¢ne s kaljenjem spor, pri éemer se iz posamezne spore razvijejo nove
substratne hife, ki z razras¢anjem po povrsini rastne podlage in vanjo tvorijo substratni
micelij. Pri razvoju substratnega micelija rastejo razvejani filamenti, ki se obcasno
septirajo in tvorijo podolgovate celice, ki vsebujejo ve¢ nukleidov. Ko v okolju zaéne
primanjkovati hranil, se iz t.i. »zaCetnih celic« zacnejo razvijati zra¢ne hife in tvori se
zracni micelij. Ko se podaljSevanje hif ustavi, se zra¢ni miceliji s sinhrono septacijo delno
ali v celoti transformira v verigo spor (Slika 1) (Klieneberger-Nobel, 1947; Morris, 1951;
Dahl, 2004; Angert, 2005). Morfologija in diferenciacija aktinomicet pa sta obi¢ajno zelo
razli¢ni, ¢e gre za rast na trdnem ali tekoCem gojis¢u. Na trdnem gojiScu se tvori
hidrofoben zra¢ni micelij, v tekocem gojiS€u pa se iz prostega micelija tvorijo peleti. Te
razlike lahko obi¢ajno povezemo z gradientom oskrbe hranil, akumulacijo toksi¢nih snovi
in medceli¢nimi signali (Kalakoutskii in Agre, 1976).

Aktinomicete so glede na morfologijo, fizikalne in kemijske kriterije razvrs¢ene v razli¢ne
druzine in rodove. Glede na prisotnosti razlicnih komponent v celi¢ni steni se aktinomicete
lo¢ijo na Stiri tipe :

e tip |- LL-DAP (diaminopimeli¢na kislina) in glicin,

e tip Il - mezo-DAP in glicin,

e tip Il - mezo-DAP,

e tip IV - mezo-DAP, arabinoza in galaktoza (Lechevalier in Lechevalier, 1970).

Bakterija Saccharopolyspora erythraea, ki je predmet tega doktorskega dela, se uvrsc¢a v
tip IV oziroma v druzino Pseudonocardiaceae. Za to druzino je znacilna prisotnost
ostankov N-acetil muramicne kisline in mascobnih kislin bogatih z izo- in anteizo-
razvejanimi komponentami ter odsotnost mikolne kisline v celi¢ni steni (Ochi, 1995;
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Majumdar in sod., 2006). Med seboj se psevdonokardije razlikujejo po prisotnosti oziroma
odsotnosti mikolne kisline. Druzina Pseudonocardiaceae vsebuje tudi Stevilne industrijsko
pomembne organizme. Poleg S. erythraea, ki sintetizira antibiotik eritromicin (Ribeiro in
Ribeiro, 2005), imajo velik industrijski pomen $e Saccharopolyspora spinosa, ki proizvaja
insekticid spinozin (Huang in sod., 2008), Amycolatopsis orientalis, Ki sintetizira antibiotik
vankomicin (Geib in sod., 2007) in Amycolatopsis mediterranei, ki se uporablja za sintezo
antibiotika rifamicina (Mejia in sod., 2002).

o
Prosta spora \ Substratni micelij

QAN
\a }\ﬁ\

18 ur

Zracni micelij

Razvoj spor

Slika 1: Zivljenjski cikel aktinomicet (Angert, 2005; 222).
Figure 1: Actinomycete life cycle (Angert, 2005; 222).

2.1.1 Aktinomiceta Saccharopolyspora erythraea

Aktinomiceta Saccharopolyspora erythraea je Gram-pozitivna, filamentozna bakterija, Ki
sintetizira 14-¢lenski makrolidni antibiotik eritromicin (Wiley in sod., 1957a). Ob odkritju
je bila klasificirana kot Streptomyces erythraeus, kasneje pa so jo zaradi prisotnosti mezo-
DAP, arabinoze in galaktoze ter odsotnosti mikolne kisline razvrstili v rod
Saccharopolyspora. Pri rasti S. erythraea na trdnem gojiscu se odvisno od sestave gojisca
barva substratnega micelija razlikuje od bledo oranznorumene do rdecerjave. Na vecini
20jiS¢ lahko nastajajo nezno rumeni do roZnatooranZnorjavi topni pigmenti. Pigment

.....
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sive, lahko pa je tudi bel (Labeda, 1987; Lu in sod., 2001).
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Slika 2: Micelij S. erythraea gojene na trdnem gojis¢u (Skepper, 2008).

Figure 2: Electron micrograph of S. erythraea mycelium growing on solid medium (Skepper, 2008).

Pri rasti S. erythraea v teko¢em gojis¢u se micelij pojavlja v treh oblikah: prosti micelij,
skupki in peleti (Slika 3). Katera je prevladujoc¢a oblika v gojiScu, je odvisno od vec
dejavnikov, med njimi so: sestava gojis¢a, strizne sile, ki nastanejo zaradi mesanja in delez
inokuluma (Stocks in Thomas, 2001; Ghojavand in sod., 2011).

(a) (b) (c)

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

Figure 3: Examples of typical S. erythraea morphology: a) free dispersed mycelium, b) clump, c¢) pellet
(Ghojavand et al., 2011: 568).
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2.2 BIOSINTEZA POLIKETIDOV

Aktinomicete imajo izreden znanstven in industrijski pomen zaradi sposobnosti biosinteze
velikega Stevila naravnih produktov, med katerimi so zaradi svojih bioloskih aktivnosti Se
posebej pomembni poliketidi. Poliketide poleg aktinomicet proizvajajo $e nekatere druge
skupine bakterij, npr. bacili in miksobakterije, ter nitaste glive (Weymouth-Wilson, 1997).
Poliketidi se uporabljajo kot antibiotiki (eritromicin A, rifamicin S), protirakasta zdravila
(doksorubicin, epotilon), u¢inkovine za znizevanje holesterola (lovastatin), antiparazitiki
(avermektin), fungicidi (amfotericin B), insekticidi (spinozin) in imunosupresivi
(rapamicin) (Weissman in Leadlay, 2005). Tarée pomembne;jsih antibiotikov so: biosinteza
bakterijske celi¢ne stene, biosinteza bakterijskih proteinov in replikacija ter popravljanje
bakterijske DNA. Tarca nekaterih makrolidnih antibiotikov, ki vsebujejo deoksisladkorje
(kot je eritromicin), je biosinteza proteinov. Eritromicin deluje tako, da se veze na obro¢
peptidil-transferaze (50S ribosomalna podenota) in blokira tunel, ki usmerja nastajajoce
peptide stran od centra peptidil-transferaze, in tako prepreci sintezo proteinov (Yonath in
sod., 1987; Nissen in sod., 2000).

Biosinteza poliketidov se za¢ne s kondenzacijo preprostih tioestrov karboksilnih kislin v
poliketidno verigo, ki jo katalizirajo multidomenski kompleksi poliketid-sintaze (PKS).
PKS katalizirajo dekarboksilacijsko kondenzacijo s koencimom A (CoA) aktiviranih
tioestrov preprostin organskih kislin, kot so malonil-CoA, metilmalonil-CoA in
etilmalonil-CoA. Mehanizem biosinteze je podoben biosintezi mas¢obnih kislin, strukturna
kompleksnost poliketidov pa je ve€ja zaradi uporabe razli¢nih gradbenih enot, razli¢nih
stopenj redukcije po vsakem koraku kondenzacije, ciklizacije verig do t.i. aglikonov in
kiralnih centrov. Kompleksnost poliketidnih struktur Se dodatno povecajo tako imenovane
post-PKS reakcije oziroma pozne stopnje biosinteze, ki navadno sledijo po zakljuceni
sintezi poliketidne verige. Te specifiéne modifikacije vkljucujejo hidroksilacijo ali druge
oksidativne reakcije, metilacijo in glikozilacijo. Te modifikacije so v vecini primerov
bistvene za biolosko aktivnost poliketidnih spojin (Katz in Donadio, 1993; Liu in Thorson,
1994; Tang in McDaniel; 2001).

Klju¢ne encimske domene, ki sestavljajo PKS, so: aciltransferaza (AT), ki prepozna in
veze gradbeno molekulo na acil prenaSalni protein (ACP). ACP prenaSa rastoCo verigo
tako, da si jo ACP domene podajajo v sosledju po encimskem kompleksu s pomocjo
prozne fosfopanteteinske roke. Keto-sintaza (KS) katalizira reakcijo dekarboksilativne
kondenzacije med vstopajoco podaljsevalno enoto in rastoco verigo. V vsakem koraku
podaljSevanja lahko kondenzaciji sledi redukcija nastale B-keto skupine, ki je lahko
popolna ali delna. Pri redukciji sodelujejo domene keto-reduktaza (KR), dehidrataza (DH)
in enoil-reduktaza (ER) (Staunton in Weissman, 2001; Shen, 2003).
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Glede na strukturne znacilnosti lahko poliketid-sintaze (PKS) delimo na tri glavne tipe, tip
I, tip Il in tip III. Za PKS tipa I je znacilno, da so domene med seboj kovalentno povezane
(Staunton in Weissman, 2001). PKS tipa | podrobneje delimo na linearne/modularne PKS,
in iterativne PKS. Bistvena lastnost linearnin/modularnih PKS tipa | je, da so encimske
domene organizirane v module, pri ¢emer vsak modul katalizira eno stopnjo podaljSevanja
poliketidne verige. Rastoca veriga z vsakim modulom interagira samo enkrat, zato je
Stevilo ogljikovih atomov v verigi doloc¢eno s Stevilom modulov (Slika 4). Iterativne PKS
tipa I imajo en modul, sestavljen iz domen, ki so v interakciji z verigo uporabljeni veckrat
in so zan¢ilni za fungalne sisteme. Stevilo ¢lenov verige zato dolo¢a $tevilo ponovitev
(iteracij).

Slika 4: Sinteza poliketidne verige na linearni/modularni PKS tipa I (Staunton in Wilkinson, 1997: 2616).
Figure 4: Synthesis of polyketide chains on modular type | PKS (Staunton and Wilkinson, 1997: 2616).

Pri PKS tipa Il se posamezne domene ne nahajajo na isti polipeptidni verigi. Tudi pri tipu
Il gre za iterativne PKS, saj se pri sintezi poliketidne verige zaporedje reakcij na istih
domenah ponavlja. Ta tip PKS sintetizira aromatske poliketide, med katerimi so najbolj
znani tetraciklinski antibiotiki (Seow in sod., 1997; Javidpour in sod., 2011). PKS tipa Ill
so homodimerni encimi, med katerimi je najbolj znana kalkon sintaza. Sistem deluje
iterativno, eno samo aktivno mesto vsakega monomera Katalizira nalaganje gradnikov,
podaljSevanje in ciklizacijo. Kljub preprosti strukturi, sintetizirajo Sirok spekter spojin kot
so kalkoni, pironi in stilbeni. PKS tipa Il najdemo predvsem pri rastlinah, lahko pa tudi v
glivah in bakterijah (Yu in sod., 2012). Tip | in II PKS uporabljata acil prenasalni
protein(ACP) za aktivacijo acil CoA substratov in za usmerjanje rastoce verige, medtem
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ko PKS tipa Il nima ACP in deluje direktno na substrat acil CoA (Shen, 2003).

2.3 MAKROLIDNIANTIBIOTIK ERITROMICIN

Poliketid eritromicin je makrolidni antibiotik s Sirokim spektrom delovanja. Eritromicin in
njegove polsintezne derivate (klaritromicin, azitromicin, itd.) najpogosteje uporabljamo pri
zdravljenju infekcij zgornjih dihalnih poti (Miyatake in sod., 1991). Imajo podoben aktivni
spekter kot penicilin in se uporabljajo zlasti pri bolnikih, ki so na penicilin obcutljivi.
Makrolidi delujejo proti Gram-pozitivnim bakterijam, poleg tega se uporabljajo tudi proti
bakterijam Mycoplasma, Campylobacter in Legionella (Ribeiro in Ribeiro, 2005).
Mehanizem njihovega delovanja vkljucuje vezavo na 50S podenoto bakterijskega
ribosoma, s ¢imer inhibirajo sintezo proteinov (Vester in Douthwaite, 2001).

Molekula eritromicina (molekulska formula Cs7Hg7O13) je sestavljena iz 14-¢lenskega
makrolidnega obroca, na katerega sta pripeta dva deoksisladkorja, D-desozamin in L-
kladinoza (Slika 5). D-desozamin je vezan na peti ogljikov atom, L-kladinoza pa na tretji
ogljikov atom laktonskega obroca (Wiley in sod., 1957a). L-kladinoza je 3-O-metil eter
L-mikaroze (Howarth in Jones, 1967). Metilacija mikaroze se zgodi Sele, ko je sladkor ze
vezan na makrolaktonski obro¢ (Majer in sod., 1977).

g‘H; H;C‘\N,C‘H3
O
H:
(@) CH;
(H O. _CH,
~ "OH
H:C O0—R»
Eritromicin R, R,
ErA OH CH;
ErB H CHj
ErC OH H
ErD H H

Slika 5: Struktura eritromicina in medproduktov (Mironov in sod., 2004: 532).

Figure 5: Chemical structure of erythromycin A and its biosynthetic intermediates (Mironov et al., 2004:
532).

Za industrijsko proizvodnjo eritromicina se uporablja aktinomiceta Saccharopolyspora
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erythraea. Zaradi velikega ekonomskega pomena te bakterije so v celoti sekvencirali tudi
genom tipskega seva S. erythraea NRRL23338 (Oliynyk in sod., 2007). Pri biosintezi
eritromicina A (ErA) nastajajo tudi medprodukti eritromicin B (ErB), eritromicin C (ErC)
in eritromicin D (ErD). Med seboj se lo¢ijo po prisotnosti hidroksilne skupine (OH) na
dvanajstem ogljikovem atomu makrolaktonskega ogrodja ter prisotnosti metilne skupine
(CH3) na tretjem ogljikovem atomu sladkorja L-kladinoze (Slika 5) (Wiley in sod., 1957a,
1957b, 1957¢, Majer in sod., 1977). Izmed vseh $tirih navedenih oblik eritromicina, ima
najboljSo protimikrobno aktivnost ErA (Kibwage in sod., 1985), preostali trije pa se

Vv W

zmesi (Zou in sod., 2009a).

2.3.1 Genska skupina za biosintezo eritromicina

Kromosom S. erythraea je krozne oblike, vsebnost nukleotidov G in C v genomu je
71,1 %, sestavlja ga 8.212.805 baznih parov in vsebuje 7.198 predvidenih zaporedij, Ki
kodirajo proteine. Za genom S. erythraea je znacilen $irok spekter genov, ki so potencialno
vklju€eni v obrambo ali v razlicne odzive na stres. Z vidika evolucije je zanimiv dokaz za
horizontalni prenos genov, 20 restrikcijskih endonukleaz in osem mestno-specifi¢nih
metiltransferaz. Ceprav njihovih prepoznavnih mest samo na podlagi genskega zaporedja
ni mozno dolociti, predvidevajo, da bi lahko ti restrikcijski encimi predstavljali pomembno
oviro za vstop tuje DNA. V genomu sta prisotna tudi gena (pglY in pglZ), ki omogocata
odpornost pred okuzbo z bakteriofagi. V kromosomu S. erythraea so tudi Stevilni geni za
encime, ki omogocajo rezistenco na razli¢ne antibiotike (17 genov za B-laktamaze in
2 gena za makrolid esteraze) (Oliynyk in sod., 2007).

Geni za biosintezo eritromicina se na kromosomu S. erythraea nahajajo v genski skupini
(ery), podobno kot geni za veCino biosinteznih poti sekundarnega metabolizma.
Eritromicinska genska skupina vsebuje 20 genov. Geni za PKS, ki sodelujejo pri biosintezi
poliketidnega obroca, imajo oznako eryA, geni iz skupine eryB sodelujejo pri biosintezi in
vezavi mikaroze na makrolidni obro¢, pri biosintezi in vezavi desozamina na makrolidni
obro¢ pa sodelujejo geni iz skupine eryC. Vezava mikaroze in desozamina spadata med t.i.
pozne (post-PKS) modifikacije makrolaktonskega obroca. Poleg teh so v eritromicinski
genski skupini $e trije geni, ki kodirajo encime post-PKS modifikacij makrolaktona eryF,
eryG in eryK. V skupini ery je Se gen ermEg, ki kodira rRNA metilazo ribosoma, potrebno
za lastno rezistenco produkcijskega organizma na eritromicin ter dva gena orf5 in orf21,
katerih funkcija ni poznana. V osrednjem delu genske skupine (Slika 6) se nahajajo trije
geni PKS tipa | eryAl, eryAll in eryAlll, ki kodirajo velike multimodularne proteine
DEBS1, DEBS2 in DEBS3. Levo od osrednje PKS regije so trije geni eryB (eryBl, eryBlI
in eryBllIl), trije eryC geni (eryCl, eryCll in eryClll), poleg pa Se eryF (C-6 hidroksilaza),
eryG ( O-metil-transferaza), ermE in orf5. Desno od PKS regije so Stirje geni eryB (eryBlV,

10
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eryBV, eryBVI in eryBVII), trije eryC geni (eryClV, eryCV in eryCVl), gen eryK (C-12
hidroksilaza) in orf21(Weber in sod., 1990; Caffrey in sod., 1992; Summers in sod., 1997;
Reeves in sod., 1999). Predvideni geni za biosintezo mikaroze so eryBll, eryBlll, eryBIV
eryBVI, eryBVII in za vezavo mikaroze na lakton eryBV (Gaisser in sod., 1997; Summers
in sod., 1997; Bate in sod., 2000). Predvideni geni za biosintezo desozamina so eryCl,
eryClV, eryCV, eryCVI (Schell in sod., 2008) in za vezavo desozamina na lakton eryCllII
(Gaisser in sod., 1997; Summers in sod., 1997).

Genska skupina ery se prepisuje v obliki Stirih policistronskih mRNA: eryAl-eryG, eryBIV-
eryBVII, eryBVI-eryBVII in eryBlll-eryF. Identificirani sta bili tudi dve ve¢ji promotorski
regiji, ki prepisujeta gene za sintezo deoksisladkorjev na desni strani ery genske skupine.
Ti dve regiji omogocata sintezo prekrivajo¢ih prepisov. Prvi se za¢ne navzgor od eryBIV in
se razteza do eryBVII, drugi pa navzgor od eryBVI in se razteza do eryBVIl (Slika 6).
Mozni lokaciji za dva sekundarna promotorja sta v regiji med eryAl in eryAlll ter regija
navzgor od eryAlll. Funkcija orf5 ni znana, pokazali pa so, da ta gen ni kljucen za
produkcijo eritromicina (Weber in sod., 1990; Caffrey in sod., 1992; Summers in sod.,
1997; Reeves in sod., 1999). Tudi vloga gena eryBI (B-glukozidaza) zaenkrat ni poznana.
Prekinitev tega gena ni imela vpliva na biosintezo eritromicina pri S. erythraea, medtem ko
je prekinitev njegovega homologa pri Aeromicrobium erythreum, ki prav tako proizvaja
eritromicin, imela negativen vpliv na produkcijo (Reeves in sod., 2008).
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Slika 6: Shema genske skupine za sintezo eritromicina (Staunton in Weissman, 2001: 387).

Figure 6: Organization of the erythromycin biosynthetic gene cluster (Staunton and Weissman, 2001: 387).
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2.4  MEHANIZEM BIOSINTEZE ERITROMICINA

Eritromicin je makrolidni antibiotik, ki ga sintetizira linearna (modularna) PKS tipa I.
Multi-encimski kompleks eritromicinske PKS je sestavljen iz treh velikih polipeptidov
(priblizno 350 kDa vsak). Po zaklju¢ku podaljSevanja se eritromicinska poliketidna veriga
ciklizira v makrolaktonski obro¢ 6-deoksieritronolid B (6-dEB), ki je Se brez
protimikrobne aktivnosti. V t.i. post-PKS oziroma poznih stopnjah biosinteze nato
poteCejo modifikacije osnovnega makrolaktonskega obroca 6-dEB, ob ¢emer molekula
pridobi biolosko aktivnost (Cortes in sod., 1990; Donadio in sod., 1991). Da biosinteza
eritromicina lahko potece, so potrebne izhodne spojine (zacetna enota propionil-CoA,
podaljSevalna enota metilmalonil-CoA in glukoza), donorji funkcionalnih skupin (npr., S-
adenozil-L-metionin), NADPH in kofaktorji (npr. dvovalentni kovinski ioni) (Wiesmann in
sod., 1995; Fontecave in sod., 2004; Takahashi in sod., 2006). Te molekule v celici
nastajajo iz vira hranil s pomoc¢jo metabolnih reakcij primarnega metabolizma. Tako je
molekula eritromicina rezultat spleta mnogih metabolnih reakcij, kjer iz razli¢nih virov
hranil preko Stevilnih reakcij nastane kon¢ni produkt (Hertweck, 2009).

2.4.1 Biosinteza eritromicinske poliketidne verige

Biosintezo eritromicinske poliketidne verige Kkatalizira PKS tipa |. Za sintezo
makrolaktonskega obroca 6-dEB iz ene molekule propionil-CoA in Sestih molekul
metilmalonil-CoA (Wiesmann in sod., 1995) so potrebni zafetni — nanasalni modul, Sest
podaljsevalnih modulov in tioesterazna domena, ki sprosti rasto¢o verigo z encima. Moduli
so organizirani v tri velike multiencimske komplekse imenovane DEBS 1, DEBS 2 in
DEBS 3. Njihovo sintezo kodirajo geni eryAl, eryAll, eryAlll (Slika 7) (Cortes in sod.,
1990; Donadio in sod., 1991; Caffrey in sod., 1992; Donadio S. in Katz L., 1992).

Biosinteza 6-dEB se pri¢ne na zaCetnem — nanaSalnem modulu, kjer aciltransferazna
domena (AT) prepozna in veze propionil-CoA na acilprenasalni protein (ACP) (Slika 7).
Po vezavi propionata na ACP nanaSalnega modula, AT prvega podaljSevalnega modula
prepozna in veze metilmalonat ( iz [S]-metilmalonil-CoA ) na ACP modula 1, nato pa
ketosintaza (KS) katalizira reakcijo dekarboksilativne kondezacije, da nastane C-C vez
med propionatom (z ACP zacetnega modula) in metilmalonatom (s prvega podaljSevalnega
modula). Sledi redukcija nastale B-karbonilne skupine s ketoreduktazo (KR) v B-
hidroksilno skupino. Enako zaporedje reakcij se ponovi na modulu 2, s tem da se veriga
prenese z ACP modula 1. Na modulu 3 je zaradi odsotnosti KR kon¢ni produkt, B-
karbonilna skupina. Na modulu 4 se najprej ponovijo reakcije do nastanka B-hidroksilne
skupine, nato se sinteza nadaljuje na dehidratazi (DH) modula 4, ki katalizira nastanek
dvojne vezi s dehidracijo. Enoil reduktaza (ER) modula 4 reducira dvojno vez, do enojne
C-C vezi. Modula 5 in 6 veZeta na verigo Se dve enoti metilmalonil-CoA in reducirata
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nastalo B-keto skupino do B-hidroksilnih skupin. Z zadnjo reakcijo na modulu 6 se veriga
prenese z ACP na aktivno mesto tioesteraze (TE), Kjer pride do sprostitve verige in
so¢asno do njene ciklizacije v makrolakton, 6-dEB (Slika 7) (Cortes in sod., 1990;
Donadio in sod., 1991; Caffrey in sod., 1992; Donadio S. in Katz L., 1992; Aparicio, 1994;
Pereda in sod., 1998; Staunton, 1998; Tang in sod., 2006; Tang in sod., 2007; Cane, 2010).
Pri ciklizaciji molekule 6-dEB sodeluje tudi ACP z modula 6, ki vstavi verigo v aktivno
mesto (v obliki kanala) TE. VV aktivnem mestu se veriga pod vplivom interakcij med
funkcionalnimi skupinami verige in aktivnim mestom TE domene zvije v obro¢. Novo
nastale vodikove vezi med skupinami in aktivnim mestom, zagotovijo nastanek C-O vezi
med prvim ogljikovim atomom in kisikom hidroksilne skupine na trinajstem ogljikovem
atomu. Po koncani ciklizaciji se makrolaktonski obro¢ 6-deoksieritronolid B sprosti iz
aktivnega mesta (Tsai in sod., 2001).
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Slika 7: Biosinteza 6-dEB na PKS (ACP-acil prenasalni protein, AT-acil transferaza, KS-ketosintaza KR-
ketoreduktaza, DH-dehitrataza, ER-enoilreduktaza, TE-tioesteraza) (Wu in sod., 2002: 5061).

Figure 7: Assembly of 6-dEB, on a modular polyketide synthase (AT-adenyltransferase, KS-ketosynthase,
ACP-acyl carrier protein, KR-ketoreductase, DH-dehydratase, ER-enoyl reductase, TE-thioesterase) (Wu et
al., 2002: 5061).

2.4.2 Pozne stopnje biosinteze eritromicina
S serijo reakcij v poznih stopnjah biosinteze se neaktivna molekula aglikona 6-dEB

pretvori v eritromicin A, molekulo z antibioti¢no aktivnostjo (Slika 8). Pri tem so klju¢ne
encimske aktivnosti hidroksilaz, glikoziltransferaz in metiltransferaz. VV pozne stopnje
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uvrS¢amo tudi dve seriji reakcij za biosintezo dveh deoksisladkorjev D-desozamina in  L-
mikaroze, ki se potem vezeta na 6-dEB. Po vezavi se L-mikaroza metilira, tako da je v
molekuli eritromicina A vezan sladkor L-kladinoza (Staunton, 1998; Mironov in sod.,
2004).

24.2.1 Hidroksilacija 6-dEB

Prva modifikacija 6-dEB po ciklizaciji makrolidnega obroca je vezava hidroksilne skupine
na Sesti ogljikov atom (Slika 8), s Cimer nastane eritronolid B. Reakcijo katalizira encim
EryF iz druzine citokromov P450. Reakcija poteka preko naslednjih stopenj: vezava
substrata, prenos elektronov ter oksidacija substrata. Citokromi P450 vsebujejo obic¢ajno
prosteticno skupino hem, ki deluje kot donor aktivnega kisikovega atoma med oksidacijo
substrata (Chang in sod., 1996). Pri reakciji, ki jo katalizira encim EryF (Weber in sod.,
1991), je vir elektronov, potrebnih za redukcijo O, vezanega na zelezo, NAD(P)H. Nastala
peroksidna skupina (O-O) je protonirana, kar omogoCi cepitev nestabilne vezi med
kisikoma (Nagano in sod., 2005).

1 Propionil CoA HE
+

A
P—
6 Metilmalonil CoA 0

6-deoksieritronolid B eritronolid B

Eritromicin A

Eritromicin B

Slika 8: Pozne stopnje biosinteze eritromicina A (Summers in sod., 1997: 3252).

Figure 8: Second phase of erythromycin A biosynthesis (Summers et al., 1997: 3252).
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24.2.2 Vezava mikaroze na makrolaktonski obro¢

V naslednji fazi biosinteze se na hidroksilno skupino, tretjega ogljikovega atoma v
molekuli eritronolida B (Slika 8) veze aktiviran deoksisladkor TDP-L-mikaroza. Reakcijo,
pri kateri nastane 3-a-mikarozileritronolid B, katalizira encim mikaroziltransferaza iz
skupine glikoziltransferaz, EryBV (Gaisser in sod., 1997; Summers in sod., 1997; Salah-
Bey in sod., 1998; Zhang in sod., 2007). Glikoziltransferaze za donorje funkcionalnih
skupin uporabljajo aktivirane oblike sladkorjev, vezanih na TDP. Encim prenese
funkcionalno skupino sladkorja na akceptorsko molekulo (v primeru biosinteze
eritromicina makrolaktonski obro¢) (Coutinho in sod., 2003).

Biosinteza dTDP-L-mikaroze

TDP-L-mikaroza spada med sladkorje, aktivirane z vezavo na timidin difosfat, ki so
najbolj strukturno raznolik razred nukleotidnih sladkorjev (aktivirane oblike sladkorjev), ki
jih najdemo v naravi. Poleg gradbenih molekul za mnoge bakterijske polisaharide, se TDP-
sladkorji uporabljajo tudi kot donorji sladkorjev pri biosintezi razli¢nih glikoziliranih
produktov. Ve¢ina poznanih TDP-sladkorjev so 6-deoksiheksoze in pri mnogih od njih, na
drugem, tretjem ali ¢etrtem ogljikovem atomu piranoznega obroca ni prisotnega kisikovega
atoma. Kombinacija razli¢nih modifikacij in odsotnost kisika na enem ali ve¢ mestih,
vodijo do velike raznolikosti struktur TDP-sladkorjev. Vsi naravni TDP-sladkorji nastanejo
iz glukoze-1-fosfata, ki se v dveh korakih pretvori do timidindifosfat-4-keto-6-
deoksiglukoze (TDP-4-keto-6-deoksi-glukoza) (Thibodeaux in sod., 2004).

Biosinteza deoksisladkorjev dTDP-L-mikaroze in dTDP-D-desozamina iz izhodne spojine
TDP-4-keto-6-deoksiglukoza poteka z encimi, ki jih kodirajo geni iz skupin eryB in eryC.
Pri biosintezi dTDP-L-mikaroze (Slika 9) prvo reakcijo, izomerizacijo TDP-4-keto-6-
deoksiglukoze na petem ogljikovem atomu, katalizira encim EryBVII. Produkt reakcije je
L-enantiomer. Drugi korak sinteze je dehidracija, ki jo katalizira encim EryBVI 2,3-
dehidrataza. Do dehidratacije pride na drugem in tretjem ogljikovem atomu, pri ¢emer se s
tretjega odcepi vodikov ion, z drugega pa hidroksilna skupina. Naslednji, tretji korak
sinteze je redukcija dvojne vezi med drugim in tretjim ogljikovim atomom, ki jo katalizira
protein EryBIl (Salah-Bey in sod., 1998). Rezultat reakcij dehidracije (drugi korak) in
redukcije (tretji korak) na drugem in tretjem ogljikovem atomu je odstranitev kisika z
drugega ogljikovega atoma. Naslednji, Cetrti korak je metilacija na tretjem ogljikovem
atomu. Encim, ki je kodiran z genom eryBlll, je bil identificiran kot od S-
adenozilmetionina odvisna metiltransferaza (Gaisser in sod., 1998). Poleg tega je encim
EryBIll podoben encimu TyICIllI iz S. fradiae (70 % identiteta sekvence), ki tudi sodeluje
pri biosintezi L-mikaroze in je domnevno od S-adenozilmetionina odvisna metiltransferaza
(Chen in sod., 2001). Zadnja, peta reakcija biosinteze L-mikaroze je redukcija keto skupine
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na Cetrtem ogljikovem atomu, ki jo katalizira encim EryBIV. Encim je podoben encimu
TylCIV iz S. fradiae (49 % identiteta sekvence), ki tudi sodeluje pri biosintezi L-mikaroze.
Encim EryBIV je podoben tudi dTDP-glukoza-4,6-dehidratazi iz S. fradiae in S. griseus.
Del N-terminalne regije encima EryBIV se dovolj ujema z N-terminalno regijo encima
dTDP-glukoza-4,6-dehidrataze iz S. erythraea, na katero se domnevno veze kofaktor
NAD"(Gaisser in sod., 1997; Summers in sod., 1997; Gaisser in sod., 1998; Bate, 2000;
Doumith in sod., 2000). Opisana biosintezna pot mikaroze Se ni ustrezno znanstveno
potrjena, zato je to predlagana pot.
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Slika 9: Predlagana biosintezna pot dTDP-L-mikaroze v Streptomyces fradiae, v oklepaju so geni za
biosintezo v S. erythraea (Gaisser in sod., 1997: 248; Summers in sod., 1997: 3256; Bate in sod., 2000: 142;
Mironov in sod., 2004: 532).

Figure 9: Proposed biosynthetic route to dTDP-L-mycarose in Streptomyces fradiae, in brackets are genes for
biosynthesis in S. erythraea (Gaisser et al., 1997: 248; Summers et al., 1997: 3256; Bate et al., 2000: 142;
Mironov et al., 2004: 532).
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2423 Vezava dezozamina na makrolaktonski obro¢

Tretjo post-PKS reakcijo katalizira encim desozaminiltransferaza, glikoziltransferaza, ki
veze TDP-D-desozamin na peti ogljikov atom makrolaktonskega obroca (Slika 8) in tako
pretvori oa-mikarozileritronolid B v eritromicin D, prvi biosintezni intermediat s
protimikrobno aktivnostjo. Desozaminil-transferazo kodira gen eryClll (Gaisser in sod.,
1997; Summers in sod., 1997; Salah-Bey in sod., 1998). Osnovni mehanizem reakcije je
enak kot pri vezavi mikaroze (poglavje 2.4.2.2). Pri reakciji sodeluje tudi protein iz
skupine citokromov P450 EryCII (Yuan in sod., 2005; Moncrieffe in sod., 2012), ki se veze
na EryCIII in tako omogoci stabilizacijo strukture EryCIII ter vezavo substrata na aktivno
mesto. EryCII pri katalizi deluje kot alosteri¢ni aktivator. Za razliko od mikaroziltransferze
EryBV je desozaminiltransferaza EryClIl zelo selektivna do nukleotidnih sladkorjev in do
makrolidnih obrocev. To nakazuje, da vrstni red glikozilacije v vecji meri doloca
specificnost EryCIII do makrolaktonskega obroca (Lee in sod., 2004; Yuan in sod., 2005;
Moncrieffe in sod., 2012). EryCII se strukturno zelo razlikuje od obicajnih citokromov
P450. Najbolj ocitna razlika je odsotnost cisteina, ki pri obicajnih citokromih P450
omogoca vzdolzno vezavo funkcionalne skupine na hem, zatorej nima obicajne aktivnosti
citokromov P450.

Biosinteza dTDP-D-desozamina

D-desozamin je pomemben deoksiamino-sladkor, ki je poleg eritromicina prisoten tudi v
drugih makrolidnih antibiotikih kot so oleandomicin, pikromicin in megalomicin (Tang in
McDaniel, 2001).

Biosinteza dTDP-D-desozamina (Slika 10) se pricne z od pirodoksal fosfata-odvisno
dehidratazo EryCIV, ki s transaminacijo tvori 4-aminosladkor (Salah-Bey in sod., 1998;
Zhao in sod., 2001; Schell in sod., 2008). Sledi deaminacija z encimom EryCV dTDP-4,6-
deoksi-heksoza-3,4-reduktaza. Pri tem nastane produkt 3-keto-4,6-deoksiheksoza (Salah-
Bey in sod., 1998; Szu in sod., 2005; Schell in sod., 2008). Sledi tretja reakcija, pri kateri
3-aminotransferaza EryCl veze aminoskupino na tretji ogljikov atom. Pri tem kot kofaktor
sodeluje pirodoksal fosfat. Od SAM odvisna metiltransferaza EryCVI, katalizira zadnjo
reakcijo pri biosintezi L-desozamina, pri kateri pride do vezave dveh metilnih skupin na
aminoskupino na tretjem ogljikovem atomu (Salah-Bey in sod., 1998; Schell in sod.,
2008). Opisana biosintezna pot desozamina Se ni ustrezno znanstveno potrjena, zato je to
predlagana pot.
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Slika 10: Predlagana biosintezna pot dTDP-D-desozamina v S. erythraea (Schell in sod., 2008: 3316).
Figure 10: Proposed biosynthetic route dTDP-D-desosamine in S. erythraea (Schell in sod., 2008: 3316).

24.2.4 Hidroksilacija in metilacija eritromicina D

V zadnjih dveh reakcijah biosinteze se eritromicin D (ErD) pretvori v eritromicin A (ErA)
(Slika 11). Najprej EryK hiroksilaza iz skupine citokromov P450 katalizira hidroksilacijo
ErD na dvanajstem ogljikovem atomu makrolaktonskega obroca (Slika 11), do ErC, nato
pa EryG, od S-adenozilmetionina odvisna O-metiltransferaza, metilira mikarozo na tretjem
ogljikovem atomu (Slika 11) in tako pretvori ErC v ErA. Reakciji lahko poteceta tudi v
obratnem vrstnem redu zaradi delovanja proteina EryG na ErD. Pri tem nastane
medprodukt ErB, ki pa predstavlja slab substrat za protein EryK. Spektrofotometri¢ni test
vezave je pokazal, da se ErD na EryK veze 20-krat mocneje kot ErB. Metilacija
hidroksilne skupine na mikarozi v ErB ima izrazit vpliv na jakost vezave substrata na
aktivno mesto EryK (Lambalot in sod., 1995). Kristalna struktura encima EryK je
omogocila tudi vpogled v mehanizem hidroksilacije. Pri prepoznavanju substrata ErD ima
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klju¢no vlogo sidranje dveh sladkorjev (desozamina in mikaroze), ki sta vezana na
makrolaktonski obro¢. Desozamin interagira v glavnem z zanko na C-terminalnem koncu
encima. Mikaroza se na encim veze s Stirimi vodikovimi vezmi. Vezavi substrata sledi
zaprtje dveh "rok”, zanke in helikaz. Metilna skupina na mikarozi v ErB ovira popolno
zapiranje "rok,” kar posledi¢no vpliva na slabSo vezavo substrata (Savino in sod., 2009).
Hidroksilaza EryK se po strukturi razlikuje od hidroksilaze EryF, vendar imata oba encima
enak katalitski mehanizem (Stassi in sod., 1993; Lambalot in sod., 1995).

Protein EryG spada med od S-adenozil-L-metionina (SAM) odvisne O-metiltransferaze, ki
katalizirajo prenos aktivirane metilne skupine s SAM na dusikov, ogljikov, kisikov ali
zveplov nukleofil v razlicnih molekulah. Encimsko katalizirana metilacija potece z
nukleofilnim napadom tarénega atoma na aktivno metilno skupino SAM, pri cemer nastane
stranski produkt S-adenozil-L-homocistein (Woodard in sod., 1980; Ho in sod., 1991), Ki
pri mnogih od SAM odvisnih O-metiltransferazah inhibira reakcijo (Weidner in sod.,
1998). S Cezmernim izrazanjem genov eryK in eryG so uspeli povecati stopnjo pretvorbe
medproduktov ErD, ErC in ErB do ErA v €asu biosinteznega procesa. Rezultat povecanja
Stevila kopij teh dveh genov v razmerju 3:2 (eryK/eryG), je omogocil skoraj popolno
odstranitev ErB in ErC ter povecanje produkcije ErA za 25 % v rekombinantnem sevu
(Chen in sod., 2008).

Slika 11: Zadnji dve stopnji biosintezne poti eritromicina in strukture ErA, ErB, ErC in ErD. Krogi
oznacujejo spremebe (Chen in sod., 2008: 1821).

Figure 11: Final two stages of the erythromycin biosynthetic pathway and structures of ErA, ErB, ErC and
ErD. Circles highlight changes (Chen et al., 2008: 1821).

19



Kirm B. Pozne stopnje biosinteze eritromicina pri aktinobakteriji Saccharopolyspora erythraea.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

2.4.3 Oskrba z gradbenimi enotami za biosintezo eritromicina

Biosinteza eritromicina predstavlja kompleksno mrezo metabolnih reakcij. Poleg
usklajenega delovanja Stevilnih biosinteznih encimov (opisano v poglavju 2.4.1 in 2.4.2) je
za ucinkovito biosintezo nujna tudi ustrezna oskrba s substrati, ki jih vefinoma
zagotavljajo katabolne metabolne poti v organizmu (Beppu, 1992; Vining, 1992). Pri
aerobnih bakterijah je osrednja metabolna pot citratni cikel, ki je poleg ostalih metabolnih
poti, kot so glikoliza, pentoza-fosfatna pot, razgradnja aminokislin in druge, pomemben vir
metabolnih intermediatov (Kornberg, 1966; Pronk in sod., 1996; Owen in sod., 2002;
Papagianni, 2012). V grobem imajo intermediati v metabolizmu vlogo prenasalcev energije
ali redukcijskega potenciala (npr., ATP, NADH in NADPH) ali pa vlogo izhodnih spojin
(npr., glukoza 6-fosfat, glukoza 1-fosfat in piruvat). Izhodne spojine se porabljajo za
sintezo novih bolj kompleksnih molekul (Maitra in sod., 2001, Csete in Doyle, 2004,
Smith in Morowitz, 2004; Han S. O. in sod., 2007).

Izhodne spojine, ki vstopajo v biosintezno pot eritromicina, so propionil-CoA in
metilmalonil-CoA za biosintezo makrolaktonskega obroca ter TDP-4-keto-6-deoksiglukoza
za biosintezo deoksisladkorjev. Pomembna molekula, ki vstopa v biosintezno pot, je tudi
SAM, ki pri razli¢nih reakcijah sodeluje kot donor metilne skupine (Wiesmann in sod.,
1995; Fontecave in sod., 2004; Takahashi in sod., 2006).

2431 Oskrba s propionil-CoA in metilmalonil-CoA

Biosinteza poliektidne verige eritromicina se za¢ne z molekulo propionil-CoA in nadaljuje
s klaisenovo kondenzacijo Sestih molekul [S]-metilmalonil-CoA (Friedman in sod., 1964).
Te molekule lahko v aktinomicetah izvirajo iz ve¢ razlicnih metabolnih poti (Slika 12).
Propionil-CoA je lahko produkt B-oksidacije neparnih in razvejanih mascobnih kislin,
razgradnje aminokislin izolevcin in metionin, razgradnja holesterola, dekarboksilacija [R]-
metilmalonil-CoA in pretvorbe eksogenega propanola (Gottschalk, 1986; Tang in sod.,
1994; Chan in sod., 2009). Pri pretvorbi eksogenega propanola se ta najprej pretvori v
propionat s propionil-kinazo, nato pa s propionil-CoA-sintazo v propionil-CoA (Chen in
sod., 2013a).

Viri [S]-metilmalonil-CoA so izomerizacija sukcinil-CoA (intermediat citratnega cikla) z
metilmalonil-CoA mutazo karboskilacija propionil-CoA, degradacija aminokisline valin, in
v nekaterih bakterijah tudi konverzija acetoactil-CoA preko krotonil-CoA odvisne poti
(Chan in sod., 2009). Pri pretvorbi sukcinil-CoA v S-metilmalonil-CoA, metilmalonil-CoA
mutaza najprej katalizira pretvorbo sukcinil-CoA v [R]-metilmalonil-CoA (Kellermeyer in
sod., 1964; Vlasie and Banerjee, 2003). [R]-metilmalonil-CoA se nato pretvori v gradnik
eritromicina, [S]-metilmalonil-CoA s pomocjo epimeraze (Cane in sod., 1986). Druga pot
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sinteze [S]-metilmalonil-CoA je karboksilacija propionil-CoA, ki jo katalizira propionil-
CoA-karboksilaza (Hunaiti in Kolattukudy, 1982; Hunaiti in Kolattukudy, 1984; Jung in
sod., 2011). Koncentraciji propionil-CoA in metilmalonil-CoA sta med seboj povezani. Pri
tem ima velik vpliv citratni cikel, saj je reakcija, ki jo katalizira metilmalonil-CoA mutaza
(MCM) reverzibilna, zato se lahko nastali metilmalonil-CoA steka nazaj v citratni cikel
(Donadio in sod., 1996; Revees in sod., 2004). Analize sevov S. erythraea z inaktivirano
oziroma ¢ezmerno izrazeno MCM so pokazale, da v gojiscu z ogljikovimi hidrati MCM
pretvarja metilmalonil-CoA v sukcinil-CoA, ki se nato metabolizira v citratnem ciklu,
medtem ko v gojisc¢u z oljem reakcija poteka v nasprotni smeri. Sev z inaktivirano MCM
(mutacije na mutB, meaB, SeORF5) ima zato v gojisc¢u z ogljikovimi hidrati kot glavnim
virom ogljika visjo produkcijo eritromicina od seva divjega tipa. Zanimivo pa je, da ima v
enakem gojiS€u tudi sev s podvojenim MCM operonom vi§jo produkcijo v primerjavi z
divjim sevom. Predvidevajo, da lahko regulatorni gen mutR, ki je prav tako prisoten v
MCM operonu, vpliva tudi na druge relevantne metabolne poti v celici in s tem na
produkcijo eritromicina (Revees in sod., 2006; Revees in sod., 2009).
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Slika 12: Biosintezne poti propionil-CoA in metilmalonil-CoA v aktinomicetah (Bott in sod., 1997: 591,
Bermudez in sod., 1998: 78; Chan in sod., 2009: 35).

Figure 12: Routes of formation of propionyl-CoA and methylmalonyl-CoA reported in actinomycetes (Bott et
al., 1997: 591; Bermudez et al., 1998: 78; Chan et al., 2009: 35).
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2.4.3.2 Biosinteza izhodne spojine timidin difosfat-4-keto-6-D
deoksiglukoza

Izhodna spojina za sintezo obeh deoksisladkorjev, ki sodelujeta pri biosintezi eritromicina,
L-mikaroze in D-desozamina, je timidin difosfat-4-keto-6-deoksiglukoza (TDP-4-keto-6-
deoksiglukoza). Sintetizira se iz TDP-D-glukoze, ki se tvori iz glukoze-1-fosfata in timidin
trifosfata (TTP) (Takahashi in sod., 2006). Pri bakterijah se glukoza-1-fosfat sintetizira iz
glukoza-6-fosfata z reakcijo, ki jo katalizira fosfoglukomutaza (Slika 13) (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). Za sintezo glukoza-6-fosfata
potrebuje encim glukokinaza: glukozo, donor fosfatne skupine (npr., ATP, GTP in UTP) in
dvovalentni kovinski ion. Bakterijske glukokinaze kaZejo zelo ozko specifi¢nost do
substrata, izrazanje encima pa se inducira samo z glukozo. Glukoza-6-fosfat lahko nastaja
tudi v drugih metabolnih poteh (npr. razgradnja 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 13: Aktivacija glukoze in sinteza TDP-4-keto-6-deoksi-D-glukoze (White-Phillip in sod., 2009: 16,18).

Figure 13: Glucose activation and syntesis of TDP-4-keto-6-deoxy-D-glucose (White-Phillip et al., 2009:
16,18).
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Glukoza-1-fosfat se nato z encimom glukoza-1-fosfat timidilil transferaza pretvori v TDP-
D-glukozo. Da lahko reakcija potece, se na aktivno mesto encima glukoza-1-fosfat timidilil
transferaza najprej veze TTP, nato glukoza-1-fosfat in ob prisotnosti Mg®* nastaneta TDP-
D-glukoza in pirofosfat (Ma in sod., 1997; Sivaraman in sod., 2002; Han in sod., 2006). Pri
naslednji reakciji se TDP-D-glukoza z encimom TDP-D-glukoza 4,6-dehidrataza pretvori v
TDP-4-keto-6-deoksiglukozo (Lombo in sod., 1997; Doumith in sod., 2000). Po vezavi
substrata na encim, pote¢e konverzija v dveh fazah. Prva faza je oksidacija hidroksilne
skupine na ogljikovem atomu sladkorja v keto-skupino, pri ¢emer odcepljeni vodikov ion
reducira NAD" v NADH. V drugi fazi se s $estega ogljikovega atoma odcepi hidroksilna
skupina, po vezavi vodikovega iona z NADH pa nastane metilna skupina in s tem kon¢ni
produkt (Vara in Hutchinson, 1988; Allard in sod., 2004). Aktivnost TDP-D-glukoza 4,6-
dehidrataze regulirajo fosforilirani timidin nukleotidi (TTP, TDP in TMP), med katerimi jo
najmoc¢neje inhibira TDP, konéni produkti pa nimajo inhibitornega u¢inka (Wang in
Gabriel, 1969; Zarkowsky in sod., 1970; Thompson in sod., 1992).

Kot ze omenjeno v poglavjih 2.4.2.2 in 2.4.2.3 je TDP-4-keto-6-deoksiglukoza izhodna
spojina za biosintezo mikaroze in desozamina (Salah-Bey in sod., 1998), hkrati pa tudi
ramnoze, ki je gradnik celi¢nih sten bakterij (Shibaev, 1987; Doumith in sod., 1999;
Madduri in sod., 2001). Pri S. erythraea so pokazali, da je aktivnost encima TDP-glukoza
4,6-dehidrataza, najvisja v ¢asu produkcije eritromicina (Vara in Hutchinson, 1988; Linton
in sod., 1995). Ugotovili so tudi, da je poleg gena SACE_6480, ki kodira encim TDP-
glukoza 4,6-dehidratazo v istem operonu tudi gen SACE_6479 (Linton in sod., 1995;
Oliynyk in sod., 2007).

2433 S-adenozil-L-metionin, donor metilne skupine

Pri biosintezi eritromicina ima pomembno vlogo tudi oskrba s S-adenozil-L-metioninom
(SAM), ki predstavlja najpomembnejsi vir metilne skupine pri reakcijah, ki jih katalizirajo
metilaze EryBlIl, EryCVI, EryF in EryG (Fontecave in sod., 2004). Pri sintezi SAM iz
aminokisline L-metionin in ATP, sodeluje encim metionin adenozil-transferaza. Pri reakciji
se adenozilna skupina iz ATP prenese na L-metionin, da nastane sulfonijev ion, ki je
visokoenergijski reagent in lahko prenese metilno skupino na substrat. Koncni produkti
reakcije so poleg SAM Se pirofosfat (PP;) in anorganski fosfat (P;), Da reakcija lahko
potede, encim 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). Metionin
adenozil-transferaza je evolucijsko zelo dobro ohranjen encim (Kotb in Geller, 1993), saj
reakcija poteka po enakem mehanizmu tako v E. coli (Tabor in Tabor, 1964) kot v
Saccharomyces cerevisiae (Chiang in Cantoni, 1977) in tudi jetrih sesalcev (Lombardini in
sod., 1973).
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2.5 REGULACUABIOSINTEZE SEKUNDARNIH METABOLITOV

Tako v S. erythraea kot tudi drugih bakterijah je produkcija antibiotikov regulirana glede
na fazo zivljenjskega cikla, koli¢ino hranil in druge okoljske vplive (Yang in sod., 1995).
Okoljski vplivi povzro¢ijo nastanek znotrajcelicnih signalov, ki poleg produkcije
antibiotikov lahko inducirajo tudi morfoloSko diferenciacijo ter sintezo sekundarnih
metabolitov. Signali se lahko prenasajo preko signalnih molekul, ki se vezejo na
regulatorne proteine in tako vplivajo na njihovo delovanje. Na primer, z vezavo signalne
molekule na represor, ki blokira transkripcijo operona, se ta sprosti z operona in omogoci
transkripcijo gena. Signalne molekule so pri aktinomicetah pogosto: y-butirolaktoni,
aminokisline, ko dosezejo koncentracijsko neravnovesje in visoko fosforiliran nukleotid
gvanozin tetrafosfat ppGpp (Sanchez in Demain, 2002; Sanchez in sod., 2010). Biosinteza
antibiotikov je regulirana tudi preko regulatornih genov/proteinov z razlicnim obmocjem
regulacije.

Prepleteno mrezo regulatornih interakcij lahko delimo na t. i. globalno regulacijo
(pleiotropna) in pot-specificno regulacijo. Globalni regulatorji glede na fazo rasti in
razmere v okolju regulirajo enega ali ve¢ razli¢nih fizioloskih procesov Vv celici. Pot-
specifi¢ni regulatorji prenaSajo globalne signale in regulirajo eno fiziolosko funkcijo
(Chater in Horinouchi, 2003; Martinez-Antonio in Collado-Vides, 2003, Bibb, 2005). V
genskih skupinah za biosintezo antibiotikov so poleg genov za biosintezo prisotni tudi geni
za rezistenco na antibiotik in obi¢ajno tudi eden ali ve¢ pot-specifi¢nih regulatornih genov,
ki regulirajo transkripcijo genov iz skupine v kateri se nahajajo (Yang in sod., 1995;
Cundliffe, 2006). Primer tak$ne organizacije je genska skupina za biosintezo tilozina v
Streptomyces fradiae, ki je s petimi regualtornimi geni, ena najbolj kompleksno
reguliranih. Produkti teh genov kazejo homologijo z y-butirolaktoni in pot-specifi¢nimi
regulatornimi proteini iz druzine SARP (Cundliffe, 2008). V nasprotju s prevladujo¢o
strukturo genskih skupin pa pri S. erythraea v genski skupini za biosintezo eritromicina ni
prisotnega pot-specifi¢énega regulatorja (Oliynyk in sod., 2007).

25.1 Vloga globalne (pleiotropne) regulacije pri biosintezi
sekundarnih metabolitov

Globalna regulacija deluje na visji ravni regulacije ter vpliva na mnoge celi¢ne procese v
primarnem in sekundarnem metabolizmu. Sem spada tudi regulacija biosinteze
sekundarnih metabolitov preko regulatornih proteinov in tudi signalnih molekul, kot je
prikazano v nadaljevanju.
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Zelo pomembna skupina regulatornih proteinov, ki poleg biosinteze sekundarnih
metabolitov regulirajo tudi druge procese v celici so produkti regulatornih genov bid.
Regulatorji iz skupine bld kodirajo razli¢ne vrste produktov kot so tRNK in sigma faktorje
ter Stevilne transkripcijske faktorje, njihova skupna lastnost pa je, da sodelujejo pri
regulaciji morfoloske diferenciacije substratnega micelija v zra¢ni micelij, zato mutacije v
teh genih vodijo do t.i. »bald« fenotipa brez zraénega micelija. Stevilni bld geni poleg
vloge pri metabolizmu in morfoloskih spremembah vplivajo tudi na produkcijo
antibiotikov (Elliot in sod., 2001). Posebej pomembna je vloga gena bldD pri regulaciji
biosinteze eritromicina v S. erythraea. Genska skupina za biosintezo eritromicina lezi na
kromosomu na sredini regije v kateri je vecina esencialnih genov (Oliynyk in sod., 2007)
in ne vsebuje pot-specifi¢nih regulatornih genov (Slika 6). Gen bldD lezi na robu osrednje
regije, 1,5 Mb od ery genske skupine. Mutirani sevi S. erythraea, s prekinjenim genom
bldD niso tvorili zratnega micelija in spor, bistveno pa se je zmanjsala tudi produkcija
eritromicina. Ta rezultat in pa dokazana vezava BlIdD na promotorske regije genov iz
genske skupine ery kazeta, da je BIdD pozitivni regulator biosinteze eritromicina (Chng in
sod., 2008).

y-butirolaktoni so globalno delujoce signalne molekule, ki se med seboj lo¢ijo po dolZini,
razvejanosti in stehiometriji mascobnih kislin v stranskih verigah, pogosto inducirajo
produkcijo in transport antibiotikov, rezistenco, sporulacijo in v nekaterih primerih
diferenciacijo. Vezejo se na receptorske proteine, Ki represirajo transkripcijo DNA, kot je
na primer ArpA pri S. griseus. Vsak receptorski protein je visoko specifi¢en za posamezen
y-butirolakton (Horinouchi, 2002; Takano, 2006; Kato in sod., 2007). Za indukcijo
transkripcije so potrebne nanomolarne koncentracije y-butirolaktonov (Takano, 2006).

Regulacija, pri kateri sodeluje ppGpp, temelji na bifunkcionalnem encimu RelA/SpoT, ki
bodisi sintetizira ali pa razgrajuje (hidrolizira) ppGpp, zato se lahko bakterije hitro
odzivajo na spremembe v okolju. Pri S. clavuligerus in S. coelicolor je pri pogojih z
omejenim duSikom ali fosfatom ta regulacija potrebna za biosintezo antibiotikov
(Chakraburtty in Bibb, 1997; Jin in sod., 2004). Obsezne Studije na E. coli so potrdile
vlogo signalnega nukleotida ppGpp kot globalnega regulatorja transkripcije genov v
pogojih pomanjkanja hranil. Spremembe v koncentraciji ppGpp lahko neposredno
regulirajo aktivnost RNA-polimeraze (Jishage in sod., 2002; Potrykus in Cashel, 2008).

2.5.2 Pot-specificna regulacija biosinteze sekundarnih metabolitov

Pot-specifi¢ni regulatorji predstavljajo najniZjo raven regulacije, saj so najveckrat zadnji
¢len v regulatorni kaskadi. Nahajajo se znotraj genskih skupin za biosintezo sekundarnih
metabolitov, najpogosteje kodirajo transkripcijske regulatorje biosinteznih genov v isti
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genski skupini. Pripadajo razli¢nim druzinam, med katerimi so najpogostejse:

Regulatorni proteini druzine LAL (angl. Large ATP-binding regulators of the LuxR
family) so transkripcijski regulatorji. Na aminoterminalnem koncu vsebujejo
vezavno mesto za nukleotid trifosfat, na karboksiterminalnem koncu pa motiv HTH
(ang. helix-turn-helix) mesti za vezavo na DNA, ki je znacilno za druzino proteinov
LuxR. Regulatorji LAL regulirajo biosintezo poliketidov tipa | in glikopeptidov
(Bibb, 2005), do sedaj pa so jih identificirali samo pri aktinomicetah, npr. pri
Streptomyces tsukubaensis - regulator fkbN za biosintezo FK506 (Goranovi¢ in
sod., 2012), Pseudonocardia autotrophica - regulator nppRIIl za biosintezo NPP
(angl. Nystatin-like Pseudonocardia polyene) (Jeon in sod., 2011), Streptomyces
avermitilis - regulator aveR regulira biosintezo avermektina (Kitani in sod., 2009)
in Streptomyces hygroscopicus - regulator rapH za biosintezo rapamicina (Kuscer
in sod., 2007). V vseh navedenih primerih je manipulacija regulatornega gena
vplivala na biosintezo oziroma donos ciljnega produkta.

Regulatorne proteine druzine SARP (angl. Streptomyces antibiotic regulatory
protein) so nasli samo v aktinomicetah, ve¢ino izmed njih v streptomicetah. So
transkripcijski aktivatorji in regulirajo biosintezo pB-laktamov, aromatskih
poliketidov, ki jih sintetizirajo PKS tipa | itd. Regulatorji vsebujejo N-terminalno
HTH DNA vezavno regijo. Mnogi regulatorji iz te skupine prepoznajo zaporedje
sedmih nukleotidov v promotorski regiji genov, ki jih regulirajo (Bibb, 2005).
Prisotnost regulatorjev iz druzine SARP so dokazali Ze pri Stevilnih sevih, kot so
Streptomyces coeruleobidus - regulator dnrl za biosintezo daunorubicina (Yuan in
sod., 2011), Streptomyces aureofaciens - regulator aurlPR3 za biosintezo auricina
(Novakova in sod., 2011), Streptomyces viridifaciens - regulator viml za biosintezo
valanimicina (Garg in Parry, 2010) in Nocardia uniformis - regulator NocR za
biosintezo nokardicina A (Davidsen in Townsend, 2009). V vseh primerih je
prekinitev regulatornega gena ustavila ali zmanjSala biosintezo produkta.

DruzZina regulatornih proteinov LTTR (ang. LysR-type transcriptional regulators) je
najbolj razsirjena druzina pot-specifi¢nih transkripcijskih regulatorjev pri
prokariontih. Regulirajo razli¢ne celicne funkcije, kot so gibanje, metabolizem,
zaznavanje celi¢ne gostote in virulenco. Vsebujejo ohranjeno N-terminalno HTH
DNA-vezavno domeno in C-terminalno domeno, ki sodeluje pri vezavi signalnih
molekul. Njihova aktivnost je pogosto pogojena z vezavo majhnih signalnih
molekul, koinduktorjev (angl. co-inducer) (Maddocks in Oyston, 2008; Knapp in
Hu, 2010). Prisotnost LTTR regulatorjev so dokazali pri Streptomyces tsukubaensis
- regulator fkbR za biosintezo FK506 (Goranovi¢ in sod., 2012), Pseudomonas sp.
M18 - regulator pgsR za biosintezo pioluteorina in fenazin-1-karboksilne Kisline
(Lu in sod., 2009), Streptomyces cattleya - regulator thnl za biosintezo tienamicina
(Rodriguez in sod., 2008) in Streptomyces clavuligerus - regulator claR za
biosintezo klavulanske kisline (Paradkar in sod., 1998; Pérez-Redondo in sod.,
1998).
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2.6  VPLIV FIZIOLOSKIH PARAMETROV IN KULTIVACIJSKIH POGOJEV
NA PRODUKCIO ERITROMICINA

V aktinomicetah hranila v rastnem gojiscu in fizioloski parametri, na primer vir ogljika in
dusika ali pa temperatura in dostopnost kisika, bistveno vplivajo na zacetek in stopnjo
produkcije sekundarnih metabolitov. To je Se posebej pomembno v industrijskih pogojih,
pomembna tako vrsta kot tudi koncenteracija, dolocenega vira hranil. Doloceni bioprocesni
parametri kot so na primer viskoznost brozge, vzdrzevanje raztopljenega kisika, pH,
temperatura in dohranjevanje hranil, imajo prav tako zelo pomemben vpliv na produkcijo
eritromicina. Kljub hitremu razvoju znanja o molekularni genetiki sekundarnih
metabolitov, vkljuéno s karakterizacijo regulatornih genov in njihovih produktov, e vedno
relativno slabo razumemo vpliv posameznih hranil na biosintezo sekundarnih metabolitov
(Revee in Baumberg, 1998).

2.6.1 Sestava produkcijskega gojis¢a - viri ogljika

Vir hranil je pomemben dejavnik, ki vpliva na celicno rast in sintezo produkta pri
bioprocesu. Napacna izbira vira ogljika lahko zmanj$a produkcijo Zelenega metabolita za
ve¢ redov velikosti (Chen in Liu, 1996). Vir ogljika in dusika lahko deluje represivno ali
inducibilno tudi na prisotnost zunajcelicnth encimov. Na primer, Skrob inducira
prepisovanje genov za glukoamilazo, amilazo in a-glukozidazo, medtem ko jih glukoza
represira (Archer in Peberdy, 1997).

Za ve€ino bakterij je znacilno, da v primeru, ko je na voljo ve¢ virov ogljika, dolo¢ene
enostavne vire ogljika, najpogosteje glukozo, porabljajo prednostno pred ostalimi. Zaradi
tako imenovane katabolne represije z glukozo se poraba ostalih virov ogljika za¢ne Sele, ko
glukoze v gojis¢u zmanjka (Mufoz-Elias in McKinney, 2006). Pri bioprocesih za
proizvodnjo sekundarnih metabolitov glukoza in drugi enostavni viri ogljika omogocajo
hitro rast biomase, vendar pa pogosto negativno vplivajo na biosintezo sekundarnih
metabolitov, ki jo pogosto sprozijo ravno signali pomanjkanja doloc¢enih hranil v okolju
(Sanchez in sod., 2010). Za uéinkovito produkcijo sekundarnih metabolitov pogosto
uporabljamo gojisca, ki so sestavljena iz kompleksnih in enostavnih virov ogljika. V tem
primeru se najprej porabijo enostavni viri ogljika za rast celi¢ne biomase, pri tem pa
nastaja zelo malo sekundarnih metabolitov. Ko enostavnih virov ogljika zmanjka, se pri¢ne
poraba kompleksnih virov ogljika, ki omogocajo tudi ucinkovito biosintezo sekundarnih
metabolitov. Nizko koncentracijo enostavnih virov ogljika lahko vzdrzujemo tudi s
dohranjevanjem, tako se lahko z dohranjevanjem glukoze vpliva na metabolizem in s tem
na produkcijo. Pri bioprocesu za produkcijo eritromicina so testirali razli¢ne vrste

27



Kirm B. Pozne stopnje biosinteze eritromicina pri aktinobakteriji Saccharopolyspora erythraea.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

enostavnih sladkorjev (npr. glukoza, manoza, arabinoza in fukoza). Eksperimentalno so
pokazali, da sta bili tako maksimalna produkcija eritromicina kot dobra celi¢na rast
dobra, produkcija antibiotika pa je bila slaba (El-Enshasy in sod., 2008). V industrijskem
merilu je pri produkciji eritromicina s S. erythraea, dohranjevanje glukoze pomembno
vplivalo na produkcijo eritromicina. Pri dohranjevanju glukoze in propanola med
bioprocesom s S. erythraea je zmanjSano dohranjevanje glukoze povecalo porabo
propanola. Zaradi vecje porabe propanola se je posledi¢no povecala zaloga propionil-CoA
in metilmalonil-CoA v celici (Chen in sod., 2013a).

.....

Obicajno je vir ogljika v primerjavi z ostalimi hranili v gojisc¢u, v relativno visokih
koncentracijah zato je uporaba kompleksnih hranil kot so npr. Skrob, dekstrini in podobni
polimeri namesto enostavnih virov (npr. glukoza) tudi cenovno bolj ugodna. Poleg tega pri
pripravi gojis¢ za produkcijo eritromicina uporaba kompleksnih virov ogljika kot je npr.
skrob omogoca tudi visoke donose (El-Enshasy in sod., 2008).

.....

in mascobe. Uporabljajo se lahko tudi kot protipenilci in kot glavni ali dodatni vir ogljika
(Mironov in sod., 2004). Mascobe vstopajo v centralni metabolizem z razgradnjo
mascobnih kislin do acetil-CoA, ki vstopa v citratni cikel. Ve¢ raziskav je pokazalo, da
uporaba olja kot glavnega vira ogljika namesto Skroba ali glukoze poveca produkcijo.
Slabosti uporabe olja sta povecana potreba po kisiku in ostanek olja v brozgi po kon¢anem
bioprocesu, ki oteZzuje zakljucne procese pri izolaciji antibiotikov (Mirjalili in sod., 1999).
Povedana potreba po kisiku je posledica slabSega masnega prenosa, do katerega pride
zaradi povecanega zadrzevanja kisika v gojiScu in povecane viskoznosti gojis¢a (Mohd
Sauid in sod., 2013). Pomembna dejavnika, ki vplivata na ostanek olja v gojis¢u, sta
zmoznost organizma, da v celoti razgradi vse komponente olja ter dostopnost olj zaradi
masnega transporta in velikosti kapljic. Poleg tega lahko nekatera olja in maS¢obne kisline
delujejo inhibitorno, druga pa stimulativno (Mirjalili in sod., 1999). Na primeru S.
erythraea je raziskava moznosti uporabe olja oljne repice kot dodatnega vira ogljika
pokazala, da je bila v tem primeru produkcija eritromicina povecana. Vecji delez
mascobnih kislin v produkcijskem gojiscu, je povzrocil zmanjSano porabo sladkorjev med
procesom (Hamedi in sod., 2002). Kljub temu je pri asimilaciji olja, kot glavnega vira
ogljika potrebno ovrednotiti ve¢ dejavnikov, ki vplivajo na produkcijo eritromicina
(Hamedi in sod., 2004).
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2.6.2 Sestava produkcijskega gojis¢a - viri dusika

Vir dusika pogosto bistveno vpliva na produkcijo antibiotikov in lahko zavira biosintezo
antibiotikov ter drugih sekundarnih metabolitov. Pri pripravi gojis¢a za produkcijo
eritromicina se zelo pogosto uporablja kombinacija organskega in anorganskega vira
dusika. Organski viri dusika so najpogosteje proteini, peptidi in aminokisline v razli¢nih
kompleksnih hranilih kot so na primer koruzna namakalna vodica, sojina moka, kazein,
pepton, kvas in drugi. Proteini in peptidi se pred prehodom v celico v rastnem gojiScu
hidrolizirajo do prostih aminokislin s pomocjo ekstraceli¢nih proteaz. Dejanski organski
vir dusika tako predstavljajo aminokisline (Bapat in sod., 2006). Med temi se industrijsko
najpogosteje uporabljata sojina moka in koruzna namakalna vodica. Za anorganski vir
dusika se lahko uporabljajo razlicne amonijeve spojine med katerimi se industrijsko
najpogosteje uporablja amonijev sulfat (EI-Enshasy in sod., 2008). Tako kot velja za vire
ogljika, sta koncentracija in razmerje med razlicnimi viri duSika prav tako pomemben
dejavnik, ki vpliva na produkcijo sekundarnih metabolitov. V tem primeru je pomembno
razmerje med organskim virom dusika, ki predstavlja kompleksen vir in anorganskim, ki
predstavlja enostaven vir dusika. Najbolj pogosto opazanje pri opravljenih raziskavah je
bilo, da se pri prebitku vira duSika hitrost produkcije antibiotikov zmanjsa (Zou in sod.,
2009a). Tako je vpliv na biosintezo antibiotikov pri visoki koncentracija amonijevih ionov
v gojis¢u negativen, medtem ko je pri nizki koncentraciji amonija produkcija antibiotika
povecana (Technikova-Dobrova in sod., 2004). Ugotovili so tudi, da zamenjava
amonijevega sulfata z drugimi amonijevimi solmi ne poveca produkcije (El-Enshasy in
sod., 2008). V industrijskih pogojih pri produkciji eritromicina s S. erythraea so ugotovili,
da uravnavanje koncentracije amonijevega sulfata vpliva na viskoznost gojis¢a in porabo
glukoze. Tako je bila pri bioprocesu z gojis¢em z visoko koncentracijo kvasnega ekstrakta
poraba glukoze mnogo vecja kot pri gojis¢u z vi§jo koncentracijo amonijevega sulfata,

.....

2.6.3 Sestava produkcijskega gojis¢a - viri fosforja

Na biosintezo razli¢nih tipov antibiotikov in drugih sekundarnih metabolitov vpliva tudi
koli¢ina fosforja v rastnem gojis¢u. Najbolj pogosta oblika fosforja je fosfatna skupina.
fosfata. Pomanjkanje fosfata sprozi biosintezo sekundarnih metabolitov, ko je fosfat v
okolju iz¢rpan in je nadaljnja rast mikroorganizma onemogocena. To je v skladu s
predvideno fizioloSko/ekolosko vlogo sekundarnih metabolitov, ki so namenjeni zaviranju
rasti drugih mikroorganizmov oziroma so signalne molekule (Sola-Landa in sod., 2005).
Pomanjkanje fosfata sprozi tudi sintezo ekstracelularnih encimov, ki spro$¢ajo organski
fosfat iz okolja. Med te encime spadajo fitaze in fosfataze (Santos-Beneit in sod., 2008).
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Negativen vpliv fosfata na produkcijo sekundarnih metabolitov se pogosto kaze v
negativni regulaciji transkripcije biosinteznih genov. Pri Streptomyces lividans in
Streptomyces coelicolor, fosfat nadzira biosintezo sekundarnih metabolitov preko
dvodelnega PhoR-PhoP sistema. PhoR protein je obi¢ajna membranska senzorska kinaza,
medtem ko je PhoP element DNA-vezavnega regulatorja. PhoP tako regulira transkripcijo
Z vezavo na promotorje genov, ki se izrazajo v odvisnosti od koncentracije fosfata v okolju
(phoA, pstS, phoU in phoRP) (Martin, 2004; Santos-Beneit in sod., 2008; Rodriguez-
Garcia in sod., 2009). Pri bioprocesu za produkcijo rapamicina ima dodatek 100 mM
fosfata (K;HPO,) v produkcijsko gojis¢e pozitiven vpliv na rast, vendar je produkcija
rapamicina slaba. Najboljsa produkcija je dosezena v gojis¢u s 5 - 10 mM fosfata (Cheng
in sod., 1995). Tudi pri produkciji eritromicina je dodatek fosfata v zadetno gojisce
povecalo produkcijo eritromicina (Chen in sod., 2013b).

2.6.4 Optimizacija sestave hranil v produkcijskem gojisc¢u

Da lahko pri proizvodnji sekundarnih metabolitov omogo¢imo optimalne pogoje za
koncentracije virov, ki so kljuéna za donose ciljnega sekundarnega metabolita. Organizmu
je potrebno zagotoviti vir ogljika, dusika, fosforja in drugih hranil, ki omogo¢ajo ustrezno
rast biomase in se jih nato pretvori v izhodne spojine za biosintezo produkta. Zato se
pripravljajo kompleksna gojisc¢a, ki zagotavljajo zadosten vir potrebnih hranil. Obi¢ajno se
uporablja kombinacija kompleksnih virov ogljika in dusika, ki obi¢ajno vsebujejo tudi
druga hranila ter enostavne vire ogljika, duSika in mineralov. S pravo kombinacijo hranil
lahko vzdrzujemo fizioloSko stanje organizma, ki omogoca prezivetje in visoko produkcijo
sekundarnih metabolitov (Corum in sod., 1954).

Pri produkciji eritromicina ima hkratna uporabe glukoze in amonijevega sulfata ali koruzne
namakalne vodice v zacetnem gojiscu, pozitiven vpliv na produkcijo. Hitra poraba glukoze
pogosto zmanjsa produktivnost antibiotikov, zato je na primer pri produkciji penicilina
bioproces voden z uporabo drugih virov ogljika (npr. laktozo) ali z pocasnim
dohranjevanjem glukoze. Da se izognemo slabsi produkciji, se lahko uporabi kompleksni
vir ogljika (npr., skrob, dekstrini) (Martin in Demain 1980; El-Tayeb in sod., 2004a, El-
Tayeb in sod., 2004b). Produkcijo sekundarnih metabolitov, pa lahko povecamo tudi z
dodajanjem izhodnih spojin v gojis¢e med bioprocesom. Tako je dodajanje propanola in
glukoze med bioprocesom povecalo produkcijo eritromicina, pri tem pa je zopet kljucni
dejavnik koncentracija, ki je dodana v gojiSc¢e (Chen in sod., 2013a).

2.6.5 Vodenje fizioloskih parametrov med bioprocesom

Produktivnost bioprocesa pogosto korelira tudi od morfologije kulture, ¢eprav ni vedno
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neposredne povezave. Tipicni filamentozni mikroorganizmi s hifami, ki so pogosto
razvejane, tvorijo strukturo imenovano micelij. Oblike struktur so od prosto dispergiranih
hif do peletov (gosto prepredene hife s premerom do enega centimetra) (Cox in sod.,
1998). Vsaka morfoloska oblika strukture micelija ima razli¢ne vplive na reologijo brozge,
kar ima lahko za posledico slabsi masni transport in posledi¢no slabso produktivnost.
Kljub dobremu masnemu transportu v gojiscu, lahko pri prevelikem obsegu peletov pride,
zaradi omejenega masnega transporta do pomanjkanja kisika v notranjosti peleta. Mnogi
parametri kot so lastnosti inokuluma, za¢etna pH vrednost gojis¢a, meSanje, sestava gojisca
in uporaba povrsinsko aktivnih snovi, vplivajo na obliko strukture micelija (Sarra in sod.,
1996; Wang in sod., 2005).

Da lahko bioproces primerno vodimo, merimo procesne parametre, ki nam dajejo
informacije o stanju bioprocesa. Pri odlocitvah kako bomo vodili proces pa je potrebno
upostevati, da se parametri med seboj povezujejo. Na primer, pri uravnavanju pH vrednosti
lahko uporabljamo amonijev hidroksid, v tem primeru vzdrzevanje optimalnega pH lahko
vpliva na povisano koncentracijo amonija v gojiscu, za katerega pa smo ze omenili, da ima
pomemben vpliv na produkcijo. Drug primer je vzdrzevanje koncentracije topnega Kisika v
g0jiscu, ki se ga meri s pO; sondo. Pri tem se pri vodenju bioprocesa pogosto osredotoca
na optimalne in kriticne vrednosti raztopljenega kisika, pozablja pa se na stopnjo porabe
kisika med bioprocesom (Zhang S. in sod., 2010).

2.7 PRISTOPI ZA POVECANJE DONOSA ERITROMICINA

2.7.1 Izboljsevanje produkcijskega organizma S. eryhraea z metodami
klasi¢ne mutageneze in selekcije

Izboljsevanje produkcije eritromicina z aktinomiceto S. erythraea poteka ze vec¢ kot 50 let.
Ve€inoma so industrijske visokodonosne seve razvijali s tradicionalnimi metodami
klasi¢ne mutageneze in selekcije. Poleg povsem nakljuéne mutageneze so uporabljali tudi
racionalen pristop, pri katerem bakterijsko kulturo po izpostavitvi mutagenu nacepimo na
trdno gojiS€e, ki vsebuje toksi¢ne metabolne inhibitorje. Primer tovrstnega postopka je
pridobitev mutantov, odpornih na 2-deoksiglukozo (DOG), ki imajo pogosto odpravljeno
rezistentni na DOG, imajo pogosto povecano sposobnost produkcije sekundarnih
metabolitov (Verstrepen in sod., 2004; Oda in Nakamura, 2009). Seve s povetano
produkcijo Zelenega produkta lahko pridobimo tudi s selekcijo na trdnem gojiscu, ki
vsebuje antibiotike. Pokazali so, da lahko spontani mutanti S. erythraea, rezistentni na
antibiotik rifampicin, proizvajajo tudi do Stirikrat ve¢ eritromicina, kot izhodni sev divjega
tipa (Carata in sod., 2009). Ugotovili so tudi, da je donos eritromicina pri teh mutantih
najverjetneje povecan zaradi mutacij, ki so nastale v genu za RNA polimerazo, ki je sicer
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tarCa antibioticnega delovanja rifampicina. Mutacije po eni strani preprecijo vezavo
rifampicina na ciljni protein, hkrati pa bistveno vplivajo na raven transkripcije razli¢nih
genov, zato z ustreznimi postopki selekcije lahko identificiramo mutante s povecano
sposobnostjo produkcije eritromicina.

Divji tip S. erythraea NRRL2338 pri kultivaciji v laboratorijskem merilu tipi¢no ne
presega donos eritromicina 100 mg/L. Z ve¢ desetletji izboljSevanja so uspeli donos
bistveno dvigniti, tako da zdaj pri najboljsih industrijskih sevih in v optimiziranih pogojih
industrijskega bioprocesa z dohranjevanjem klju¢nih hranil dosega med 7 in 9 g/L (Zou in
sod., 2011; Tan in sod., 2013). Kljub velikemu pomenu klasi¢nih selekcijskih metod pri
razvoju izboljSanih sevov pa brez obseznih sistemskih analiz izbolj$anih sevov ne moramo
dobiti vpogleda v celicne mehanizme, ki so povzrocili tako veliko razliko v donosu
eritromicina. Sele pred kratkim so na podlagi genoma divjega seva S. erythraea
NRRL23338 (Oliynyk in sod., 2007) naredili prve primerjalne genomske in
transkriptomske analize, ki zdaj omogocajo vsaj delno razumevanje mehanizmov, ki so
privedli do izboljSanega donosa (Peano in sod., 2012; Li in sod., 2013). Tovrstne $tudije, ki
dajejo globalni vpogled v razlike v izrazanju genov v visokodonosnih sevih, bodo v
prihodnje omogocile bolj ucinkovito ciljno spreminjanje kljuénih metabolnih poti in
regulatornih procesov s pristopi metabolnega inzenirstva.

2.71.2 Povecevanje donosa eritromicina s postopki metabolnega
inZenirstva

Zaradi velikega medicinskega in industrijskega pomena eritromicina so poleg klasi¢nih
selekcijskih metod zaceli sev S. erythraea izboljSevati tudi s postopki metabolnega
inZenirstva. Poleg tega so biosintezo eritromicina proucevali tudi kot modelni sistem za
produkcijo antibiotikov, zlasti za biosintezo poliketidov, ki jih sinteitzirajo poliketid sintaze
tipa | (opisano podrobneje v poglavju 2.2). S pristopom metabolnega inzenirstva so
pokazali, da lahko donos eritromicina v industrijskem sevu S.erythraea bistveno
izboljSamo s cCezmernim izraZanjem gena za bakterijski hemoglobin iz bakterije
Vitreoscilla stercoraria (vhb) (Brunker in sod., 1998). Pomembna moznost za izboljSevanje
donosa eritromicina je tudi povecevanje koncentracije njegovega kljucnega gradnika/
izhodne spojine, metilmalonil-CoA. Pokazali so, da ¢ezmerno izrazanje celotnega operona,
ki vsebuje gena za metilmalonil-CoA mutazo, bistveno poveca donos eritromicina zlasti v
gojis¢u, v katerem je glavni vir ogljika olje (Reeves in sod., 2007). Zanimivo je, da se
gojiscu, v katerem so glavni vir ogljika ogljikovi hidrati, donos eritromicina poveca tako
ob ¢ezmernem izrazanju kot pri inaktivaciji genov za metilmalonil-CoA mutazo (Reeves in
sod., 2006; Reeves in sod., 2007), kar kaze na veliko kompleksnost metabolnih poti, ki
tekom bioprocesa zagotavljajo oskrbo z metilmalonil-CoA.

Pri mnogih aktinomicetah so donos Zelenih produktov uspesno povecali tudi s ¢ezmernim
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izrazanjem pot-specificnih regulatornih genov, ki se nahajajo znotraj genskih skupin za
biosintezo sekundarnih metabolitov (Kuscer in sod, 2007; Lu in sod., 2009; Novakova in
sod., 2011; Goranovi¢ in sod., 2012). Pri S. erythraea tega pristopa niso mogli uporabiti,
saj genska skupina za biosintezo eritromicina ne vsebuje regulatornih genov. Potencial
¢ezmernega izrazanja regulatornih genov za dvig donosa eritromicina je tako dolgo ostal
neraziskan.
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3 MATERIALI IN METODE

Slika 14 prikazuje na kak$en nacin je potekalo raziskovalno delo.
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Slika 14: Shema poteka dela.
Figure 14: Experiment flow chart.
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3.1 MATERIALI

coev v

Biolife in Fluka. Vsa gojis¢a in raztopine smo sterilizirali na 121 °C, Cas sterilizacije se je
razlikoval in je znaSal od 15 do 40 min.

3.1.1.1 Raztopine

0.5MEDTApH 8
V 1 litru dH,0 smo raztopili 186,1 g Na,EDTA*2H,0. S peleti NaOH smo uravnali pH na
8,0 (Sambrook in Russell, 2001).

50x TAE pufra
V 1 litru dH,0 smo raztopili 242,0 g tris baze , dodali 57,1 mL ledocetne kisline in 100 mL

0,5 M EDTA (pH 8,0) (Sambrook in Russell, 2001).

10x elektroforezni pufer za SDS-PAGE
V 1L dH,0 smo raztopili 30,3 g tris baze , 144 g glicina in 10 g natrijevega dodecil sulfata
(SDS).

10x zaloZzna raztopina za prenasalni pufer
V 1L dH,0 smo raztopili 30,3 g tris baze in 144,1 g glicina.

10x Tris s soljo (TBS)
V 1L dH,0 smo raztopili 12,1 g tris baze in 87,8 g NaCl.

0,5 M zalozna raztopina za fosfatni pufer

Najprej smo pripravili dve raztopini 0,5 M KH,PO, (13,61 g v 200 mL dH,0) in 0,5 M
KoHPO,4 (17,42 g v 200 mL dH,0). Nato smo 200 mL 0,5 M K,;HPO,4uravnali pH na 7,5 z
0,5 M raztopino KH,PO,.

20 mM fosfatni pufer
Pripravimo iz 0,5 M zalozZne raztopine fosfatnega pufra.

100 mM zalozna raztopina fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF)
V 10 mL izopropanola smo raztopili 174 mg PMSF.
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Pufer za proteinske vzorce
Zmesali smo 0,5 M fosfatni pufer (100mM), 0,5 M EDTA (20mM) in 100mM PMSF
(2mM).

Prenasalni pufer
Zmesali smo 100 mL 10x zalozne raztopine za prenasalni pufer, 200 mL metanola in do 1
L dopolnili z dH,0. Hranili smo ga na 4°C.

10x PBS
V 800 mL dH,O smo raztopili 8 g NaCl, 2 g KCI, 14,4 g Na;HPO, in 2,4 g KH,PO,.
Nastavili pH na 7,4 in dopolnili dH20 do 1 L.

Raztopina za detekcijo proteinov na membrani
V 30 mL 1 % ocetne raztopine smo raztopili 0,03 g barvila Ponceau S.

Pufer za izpiranje
Pripravili smo 20 mM Kkalijev fosfat in nastavili pH na 7,2-7,5 z dodajanjem raztopine
KH2POy4,

Pufer za katehol test
Zmesali smo 100 mM kalijev fosfat (pH 7,5) in 20 mM EDTA (pH 8,0), ter dodali 10 %
aceton (vol./vol.).

Pufer za merjenje katehol dioksigenazne aktivnosti
Zmesali smo 100 mM Kkalijev fosfat (pH 7,5) in 0,2 mM katehol. Katehol smo pripravili
kot 20 mM zalozno raztopino (raztopili smo ga v 96 % etanol) in shranili na -20 °C.

Raztopina TBSM
V 200 mL dH,0 smo zmesali 20 mL 10x TBS in 6 g instant posnetega mleka v prahu.

Zalozna raztopina 1 % DAB
V 10 mL dH,0 smo raztopili 0,1 g 3,3 "-diaminobenzidina (DAB) in 0,25mL HCI. Dobro
smo stresali, da se je DAB raztopil in shranili na -20 °C.

Raztopina za detekcijo aktivnhosti HRP (hrenove peroksidaze)
Zmesali smo 1 mL 10x PBS, 10 ul dH202, 500 uL 1 % DAB in 9 mL dH,0.

Agarozni gel
Agarozo (Sigma, electrophoresis grade) smo zatehtali v 1x pufer TAE in jo raztopili v

mikrovalovni pecici. Na 100 mL gela smo pred vlivanjem dodali 1 pL SyberSafe
(Invitrogen) barvila.
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3.1.1.2 Gojisca

2TY
v 1 litru dH,0 smo zmesali 16 g kazein peptona, 10 g kvasnega ekstrakta, 5 g NaCl in z
NaOH uravnali pH na 7,0 (Sambrook and Russell, 2001).

Trdno gojis¢e SM (Soja manitol agar)
V 1 litru dH,O smo zmesali 20,0 g manitola, 20 g sojine moke in 16 g agarja (Kieser in
sod., 2000).

TSB (Tripton soja gojisce)

V 1 litru dH,O smo zmesali 17 g pepton iz kazeina (tripton), 3 g pepton iz sojine moke,
2,5 g D(+)glukoza, 5 g NaCl, 2,5 g K;HPO,, z NaOH smo nastavili pH na 7,3 (Kieser in
sod., 2000).

Raztopina elementov v sledovih

V 1 litru dH,0 smo raztopili 40 mg ZnCl,, 200 mg FeCl;*6H,0, 10 mg CuCl,*2H,0,
10 mg MnCl,*4H,0, 10 mg Na; B4O;*10H,0 in 10 mg (NH;)sM070,4*4H,0 (Kieser in
sod., 2000).

R5

V 1 litru dH,0 smo zmesali 103 g saharoze, 0,1 g kislinski hidrolizat kazeina (Difco), 0,25
g KySOq4, 10 g glukoze, 5 g kvasni ekstrakt, 10,12 g MgSO,*7 H,0, 2 mL raztopina
elementov v sledovih, 5,73 g TES pufer in 22 g bakterioloski agar. Po avtoklaviranju smo v
sterilnih pogojih dodali $e 1,5 mL L-prolina (20 %), 5 mL (1M) CaCl,*2 H,0, 0,7 mL (1N)
NaOH, 1 mL (0,5 %) KH,PO,.

ABSM4

v 1 litru dH,0 smo zmesali 11 g koruznega $kroba, 1 g koruzne namakalne vodice, 3 g
(NH4)2S04, 3 g NaCl, 3 g CaCOg3 in z NaOH uravnali pH na 7,2 (industrijsko gojisce v
uporabi, Acies Bio).

ABVM1

V 20 % kon¢nega volumna dH,0 smo zmesali 30 g koruzne namakalne vodice in segrevali
do vrenja. V ohlajeno raztopino smo dodali preostanek destilirane vode in Se 30 g
saharoze, 4 g (NH4)2S04, 6 g CaCOs, pH smo z NaOH ali HCI uravnali na 5,5 (industrijsko
gojis¢e v uporabi, Acies Bio).

ABPMS8
V 80 % koncnega volumna destilirane vode smo zmeSali 36 g sojine moke, 36 g koruznega
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Skroba, 2,4 g (NH4)2SOa4 in uravnali pH na 6,3. Po korekciji pH-ja smo dodali $e 7,2 g
CaCO;3; zmesSanega v 20 % koncnega volumna destilirane vode, konéni pH je bil 6,8. Na
koncu smo dodali Se 5 g sojinega olja. Po avtoklaviranju smo tekom procesa dodali Se
30 g/L glukoze in 1,2 mL/L n-propanola (industrijsko gojis¢e v uporabi, Acies Bio).

ABA
V 1 litru dH,0 smo zmesali 25,5 g Anitbiotic base agar A2 (ABA) (Biolife), uravnali pH
na 6,9 in kuhali do 80 °C.

3.1.2 Antibiotiki in indikatorji

Tekom doktorske naloge smo pri delu uporabljali tudi razli¢ne antibiotike in indikatorje.

Preglednica 1: Antibiotiki in indikatorji, ki smo jih uporabljali pri delu. V preglednici so navedene konéne

.....

Table 1: Antibiotics and indicators used during this work, with final concentration in medium, stated
concentrations of stock solutions and solvents that we used.

Antibiotiki ali Topilo ZaloZna raztopina Kon¢na koncentracija v
indikatorfji (mg/mL) gojiscu (ng/L)
apramicin (Apr) dH,0 50 50
nalidinska kislina 0,15 M NaOH 25 25
tiostrepton (Tsr) DMSO 30 30 (trdno gojisce)

5 (tekoce gojisce)

IPTG dH,0 2,5 10

X-gal DMSO 20 30

Vse raztopine so bile hranjene na -20 °C. X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-p-galaktozid)
smo uporabljali v kombinaciji z induktorjem IPTG za t.i. modro-beli test. S testom smo
locevali bele klone s plazmidi, ki so imeli gen lacZ prekinjen z insertom, od modrih
klonov, ki niso imeli z insertom prekinjenega gena lacZ.

3.1.3 Bakterijski sevi, encimi in plazmidi

3131 Sevi Escherichia coli
Pri delu smo uporabljali naslednje seve E.coli:
DH10p sev vsebuje genotip: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74
recAl endAl araD139 A(ara, leu)7697 galU galK A- rpsL nupG (Invitrogen).
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ET12567/pUZ8002 sev vsebuje genotip: F- daml3::Tn9, dcm6, hsdM, hsdR,
recF143::Tnll,, galK2, galT22, aral4, lacY1, xyl5, leuB6, thil, tonA31, rpsL136, hisG4,
tsx78, mtll glnV44 (MacNeil in sod., 1992). Vsebuje $e plazmid pUZ8002. Sev brez dam
in dcm metilaze je primeren za vnos tuje DNA v seve Saccharopolyspora. Pri vnosu DNA
ni poskodovana z restrikcijskim sistemom.

3.1.3.2 Sevi Saccharopolyspora erythraea

Pri delu smo uporabljali naslednje seve:
Saccharopolyspora erythraea sev NRRL 23338 divji tip.

Saccharopolyspora erythraea sev ABE1441 industrijski — visokodonosni (Acies Bio
d.o.0.).

3.1.3.3 Uporaba encimov
Pri delu smo uporabljali naslednje encime:

Preglednica 2: Encimi, ki smo jih uporabljali med eksperimentalnim delom.

Table 2: Enzymes used during experimental work.

ENCIM UPORABA VIRI
EcoRlI rezanje DNA Thermo scientific
Pstl rezanje DNA Thermo scientific
Bglll rezanje DNA Thermo scientific
Ndel rezanje DNA Thermo scientific
Xhol rezanje DNA Thermo scientific
HindlIl rezanje DNA Thermo scientific
Xbal rezanje DNA Thermo scientific
Smal rezanje DNA Thermo scientific
BamHI rezanje DNA Thermo scientific
T4 DNA ligaza ligacija DNA fragmentov Thermo scientific
Phusion polimeraza PCR Thermo scientific

3.1.34 Konstrukcija plazmidov

Pri kloniranju in izrazanju ciljnih genov smo uporabljali vektor pSetl52 za ¢ezmerno
izrazanje genov (Slika 15), vektor pKC1132 (Slika 16), za inaktivacijo genov (Bierman in
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sod., 1992), za testiranje integracijskega mesta smo uporabili pTS55 (Slika 17) (Smokvina
et al., 1997) in pABO3 (Slika 19) (Acies Bio d.0.0.) ter za pripravo plazmidov z ve¢ geni
standardni klonirni vektor pUC19 (Invitrogen) (Slika 18).

lacZa
WXM[ (465)

int (phiC31)

pSet152

5715 bp

attP (phic31) 4"

.
/Q aac(3)lV CDS

oriT
Slika 15: Vektor za izrazanje pSet152. Vsebuje laktozni operon (LacO) in zapis za a-podenoto gena lacZ, gen
acc(3)1V, za rezistenco bakterije proti antibiotiku apramicinu, multiplo mesto za kloniranje in mesto zaéetka
podvojevanja (oriT) (Kieser in sod., 2000: 530).

Figure 15: Expression vector pSet152. Contain lactose operone (LacO) and transcript for a-subunit of lacZ
gene, gene acc(3)IV for bacterial resistance to antibiotic apramycin, multicloning site and origin of transfer
(oriT) (Kieser et al., 2000: 530).

K lacz
O —
A HindII (677)
\\ /
~ EcoRI(728)
=

Variation

pKC1132
3596bp

aac(3)IvV

Slika 16: Vektor pKC1132. Vsebuje zapis za a-podenoto gena lacZ, gen acc(3)IV za rezistenco bakterije proti

antibiotiku apramicinu, multiplo mesto za kloniranje in mesto zacetka podvojevanja (oriT) (Kieser in sod.,
2000: 566).

Figure 16: Suicide vector pKC1132. Contains transcript for o-subunit of lacZ gene, gene acc(3)IV for
bacterial resistance to antibiotic apramycin, multicloning site and origin of transfer (oriT) (Kieser et al., 2000:
566).
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attP
oriT

Tsr(R)

=T=— oripucC18

 HindIII(3498)
Xbal (3528)
BamHI (3576)

Slika 17: Vektor pTS55, vsebuje gen tsr za rezistenco na tiostrepton, amp gen za rezistenco na ampicilin, ori
pUC18-zagetek podvojenvanja iz vektorja pUC18, oriT - mesto zacetka podvojevanja, repSA - replikaza, xis -
ekscizionaza, int - integrazni gen in integracijsko mesto attP od pSAM2 (Smokvina in sod., 1997).

Figure 17: Vector pTS55, contains tsr-thiostrepton resistance gene for selection, amp-ampicillin resistance
gene for selection, ori pUC18-origin of replication from pUC18 vector, oriT origin of replication, repSA -
replicase, Xis - excisionase, int - integrase gene and attachment site - attP of the pSAM2 (Smokvina et al,

1997).

pUC19
2686bp

lacZ gene

EcaR1(397)

Smal (415)
o

BamHI (418)
LV \fbal (429)
\ HindIll (448)
P(lacz)
S —oripucis

Slika 18: Vektor pUC19 je plazmid z velikim S$tevilom kopij v E. coli, ki nosi gen lacZ, ki kodira -
galaktozidazo v njem pa se nahaja mesto za kloniranje (MCS; angl. Multiple Cloning Site) in gen bla za

rezistenco proti ampicilinu (Invitrogen).

Figure 18: Vector pUC19 a high copy number E. coli plasmid. Itcontains the lacZ gene coding for j-
galactosidase with a multiple cloning site (MCS) located in its coding sequence and bla gene coding for -

lactamase that confers resistance to ampicillin (Invitrogen).
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Xbal (1)

i
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Slika 19: Vektor pABO3 vsebuje gen acc(3)1V, za rezistenco bakterije proti antibiotiku apramicinu, multiplo
mesto za kloniranje, mesto zaCetka podvojevanja (oriT), bakteriofagno integrazo in integracijsko mesto
(Acies Bio d.o.0.).

Figure 19: Vector pAB03 contains gene acc(3)IV for apramycin resistance, multicloning site, origin of
transfer (oriT), bacteriophage integrase and attachment site (Acies Bio d.0.0.).

Kot konjugativni plazmid za prenos genov v genom S. erythraea smo uporabili vektor za
izrazanje pSetl52 z dodanim moc¢nim konstitutivnim promotorjem PermE*. Za
konstrukcijo vektorja za izrazanje smo PCR produkte po izolaciji iz reakcijske zmesi rezali
z restrikcijskima endonukleazama Ndel in Xbal in ligirali v vektor za izrazanje
pSet152+PermE*, ki smo ga prej linearizirali z istima encimoma (poglavje 3.2.3). Za
prekinitev genov smo uporabili vektor pKC1132. Za ta vektor smo PCR produkte in vektor
rezali glede na potrebe z restrikcijskima encimoma EcoRI in Hindlll ali BamHI in Xbal.
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Preglednica 3: Plazmidi, ki smo jih pripravili v okviru te $tudije.

Table 3: Plasmids prepared in this study.

IME GEN DOLZINA ANTIBIOTIK ORGANIZEM
pUC19+eryG eryG 3694 bp Ampicilin E. coli

pABE4 eryKeryG 8407 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE5 eryKeryG eryG 9375 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE6 eryGeryKeryK 9642 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE9 SACE_6479 7169 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE10 SACE 6480 7235 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE11 eryGeryK 8407 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE14 eryG 7166 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE15 eryK 7439 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE19 eryCllI 7331 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE20 eryCVI 6959 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE21 BldD 6734 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE23 SACE_6479+6480 8195 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE24 eryKeryGeryK 9642 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE26 eryKeryKeryG 9642 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE37 eryG eryGeryK 9375 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE38 eryGeryKeryG 9375 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE41 eryGeryKeryG 9375 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE43 eryKeryG 8455 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE44 eryG eryGeryK 9375 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE45 eryKeryG eryG 9470 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE104 SACE_5599 6463 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE106 SACE_5599 6490 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE110 ASACE_5599 3940 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE112 SACE_5599 7312 bp Apramicin / Tiostrepton E. coli/S. erythraea
pABE113 ASACE_0044 6179 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE115 SACE_2890 4559 bp Apramicin E. coli/S. erythraea
pABE116 SACE 3978 4313 bp Apramicin 7 E. coli/S. erythraea
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Preglednica 4: Oligonukleotidni zaéetniki, ki smo jih uporabili pri tej $tudiji. Informacije v vrstici so: ime
oligonukleotidnega zadetnika, katero restrikcijsko mesto je vgrajeno in zaporedje.

Table 4: Primers used in this study. Query contain: primer name, which restriction site is integrated and
sequence

IME RESTRIKCIJSKO ZAPOREDJE
MESTO

ChiBup  EcoRI-F 5-GAA CGG GCAGTC CAG GCG TGT CC-3°

ChiBup  Xbal-R 5-GGCACCTGC TGACTGAGGACCCTCC-3’
ChiBdn  BamHI-F 5'-AAAAAG CTTTCC TCC TCG GAG CTG GCC GC-3°
ChiBdn  Hindlll-R  5’-TCG CCACGG CCT TGC TGC GAC CG-3’

eryCVI  Ndel-F 5-AAAAAA GCATAT GTACGA GGG CGG GTT CGC CGA-3’
eryCVI  Xbal-R 5'-AAATCT AGAGTC ATC CGC GCA CAC CGACGAACAAC-3’
eryBIV ~ Ndel-F 5'-GAA ATC GAT CGAGAT GTG CAC GCAATT -3’

eryBIV  Xbal-R 5'-AAATCT AGA GCT AGT GCT CCT CGG TGG GGG TCA-3”
eryCll Ndel-F 5-AAAAAA GCATAT GAC CAC GAC CGATCG CGC CGG-3°
eryCll Xbal-R 5-AAATCT AGACTC AGA GCT CGACGG GGC AGC GGT-3-
6480 Ndel-F 5-AAC ATATGC GGG TCT TGG TCACTG GGG G-3°

6480 Xbal-R 5’-AAT CTAGAC CCG GCACCAGCACCG CGAG-3”

6479 Ndel-F 5-GAC GGG GGG AAC ATATGA CCC GCAGCC GG-37

6479 Xbal-R 5’-AAT CTAGAC AGC AGT CGG GCC GGATCG C-3°

eryK Ndel-F 5-CGAGGAGAC ATATGACCACCATCG AC-3’

eryK Xbal-R 5’-CGT CTAGAG ATG CTG CCC GAC TA-3’

eryGl Xbal-F 5'-GTCTAGATCTTC CCC GCG GTG GC-37

eryG2 Ndel-F 5'- GGATAC GGC ATATGA GCG TGAAGC AGAAGT C-3°

eryGrbs  Xbal-F1 5'-GTCTAGATCTTC CCC GCG GTG GC-37
eryG Xbal-R 5’-CGG TGC CGT GCG TCT AGA CCT GCT-3"

5599 Ndel-F 5-AAAAAC ATATGG AAC GCT CCG GTGAGG TGC TGG CG-3°
5599 Xbal-R 5-AAAAAT CTAGAATTATGC CCG GGC GAC CAG TTG CCG GTG CT-3°
5599HA  Xbal-R 5-AAAAAT CTAGAATTAGGC GTAGTC CGG GAC GTC GTACGG GTA

TGC CCG GGC GAC CAG TTG CCG GTG CT-3°
5599stop  EcoRI-F 5-AAAGAATTC GTC GGC CTG GTT CCT CGG TGAC-3’
5599stop  HindllI-R  5- AAAAAAGCT TTG GTC ACC TGG ATG GCG GGC ATC-3”

BIdD Ndel-F 5'-AAA AAA ACA TAT GGG CGA CTA CGC CAA GGC GCT GGG-3"
BIdD Xbal-R 5'-AAATCT AGA CTC ACT CCT CCC GGG CCG GGC GC-3°
0044 EcoRI-F 5'- AAAGAATTC TGG AAG GCC ACC GAC GTC CG-3’
0044 Hindlll-R  5- AAAAAG CTTAGG TGT TCT GCATGG GTG GCATG-3’
2890 EcoRI-F 5'- AAAGAATTC GAT CTG GCG TCG GAG CAC GC-3’
2890 HindllI-R  5’- AAAAAG CTT CTC GTG CAT GAC GTC GCAGAAC-3’
3978 EcoRI-F 5'- AAAGAATTC ACC AGC ACC GGC ACC GAG-3’
3978 HindllI-R  5’- AAAAAG CTT GAG GTC GGC GTT GTG CAG CAG-3’
3.1.35 Uporaba protiteles

Za detekcijo proteinov pri prenosu western smo uporabili:
e Primarna protitelesa: podganja monoklonska Ab Anti-HA z visoko afiniteto (3F10)
(Roche) (ang. Rat monoclonal Ab Anti-HA High Affinity)
e Sekundarna protitelesa: konjugant kozjih poliklonskih Ab Anti-podganjih IgG in
peroksidaze (Calbiochem) (ang. Goat Anti-Rat 1gG Peroxidase Conjugat)
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3.2 METODE

3.2.1 Shranjevanje sevov S. erythraea in E. coli

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

3.2.2 Vnos plazmidne dna v E. coli in S. erythraea

3221 Priprava elektrokompetentnih celic sevov E. coli

Za pripravo elektrokompetentnih celic smo dolo¢en sev E.coli, shranjen pri temperaturi
—80 °C, nacepili do posameznih kolonij na agarne plosce 2TY in inkubirali preko no¢i pri
temperaturi 37 °C v inkubatorju. Naslednji dan smo s posameznimi kolonijami inokulirali
7 mL tekocega gojiSca 2TY in inkubirali na stresalniku preko noci pri temperaturi 37 °C in
200 rpm. S tako pripravljenim inokulumom smo inokulirali 2 litrske Erlenmajerjeve
steklenice s 4 mL inokuluma v 400 mL tekocega gojisc¢a 2TY. Gojili smo jih 2-3 ure na
stresalniku pri 37 °C in 220 rpm. Celice so bile pripravljene, ko je ODgy dosegla 0,9.
Celice smo v kivetah postavili na led za 20 minut in jih centrifugirali v ohlajeni centrifugi
(4 °C) pri 4000 rpm, 10 min. Po centrifugiranju smo celice spirali dvakrat, z 200 mL in 100
mL dH,O z 1 mM HEPES pH 7,0 in enkrat z 97,5 mL 10 % glicerolom z imM HEPES pH
7,0. Pri vsakem spiranju smo po resuspendiranju centrifugirali pri 4000 rpm, 10 min in 4
°C. Po zadnjem centrifugiranju so bile celice resuspendirane v 2,5 mL 10 % glicerola/1
mM HEPES pH 7,0. Suspenzijo celic smo razdelili v alikvote po 40 pL in jih shranili pri
temperaturi -80 °C.

3.2.2.2 Transformacija sevov E. coli

V 40 uL elektrokompetentnih celic seva E. coli smo dodali plazmidno DNA, neZno
premesali in prenesli v sterilno elektroporacijsko kiveto. Celice smo z Micro Pulser Bio-
Rad izpostavili elektri¢ni napetosti 2,5 KV z elektri¢no kapaciteto 25 pF in upornostjo 200
Q. Celotni volumen elektroporiranih celic smo dodali v 0,96 mL gojis¢a 2TY in jih
inkubirali 45 min pri 37 °C. Po inkubaciji smo celice razmazali na plos€e s trdnim
gojiscem 2TY z ustreznim antibiotikom.

3.2.2.3 Konjugacija sevov S. erythraea

Bakterije E. coli ET12567 pUZ8002, transformirane z izbranim konstruktom, smo
inokulirali v 5 mL gojis¢a 2TY z ustreznim antibiotikom in jih gojili preko no¢i na
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stresalniku pri temperaturi 37 °C ter 220 rpm. Z 1 mL prekonoéne kulture smo inokulirali
20 mL gojisca 2TY in jih gojili do opticne gostote 0,4 pri 600 nm. Za konjugacijo smo
pripravili celice tako, da smo kulturo celic (E. coli ET12567/pUZ8002) najprej
centrifugirali 10 min pri 4500 rpm in nato Se 2x spirali s 15 mL gojis¢a 2TY z vmesnimi
centrifugiranji. Na koncu smo jih resuspendirali v 1 mL 2TY brez antibiotikov. Med
spiranjem E. coli, smo na ledu odtajali 1 mL spor bakterije S. erthraea, ki smo jih nato 2x
spirali s 1 mL 2TY gojis¢a in vmesnim centrifugiranjem pri 5000 rpm za 5 min. Na koncu
smo spore resuspendirali v 1 mL 2TY in jih 10 min inkubirali pri temperaturi 52 °C ter jih
takoj za tem ohladili na ledu. Temu je sledila zdruzitev celic in spor v volumskem razmerju
2,5:2 ter razmaz 350 pL suspenzije na plosce s trdnim gojis¢éem SM s 10 mM MgCl,.
Konjugante smo preko no¢i inkubirali pri temperaturi 28 °C. Zjutraj smo ploiée stehtali in
jih prelili z raztopino nalidinske kisline do kon¢ne koncentracije 25 pg/g gojisca, za
zaviranje rasti E. coli. Plos¢e smo ponovno inkubirali preko no¢i pri temperaturi 28 °C. Za
selekcijski pritisk smo naslednje jutro plosce prelili Se z raztopino apramicina do kon¢ne
koncentracije 50 mg/g gojis¢a. Konjugante smo inkubirali Se nadaljnjih 12 dni pri
temperaturi 28 °C.

3.224 Subkultivacija konjugantov

Subkultivacijo konjugantov smo uporabljali pri sevih s prekinjenim genom. Konjugante
smo inokulirali v kivete s 6 mL ABVMI1 gojisca, brez dodanih antibiotikov in inkubirali na
stresalniku pri 220 rpm in 30 °C. Po 48 urah smo 5 % inokuluma precepili v nove kivete s
6 mL gojis¢a ABVMI in zopet inkubirali na stresalniku pri enakih pogojih. Postopek smo
ponovili 4 do 5 krat. Pri tretji, Cetrti in peti subkultivaciji smo po 48 urah 100 pL brozge
nacepili na plos¢e s trdnim gojiS¢em ABSM4. Plos¢e smo inkubirali v inkubatorju pri 30
°C 14 dni. Zrele spore smo pobrali s ploS¢, naredili red¢itve in jih zopet nacepili na ploSce
S trdnim gojis¢em ABSM4. Po 14 dnevih inkubacije na 30 °C, smo osamljene kolonije
napikali na ploSce z in brez antibiotika. Vsako kolonijo smo napikali na obe plos¢i na
enako mesto, da smo po inkubaciji lahko dolocili katere kolonije so izgubile plazmid z
rezistenco in katere ne. Kolonija, ki je zrasla samo na plos¢i brez antibiotika, je brez
plazmida. Potrditev spremembe v genomu smo preverili s PCR metodo.

3.2.3 Molekularne tehnike

3.23.1 Izolacija plazmidne DNA iz E. coli

S celicami posamezne kolonije E. coli smo inokulirali 5 mL gojisca 2TY z ustreznim
antibiotikom za selekcijo plazmida. Kulturo smo inkubirali preko noé¢i (12 — 20 h) pri
37 °C in 220 rpm. Plazmidno DNA iz E. coli smo izolirali s pomocjo izolacijskega
kompleta GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma).
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3.2.3.2 Pomnozevanje DNA in vitro s PCR

Verizno reakcijo s polimerazo (PCR) smo uporabljali za pomnoZzevanje dolo¢enih odsekov
DNA.

Reakcijska zmes s konénim volumnom 50 pL je vsebovala:

polimerazni pufer 10 uL
dNTP 5uL
templetna DNA 1 uL
oligonukleotidni zacetniki 1 2,5 uk
oligonukleotidni zacetniki 2 2,5 uL
DMSO 1,5 uL
Phusion polimeraza 0.5 uL
ddH20 do kon¢nega volumna 50 uL

Reakcija je potekala v aparatu Professional thermocycler od proizvajalca Biometra.
Program pomnoZevanja je obiCajno obsegal 2-minutno zacetno denaturacijo DNA pri
98 °C, ki ji sledi 30 ciklov (denaturacija 30 sek pri 98 °C, prileganje oligonukleotidnih
zacetnikov 15 sek pri 3 °C vi§ji temperaturi od najnizje Tm in podaljSevanje verige DNA
30 sek/1kb pri 72 °C). Sledi $e kon¢no podaljsevnje, 10 min pri 72 °C.

3.2.3.3 Rezanje DNA z restrikcijskimi encimi

Rezanje DNA je obicajno potekalo v 10 pL reakcijske zmesi z DNA in restrikcijskimi
encimi (FastDigest encimi od Thermo scientific) (Preglednica 2) v primernem pufru.
Reakcija je potekala 1 do 2 uri pri temperaturi 37 °C. Reakcijo smo prekinili z dodatkom
nanaSalnega pufra.

3.2.3.4 Ligacija fragmentov DNA

Ligacija fragmentov je obicajno potekala v molekularnem razmerju 3:1 (insert:vektor).
Ligacije smo obicajno izvajali v 15 pl ligacijske meSanice v katero smo dodali 1X T4
ligacijski pufer (Thermo scientific) (400 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT, 5
mM ATP (pH 7,8 pri 25 °C)) in 1U T4 ligaze (Thermo scientific) na pg DNA. Reakcijsko
zmes smo inkubirali 4 ure pri sobni temperaturi ali preko no¢i pri 16 °C.

3.235 Defosforilacija linearnih DNA fragmentov
Kadar smo Zeleli prepreciti ponovno zlepljanje lineariziranih plazmidov smo s 5'-koncev

odstranili fosfatno skupino. V ta namen smo uporabljali alkalno fosfatazo FastAP
(Thermosensitive Alkaline Phosphatase) po navodilih proizvajalca Thermo scientific.
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3.2.3.6 Fosforilacija DNA fragmentov

Fosforilacija 5'-koncev DNA fragmentov, ki so nastali pri PCR, je omogocila ligacijo s
primernim vektorjem. Pri tem smo uporabljali encim T4 DNA kinazo, ki katalizira prenos
Pi z ATP na 5'-hidroksilni konec fragmenta. Reakcije smo pripravljali v skladu z navodili
proizvajalca New England Biolabs, v 1x pufru za encim T4 DNA kinazo (50 mM Tris-
HCI, 10 mM MgClz, 1 mM ATP, 10 mM Dithiothreitol (pH 7.5). V klasi¢no 50 pL reakcijo
s 300 pmol 5'-koncev smo dodali 10 U T4 DNA kinaze. Reakcijsko zmes smo inkubirali 30
min pri 37 °C, inaktivacija pa je potekala 20 minut na 65 °C. Fragmente DNA smo naprej
uporabili brez dodatnega ¢iscenja.

3.2.3.7 Agarozna gelska elektroforeza

Za loc¢evanje DNA fragmentov po velikosti smo uporabljali agarozno gelsko elektroforezo
(Sambrook in Russell, 2001). Uporabljali smo elektroforezne kadi¢ke Mini-Sub® Cell GT
in Sub-Cell® GT od proizvajalca BioRad. Pripravljali smo od 0,7 do 1,2 % agarozne gele.
Agarozo (Sigma, electrophoresis grade) smo zatehtali v 1x pufer TAE in jo raztopili v
mikrovalovni pecici. Na 100 mL gela smo pred vlivanjem dodali 1 pL SyberSafe
(Invitrogen) barvila. Vzorce DNA smo nanasali z 1x nanaSalnim gelom za DNA (6%
Loading Dye, Fermentas). Za dolo€anje velikosti in koncentracije DNA smo uporabljali
standarda A/HindIII in GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fermentas).

3.2.3.8 Izolacija DNA iz agaroznega gela

DNA smo po izrezovanju iz agaroznega gela ocistili s pomo¢jo komercialnega kompleta
Wizard®SV Gel and PCR clean-up Sysem (Promega) po navodilih proizvajalca.

3.2.3.9 Priprava vzorcev za sekvenciranje
Vzorce za sekvenciranje smo izolirali s pomocjo komercialnega kompleta GenElute™

Plasmid Miniprep Kit (Sigma) in posiljali 10 pL plazmida v koncentraciji 70 ng/uL) pri
sobni temperaturi podjetju Macrogen (Seoul, Korea).

3.2.3.10 Izvedba prenosa po westernu

Izolacija proteinov

Za izolacijo proteinov smo pobrali 2 mL brozge, centrifugirali (3000 g, 5 min), odlili
supernatant in s kapalko resuspendirali v 2 mL pufra za ¢is¢enje proteinov. Temu je sledilo

.....
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gojisce), smo ciscenje ponovili 4x. Po ¢iscenju smo odlili supernatant in resuspendirali
usedlino v 0,5 mL pufra za proteinske vzorce. Pri vecji koli¢ini biomase smo dodali 1 mL
pufra. Nadaljevali smo z razbijanjem celic z ultrazvokom (4x 15 sec. s 30 sec.
prekinitvami; v primeru 1 mL pufra 5 x 15 sec. s 30 sec. prekinitvami). Celi¢ni lizat smo
10 min centrifugirali pri 14000 rpm na 4 °C in supernatant prenesli v novo mikrokiveto. Za
zaviranje nezelene proteolize so bili vzorci ves ¢as na ledu.

Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (SDS-PAGE)

Za analizo proteinov smo najprej pripravili vzorce. K 50 ug proteinov smo dodali ustrezen
volumen 6x nanaSalnega pufra in 10 minut segrevali pri temperaturi 95 °C. Po tem smo
centrifugirali pri 14000 rpm 5 min.

Preglednica 5: Recepture za pripravo raztopin gelov za lo¢itev in kopiéenje za elektroforezo SDS-PAGE.

Table 5: Recipes for preparing Running and Stacking gel solutions for SDS-PAGE.

SESTAVINA LOCEVALNI GEL KONCENTRACIJSKI GEL
30 % bis-akrilamid 2,82 mL 0,625 mL
1M Tris pH 8,8 1,875 mL /
1M Tris pH 6,8 / 1,25 mL
10 % SDS 75 uL 50 uL
APS 22,5 uL 15 ul
TEMED* 11,25 pL 7,5 uL
dH20 2,135 mL 3,075 mL

*TEMED smo v zmes dodali neposredno pred vlitjem, s puhalko premesali in zmes vlili
med stekelca. Najprej smo vlili lo¢evalni gel, nanj vlili dH20 in pocakali, da se je strdil
(20-30 min). Temu je sledilo $e vlivanje koncentracijskega dela.

Za locitev proteinov po velikosti, smo pripravili poliakriamidni lo¢evalni in
koncentracijski gel z razlicno zamrezenostjo (Preglednica 5). Gelska elektroforeza je
potekala priblizno 45 min pri 25 mA na gel (uporabili smo elektroforezni pufer za SDS-
PAGE). Za dolo¢anje molekulske mase proteinov smo poleg vzorcev na gel nanesli tudi 7
uL standarda (Laemmli, 1970).

Prenos proteinov na nitrocelulozno membrano

Po koncani gelski elektroforezi je sledil prenos na nitrocelulozno membrano. Izrezali smo
kos membrane enakih dimenzij, kot je bila velikost gela in sestavili sistem za mokri prenos
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na membrano »Mini Trans-Blot Cell«. Prenos je tekel pri 140-170 mA 75 min.

Po prenosu smo preverili uspesnost prenosa z raztopino Ponceau S za detekcijo proteinov
na membranah. Oznacdili smo polozaj lestvice molekulske mase proteinov in nato sprali
barvilo z dH,0 (2-3 spiranja po nekaj minut). Temu je sledila 40 min blokada v TBSM in
hibridizacija primarnih protiteles (protitelo + TBSM; 1:500, 5 ml). Hibridizacija je
potekala ¢ez no¢ na sobni temperaturi. Naslednji dan smo nadaljevali s spiranjem v 1x TBS
(3x 10 min) in hibridizacijo sekundarnih protiteles (protitelo + TBSM; 1:1000, 5 mL).
Hibridizacija je potekala 75 min na sobni temperaturi in za tem Se 4x spiranje v 1x TBS.
Za detekcijo vezanih protiteles smo uporabili raztopino diaminobenzidina (DAB). DAB je
v prisotnosti peroksida reagiral s HRP, tako da smo dobili netopno rjavo liso na lokacijah,
Kjer so bila s peroksidazo konjugirana protitelesa vezana na vzorce proteinov.

3.2.4 Bioinformacijska analiza genov

Za primerjavo zaporedij z zaporedji iz javno dostopnih baz podatkov smo uporabljali
programski paket BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), dostopen na spletni strani
NCBI (National Center for Biotechnology Information) (BLAST, 2013). Za pregled
biosintezne poti in encimov, ki pri tem sodelujejo smo uporabili programski paket in javno
dostopno bazo podatkov KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) PATHWAY
(KEGG, 2013). Za poravnavo zaporedij smo uporabili javno dostopen program Clustal
Omega (EMBL-EBI, 2013).
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Slika 20: Potek osvezevanja in urejanja baze podatkov (Kanehisa in Goto, 2000: 29).

Figure 20: Procedures used to organize and annotate the database (Kanehisa and Goto, 2000: 29).

Bioinformacijska analiza

Preko NCBI je omogocen dostop do programa BLAST, ki je algoritem za primerjavo
nukleotidnih ali aminokislinskih zaporedij z zaporedji v javno dostopnih bazah, kot so
nukleotidne baze GenBank, EMBL, DDBJ in PDB ter proteinske baze GenBank CDS
translations, PDB, SwissProt, PIR in PRF. Rezultat vsake primerjave je podan v obliki
zadetkov, ki so razvrS¢eni glede na odstotek identi¢nosti in glede na E-vrednost. E-
vrednost ali pricakovana vrednost je parameter, ki nam opiSe Stevilo zadetkov, ki jih lahko
pricakujemo, Ce bi naklju¢no iskali zaporedje enake velikosti. Vi§ja kot je torej vrednost E,
ve€ja je verjetnost, da so zadetki rezultat naklju¢ja in da niso homologni iskanemu
zaporedju. Torej, nizja kot je E-vrednost, bolj signifikantni so dobljeni rezultati. Kjer
rezultati analize niso bili dovolj zanesljivi smo naredili Se poravnavo aktivnih mest v
aminokislinskem zaporedju s programom BLAST iz baze podatkov "Conserved domains”.
S poravnavo smo lahko primerjali aktivna mesta v aminokislinskem zaporedju z aktivnimi
mesti iz baz podatkov NCBI. Rezultat analize je podan grafi¢no, kjer so izpisane
poravnana zaporedja na katerih so oznacena aktivna mesta (Altschul in sod., 1990).

KEGG je baza podatkov za sistemati¢no analizo funkcij genov. Genomske informacije so
shranjene v bazi podatkov "GENES”, ki je zbirka genskih katalogov za vse popolnoma
sekvencirane in nekatere delno sekvencirane genome z anotacijami genskih funkcij. Visja
stopnja funkcionalnih informacij je baza podatkov "PATHWAY”, ki vsebuje grafi¢no
predstavitev celi¢nih procesov kot so metabolizem, membranski transport, signalna
transdukcija in celic¢ni cikel. Baza podatkov se avtomatsko osvezuje in nato ro¢no pregleda
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in uredi (Slika 20). Z uporabo anotacijskega orodja in drugih racunalniskih orodij se
dolocajo EC Stevilke (numeri¢na klasifikacijska shema za encime, angl. enzyme
commission number), dolocajo se identifikatorji ortologov (angl. ortholog identifiers),
vnaSajo se novi dokazi iz literature in postavljajo se napovedi glede na strukturo poti
(Kanehisa in Goto, 2000).

Analizo smo izvedli tako (Slika 21), da smo glede na podatke, objavljene v literaturi,
poiskali v bazi podatkov KEGG — PATHWAY (reference pathway) (KEGG, 2013) klju¢ne
encime (tudi EC Stevilke) in referenc¢no aminokislinsko zaporedje za vsak encim.
Referen¢no zaporedje smo poimenovali aminokislinsko zaporedje proteina, ki je
biokemijsko karakteriziran in je objavljen v bazi podatkov ter je iz seva, ki je taksonomsko
najblizje S. erythraea. Referen¢no aminokislinsko zaporedje smo kopirali v bazo podatkov
NCBI in z orodjem BLAST primerjali nase zaporedje z bazo podatkov aminokislinskih
zaporedij "non-redundant” (nr) "BLASTP” (Pruitt in sod., 2005).

Referenéno zaporedje
(KEGG, BLAST)

¥

Primerjava referencnega zaporedja
(BLAST) z genomom S.erythraea

4

Primerjava najboljsega
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Slika 21: Shematski prikaz poteka dela za izdelavo sheme domnevnih metabolnih poti.
Figure 21: Schematic reprezentation of aproach to make sheme of putative metabolic pathway.
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V prvem koraku smo izbrali moznost primerjave samo z bazo podatkov genoma S.
erythraea NRRL 23338. Kot rezultat smo dobili zadetke, ki kaZzejo najvecje ujemanje z
identi¢nosti ter najnizjo E-vrednostjo ter ga s programom "BLASTP” ponovno primerjali z
bazo podatkov nr, iz vseh organizmov. V tem koraku smo podprli domnevo, da imajo
najblizji homologi identificiranega zaporedje iz S. erythraea, identificirani v drugih
organizmih, anotirano oziroma biokemijsko potrjeno enako predvideno encimsko
aktivnost. Za poravnavo ve¢ aminokislinskih zaporedij smo uporabljali program Clustal
Omega (Sievers in sod., 2011). Poleg naSega vnosa smo izbrali Se Stiri zaporedja z
prikazani grafi¢no in oznaceni (poglavje Priloge):
e povsem ohranjeni aminokislinski preostanki v zaporedju so oznaceni z zvezdico,
e delno ohranjeni aminokislinski preostanki v zaporedju so oznaceni z dvema
pikama,
e mesta v zaporedju s sicer razliénimi aminokislinami, vendar s podobnimi
kemijskimi znacilnostmi, so oznaceni z eno piko,
¢ najslabSe ohranjena mesta v zaporedju nimajo oznake.

3.25 Kultivacijski pogoji za gojenje razli¢nih sevov
3.25.1 Gojenje E. coli

Za gojenje E. coli smo uporabljali gojis¢e 2TY (opis priprave gojis¢a poglavje 3.1.1.2), ki
je po potrebi vsebovalo primeren antibiotik za selekcijo. E. coli smo gojili na stresalniku
pri 37 °C in 220 rpm. Seve E. coli smo gojili tudi na plos¢ah s 2TY trdnim agarnim
gojis¢em in po potrebi, s primernim dodatkom antibiotika. Gojili smo jih preko noci v
inkubatorju pri 37 °C.

3.25.2 Gojenje S. erythraea

Po konjugaciji smo S. erythraea za pripravo spor gojili na trdnem agarnem gojiS¢u
ABSM4, ki je po potrebi vsebovalo primeren antibiotik. Plos¢e s trdnim gojis¢éem smo 14
dni gojili na 30 °C v inkubatorju. Pri pripravi kulture za izolacijo DNA smo S. erythraea
gojili v tekoCem gojis€u TSB, ob prisotnosti primernega antibiotika, na stresalniku pri 30
°C in 220 rpm, 2 dni.

Pri dolo€anju produktivnosti, smo za pripravo inokuluma v teko¢e vegetativno gojiSce
ABVML, inokulirali spore S. erythraea, ki so rasle na plos¢ah ABSM4 (s prisotnim
primernim antibiotikom, po potrebi), 14 dni pri 30 °C v stacionarnem inkubatorju. Gojenje
kulture v ABVMI1 gojiscu je potekalo na stresalniku pri 30 °C in 220 rpm. Po dveh dneh

53



Kirm B. Pozne stopnje biosinteze eritromicina pri aktinobakteriji Saccharopolyspora erythraea.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

smo inokulum prenesli v tekoCe produkcijsko gojis¢e ABPMS in gojili kulturo 7 dni na
stresalniku pri 30 °C in 220 rpm.

3.25.3 Merjenje aktivnosti katehol 2,3-dioksigenaze

Za merjenje aktivnosti reporterskega gena katehol 2,3-dioksigenaze smo seve inokulirali v
5 mL gojis¢a ABVMI (s prisotnim primernim antibiotikom, po potrebi) in jih gojili 48 do
72 ur na stresalniku pri 30 °C in 220 rpm. Za merjenje encimske aktivnosti smo 1 mL
vzorca centrifugirali 10 minut pri 14000 rpm, dodali Se 1 mL pufra za izpiranje in zopet
centrifugirali 10 minut pri 14000 rpm. Supernatant smo odlili in dodali 0,5 mL pufra za
katehol test. VVzorce smo sonificirali pri amplitudi 100 %, 4 x 15 sekund z intervali 30 sek.
Po kon¢anem sonificiranju smo dodali 5 pL 10 % Triton X-100 (da smo dosegli 0,1 %
koncentracijo Triton X-100 npr.: 0,5 mL vzorec/5 pL) jih za 15 min pustili na ledu in
centrifugirali 10 minut pri 14000 rpm. V mikrotitersko plos¢o smo odpipetirali 50 pL
supernatanta in dodali 150 pL pufra za merjenje, temperiranega na 37 °C. Mikrotitersko
plos¢o smo postavili v inkubator na 37 °C in merili absorbanco pri 375 nm po 10, 20 in 30
minutah.

3.2.6 Analitske metode

3.26.1 Ekstrakcija eritromicina iz produkcijske brozge za merjenje z
mikrobioloskim testom in LC-MS

Po kultivaciji seva S. erythraea divjega tipa (NRRL23338) in iz njega pridobljenih gensko
spremenjenih sevov smo v produkcijsko brozgo dodali acetonitril v razmerju 1:1. Po
dodatku acetonitrila smo ekstrakcijsko zmes stresali na stresalniku 60 minut pri 220 rpm.
Zmes smo centrifugirali 3 minute pri 4500 rpm, prenesli 1,5 mL supernatanta v eppendorf
kiveto in jo centrifugirali 10 minut pri 16000 rpm. Za mikrobioloski test smo potem z
acetonitrilom pripravili 10-kratne in 20-kratne razredCitve, za analizo z LC-MS smo
pripravili 2000-kratno razredcitev.

3.2.6.2 Ekstrakcija eritromicina iz produkcijske brozge za merjenje s
HPLC

Pri ekstrakciji produkcijske brozge industrijskega seva ABE1441 in iz njega pridobljenih
gensko spremenjenih sevov smo najprej uravnali pH brozge na 9,5 z 1M NaOH. Nato smo
v brozgo dodali acetonitril v razmerju 1:1 in stresali na stresalniku 45 minut pri 220 rpm,
dodali 1 g NaCl in stresali se 15 minut. Po stresanju smo zmes centrifugirali 3 minute pri
4500 rpm, prenesli 1,5 mL zgornje faze supernatanta v eppendorf kiveto in jo centrifugirali
10 minut pri 16000 rpm. 600 pL supernatanta smo prenesli v stekleno vialo, za merjenje s
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HPLC.

3.2.6.3 Mikrobioloski test za dolo¢nje koncentracije eritromicina v
ekstraktu produkcijske brozge

Za ugotavljanje donosa eritromicina sevov S. erythraea NRRL 23338 smo kot testni
organizem uporabljali B. subtilis. Inokulirali smo 50 mL gojis¢a 2TY s 100 pL prekonoc¢ne
kulture B. subtilis in priblizno 11 h stresali pri temperaturi 30 °C. Ko je opti¢na gostota
ODsyo dosegla vrednost med 1,2 in 1,3 smo brozgo prenesli v kiveto in centrifugirali 11
min pri 3000 rpm. Supernatant smo odstranili, usedlino pa smo resuspendirali v 25 mL
2TY in dodali 2 % suspenzije v gojis¢e ABA, pred razlivanjem ploS¢. Plos¢e smo potem 2
uri hladili pri 4 °C, potem pa z luknjacem naredili v agarni plos¢i luknje v katere smo
dodali 60 puL ekstrakta produkcijske brozge. Nato smo plosce zopet hladili 2 uri pri 4 °C in
inkubirali 18 ur pri 37 °C. Po zakljuéeni inkubaciji smo izmerili cone inhibicije rasti test
organizma. Koncentracijo eritromicina v vzorcih smo dolo¢ili s pomocjo umeritvene
krivulje, pripravljene s primerjavo con standarda z znanimi koncentracijami eritromicina.

3.2.6.4 Merjenje koncentracije eritromicina v vzorcih z visoko
zmogljivo metodo tekocinsko kromatografijo (HPLC)

Meritve je izvajal analitski oddelek podjetja Acies Bio d.o.o.

Kemikalije in reagenti

Pri kromatografskih analizah smo uporabljali vodo MiliQ (HPLC-grade), acetonitril (J.T.
Baker, HPLC-grade, cistost 99 %), metanol (Merck, HPLC-grade, &istost 99 %), 25 %
raztopina 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 locbi je bila sestavljena iz
komponente A (10 mM amonijev acetat pH smo nastavili na 9,8 z razred¢eno amonijevo
raztopino) in komponente B (acetonitril).

Eksterni standard za kvantifikacijo: eritromicin A od European Pharmacopoeia, Cistost
98,4 %.

Naprave in poqoji analize za merjenje koncentracije eritromicina v vzorcih

Pri HPLC analizah smo uporabljali sistem Thermo Finnigan Surveyor+, ki ga sestavljajo
¢rpalka z vakuumskim razplinjevalcem, avtomatski vzoréevalnik z 10 uL zanko (metanol
se uporablja kot injektorsko topilo), PDA detektor in osebni racunalnik S programom
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ChromQuest (verzija 4.2).

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

3.2.6.5 Merjenje koncentracije eritromicina v vzorcih z metodo
tekocCinska kromatografija sklopljena z masnim
spektrometrom (LC-MS)

Za doloc¢anje koncentracije eritromicina in deleza eritromicina A ter necisto¢ eritromicin B
in eritromicin C v ekstraktu produkcijske brozge, smo poleg standardne metode HPLC
uporabljali teko¢insko kromatografijo sklopljeno z UV in MS detekcijo. Meritve je izvajal
analitski oddelek podjetja Acies Bio d.o.0.

Kemikalije in reagenti

Uporabljali smo vodo MiliQ (HPLC-grade), acetonitril (J.T. Baker, HPLC-grade, ¢istost 99
%), metanol (Merck, HPLC-grade, ¢istost 99 %), 25 % raztopina amonijaka (Kemika,
HPLC-grade, cistost 98 %), amonijev acetat (Sigma, HPLC-grade, Cistost 99 %) in natrijev
klorid (Kemika, Cistost 98 %). Vse kemikalije so bile uporabljene brez dodatnega ¢is¢enja.

Mobilna faza pri gradientni lo¢bi je bila sestavljena iz komponente A (10 mM amonijev
acetat pH smo nastavili na 9,8 z razred¢eno amonijevo raztopino) in komponente B

(acetonitril).

Eksterni standardi za kvantifikacijo: eritromicin A, B in C, European Pharmacopoeia,
Cistost 98,4 %.

LC-MS naprava in pogoji analize za merjenje koncentracije eritromicina v vzorcih

Sistem Thermo Finnigan Surveyor+ sestavljajo ¢rpalka z vakuumskim razplinjevalcem,
avtomatski vorc¢evalnik z 10 puL zanko (metanol se uporablja kot injektorsko topilo), UV
detektor, masni detektor Thermo Finnigan TSQ in osebni rafunalnik s programom
ChromQuest za obdelavo UV signala in programom Thermo Excalibur za obdelavo
podatkov MS detekcije.
Uporabljali smo kolono Nucleodur HTec C18, 3 um (250 x 4 mm, Machery-Nagel,
Dueren, Nemcija). Pogoji gradienta so bili:

— zacetni pogoji, ¢as 0 min: 40 % Ain 60 % B,

— gradientno eluiranje od zacetnih pogojev nara$¢a komponenta B do 95 % in 5 %

komponente A, 20 minut,
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— po 20 minutah se kolona 10 min rekondicionira nazaj na zaCetne pogoje, skupni Cas
metode je 30 min.

Sistem je deloval pri pretoku 0,5 mL / min, temperatura kolone 30 °C in valovna dolZina
detekcije je bila 206 nm. Volumen injektiranega vzorca je bil 10 uL.

Masni spektrometer je deloval v nacinu ESI, pozitivna ionizacija. V nacinu SIR (single ion
resolution) so bile spremljane mase: eritromcin A: 734, eritromcin B: 718 in eritromcin C
720 g/mol.

3.2.7 Statisti¢na obdelava podatkov

Pri poizkusih z eno spremeljivko (preverjanje vpliva manipulacije genov na produkcijo
eritromicina) smo rezultate obdelali s program SAS za statisti¢cno obdelavo podatkov po
postopku GLM . Pri poizkusih z ve¢imi spremenljivkami (preverjanje vpliva dodajanja
razlicnih nutrientov v gojisce, pri gojenju razlicnih sevov) smo rezultate prikazali kot
povprecne vrednosti koncentracij s standardno deviacijo.
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4 REZULTATI

41 RAZVOJ GENSKIH ORODIJ ZA TRANSFORMACHO IN IZRAZANJE
PROTEINOV V S. erythraea

V okviru te doktorske naloge smo zeleli s pristopi metabolnega inzenirstva vplivati na
biosintezo eritromicina v S. erythraea. V zacetnih korakih smo najprej razvili oziroma
optimizirali genska orodja, ki omogocajo ucinkovito gensko spreminjanje S. erythraea.
Osredotocili smo se zlasti na testiranje razli¢nih promotorjev, ki smo jih potrebovali za
ucinkovito ¢ezmerno izraZanje izbranih genov in pa vnos mest za integracijo konstruktov,
ki vsebujejo bakteriofagni gen za integracijo v genom bakterije, kar bistveno poveca
ucinkovitost konjugacije S. erythraea.

4.1.1 Testiranje delovanja promotorjev v visokodonosnem sevu
ABE1441

Za mocno ¢ezmerno izrazanje Ciljnih genov je potreben mocan promotor, ki omogoca
relativno intenzivno prepisovanja gena. Testirali smo tri izbrane konstitutivne promotorje
za izrazanje genov v S. erythraea: PermE nativni promotor gena ermE za rezistenco na
eritromicin, PermE* bodisi z ali brez mesta za vezavo ribosoma (Bibb in sod., 1985) in
actll-ORF4/Pactl promotor iz organizma Streptomyces coelicolor (Fernandez-Moreno in
sod., 1991). PermE* promotor je le delno spremenjen PermE promotor, pridobljen z
delecijo treh baznih parov v podro¢ju -35 regiji (Bibb in sod., 1985). Primernost
promotorjev za izrazanje genov v S. erythraea smo testirali tako, da smo promotorje
lo¢eno vnesli v vektor pSet152, ki je vseboval porocevalski gen xylE iz Pseudomonas sp.
Produkt poroc¢evalskega gena je katehol 2,3-dioksigenaza, encim, ki spreminja brezbarvni
katehol v rumeno obarvani produkt 2-hidroksimukonski semialdehid, ki absorbira svetlobo
pri 375 nm. Merili smo s pomocjo spektrofotometra pri 375nm (Zukowski in sod., 1983).
Plazmid pUC19+PermE*/xylE je bil pripravljen v okviru doktorske naloge Vasilke
Magdevska (Magdevska, 2011). Promotor in gen smo prenesli v plazmid pSetl52 z
restrikcijo z encimoma EcoRI in Xbal in ligacijo v vektor pSet152, lineariziran z istima
encimoma. V plazmidu pSetl52 smo nato zamenjali promotor PermE* z razli¢nimi
promotorji preko restrikcijskih mest za encima EcoRI in Ndel.

Najprej smo izvedli delno restrikcijo plazmida pSetl52+PermE*/xylE z restrikcijskim
encimom Ndel (parcialno restrikcijo plazmida je bilo potrebno izvesti, ker vsebuje gen
XylE znotraj zaporedja Se eno restrikcijsko mesto Ndel, nato pa Se rezanje z EcoRI. Slika
22 prikazuje primer tako pripravljenega plazmida, ki vsebuje promotor PermE*.
Pridobljene plazmide smo s transformacijo vnesli v celice E.coli sev ET12567/pUZ8002 in
jih nato s konjugacijo prenesli v S. erythraea. Kolonije, ki so v ¢asu 10 - 14 dneh zrasle na
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trdnem gojis¢u SM s 10 mM MgCl,, prelitim z dolo¢enim antibiotikom, smo potem gojili
na trdnem sporulacijskem gojis¢u ABSM4 z istim antibiotikom in jih po 14 dneh uporabili
za inokulacijo v 5 mL gojis¢éa ABVMI1, prav tako z dodanim ustreznim antibiotikom.

Xbal (465)

xylE gen
Ndel (1133)

_ Ndel(1395)

- PermE*

“w‘ X
pSET152+Perm*-xylE gene —EcRI(1706)

| 6920 bp
att (phiC31) ori puC18

oriT &

aac(3)lV

Slika 22: Plazmid pSet152+Perm*xylE za testiranje u¢inkovitosti promotorjev, vsebuje poro¢evalski gen
xylE, gen acc(3)IV za rezistenco bakterije proti antibiotiku apramicinu, multiplo mesto za kloniranje, att
(phiC31) mesto za integracijo, int gen za integrazo, mesto za zacetek podvajanja iz pUC18, mesto zacetka
podvojevanja (oriT) in promotor (na sliki, PermE* z mestom vezave ribosoma).

Figure 22: Plasmid pSet152+Perm*xylE for analyzing promotor strenght, containing reporter gene xylE, gene
acc(3)IV for bacterial resistance to antibiotic apramycin, multicloning site, att (phiC31) site for integration,
int gene for integrase, origin of replication from pUC18 vector, origin of transfer (oriT) and promotor (this
figure, PermE* with ribosome binding site).
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Slika 23: Vpliv promotorjev actll-ORF4/Pactl (actl - oranZen stolpec), PermE (bordo rde¢ stolpec), Permg*
z mestom vezave ribosoma (rumen stolpec) in PermE* brez mesta vezave ribosoma (zelen stolpec) na
izraZanje gena xYIE v S. erythraea ABE1441. Kontrola (moder stolpec) je sev s plazmidom brez promotorja
in gena xylE. Absorbanca (pri 375 nm) vzorcev je bila izmerjena po 10, 20 in 30 minutah encimske reakcije.
Rezultati so prikazani kot povpre¢ne vrednosti koncentracij +£SD, n = 17.

Absorbanca (375 nm)

Figure 23: Expression of the xylE gene in S. erythraea ABE1441 under the regulation of different promoters:
actll-ORF4/Pactl (actl - orange column), PermE (bordo red column) and PermE* with (yellow column) or
without (green column) ribosome binding site. Strain containing plasmid without promotor and gene was
used as control (blue column). Absorbance at 375 nm was mesured after 10, 20 and 30 minutes of enzymatic
reaction. Bars represent median values +SD, n = 17.
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Po 48 urah gojenja smo vzeli vzorce kultivacijske brozge, jih obdelali in pripravili
reakcijsko zmes v Kkateri je potekala encimska reakcija (podroben opis postopka poglavje
3.2.5.3). Po 10, 20 in 30 minutah encimske reakcije smo reakcijski zmesi z merjenjem
absorbance pri 375 nm dolocili vsebnost rumeno obarvanega produkta (Slika 23), ki je
odvisna od aktivnosti katehol 2,3 dioksigenaze, ta pa je odvisna od tega, kako mo¢no je
bilo izrazanje porocevalskega gena pod dolo¢enim promotorjem. Kot kontrolo smo
uporabili plazmid brez promotorja in brez gena xylE. NajmocnejSe izrazanje gena je
omogocal promotor PermE* brez mesta vezave ribosoma. IzraZzanje porocevalskega gena
je bilo za 49,7 % mocnej$e v primerjavi z varianto promotorja PermE*, ki je imel dodano
mesto za vezavo ribosoma. Izrazanje gena pod promotorjem actll-ORF4/Pactl je bilo za
38,5 % in pod promotorjem PermE za 90 % SibkejSe od PermE* brez mesta vezave
ribosoma. Pri nadaljnjem delu smo zato uporabljali promotor PermE* brez mesta vezave
ribosoma.

412 Konstrukcija integracijskih mest att v genom S. erythraea za
vgradnjo vektorjev

Pri analizi genoma bakterije S. erythraea smo ugotovili, da att mesti za integracijo
bakteriofagov ¢C31 in ¢$BT ter integracijsko mesto iz plazmida pSAM2 niso prisotna.
Prisotno je le t. i. psevdointegracijsko mesto, podobno integracijskemu mestu $C31, ki ima
glede na literaturne podatke (Kieser in sod., 2000) in izku$nje v nasem laboratoriju
bistveno slabso ucinkovitost integracije kot originalno integracijsko mesto. Da bi povecali
moznosti za izrazanje genov, smo v industrijski visokodonosni sev ABE1441 vnesli
dodatna integracijska mesta.

| 5306 5307 5308 5309
| Nipoteliéni 3 oyo0aci-ACP  iterativna Tip | PKS citokrom P450 |
| protein sintaza |
L _
\ |
ChiB
(5,93 Mbp)
kromosom
8.2 Mbp oriC (0 Mbp)

genska skupina
\ ory”

(0.77-0.84 Mbp)

Slika 24: Lokus genske skupine ChIB na kromosomu z geni in njihovimi anotacijami. Oznake lokusov so
prikazane nad pus$Cicami. Shematsko je prikazana pozicija genske skupine ChIB v genomu S. erythraea.
Centralna regija je prikazana z odebeljeno ¢rto in ne-centralna regija s tanko ¢rto.

Figure 24: Chromosomal locus of ChIB cluster with genes and their annotation. Locus tags are indicated
above the arrows. The position of ChIB cluster in S. erythraea genome is schematically represented. The
»core« region is marked with bold line and the »non-core« region with thin line.
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S primerjavo genomov sevov NRRL 23338 in ABE1441, smo kot ustrezno mesto za vnos
integracijskih mest, za katerega nismo pricakovali negativnih posledic na donos
eritromicina, izbrali skupino genov ChiB (Slika 24). Po podatkih iz literature smo pripravili
zaporedja integracijskih mest $C31 (Gupta in sod., 2007), BT (Gregory in sod., 2003) ter
pSAM2 (Alegre in sod., 1994) po katerih so nam jih v podjetju Eurofins (Nemcija)
sintetizirali in jih hkrati vgradili v plazmid E. coli pUC57. Za vnos integracijskih mest v

genom smo pripravili plazmid iz osnovnega ne-replikativnega vektorja pKC1132 za
homologno integracijo (Slika 26).

Btl(74)
\
attB-phiC31 \

Hin dITT (2) \  attB-phiBT1 ‘Xho I (222 attB-SAM2 Eco RI (423)

| —

427bp

Slika 25: Shematski prikaz integracijskih mest ®C31, ®BT1 in pSAM2, ki smo jih vnesli v plazmid
pABES5?7.

Figure 25: Schematic diagram of attachment sites ®C31, ®BT1 and pSAM2, which we inserted in plasmid
pABES7.
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Slika 26: Plazmid pABES57. Vsebuje zapis za o-podenoto gena lacZ, gen acc(3)IV za rezistenco bakterije
proti antibiotiku apramicinu, multiplo mesto za kloniranje in mesto zacetka podvojevanja (oriT), zapis za
ChIBDn in ChIBUp, integracijska mesta attB za ®C31, ®BT1 in pSAM2.

Figure 26: Plasmid pABES57. Contains transcript for o-subunit of lacZ gene, gene acc(3)IV for bacterial

resistance to antibiotic apramycin, multicloning site and origin of transfer (oriT), transkript for ChIBDn and
ChIBUp, attB attachment sites for ®C31, ®BT1 and pSAM2.
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Za pripravo plazmida smo najprej namnozili nukleotidni zaporedji ChIBUp in ChIBDn z
oligonukleotidnimi zacetniki ChIBup-EcoRI-F, ChIBup-Xbal-R, ChIBdn-BamHI-F in
ChiBdn-HindllI-R. Homologne regije navzgor in navzdol od mesta vstavitve smo
namnozili s PCR reakcijo. PCR produkta smo rezali z ECORI in Xbal (ChIBUp) ter BamHI
in Hindlll (ChIBDn). Z encimi EcoRI in Hindlll smo fragment z vsemi tremi
integracijskimi mesti izrezali iz plamida pUC57. Po restrikcijski reakciji smo vse
fragmente vgradili v vektor pCR2.1, rezan z BamHI in Xbal. Sestavljen fragment
(ChIBUp-integracijska mesta-ChIBDn) smo izrezali z BamHI in Xbal in vstavili v plazmid
pKC1132, ki omogoca konjugativni prenos iz E. coli v S. erythraea. Pravilnost dobljenega
plazmidnega konstrukta (pABE57) (Slika 27) smo preverili z razlicnimi restrikcijskimi
encimi. Konstrukt pABE57 smo vnesli v sev E. coli ET12567 s dodatnim plazmidom
pUZ8002. Vgradnja restrikcijskin mest v genom (Slika 28) je potekala s homologno
rekombinacijo.

'
3000 bp o ==

1000 bp  west
500 bp -

Slika 27: Restrikcijska analiza plazmida pABES57 rezanega z restrikcijskim encimoma Pstl (vrstica 1) in
Bglll (vrstica 2). Velikost DNA fragmentov (bp) oznadevalcev (vrstica L) in njihova pozicija je prikazana
shematsko na levi strani slike. Lisa iz vrstice 1 (Pstl) z velikostjo 479 bp se ujema s fragmenti gena ChIiBDn,
lisa z velikostjo 2,0 kb se ujema s fragmenti gena ChIBUp in lisa z velikostjo 4,7 kb se ujema s preostanki
plazmida pABE57. Lisa iz vrstice 2 (Bglll) z velikostjo 2,4 kb se ujema ujema s fragmenti gena ChIBUp in
lisa z velikostjo 4,8 kb se ujema s preostanki plazmida pABE57.

Figure 27: The retriction analysis of plasmid pABE57 digested with Pstl (Lane 1) and Bglll (lane 2)
restriction enzymes. Markers for DNA fragment size (bp) (lane L) and their positions are schematically
presented on the left side of the gel. Band in lane 1 (Pstl) with size 479 bp correspond to ChIBDn gen
fragments, with size 2,0 kb correspond to ChIBUp gen fragments and with size 4,7 kb correspond to plasmid
remains pABES57. Band in lane 2 (Bglll) with size 2,4 kb correspond to ChIBUp gen fragments and with size
4,8 kb correspond to plasmid remains pABE57.

Plazmid pABE57 ima ORI-mesto za replikacijo v E. coli in gen za rezistenco na apramicin,
nima pa ORI-mesta za replikacijo v S. erythraea, zato je integracija v genom mozna samo
z rekombinacijo v homologno mesto genske skupine ChIB. S subkultivacijo pridobljenih

rekombinant, odpornih na apramicin, v teko¢em gojiscu brez apramicina (podroben opis
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poglavje 3.2.2.4) smo dobili t.i. sekundarne rekombinante, ki so v genomu $¢ vedno
vsebovali integracijska mesta, preostanek plazmida pABES57 pa je izpadel iz genoma. Tako
smo pridobili sev S. erythraea ABE11996.

Ucinkovitost vstavljenih integracijskih mest smo preverili tako, da smo s konjugacijo
vnesli vektorje z geni za razli¢ne integraze, ki se integrirajo v razli¢na integracijska mesta.
Uporabili smo tri vektorje: pSetl52 (z vgrajenim ®C31), pTS55 (z vgrajenim pSAM2) in
pABO03 (z vgrajenim ®BT1). Vektorje smo z obicajnimi postopki konjugacije vnesli v sev
ABE11996, ki vsebuje vsa tri integracijska mesta. Po konjugaciji smo reakcijsko zmes
red¢ili in nacepili na plosce s trdnim gojis¢em SM s 10 mM M(Cl,. Plos¢e smo prelilvali z
dolo¢enimi antibiotiki po enakem postopku kot pri konjugaciji (podroben opis poglavje
3.2.2.3).

att phiBT
ChiBUp att pSAM ‘att phiC31 ChIBDn
| /

|
|
| >\<J ¢4 ’ >

Slika 28: Nacin vgradnje integracijskih mest ®C31, ®BT1 in pPSAM2 v gensko skupino ChiB.
Figure 28: Integration of attachment sites ®C31, ®BT1 and pSAM?2 in ChIB cluster.

Po 14 dneh smo presteli Stevilo zraslih kolonij pri dolo¢eni red¢itvi (Preglednica 6). V vseh
primerih je bila uc¢inkovitost konjugacije ve¢ja kot pri izhodnem sevu ABE1441, ki ne
vsebuje integracijskih mest in je na plos¢i s gojis¢em zrastlo najve¢ 18 kolonij, brez
red¢enja mesanice. Konjugacija seva ABE11996 je bila najbolj u¢inkovita s plazmidom, ki
vsebuje integrazo in att mesto faga ®C31, kjer je pri red¢itvi mesanice 470 zrastlo 7*10°
kolonij. Malenkost manj$o u¢inkovitost integracije omogoc¢a plazmid, Ki vsebuje integrazo
in att mesto faga ®BT1, Kkjer je pri red¢itvi mesanice 4™° zrastlo 4*10* kolonij. Precej
manjso ucinkovitost integracije smo opazili pri plazmidu, ki vsebuje integrazo in att mesto
faga pPSAM2, kjer sta zrastli samo dve koloniji, medtem ko konjugacija enakega plazmida
v sev ABE1441 ni bila uspe$na in tako nismo uspeli dobiti nobenih konjugant.
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Preglednica 6: Uginkovitost integracije plazmidov pSet152 (®C31), pTS55 (pSAM2) in pAB03 (®BT1) v
sevih : A) ABE11996 z dodanimi integracijskimi mesti ®C31, pSAM?2 in ®BT 1. Stevilo spor uporabljenih v
konjugaciji je bilo 5*10° na mL. B) ABE1441 brez dodanih integracijskih mest. Stevilo spor uporabljenih v
konjugaciji je bilo 2,8*10° na mL.

Table 6: Integration effitiency of plasmids pSet152 ( ®C31), pTS55 (pSAM2) and pABO3 (®BT1) in strains:
A) ABE11996 with added attachment sites ®C31, pSAM2 in ®BT1. Number of spores used for conjugation
was 5*10° per mL. B) ABE1441 without added attachment sites. Number of spores used for conjugation was
2,8 *10° per mL

A) konstrukt RO R -1 R -2 R -3 R -4 B) konstrukt RO R -1

ABE11996 nestevno nestevno nestevno | 4*10°  7*10° ABE1441 + 18 0

+ pSetl152 pSet152

ABE11996 |2 0 0 0 0 ABE1441 + 0 0

+ pTS55 pTS55

ABE11996 nestevno nestevno nestevno | 5,7*10° 4*10* ABE1441 + 13 0

+ pABO03 pABO3

4.2 BIOINFORMACIJISKAANALIZA GENOV POZNIH STOPENJ

BIOSINTEZE ERITROMICINA IN REGULATORNIH GENOQV, Kl Bl
LAHKO SODELOVALI PRI REGULACIJI BIOSINTEZE
ERITROMICINA

Kljub temu da je bil genom divjega tipa S. erythraea (NRRL23338) v celoti sekvenciran ze
leta 2007, do sedaj Se ni bila objavljena celostna bioinformatska analiza genov, ki so
udeleZeni v pozne stopnje biosinteze eritromicina. Medtem ko je vloga vecine genov, ki se
nahajajo v eritromicinski genski skupini relativno dobro pojasnjena, je oskrba s substrati,
ki so potrebni za pozne stopnje biosinteze eritromicina, slabo raziskana. S pomoc¢jo metod
bioinformacijske analize genoma S. erythraea, smo zato v okviru te naloge identificirali
verjetne metabolne poti in potencialne regulatorne gene, ki so posredno ali neposredno
vpletene v biosintezo gradbenih enot, potrebnih za pozne stopnje biosinteze eritromicina.
Na podlagi predvidenih metabolnih poti smo nato primerjali nukleotidni zaporedji javno
dostopnega genoma seva divjega tipa NRRL23338 in genoma industrijskega
visokodonosnega seva ABE1441 (Acies Bio) v regijah/genih, ki so najverjetneje udelezeni
v poznih fazah biosinteze eritromicina in nekaj klju¢nih razlik tudi potrdili s
sekvenciranjem.

Na podlagi rezultatov genomske in proteomske analize, ki smo jo izvedli v Acies Bio v
okviru SirSega raziskovalnega projekta skupaj z veC institucijami kompetencnega centra
BRIN, smo identificirali tudi nekaj domnevnih regulatornih genov, ki bi potencialno lahko
vplivali na regulacijo biosinteze eritromicina.
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421 Analiza metabolnih poti za oskrbo s substrati za biosintezo
eritromicina

Dve klju¢ni izhodni spojini, Ki izhajata iz metabolnih poti primarnega metabolizma in sta
vkljuceni v pozne stopnje biosinteze eritromicina, sta izhodni spojini deoksisladkorjev
timidin difosfat-4-keto-6-deoksiglukoza (poglavje 2.4.3.2) in donor metilne skupine S-
adenozil metionin SAM (poglavje 2.4.3.3.). Z uporabo algoritma BLAST (postopek je
podrobneje opisan v poglavju 3.2.4) smo na podlagi metabolnih poti iz baze podatkov
KEGG iskali verjetne funkcijske homologe v genomu S. erythraea (baza podatkov NCBI).
Iskanje je temeljilo na predvidenih funkcijskih homologih (v bazi KEGG) oziroma na
aminokislinskih zaporedjih encimov iz organizmov, ki so taksonomsko ¢im blizje S.
erythraea in so bili v preteklosti ze podrobno analizirani (referen¢no zaporedje).
Identificirane genske homologe v S. erythraea, ki so bili najbolj ohranjeni, smo s
programom Clustal Omega primerjali s homologi iz sorodnih bakterijskih vrst oziroma z
zaporedjem podrobno analiziranega encima (slike v prilogi). Pri poravnavi dveh
aminokislinskih zaporedji predstavlja identiteta nad 40 % dovolj veliko verjetnost, da so
encimske funkcije ohranjene (Tian in Skolnick, 2003; Edgar, 2010). Na podlagi rezultatov
analiz smo tako dolocili gene oziroma proteine, ki najverjetneje sodelujejo pri metabolnih
poteh pri S. erythraea in glede na njihove predvidene vloge sestavili verjetne biosintezne
poti obeh omenjenih izhodnih spojinah.

4211 Biosinteza TDP-4-keto-6-deoksiglukoze pri S. erythraea

Izhodna spojina biosinteze mikaroze in desozamina je TDP-4-keto-6-deoksiglukoza
(poglavje 2.4.3.2) (Takahashi in sod., 2006). Primarni metaboliti, ki so vkljuceni v
metabolno pot biosinteze te izhodne spojine, so glukoza in nukleotidi. Metabolne poti, Ki
so opisane pri drugih bakterijah (White-Phillip in sod., 2009), smo uporabili pri analizi in
predlozili domnevno biosintezno pot TDP-4-keto-6-deoksiglukoze v S. erythraea. V
nadaljevanju so opisane posamezne encimske reakcije predvidene metabolne poti (Slika
29) in geni/proteini, ki najverjetneje sodelujejo pri teh reakcijah v S. erythraea.

Konverzija glukoze v glukozo-6-fosfat

Prva reakcija v biosintezi TDP-4-keto-6-deoksiglukoze je konverzija glukoze v glukoza-6-
fosfat (Andersson in Radstrom, 2002; White-Phillip in sod., 2009). Na podlagi sheme
metabolne poti glikoliza iz baze podatkov KEGG PATHWAY (Glycolysis..., 2013) v
metabolizmu to reakcijo katalizirajo potencialno stirje encimi. Heksokinaza (EC:2.7.1.1),
polifosfat glukokinaza (EC:2.7.1.63), glukokinaza (EC:2.7.1.2) in od ADP odvisna
glukokinaza (EC:2.7.1.147). S programom BLASTP smo v genomu S. erythraea nasli
bliznja homologa za encima glukokinazo in polifosfat glukokinazo, ki najverjetneje
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katalizirata fosforilacijo glukoze pri S. erythraea. Bliznjih homologov heksokinaze in od
ADP odvisne glukokinaze v genomu S. erythraea nismo identificirali.
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HO-P-O i
] Ho\.-Q-.,,OH GLUKOZA-6-FOSFAT
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Slika 29: Domnevna biosintezna pot TDP-4-keto-6-deoksiglukoze in verjetni encimi, produkti genov
identificirani v genomu S. erythraea.

Figure 29: Putative TDP-4-keto-6-deoxyglucose biosynthetic pathway and probable enzimes, products of
genes identified in S. erythraea genom.
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Rezultati analize:
¢ Analiza encima glukokinaza

Baza podatkov KEGG Ze vsebuje dva anotirana homologa glukokinaz iz S. erythraea.
Eden homolog je produkt gena glk s sistemati¢no oznako SACE_1700, drugi pa produkt
gena nagC4 s sistemati¢no oznako SACE_7183 (Oliynyk in sod., 2007). BLASTP analiza
s primerjavo aminokislinskega zaporedja glk glukokinaze iz S. erythraea in
aminokislinskimi zaporedji iz baze podatkov vseh organizmov ter poravnav Clustal
(priloga A) sta pokazali, da so bliznji homologi tega proteina prisotni tudi v sorodnih
vrstah: Saccharothrix espanaensis, Saccharopolyspora spinosa in Actinosynnema mirum in
so jih anotirali kot glukokinaze. Najblizji homolog, ki je Ze bil biokemijsko karakteriziran,
je glukokinaza iz bakterije S. coelicolor (Angell in sod., 1994), ki s produktom gena
SACE 1700 kaze 45 % identi¢nost aminokislinskega zaporedja. BLASTP analiza je s
primerjavo aminokislinskega zaporedja nagC4 glukokinaze in aminokislinskimi zaporedji
iz baze podatkov vseh organizmov pokazala, da so homologi tega proteina prisotni tudi v
sorodnih vrstah: Saccharopolyspora spinosa, Saccharothrix espanaensis in Actinosynnema
mirum in so jih anotirali kot transkripcijski regulator iz druzine “represor, odprti bralni
okvir, kinaza” (ROK). Primerjava proteina nagC4 z glukokinazo iz bakterije S.coelicolor
kaze manjSo 32 % identi¢nost. Primerjava produka genov SACE 1700 in SACE 7183
kaze 34 % identi¢nost.

V slabo karakterizirani druzini ROK so funkcionalno raznoliki genski produkti med katere
spadajo od ogljikovih hidratov odvisni transkripcijski represorji, glikozil-kinaze in $e drugi
hipoteti¢ni proteini. ROK kinaze vsebujejo na N-terminalnem mestu ohranjeno ATP-
vezavno mesto. Strukturna podobnost med ROK kinazami in kinazami kaze na zelo
verjetno evolucijsko povezanost. ROK kinaze fosforilirajo Stevilne heksoze vkljuc¢no z
glukozo, razliéne epimere glukoz ter Stevilne acetilirane heksozamine. Strukturno so Se
slabo ovrednoteni (Conejo in sod., 2010).

E.coli 44 ---—--- KVEVKDGCIAIACPITGDWVAMTNHTWAFSIAEMKKNLGFSHLEIINDFTAVS 105
B.subtilis SKLDELQKPKHIIKYIGMGAP---GPVDMA----- AGVVYETVNLGWKNYALKNHLE-TE
SACE_1700 ---RG-LALRHPVAAVGLAVA---GFVSED----- RRVVRFAPHLAWRHVAVADRIA-AR
SACE_7183 ---AE-LRADADADAIGVVVP---GIVDEQ----- RGMGVYSANLGWREEPLRDKLA-AR
E.coli 106 MAIPMLKKEHL------- IQFGGAEPVEGKPIAVYGAGTGLGVAHLVH--VDKRWVSLPG 156
B.subtilis TGIPAVIENDANIAALGEMWKGAGDGA--KDVILVTLGTGVGGGIIANGEIVHGINGAGG
SACE_1700 VELPVVLEHDANAAATAEQRFGAAAGA--RVAALVALGTGIGGALVIDGEVFRGAYGVAP
SACE_7183 FDLPLAFGHDVRAGGLAEARLGAARGM--RDVIVMPIGTGIAAALVFNGQIYSA-GGHAG
E.coli 157 EGGHVDFAPNSEEEAIILEILRAEIGHVSAERVLSGPGLVNLYRAIVKADNRLPEN-LK- 204
B.subtilis EIGHICSIPEGGAPCNC------- GKTGCIETIASATGIVRIAKEKIANAKKTTR--LKA
SACE_1700 ELGHLRLVPD-GRPCPC--—----- GKRGCWERYCSGTALVSTVRELQERGDGTAGPLLDE
SACE_7183 EIGHVD-IGH-GEPCPC------- GGTGCVEAVASSAAVARRYTA--—-——--— RVG-----

Slika 30: Poravnava aminokislinskega zaporedja glukokinaze iz E. coli, B. subtilis in S. erythrae
(SACE_1700 in SACE_7183) z rumeno barvo so ozna¢eni aminokilsinski preostanki aktivnega mesta (Lunin
in sod., 2004).

Figure 30: Alignment of the aminoacid sequence of the E. coli, B. subtilis and S. erythrae (SACE_1700 and
SACE_7183) glucokinase, active site residues are marked with yellow color (Lunin et al., 2004).
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Da lahko z vecjo gotovostjo trdimo da sta produkta genov SACE 1700 in SACE 7183
glukokinazi, smo poravnali njuni aminokislinski zaporedji z aminokislinskim zaporedjem
glukokinaze iz E. coli (Slika 30), za katero je bila doloCena kristalna struktura in
identificirani aminokislinski preostanki v aktivnem mestu (Lunin in sod., 2004). Iz
poravnave je razvidno, da je vecina aminokislinskih preostankov aktivnega mesta
ohranjenih.

e Analiza encima polifosfat-glukokinaza

Baza podatkov KEGG Ze vsebuje anotiran homolog polifosfat-glukokinaze iz S. erythraea,
ki je produkt gena ppgK s sistematicno oznako SACE_1802 (Oliynyk in sod., 2007).
BLASTP analiza s primerjavo aminokislinskega zaporedja polifosfat-glukokinaze iz S.
erythraea in aminokislinskimi zaporedji iz baze podatkov vseh organizmov ter poravhava
Clustal, (priloga B) sta pokazali, da so vsi bliznji homologi tega gena prisotni tudi v
sorodnih  vrstah:  Saccharopolyspora spinosa, Actinopolyspora mortivallis in
Actinopolyspora halophila in so jih anotirali kot polifosfat-glukokinaze. Najblizji
homolog, ki je Ze bil biokemijsko karakteriziran, je polifosfat-glukokinaza iz bakterije
Arthrobacter sp. (Mukai in sod., 2004), ki s produktom gena SACE 1802 kaze 54 %
identi¢nost.

Konverzija glukoza-6-fosfata v glukoza-1-fosfat

Druga reakcija v biosintezi TDP-4-keto-6-deoksiglukoze je konverzija glukoza-6-fosfata v
glukoza-1-fosfat (Slika 29) (Andersson in Radstrom, 2002; White-Phillip in sod., 2009).
Na podlagi sheme metabolne poti glikoliza iz baze podatkov KEGG PATHWAY
(Glycolysis..., 2013) v metabolizmu to reakcijo katalizira encim fosfoglukomutaza (EC:
5.4.2.2). Izbrali smo referen¢no aminokislinsko zaporedje biokemijsko karakterizirane
fosfoglukomutaze iz Bacillus subtilis (Maino in Young, 1974).

Rezultat BLASTP analize tega zaporedja z bazo podatkov genoma S. erythraea je prikazal
eno zaporedje s stopnjo identi¢nosti 37 %. Protein je anotiran kot fosfo-sladkor-mutaza in
je produkt gena pmmB s sistemati¢no oznako SACE 6548 (Oliynyk in sod., 2007). Zadetki
BLASTP analize je s primerjavo aminokislinskega zaporedja fosfoglukomutaze iz S.
erythraea (SACE_6548) z aminokislinskimi zaporedji iz baze podatkov vseh organizmov
idenificirala zaporedja, med katerimi so zelo ohranjena zaporedja (poravnava Clustal,
priloga C) iz sorodnih vrst Amycolatopsis methanolica, Amycolatopsis sp. in
Amycolatopsis benzoatilytica, ki so anotirana kot fosfomanomutaza. Najblizji homolog, ki
je ze bil biokemijsko karakteriziran, je fosfoglukomutaza iz bakterije Lactobacillus casei
(Sanfélix-Haywood in sod., 2011), ki s produktom gena SACE 6548 kaze 45 %
identi¢nost.
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Domnevo, da je produkt gena SACE_6548, fosfoglukomutaza, smo preverili $¢ z
podrobno poravnavo aminokislinskih preostankov v aktivnem mestu. Poravnali smo
aminokislinska zaporedja fosfoglukomutaz razlicnih organizmov z aminokislinskim
zaporedjem iz S. erythraea (gen SACE_6548) (Slika 31). Analiza je pokazala, da so glede
na zaporedja iz ostalih organizmov, prisotni vsi aminokislinski preostanki v aktivnem
mestu SACE_6548.

S. erythraea 53 .[2].TFGTAGLRGPVRAG. 121 .[20].IQITASHNPPQDNGYKLYL.

B. linens 58 .[2].AFGTAGLRGEIAAG. 126 .[20].VMVTASHNPPDDNGYKVYL.

P. acnes 58 .[2].TFGTAGLRAALGPG. 126 .[20].VMVTASHNPPADNGYKVYL.

F. alni 60 .[2] .RFGTAGLRGPLRAG. 157 .[20].VMVTASHNPATDNGYKVYL.

S. tropica 57 .[2].TFGTAGLRGPLRAG. 124 .[20].VMVTASHNPPQDNGYKVYL.

M. turbekulosis 34 .[2].AFGTAGLRGHLRGG. 102 .[20].IQITASHNPATDNGYKVYV.

R. jostii 36 .[2].SFGTAGLRGPVRAG. 104 .[20].VQITASHNPAADNGYKVYL.

C. efficiens 31 .[2].SFGTAGMRAPVGPA. 122 .[20].VQITASHNGAADNGYKVFL.

S. cerevisiae 52 .[2].QFGTAGLRSQMQOAG. 120 .[20].VMITASHNPKMDNGYKVYY.

S. erythraea 269 .[22].IALDPDADRCALGI. 351 VSSTMLRSIAQ.[5].YDETLTGFKWLVRA.
B. linens 293 .[22] .IANDPDADRFSAAI. 400 VSSRGLAAAAC. [5].VISTLTGFKWISRV.
P. acnes 276 .[22].IASDPDADRCAVAA. 353 VSSTCLGRMAK. [5] .HHMTLTGFKWIGRV.
F. alni 335 .[22].LATDPDADRCAVAV. 407 VSSSGLRALAR. [5] . YRETLTGFKWIMRA.
S. tropica 282 .[22].IANDPDADRCAVVI. 368 VSSALLRAMCT. [5].YDETLTGFKWIVRA.
M. turbekulosis 252 .[22].IALDPDADRCAVGI. 336 VSSRMLAAIAA.[5].HVETLTGFKWLARA.
R. jostii 252 .[22].LALDPDADRCAVGV. 330 VSSDLLGKLAE. [5] . FARTLTGFKWLVRA.
C. efficiens 279 .[22].FALDPDADRCAVGI. 361 VSSQLLRVIAE. [5].YQETLTGFKHLSRA.
S. cerevisiae 294 .[22].VANDPDADRFSVAV. 383 VSSQMIKKMAE. [5].YEDTLTGFKWIGNR.
S. erythraea 381 .[ 7].LVYAYEEALGHCVD. 424 .[ 76].LRVVIRPSGTEPKLKC 515

B. linens 430 .[ 2].LVFGYEEALGYCVD. 468 .[ 83].SRVIVRPSGTEPKLKC 566

P. acnes 383 .[ 2].LVFGYEEAIGYCCD. 421 .[ 83].VHVVTRPSGTEPKLKC 519

F. alni 437 .[ 3].LVFGYEEALGYALV. 476 .[ 93].DRVTFRPSGTEPKLKV 584

S. tropica 398 .[ 6].LVYGYEEALGYCVA. 440 .[ 76].ARVVIRPSGTEPKLKA 531

M. turbekulosis 366 .[ 7].LVYAYEEAIGHCVD. 409 .[ 76].VRVAVRPSGTEPKLKC 500

R. jostii 360 .[ 3].LVYAYEEAIGHCVD. 399 .[ 80].VRMVVRPSGTEPKLKC 494

C. efficiens 391 .[ 7].LAFAYEEAVGTCPA. 434 .[ 75].LRVIVRVSGTEAKAKI 524

S. cerevisiae 413 .[10] .VPFGFEEAIGYMFP. 458 .[110].IRFTIRGSGTEPKLKV 583

Slika 31: Poravnava aminokislinskega zaporedja fosfo-sladkor-mutaza (SACE_6548), z rumeno barvo so
oznac¢eni aminokislinski preostanki aktivnega mesta (Chhabra in sod., 2012).

Figure 31: Alignment of the aminoacid sequence of the phospho-sugar mutase (SACE_6548), active site
residues are marked with yellow color (Chhabra et al, 2012).

Konverzija glukoza-1-fosfata v TDP-D-glukozo

Tretja reakcija (Slika 29) je konverzija glukoza-1-fosfata v TDP-D-glukozo (Sivaraman in
sod., 2002; Han in sod., 2006). Na podlagi sheme metabolne poti deoksisladkorjev iz baze
podatkov KEGG PATHWAY (Polyketide..., 2013) v metabolizmu to reakcijo katalizira
encim glukoza-1-fosfat-timidilil-transferaza (EC:2.7.7.24). Kot referenéno aminokislinsko
zaporedje smo izbrali encim schS6 iz Streptomyces sp. SCC-2136 (Han in sod., 2006). En
zadetek BLASTP analize tega zaporedja z bazo podatkov genoma S. erythraea je
zaporedje s stopnjo identi¢nosti 41 %. Protein je anotiran kot glukoza-1-fosfat-timidilil-
transferaza in je produkt gena rfbA s sistematicno oznako SACE_6883 (Oliynyk in sod.,
2007). BLASTP analiza je s primerjavo aminokislinskega zaporedja glukoza-1-fosfat-
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timidilil-transferaza iz S. erythraea (SACE_6883) z aminokislinskimi zaporedji iz baze
podatkov vseh organizmov identificirala zaporedja, med katerimi so zelo ohranjena
zaporedja (poravnava Clustal, priloga D) iz sorodnih vrst Saccharomonospora saliphila,
Amycolatopsis balhimycina in Streptomyces venezuelae, ki so anotirana kot glukoza-1-
fosfat-timidilil-transferaza. Najblizji homolog, ki je Ze bil biokemijsko karakteriziran, je
glukoza-1-fosfat-timidilil-transferaza iz bakterije Mycobacterium smegmatis (Qu in sod.,
2007), ki s produktom gena SACE_6883 kaze 60 % identi¢nost.

Konverzija TDP-D-glukoze v TDP-D-4-keto-6-deoksiglukozo

Zadnja stopnja v predvideni metabolni poti (Slika 29) je konverzija TDP-D-glukoze v
TDP-D-4-keto-6-deoksiglukozo (Lombo in sod., 1997; Doumith in sod., 2000). Na podlagi
sheme metabolne poti deoksisladkorjev iz baze podatkov KEGG PATHWAY (Polyketide...,
2013) v metabolizmu to reakcijo Kkatalizira encim TDP-D-glukoza-4,6-dehidrataza
(EC:4.2.1.46). Encim je bil v S. erythraea ze identificiran (Vara in Hutchinson, 1988;
Linton in sod., 1995). Protein je dolo¢en kot TDP-D-glukoza-4,6-dehidrataza in je produkt
gena aveBlI s sistemati¢no oznako SACE_6480 (Oliynyk in sod., 2007).

4.2.1.2 Biosinteza S-adenozil-L-metionina pri S. erythraea

Pri biosintezi eritromicina predstavlja S-adenozil-L-metionin (SAM) neposredni vir
metilne skupine za metilacijo biosinteznih intermediatov (Fontecave in sod., 2004). Za
razumevanje oskrbe z metilno skupino, pa je klju¢na biosintezna pot nastanka SAM
oziroma cikel reakcij (Slika 32), ki vodijo do recikliranja z metilno skupino »nabitega«
SAM. Kot prvo stopnjo v ciklu sinteze SAM smo izbrali nastanek S-adenozil-L-
homocistein, ki sovpada s prehodom metilne skupine s SAM na akceptor (Lu, 2000).

Konverzija S-adenozil-L-homocisteina v L-homocistein

Pri metilaciji se donor metilne skupine SAM pretvori v S-adenozil-L-homocistein, ta pa se
pri naslednji reakciji pretvori v L-homocistein (Lu, 2000). V bazi podatkov KEGG
PATHWAY (Cysteine..., 2013) je na podlagi sheme metabolne poti cisteina razvidno, da to
reakcijo katalizira encim adenozilhomocisteinaza (EC: 3.3.1.1). Izbrali smo referen¢no
aminokislinsko zaporedje encima iz M. tuberculosis (Reddy in sod., 2008). BLASTP
analiza tega zaporedja z genomom S. erythraea je prikazala dva zadetka s stopnjo
identi¢nosti 75 in 71 %. Oba proteina sta anotirana kot S-adenozil-homocistein-hidrolaza
in sta produkta genov sahH s sistematicnima oznakama SACE_3897 in SACE_6450
(Oliynyk in sod., 2007). Poravnava aminokislinskih zaporedij SACE_ 3897 in SACE_6450
je pokazala, da imata zaporedji stopnjo identi¢nosti 73 %. BLASTP analiza je s primerjavo
aminokislinskih zaporedij S-adenozil-homocistein-hidrolaz SACE_6450 in SACE_3897 z
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aminokislinskimi zaporedji iz baze podatkov vseh organizmov identificirala zaporedja,
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Slika 32: Domnevna biosintezna pot SAM.

Figure 32: Putative SAM biosynthetic pathway
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med katerimi so zelo ohranjena zaporedja (poravnava Clustal, priloga E) iz sorodnih vrst
Rhodococcus erythropolis, Amycolatopsis nigrescens in Streptomyces sp., ki so anotirana
kot S-adenozil-homocistein-hidrolaza.

Konverzija L-homocisteina v L-metionin

Druga reakcija je konverzija L-homocisteina v L-metionin. Pri tej reakciji se na L-
homocistein veze metilna skupina s 5-metiltetrafolata (Lu, 2000). V metabolizmu ta
konverzija lahko poteka z enim od Stirih encimov: betain-homocistein S-metiltransferaza
(EC:2.1.1.5), homocistein S-metiltransferaza (EC:2.1.1.10), metionin sintaza (EC:2.1.1.13)
in 5-metiltetrahidropteroiltriglutamat-homocistein-S-metiltransferaza (EC: 2.1.1.14). V
genomu S. erythraea smo z analizo BLASTP identificirali homologe homocistein S-
metiltransferaze, metionin-sintaze in 5-metiltetrahidropteroiltriglutamat-homocistein-S-
metiltransferaze:

e homocistein S-metiltransferaza

Homocistein-metil transferaza katalizira vezavo metilne skupine na L-homocistein, pri
cemer je donor metilne skupine SAM. Produkta reakcije sta L-metionin in S-adenozil-L-
homocistein (Balish in Shapiro, 1967). Za referen¢no zaporedje smo izbrali aminokislinsko
zaporedje encima iz E. coli (Hayashi in sod., 2006). V genomu S. erythraea smo
identificirali eno zaporedje s stopnjo identi¢nosti 64 %. Protein je anotiran kot homocistein
metiltransferaza in je produkt gena mmuM s sistemati¢no oznako SACE_3890 (Oliynyk in
sod., 2007). Seveda pa ta reakcija ne omogoca oskrbe s prosto metilno skupino za
biosintezo eritromicina, saj je vir metilne skupine molekula SAM, ki je hkrati tudi substrat
za metilazo EryG, ki pretvarja eritromicin C v eritromicin A.

BLASTP analiza je s primerjavo aminokislinskega zaporedja homocistein metiltransferaze
iz S. erythraea. (SACE_3890) z aminokislinskimi zaporedji iz baze podatkov vseh
organizmov identificirala zaporedja, med katerimi so zelo ohranjena zaporedja (poravhava
Clustal, priloga F) iz sorodnih vrst Mycobacterium avium, Saccharopolyspora spinosa,
Streptomyces chartreusis in Streptomyces hygroscopicus, Ki so anotirana kot homocistein
metiltransferaza.

e metionin sintaza
Metionin sintaza (od kobalamina odvisna sintaza) katalizira vezavo metilne skupine na L-
homocistein. Donor metilne skupine je 5-metiltetrahidrofolat, ki se pri reakciji pretvori v
tetrahidrofolat (Matthews in sod., 2003; Ubhi in sod., 2011). Za referencno zaporedje smo
izbrali aminokislinsko zaporedje encima iz E. coli (Old in sod., 1990, Hayashi in sod.,
2006). V genomu S. erythraea smo s programom BLASTP identificirali eno zaporedje s
stopnjo identi¢nosti 32 %. Protein je anotiran kot metionin sintaza in je produkt gena metH
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s sistemati¢no oznako SACE_ 3898 (Oliynyk in sod., 2007). BLASTP analiza je s
primerjavo aminokislinskega zaporedja metionin sintaza iz S. erythraea (SACE_3898) z
aminokislinskimi zaporedji iz baze podatkov vseh organizmov identificirala zaporedja,
med katerimi so zelo ohranjena zaporedja (poravnava Clustal, priloga G) iz sorodnih vrst
Actinopolyspora halophila, Actinoalloteichus spitiensis, Mycobacterium tuberculosis in
Pseudonocardia dioxanivorans, ki so anotirana kot metionin sintaza. Biokemijsko
karakteriziran je samo homolog iz E. coli.

e 5-metiltetrahidropteroiltriglutamat-homocistein-S-metiltransferaza
5-metiltetrahidropteroiltriglutamat-homocistein-S-metiltransferaza (od kobalamina
neodvisna metionin sintaza) katalizira vezavo metilne skupine na L-homocistein. Enako
kot pri metionin sintazi je donor metilne skupine 5-metiltetrahidrofolat, ki se pri reakciji
pretvori v tetrahidrofolat (Matthews in sod., 2003; Suliman in sod., 2005). Za referenc¢no
zaporedje smo izbrali aminokislinsko zaporedje encima iz E. coli (Hayashi in sod., 2006).
V genomu S. erythraea smo s programom BLASTP identificirali dve zaporedji s stopnjo
identi¢nosti 48 %. Oba proteina sta anotirana kot 5-metiltetrahidropteroiltriglutamat-
homocistein S-metiltransferaza in sta produkta genov metE s sistemati¢nima oznakama
SACE_4744 in SACE_6349 (Oliynyk in sod., 2007). Poravnava aminokislinskih zaporedij
SACE_4744 in SACE_6349 je pokazala (poravnava Clustal, priloga H), da imata
aminokislinski zaporedji stopnjo identi¢nosti 76 %. BLASTP analiza je s primerjavo
aminokislinskih zaporedij 5-metiltetrahidropteroiltriglutamat-homocistein-S-
metiltransferaza SACE_6349 in SACE_4744 z aminokislinskimi zaporedji iz baze
podatkov vseh organizmov identificirala zaporedja, med katerimi so zelo ohranjena
zaporedja (poravnava Clustal, priloga H) iz sorodnih vrst Mycobacterium tuberculosis in
Amycolatopsis orientalis, ki so anotirana kot 5-metiltetrahidropteroiltriglutamat-
homocistein-S-metiltransferaza. Najblizji homolog, ki je Ze bil biokemijsko karakteriziran,
je iz bakterije Streptococcus mutans (Fu in sod., 2011), ki s produktom gena SACE_4744
kaze 45 % indenti¢nost, S produktom gena SACE_6349 pa 43 % identi¢nost.

Konverzija L-metionina v S-adenozil-L-metionin

Tretja reakcija je konverzija L-metionina v S-adenozil-L-metionin (Lu, 2000), ki jo
katalizira encim metionin adenoziltransferaza (EC: 2.5.1.6). Za referencno zaporedje smo
izbrali aminokislinsko zaporedje encima iz S. coelicolor (Bentley in sod., 2002). VV genomu
S. erythraea smo s programom BLASTP identificirali dve zaporedji s stopnjo identi¢nosti
78 in 75 %. Oba proteina sta anotirana kot metionin adenoziltransferaza in sta produkta
metK genov s sistematicnima oznakama SACE_2103 in SACE_3900 (Oliynyk in sod.,
2007). Poravnava aminokislinskih zaporedij SACE_2103 in SACE_3900 je pokazala
(poravnava Clustal, priloga ), da imata zaporedji stopnjo identi¢nosti 87 %. BLASTP
analiza je s primerjavo aminokislinskega zaporedja metionin adenoziltransferaze
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SACE_2103 in SACE_3900 z aminokislinskimi zaporedji iz baze podatkov vseh
organizmov identificirala zaporedja, med katerimi so zelo ohranjena zaporedja (poravhava
Clustal, priloga 1) iz sorodnih vrst Pseudonocardia dioxanivorans in Saccharomonospora
cyanea, ki so anotirana kot metionin adenoziltransferaza. Najblizji homolog, ki je ze bil
biokemijsko karakteriziran, je iz bakterije Mycobacterium smegmatis (Berger in Knodel,
2003), ki s produktom genov SACE 2103 in SACE_3900 kaze 80 % identi¢nost.

‘SACE_3890 muuM \

\ SACE_3897 sahH H SACE_3898 metH \ \ SACE_3900 metK \

— S e — % ——

T hlpotetlcnl protein ‘

hipoteticni proteini ‘ ‘5 10-metilen-tetrahidrofolat-reduktaza ‘

‘ adenozin kinaza ‘

Slika 33: Genska skupina genov, ki domnevno sodeluje pri biosintezi SAM.

Figure 33: Gene cluster, putatively involved in SAM biosynthetic pathway

4.2.2 Identifikacija potencialnih regulatornih genov na podlagi
rezultatov primerjalne transkriptomske in proteomske analize

Regulacija biosinteze eritromicina v S. erythraea je $e vedno slabo raziskana, saj
eritromicinska genska skupina ne vsebuje regulatornih genov (poglavje 2.5). V ¢asu
izvajanja te doktorske naloge je v okviru Kompetencnega centra Brin potekala tudi
celostna primerjava divjega (NRRL23338) in visokodonosnega (ABE1441) seva S.
erythraea, v okviru katere so Acies Bio, Nacionalni institut za biologijo, Institut Jozef
Stefan in BiotehniSka fakulteta z metodami sistemske biologije analizirali klju¢ne razlike
med obema sevoma. V sklopu primerjalne transkriptomske in proteomske analize
(doktorska naloga Katarine KarniCar v pripravi) smo identificirali ve¢ verjetnih genskih
homologov, ki so bili v visokodonosnem sevu moc¢neje izrazeni kot v divjem sevu.
Najvecjo razliko v izrazanju smo opazili pri verjetnem genu SACE_5599, zato smo ta
verjetni gen preucili najbolj podrobno (poglavje 4.3.4.1). Znatno povecanje izrazanja v
visokodonosnem sevu smo opazili tudi pri verjetnih genih SACE_0044, SACE_2890 in
SACE_3978.

4.2.2.1 Analiza potencialnega regulatornega gena SACE_5599

Poravnava aminokislinskega zaporedja SACE_5599 in njegovih homologov iz drugih

74



Kirm B. Pozne stopnje biosinteze eritromicina pri aktinobakteriji Saccharopolyspora erythraea.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Slin = —-—-—m—m—mmmmmooo MVRSNLSVADRCGTSAVNGRVKTGEDGVLVTRVGLRIPAVLNE 43
WO07  mmm oo MLATRVGLRISAGLDY 16
Sery = —mmmmmm e MERSGEVLATQVGLQFPHSLPF 22
Shim ~ ------ MMNQSSDLDRPKVVLEGKRPD-AERQRRTGPADTRG-QVLTTNVGLRIPVGLTF 52
SESU oo MLTTKVGLQMPAQLAY 16
Faln ----- MMMNQIEGRENSDVLTSRAEPEGVPRARRPGGQGPRLPQVLTTKVGLHIPPGLAF 55
K744 —————- MGRGMTVSNSVSYSASAMVRDRHAGARPPOQORHPSDERILTTKNGLHIPEGLSF 54
Sniv MVASGRTASKGRGNGATPVRPTAGDATPVDSGQPSDTTYGGLE-VSAERTRLRIPRDLSL 59
sgri = ----------- MHNAMT--—-— AGDGARVLSGGGGPEALG--—-~ EVERTSLRLPRDMTI 39
Scla MERYGQYRSARRTGAAPHGPPGGPNGVERGGARSLONRLGITDGVYAGQVELRIPAGLPF 60
Slin DTiIERAGREIARVADS SAiICLGDlT I YGOTRY SDRYRRAVEAAGLDYQTIRNYAVARREF 103
w007 EVlERAGQRIARVADSSAJICLGDI IYGESRYTDRYRBAVKAAGLDYQTIRNYAVARSE 76
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K744 PLERBRAQLSFOHHSEIASLPDDEQEQLDEAEARSHTTKQOLESAVEMAQ-HNGLSEGDA 173
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Sniv CEVQLNLQLDELRFLERREAARGSNLTLTDJjI LSVVDGAV - == ——==——=———=—————— 217
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Slika 34: Poravnava zaporedja SACE_5599 in njegovih homologov iz drugih aktinomicetnih vrst (Clustal
Omega). Ohranjeni ostanki triptofana so oznaceni z rde€o in ohranjeni ostanki arginina so oznaceni modro.
Pri osrednji regiji proteinov je prikazana visoka podobnost zaporedij med vsemi homologi, oznac¢eno s sivo
barvo. Prikazani izbrani homologi so vrste Actinomycetales: Slin — LmbU from S. lincolnensis; WO007 —
LmbU from Streptomyces sp. WO007; Sery — SACE_5599 from S. erythraea; Shim — HmtD from
Streptomyces himastatinicus ATCC53653 ; Stsu — Streptomyces tsukubaensis NRRL18488; Faln — Frankia
alni ACN14a; K744 — Orf10 from Kutzneria sp. 744; Sniv — NovE from Streptomyces niveus; Sgri — HrmB
from Streptomyces griseoflavus; Scla — Streptomyces clavuligerus ATCC27064.

Figure 34: Protein sequence alignment SACE_5599 homologous proteins from related actinomycete species
(Clustal Omega). Conserved tryptophan residues are marked in red and conserved arginine residues are
marked in blue. Central region of the protein, showing particularly high sequence similarity among all
homologues, is marked in grey. Homologues from selected Actinomycetales species are presented: Slin —
LmbU from S. lincolnensis; W007 — LmbU from Streptomyces sp. W007; Sery — SACE_5599 from S.
erythraea; Shim — HmtD from Streptomyces himastatinicus ATCC53653 ; Stsu — Streptomyces tsukubaensis
NRRL18488; Faln — Frankia alni ACN14a; K744 — Orfl0 from Kutzneria sp. 744; Sniv — NovE from
Streptomyces niveus; Sgri — HrmB from Streptomyces griseoflavus; Scla — Streptomyces clavuligerus
ATCC27064.
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aktinomicetnih sevov s programom Clustal Omega (Slika 34) je pokazala zelo ohranjene
ostanke triptofana kot tudi Stevilne ostanke arginina v N-terminalnem in osrednjem delu
zaporedja. V aminokislinskem zaporedju SACE_5599 je delez arginina kar 14.2 % vseh
aminokislinskih ostankov. SACE 5599 spada v druzino neraziskanih regulatornih genov,
ki se nahajajo v Stevilnih biosinteznih genskih skupinah aktinomicet. Z bioinformacijsko
analizo smo opazili, da je poleg anotiranega zaporedja (184 ak) (Oliynyk in sod. 2007)
mozna tudi daljSa varianta odprtega bralnega okvirja SACE 5599 (219 ak). Obe varianti
sta prikazani na sliki 35.

MERSGEVLATQVGLQFPHSLPFEDWERAGKKITRIVNSSAWFLGDWVVYGQARYSDRYRRAIETARLDYQTIR

NYAWVARRFELSRRRDKLSFQHHAEVAALPVDQODRWLDRAEEAGWSRNQLROQHIRNSRLAVQGAGSVERAMP

ATIQVTSERLERWOQRAAERAGSSIESWIVANLDSAAGRVLEEADQPPROQVEAPRQTEHPPROVEQQHRQLVARA

Slika 35: Zaporedje 219 aminokislin identificiranega proteina, ohranjeni ostanki triptofana so odebeljeni in
mesto zacetka tranaslacije pri krajsi 184 ak varianti je oznacen s sivo barvo.

Figure 35: Sequence of the 219 amino acid conserved tryptophan residues marked in bold and the position of
translation start in short 184 aa variant is shaded in grey.

4.2.2.2 Analiza potencialnega regulatornega gena SACE_0044

S primerjalno transkriptomsko analizo smo kot pove€ano izrazen identificirali tudi gen
SACE_0044. Produkt tega gena je podoben serin/treonin kinazi PknB (Oliynyk in sod.,
2007). Homologen encim so biokemijsko karakterizirali pri bakteriji Mycobacterium
tuberculosis kjer transmembranska signalna kinaza PknB regulira celi¢no rast in
morfologijo (Young in sod., 2003). BLASTP analiza je s primerjavo aminokislinskega
zaporedja PknB kinaze SACE_0044 z aminokislinskimi zaporedji iz baze podatkov vseh
organizmov identificirala zaporedja (poravnava Clustal, priloga J), med katerimi so zelo
ohranjena zaporedja iz sorodnih vrst Saccharopolyspora spynosa in Amycolatopsis
orientalis, ki so anotirana kot serin/treonin kinaze. BLASTP analiza je s primerjavo
aminokislinskega zaporedja produkta SACE_0044 pokazala, da ima 49 % identi¢nost
glede na zaporedje iz M. tuberculosis. Potencialen vpliv gena SACE_0044 na rast S.
erythraea in donos eritromicina smo v nadaljevanju tudi eksperimentalno preverili, kot je
opisano v poglavju 4.3.4.3.

4.2.2.3 Analiza potencialnega regulatornega gena SACE_2890

S primerjalno transkriptomsko analizo smo identificirali tudi gen SACE_2890. Produkt je
podoben transkripcijskemu regulatorju iz druzine LuxR (Oliynyk in sod., 2007). Geni iz
druzine LuxR pri bakterijah regulirajo izrazanje genov kot odziv na spremembo gostote
populacije v okolju (angl. quorum-sensing) (Fuqua in sod., 1994). BLASTP analiza je s
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primerjavo aminokislinskega zaporedja regulatorja iz druzine LuxR SACE_ 2890 z
aminokislinskimi zaporedji iz baze podatkov vseh organizmov identificirala zaporedja
(poravnava Clustal, priloga K), med katerimi so zelo ohranjena zaporedja iz sorodnih vrst
Streptomyces sp. in so anotirana kot transkripcijski regulator iz druzine LuxR. Med njimi je
tudi produkt gena Strvi_4059 iz Streptomyces violaceusniger sev Tu4113 (Lucas in sod.,
2011), njegovo aminokislinsko zaporedje ima 40 % identi¢nost s produktom gena
SACE_2890. Potencialen vpliv produkta gena SACE_2890 na rast S. erythraea in donos
eritromicina smo v nadaljevanju tudi eksperimentalno preverili, kot je opisano v poglavju
4.3.4.3.

4.2.2.4 Analiza potencialnega regulatornega gena SACE_3978

Povecano izrazanje v visokodonosnem sevu smo z analizo transkriptoma ugotovili tudi pri
genu SACE_3978. Produkt je podoben proteinu z vezavno domeno za cikli¢ne nukleotide
(Oliynyk in sod., 2007). Proteini, ki vsebujejo domeno za vezavo cikli¢nih nukleotidov, so
alostericno regulirani s ciklicnimi nukleotidi, katerih znotrajceli¢na koncentracija je
odvisna od fizioloSkega stanja celice (poglavje 2.5) (Nambi in sod., 2012). BLASTP
analiza je s primerjavo aminokislinskega zaporedja produkta gena SACE_3978 z
aminokislinskimi zaporedji iz baze podatkov vseh organizmov identificirala zaporedja
(poravnava Clustal, priloga L), med katerimi so zelo ohranjena zaporedja iz sorodnih vrst
Streptomyces rimosus in Amycolatopsis orientalis in so anotirana kot protein z vezavno
domeno za cikli¢ne nukleotide. Med njimi je tudi produkt gena Strvi_4098 iz Streptomyces
violaceusniger sev Tu4113 (Lucas in sod., 2011), s katerim ima aminokislinsko zaporedje
produkta gena SACE_3978 69 % identi¢nost. Potencialen vpliv gena SACE_3978 na rast
S. erythraea in donos eritromicina smo v nadaljevanju tudi eksperimentalno preverili, kot
je opisano v poglavju 4.3.4.3

4.2.3 Identifikacija mutacij v metabolnih poteh, pomembnih za pozne
stopnje biosinteze

V sklopu SirSega raziskovalnega projekta smo v podjetju Acies Bio d.o.o. sekvencirali tudi
genom visokodonosnega seva ABE1441, ki je bil razvit s pomocjo veckratnih postopkov
klasicne mutageneze in selekcije. V sklopu te doktorske disertacije smo z
bioinformacijskimi metodami primerjali gensko skupino ery iz seva NRRL 23338 z
zaporedjem seva ABE1441, da ugotovimo ali so pri genih pomembnih za pozne stopnje
biosinteze eitromicina pri sevu ABE1441 prisotne mutacije.

V genomu seva S. erythraea NRRL23338, dostopnega v NCBI (NCBI Reference

Sequence: NC_009142.1), smo izbrali regijo nukleotidnega zaporedja od 778.214 do
832.825 nukleotida, ki ustreza genski skupini ery. Zaporedje smo primerjali z
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odgovarjajo¢im zaporedjem iz genoma ABEI1441. Pregledali smo tudi zaporedja
metabolnih in regulatornih genov, navedenih v poglavjih 4.2.1 in 4.2.2. ter ugotovili da
geni ne vsebujejo mutacij.

V genomu seva ABE1441 smo tako identificirali Stiri mutacije, ki bi potencialno lahko
vplivale na aktivnost teh encimov in tako tudi vplivale na potek poznih stopenj biosinteze
eritromicina. Identificirane mutacije se nahajajo v genih: eryCVlI, eryBIV, eryClII ter eryBI
(Slika 36). V nadaljevanju smo izvedli tudi potrditev mutacij, ki je podrobneje opisana v
poglavju 4.3.1.

V genu eryCVI, je posledica mutacije zamenjava timina s citozinom. Mutacija je
povzrocila spremembo kodona (iz ACC v GCC) in poslediéno povzrocila zamenjavo
aminokislin treonina z alaninom. Mutacija v genu eryBIV je zamenjava citozina s timinom.
Mutacija je povzrocila spremembo kodona (iz GGG v GTG) in posledi¢no povzrodila
zamenjavo aminokislin glicin z glutaminsko kislino. Mutacija v genu eryClI je prav tako
zamenjava timina s citozinom. Mutacija je povzrocila spremembo kodona (iz GCA v GTA)
in posledi¢no povzrodila zamenjavo alaninskega preostanka z valinom. Cetrta mutacija je
zamenjava dveh in insercija Sestih nukleotidov v genu eryBl. Mutacija je zunaj odprtega
bralnega okvirja in se nahaja dvanajst nukleotidov za genom. Glede na smer prepisovanja
sosednjega gena ermk sklepamo, da je mutacija na terminatorju. PoloZaj mutacij smo
dolo¢ili glede na nukleotidno zaporedje genoma NRRL23338 (NCBI Reference Sequence:
NC_009142.1; Oliynyk in sod. 2007).

Preglednica 7: Mutacije v genih, vpletenih v biosintezno pot poznih stopenj biositeze eritromicina pri sevu
ABE1441. Polozaj mutacij je definiran v skladu z nomenklaturo genoma seva NRRL23338 (NCBI Reference
Sequence: NC_009142.1).

Table 7: Mutations in genes, involved in erythromycin post-PKS biosynthetic pathway in the strain
ABE1441. Position of mutations are defined according to the nomenclature of genome NRRL23338 strain
(NCBI Reference Sequence: NC_009142.1).

Ime Polozaj v Ali je v odprtem Vrsta mutacije | Sprememba Ime encima
gena | genomu  bralnem okvirju AK
eryCvi 785262 DA T—C T—A TDP-desozamine-N-dimethyl transferase
dDTP-4keto-6-deoxy-L-hexose-4-
eryBIV 787712 DA C—-T G—E reductase
TDP-4-keto-6-deoxyglucose-3,4-
eryCll 821212 DA C-T A—-V isomerase
eryBl | 830350 NE AG :ﬁé‘a;GG terminator beta-D-glucosidase
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eryCVl:

NRRL2338 785244 CCGACAGCTCCAGCCCGGTCACGTCGTCGAAGAGGTCGGCGAACCGGCGC 785293
ABE1441 CCGACAGCTCCAGCCCGGCCACGTCGTCGAAGAGGTCGGCGAACCGGCGC

eryBIV:

NRRL2338 787695 GCGGGGAATCACTGATCCCATTCACCGGAGCATTTGCTCGCTTTCCAGGT 787744
ABE1441 GCGGGGAATCACTGATCTCATTCACCGGAGCATTTGCTCGCTTTCCAGGT

eryCIl:

NRRL2338 821203 CCACCGCCGCACTGCGGGCCGCGGCCAAGGCGCTGCCCGGACTCACGCCC 821252
ABE1441 CCACCGCCGTACTGCGGGCCGCGGCCAAGGCGCTGCCCGGACTCACGCCC

eryBl:

NRRL2338 830323 CGACATCAACCTCTGATTCCTCTCGACCAA------ CAGGCCGCTCGACG 830336
ABEI1441 CGACATCAACCTCTGATTCCTCTCGACAGAACGGGGCAGGCCGCTCGACG

Slika 36: Poravnava odsekov nukleotidnih zaporedij sevov NRRL23338 (divji tip) in ABE1441 (visoko
produktivni). Iz poravnave so razvidne mutacije genov eryCVI, eryBlV, eryCll in eryBl.

Figure 36: Alignment of nucleotide sequence sections from NRRL 23338 (wild type) and ABE1441 (high
producer) strains. Alignment shows mutations on eryCVI, eryBIV, eryCll and eryBI genes.

4.3 UPORAVBA PRISTOPOV METABOLNEGA INZENIRSTVA ZA
[ZBOLJSEVANJE PRODUKCIJISKEGA SEVA S.erythraea

Na podlagi bioinformacijskih analiz izvedenih v sklopu te doktorske disertacije in analiz
profila necisto¢ pri biosintezi eritromicina izvedenih z LC-MS analizo v sklopu SirSega
raziskovalnega projekta v podjetju Acies Bio d.0.0., smo v naslednjem koraku izvedli nekaj
ciljanih genskih sprememb v genomu S. erythraea. S pomoc¢jo metabolnega inzeniringa
(genska inaktivacija ali poveCano izrazanje) smo zeleli ciljano vplivati na izbrane
metabolne poti, v katerih so produkti teh genov udeleZeni, posledicno pa na biosintezo
eritromicina. V ta namen smo pripravili ustrezne vektorje za izrazanje ciljnih genov. V
vektor pSetl52 (Kieser in sod., 2000) smo vstavili ciljni gen navadno skupaj s
promotorjem PermE* brez mesta vezave za ribosom, ki je izmed vseh testiranih
promotorjev (poglavje 4.1.1) omogocal relativno mocno izraZanje genov.

Ciljne gene smo najprej pomnozili s PCR metodo (poglavje 3.2.3.2) in pri tem kot matrico
uporabili genomsko DNA seva S. erythraea ABEI1441. Uporabili smo sinteti¢ne
oligonukleotidne zacetnike, ki so vsebovali tudi restrikcijska mesta za enostavno kloniranje
v vektor za izrazanje, na primer Ndel ali Xbal. Ndel smo uporabili, ker vsebuje v svojem
zaporedju start-kodon, Xbal pa v svojem zaporedju vsebuje stop-kodon, kar omogoca
konstrukcijo krajSih plazmidov. Nukleotidno zaporedje pomnoZenih genov smo preverili s
sekvenciranjem. Konstruirane plazmide smo najprej s transformacijo vnesli v sev E.coli
ET12567, ki vsebuje dodatni plazmid pUZ8002, ki omogoc¢a nadaljnji konjugativni prenos
plazmidov v aktinomicete. S konjugacijo smo nato plazmide prenesli v sev divjega tipa S.
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erythraea NRRL 23338 oziroma v industrijski visokodonosni sev ABE1441, razvit v
podjetju Acies Bio. Konjugante S. erythraea, ki so zrasli na selekcijskem trdnem gojiscu,
smo najprej namnozili na plos¢ah s trdim gojis¢em ABSM4 in dodatkom ustreznega
antibiotika (opis postopka poglavje 3.2.2.3). Za testiranje produkcije eritromicina v
spremenjenih sevih smo spore z ABSM4 plos¢ inokulirali v vegetativno gojis¢e ABVMI,
inkubirali na stresalniku in po 48 urah inokulirali produktivno gojis¢e ABPMS8 (poglavje
3.2.5.2). Po sedmih dneh kultivacije smo vzorce ekstrahirali z acetonitrilom in jih
analizirali za donos eritromicina (podroben opis, poglavje 3.2.6).

4.3.1 Potrjevanje mutacij in ¢ezmerno izrazanje mutiranih genov v
sev NRRL 23338

Verjetne mutacije, ki smo jih identificirali z bioinformacijskimi metodami (poglavje 4.2.3),
smo potrdili tako, da smo gene eryCVI, eryBIV ter eryCll iz seva NRRL23338 in ABE1441
namnozili z reakcijo PCR in produkte PCR reakcije sekvencirali. Pri PCR metodi smo
uporabili sinteti¢ne oligonukleotidne zacetnike eryCVI-F-Ndel, eryCVI-R-Xbal, eryBIV-
Ndel-F, eryBIV-R-Xbal, eryCl1-F-Ndel in eryClI-R-Xbal. PCR produkte smo klonirali v
vektor pSetl52 s promotorjem PermE* ter poslali na sekvenciranje podjetju Macrogen
(Seoul, Korea). Rezultati sekvenciranja so pokazali, da je v industrijskem visokodonosnem
sevu ABE1441 mutacija dejansko prisotna v vseh treh testiranih genih eryBIV, eryCVI in
eryClIlI.

Za gena eryCll in eryCVI smo v naslednjem koraku preverili, ali ima opaZena sprememba
v njunem aminokislinskem zaporedju vlogo pri povecani produkciji eritromicina v sevu
ABE1441. V ta namen smo vnesli dodatno kopijo vsakega mutiranega gena v divji sev
NRRL 23338. Proteina EryCIl in EryCVI sodelujeta pri biosintezi L-desozamina (Slika
10) (Summers in sod., 1997; Salah-Bey in sod., 1998). Pripravili smo dva vektorja za
izrazanje z vstavljenim genom eryClIl (oznaka plazmida pABE19) oziroma eryCVI (oznaka
plazmida pABE20). S konjugacijo smo plazmida pABE19 in pABE20 vnesli v sev divjega
tipa NRRL 23338. Konjugante smo inokulirali v teko¢e vegetativno gojis¢e ABVMI1, po
dveh dneh pa v produkcijsko gojis¢e ABPMS ter po sedmih dneh kultivacije ekstrahirali
eritromicin iz brozge (poglavje 3.2.6.1). Z mikrobiolosko metodo (poglavje 3.2.6.3) smo
analizirali vsebnost eritromicina v vzorcih. Rezultati analize so pokazali, da vnos dodatnih
kopij genov eryCll in eryCIV v NRRL23338 ni imel vpliva na produkcijo eritromicina
(Slika 37). Za kontrolo smo poleg divjega tipa seva NRRL23338 uporabili tudi sev
NRRL23338, ki je vseboval vektor pSetl152 brez vkljucka. Produkcija seva NRRL23338 je
bila v povpre¢ju 71 mg/L, sevov NRRL23338+pSet152 73 mg/L, sevov NRRL23338+
eryCll 72 mg/L in sevov NRRL23338+ eryCVI 71 mg/L (Slika 37).
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Slika 37: Vpliv prekomernega izrazanja genov eryCll (WT+pABE19), n = 22; in eryCVI (WT+pABE20), n =
15; na produkcijo eritromicina v primerjavi s kontrolami NRRL23338 (WT), n = 20; in NRRL23338 n = 20;
z vektorjem pSet125 brez gena (WT+pSet125). Polja pravokotnikov zajema 95 % podatkov iste populacije.
Horinzotalne ¢rte predstavljajo vrednost mediane in navpiéne ¢rte predstavljajo ektreme (min, max).

Figure 37: Production of erythromycin. Strains with overexpressed genes eryCll (WT+pABE19), n = 22; and
eryCVI (WT+pABE20), n = 15. Control is NRRL23338 (WT), n = 20; and NRRL23338 n = 20; with vector
pSetl125 without gene (WT+pSetl25). Bars encompass 95 % of the sample population. Horizontal lines
represent the median values and perpendicular lines indicate extreme values (min, max).
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Slika 38: Vpliv prekomernega izrazanja genov eryCll (ABE1441+pABE19), n = 20; in eryCVI
(ABE1441+pABE20), n = 20; na produkcijo eritromicina v primerjavi z izhodnim sevom ABE1441, n = 10;
in ABE1441 n = 10; z vektorjem pSet125 brez vkljucka (ABE1441+pSet125). Polja pravokotnikov zajemajo
95 % podatkov iste populacije. Horinzotalne crte predstavljajo vrednost mediane in navpic¢ne Crte
predstavljajo ekstreme (min, max).

Figure 38: Production of erythromycin. Strains with overexpressed genes eryCll (ABE1441+pABE19), n =
20; and eryCVI (ABE1441+pABE20), n = 20. Control is ABE1441, n = 10; and ABE1441 with vector
without gene (ABE1441+pSet125), n = 10. Bars encompass 95 % of the sample population. Horizontal lines
represent the median values and perpendicular lines indicate extreme values (min, max).
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Vpliv ¢ezmernega izrazanja genov eryCll in eryCIV na produkcijo eritromicina smo nato
preverili tudi v visokodonosnem sevu ABE1441. Plazmida pABE19 in pABE20 smo
konjugirali v sev ABE1441 na enak nacin kot v sev NRRL23338. Po kultivaciji, ki je bila
izvedena na enak nacin kot za spremenjene seve NRRL23338, smo doloc¢ili koncentracijo
eritromicina s HPLC (poglavje 3.2.6 .4). Rezultati so pokazali, da povefano izrazanje
genov eryCll in eryCIV v sevu ABE1441 ni imelo vpliva na produkcijo eritromicina (Slika
38). Kontrole ABE1441 in ABE1441+pSetl152 so imele povpreéen donos 2,1 g/L, sevi
ABE1441+ eryCll 2,2 g/L in sevi ABE1441+ eryCVI 1,9 g/L.

4.3.2 Vpliv ¢ezmernega izrazanja SACE_6479 in SACE_6480

Skupna izhodna spojina za biosintezo treh deoksisladkorjev desozamina, mikaroze in
ramnoze je TDP-4-keto-6-deoksiglukoza (poglavje 2.4.3.2). Glede na to, da za biosintezo
te izhodne spojine obstaja samo ena pot in je pri industrijskem sevu biosinteza eritromicina
povecéana, posledi¢no pa tudi poraba mikaroze in desozamina, smo z vnosom dodatne
kopije gena za TDP-D-glukoza-4,6-dehidratazo - SACE_6480 poskusili ugotoviti, ali ta
encimska konverzija morda predstavlja ozko grlo pri produkciji eritromicina. Dodatno
kopijo gena smo vnesli v industrijski sev ABE1441. Za ta namen smo pripravili plazmid
pABE10. Z metodo PCR smo z oligonukletidnima zacetnikoma 6480-Ndel-F in 6480-
Xbal-R pomnozili gen. DNA fragment gena SACE_6480 smo transformirali v vektor
pSetl52 s promotorjem PermE* brez mesta vezave za ribosom in izvedli konjugacijo
plazmida v divji in visokodonosni sev S. erythraea. Konjugante, ki so zrasli na gojis¢u SM
s 10 mM MgCl; s primernim antibiotikom, smo testirali na stresalniku v falkonovih kivetah
v produkcijskem gojis¢éu ABPMS8 sedem dni. Pri sevih z dodatno kopijo gena SACE 6480
nismo ugotovili opaznega povecanja produkcije eritromicina, glede na kontrolni sev (Slika
39).

|:|SACE_6479 rebD SACE_6480 aveBll|
‘ TDP-4-dehidroramnoza-reduktaza ‘ ‘ TDP-D-glukoza-4,6-dehidrataza ‘

Slika 39: Prikaz odprtih bralnih okvirjev verjetnih genov SACE_6479 in SACE_6480 v istem operonu.
Figure 39: Scheme of open reading frames of genes SACE_6479 and SACE_6480 in the same operon.

Predvidevamo, da je gen SACE_6480 postavljen v istem operonu, pred genom
SACE_6479 (Slika 39), zato je mozno, da oba genska produkta sodelujeta % isti
metabolni poti. Glede na bioinformacijsko analizo s pomocjo baze podatkov KEGG,
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produkt gena SACE_6479 katalizira zadnjo reakcijo pri biosintezi L-ramnoze, pretvorbo
dTDP-4-dehidro-beta-L-ramnoze v dTDP-L-ramnozo. Najprej smo konstruirali plazmid
pABE9, ki omogoca ¢ezmerno izrazanje gena SACE 6479 in vnesli v industrijski sev
ABE1441. Pri tem smo uporabili oligonukleotidna zacetnika 6479-Ndel-F in 6479-Xbal-R,
za pomnozevanje gena s PCR metodo. Gen smo vnesli v plazmid pSet152 s promotorjem
PermE* brez mesta vezave za ribosom in tako dobili plazmid pABE9. Plazmid pABE9
smo transformirali v E. coli ET12567/pUZ8002 in nato konjugirali v sev ABE1441.
Izbrane konjugante smo nato ovrednotili glede produkcije eritromicina. Testiranje smo
izvedli po metodi opisani v poglavju 3.6.2 na stresalniku v falkonovih kivetah. Vnos
dodatnega gena SACE_6479 ni imel vpliva na produkcijo eritromicina (Slika 40).
Povpre¢na produkcija izhodnega seva ABE1441 in ABE1441+pSet152 s plazmidom, ki ne
vsebuje gena je bila 2,1 g/L. Povpre¢na produkcija sevov ABE1441+SACE_6479 je bila
2,0 g/L in sevov ABE1441+SACE_6480 2,1g/L (Slika 40).
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Slika 40: Vpliv prekomernega izrazanja genov SACE_6479 (ABE1441+pABE9), n = 36; in SACE_6480
(ABE1441+pABE10), n = 29; na produkcijo eritromicina v primerjavi z izhodnim sevom ABE1441, n = 33;
in ABE1441 z vektorjem pSet152 brez inserta (ABE1441 + pSet152), n = 36. Polja pravokotnikov zajema 95
% podatkov iste populacije. Horinzotalne ¢rte predstavljajo vrednost mediane in navpi¢ne Crte predstavljajo
ektreme (min, max).

Figure 40: Influence overexpression of SACE 6479 (ABE1441+pABE9), n = 36; and SACE_6480
(ABE1441+pABE10), n = 29; genes on erythromycin production in comparison with control strains
ABE1441, n = 33; and ABE1441 containing the empty vector pSet152 (ABE1441 + pSet152), n = 36. Bars
encompass 95 % of the sample population. Horizontal lines represent the median values and perpendicular
lines indicate extreme values (min, max).
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Slika 41: Shema konstrukcije plazmida pABE23 z genom SACE_6479 in SACE_6480.
Figure 41: Constutions scheme for plasmid pABE23 with genes SACE_6479 in SACE_6480.

V naslednjem koraku smo pripravili tudi plazmid pABE23, ki je hkrati vseboval oba gena
SACE_6480 in SACE_6479. Plazmid pABE23 smo pripravili tako, da smo najprej rezali
plazmid pABE10 z restrikcijskim encimom Xbal, navzdol od gena SACE_6480 in potem

84



Kirm B. Pozne stopnje biosinteze eritromicina pri aktinobakteriji Saccharopolyspora erythraea.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

5’-konce odprtega plazmida defosforilirali z encimom FastAP po navodilih proizvajalca
Thermo scientific, da smo preprecili ponovno ligacijo koncev lizirane plazmidne DNA. Iz
plazmida pABE9 smo nato izrezali gen SACE_6479 z restrikcijskima encimoma Xbal in
Ndel. Ta fragment smo potem vnesli v plazmid pABO7, ki smo ga linearizirali z
restrikcijskima encimoma Xbal in Ndel (Slika 41). Ta plazmid vsebuje mesto vezave
ribosoma pred start-kodonom oziroma pred Ndel restrikcijskim mestom in $e eno dodatno
restrikcijsko mesto za Xbal pred mestom za vezavo ribosoma, ki pa ga encim Xbal ne
prepozna, ¢e je DNA modificirana z dam metilacijo. Zato smo konstruirani plazmid
transformirali v E. coli ET12567, ki ima prekinjena gena za metilazi dam in dcm. Iz
izoliralnega plazmida smo z restrikcijskim encimom Xbal izrezali gen SACE_6479, ki je
vseboval na obeh koncih restrikcijsko mesto Xbal in mesto vezave ribosoma. Ta gen smo
potem z ligacijo vnesli v prej pripravljeni, z Xbal odprti plazmid pABE10 in s tem dobili
plazmid pABE23 (Slika 41). Plazmid pABE23 smo potem s postopki transformacije vnesli
v E. coli ET12567 z dodatnim plazmidom pUZ8002 in nato s konjugacijo v seva S.
erythraea NRRL23338 in ABE1441.

L 1 2%
-
3000bp
1000bp g =% % w0
500 bp -;il

Slika 42: Restrikcijska analiza plazmida pABE23 rezanega z restrikcijskim encimom Ndel (vrstice 1, 2 in 3).
Velikost DNA fragmentov (bp) (vrstica L) in njihova pozicija je prikazana shematsko na levi strani slike. Lise
iz vrstic 1, 2 in 3 z velikostjo 1034 bp se ujema s fragmenti gena SACE_6480 in lisa z velikostjo 7,2 kb se
ujema s preostanki plazmida pABE23 z genom SACE_6479.

Figure 42: The restriction analysis of plasmid pABE23 digested with Ndel restriction enzyme (lane 1, 2 and
3). Markers for DNA fragment size (bp) (lane L) and their positions are schematically presented on the left
side of the gel. Bands in lanes 1, 2 and 3 with size 1034 bp correspond to SACE_6480 gen fragments and
with size 7,2 kb correspond to plasmid remains pABE23 with gen SACE_6479.

Dobljene konjugante smo testirali v falkonovih kivetah s produktivnim gojis¢em ABPMS.
Po sedmih dneh smo vzorce ekstrahirali z acetonitrilom in izmerili vsebnost eritromicina v
vzorcih. Vnos dodatnih kopij obeh genov v ABE1441 je imel pozitiven vpliv na produkcijo
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eritromicina, ki se je v povprecju povecala za 24 %. Povprecna produkcija seva ABE1441
je bila 2,5 g/L, sevov ABE1441+pSet152 s plazmidom, ki ne vsebuje gena 2,4 g/L, sevov
ABE1441+pABE23 pa je bila 3,3 g/L (Slika 43/1). Pri testiranju sevov ABE1441+pABE23
smo v produkcijskem gojiscu opazili tudi pojav rjavo-rdecega pigmenta (Slika 44).

V nasprotju s sevom ABE1441, pa vnos plazmida pABE23 v sev NRRL23338 ni imel
bistvenega vpliva na produkcijo eritromicina. Donos je bil v primerjavi z NRRL23338 vis;ji
za 6,4 %, kar je v okviru eksperimentalne napake (Slika 43/11). Povpre¢na produkcija seva
NRRL23338 je bila 71 mg/L, sevov NRRL23338+pSet152 je bila 73 mg/L in sevov
NRRL23338+ SACE_6479_ 6480 75 mg/L.
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Slika 43: Vpliv prekomernega izrazanja genov SACE_6479 in SACE_6480, na donos eritromicina. Polja
pravokotnikov zajemajo 95 % podatkov iste populacije. Horinzotalne ¢&rte predstavljajo vrednost mediane in
navpi¢ne drte predstavljajo ekstreme (min, max): 1): sev ABE1441 z dodatnima genoma
(ABE1441+pABEZ23) v primerjavi s kontrolama ABE1441 in ABE1441 z vektorjem brez gena (ABE1441 +
pSet152). 11): sev NRRL23338 z dodatnima genoma (WT+pABE23), n = 67; v primerjavi s kontrolami
NRRL23338 (WT), n = 27; in NRRL23338 z vektorjem brez gena (WT+pSet125), n = 25.

Figure 43: Influence of SACE_6479 and SACE_6480 overexpression, on erythromycin production. Bars
encompass 95 % of the sample population. Horizontal lines represent the median values and perpendicular
lines indicate extreme values (min, max): 1); strain ABE1441 with overexpressed genes
(ABE1441+pABE23), n = 67; control strain ABE1441, n = 33; and strain ABE1441 containing empty vector
(ABE1441 + pSet152), n = 36. II): strain NRRL23338 with overexpressed genes (WT+pABE23) n = 67;
control strain NRRL23338 (WT), n = 27; and NRRL23338 containing empty vector without gene
(WT+pSet125), n = 25.
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" ABE1441+pABE23 ABE1441

Slika 44: Pojav rjavo-rdedega pigmenta pri sevih ABE1441+pABE23 s prekomerno izraZenimi geni
SACE_6479 in SACE_6480.

Figure 44: Brown-reddish pigmentation of ABE1441+pABE23 strains with overexpressed genes
SACE_6479 and SACE_6480.

Optimizacija goji§¢a in pogojev gojenja za produkcijo eritromicina pri sevih z dodatno
kopijo genov SACE 6479 in SACE 6480

Z vnosom dodatnih kopij genov SACE_6479 in SACE_6480 v sev ABE1441 smo
demonstrirali povecano produkcijo eritromicina. Produkta teh dveh genov sta del
biosintezne poti pri biosintezi deoksisladkorjev. Pri izboljSanem sevu ABE12170 smo z
optimizacijo pogojev gojenja in sestavo gojis¢a poskusili Se dodatno povecati produkcijo
eritromicina na industrijskem gojis¢u ABPMS8. Z namenom povecanja 0skrbe
metilmalonil-CoA smo v gojis¢e dodajali aminokislini izolevcin in valin ter vinil
propionat. Kot vir kofaktorjev smo v gojisc¢e dodajali razlicne kompleksne minerale, za
izbolj$anje rasti pa smo dodali fosfate. Prav tako smo testirali produkcijsko gojis¢e z oljem
kot glavnim virom ogljika. Vse omenjene sestavine gojis¢ smo dodajali v razli¢nih
koncentracijah in ob razlicnih ¢asih biosinteze (Preglednica 9). Za izvedbo teh
eksperimentov smo uporabili Stiri seve; dva izhodna seva, divji tip NRRL23338 in
visokodonosni sev ABE1441, ter dva izboljSana seva ABE135 (sev NRRL23338 z
dodatnima genoma SACE_6479 in SACE_6480) in ABE12170 (sev ABE1441 z dodatnima
genoma SACE_6479 in SACE_6480). Postopek je potekal tako, da smo v falkonovih
Kivetah testirali ve¢ razli¢nih variant po $tiri paralelke. Da smo zagotovili enak inokulum
za vse eksperimente, smo v stiri Erlenmajerjeve steklenice volumna 1 L s po 200 mL
vegetativnega gojis¢a ABVMI1 (z dodatkom 50 pg/L antibiotika apramicina po potrebi)
inokulirali testne seve (NRRL23338, ABE135, ABE1441 in ABE12170). Po 48 urah
inkubacije smo iz Erlenmajerjeve steklenice z gojis¢em ABVMI inokulirali falkonove
kivete s po 5 mL produktivnega gojis¢a ABPMS. Inokulirali smo s 15 % inokuluma. Ob
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inokulaciji smo v gojis¢e dodali 20 g/L glukoze (v obliki 40 % raztopine) in 8 mL/L n-
propanola.

Preglednica 8: Nutrienti in kon¢ne koncentracije vsakega nutrienta (mg/L gojis¢a, izjema je zmes mineralov,
ki je uL/5 mL gojis¢a), ki smo jih testirali.

Table 8: Nutrients and final concentrations of each nutrient (mg/L medium, exception is minerals mix which
is uL/5 mL medium), which we tested.

DODATEK DODAJANJE PO 24 URAH DODAJANJE PO 96 URAH
(ma/L) (ma/L)

17nlevein 260 260
\alin 220 220

\/inil nroninnat 1000 1000
CoCl.-6H.O 74 74
MnCl. 12 12

MnaSO.-7H.0 1200 1200
K.S0O. 12 12
K,;HPO, 860 860
Zmes mineralov* 180 pL/5mL 180 pL/5mL

*Zmes mineralov: ZnCl, 6,4 mg/L, FeCl,-6H,O 32 mg/L, CuCl,-2H,0 1,6 mg/L, MnCl,-4H,0 1,6 mg/L,
Na,B,0;-10H,0 1,6 mg/L, (NH,)§M0;0,4-4H,0 1,6 mg/L, CoCl,-6H,0 103,6 103,6 mg/L, MgSO,-7H,0
16,8 g/L, K,SO, 186 mg/L.

Po 24 urah inkubacije in 96 urah kultivacije smo v gojis¢e dodali e 10 g/L glukoze (v
obliki 40 % raztopine) in 4 mL/L n-propanola ter ostale nutriente. Ostale nutriente smo
dodajali z dvema pristopoma. Pri prvem pristopu smo nutriente dodali enkrat po 24 urah
kultivacije, pri drugem pristopu smo nutrient dodajali dvakrat, prvi¢ po 24 urah in drugi¢
po 96 urah kultivacije (Preglednica 8).

Preglednica 9: Gojis¢e z oljem kot glavnim virom ogljika.
Table 9: Medium whith oil as main carbon sourse.

SESTAVINA KONCENTRACIJA (g/L)
Sojina moka 36
Koruzni §krob 12
(NH4)2SO, 2,4
CaCO; 7,2
Sojino olje 50

pH gojisca 6,3

Po 96 urah kultivacije smo v gojis¢e dodali Se 50 g/L sojinega olja
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Slika 45: Vpliv nutrientov z razlicnimi koncentracijami na produkcijo eritromicina pri kultivaciji seva
ABE1441. 1441: kontrola brez nutrientov, a: izolevcin 260 mg/L, b: 2 x izolevcin 260 mg/L, c: valin 230
mg/L, d: 2 x valin 230 mg/L, e: vinil propionat 1000 mg/L, f: 2 x vinil propionat 1000 mg/L, g: CoCl, 7.5
mg/L, h: 2 x CoCl, 7.5 mg/L, i: MnCl, 12 mg/L, j: 2 x MnCl, 12 mg/L, k: MgSO, * 7 H,0 1200 mg/L, I: 2
X MgSO,; * 7 H,0 1200 mg/L, m: K,;SO4 12 mg/L, n: 2 x K,SO, 12 mg/L, 0: 2 x zmes mineralov 180
uL/SmL p: 2 x K,HPO, 860 mg/L, r: gojisée z oljem kot glavnim virom ogljika. Rezultati so prikazani kot
povpreéne vrednosti koncentracij £SD, n = 4.

Figure 45: Influence of different nutrients with diferent concetration on erythromycin production during
cultivation of ABE1441 strain. 1441: control without feeding, a: isoleucine 260 mg/L, b: 2 x isoleucine 260
mg/L, c: valine 230 mg/L, d: 2 x valine 230 mg/L, e: vinyl propionate 1000 mg/L, f: 2 x vinyl propionate
1000 mg/L, g: CoCl, 7.5 mg/L, h: 2 x CoCl, 7.5 mg/L, i: MnCl, 12 mg/L, j: 2 x MnCl, 12 mg/L, k: MgSO,
*7 H,O 1200 mg/L, I: 2 x MgSO, * 7 H,0 1200 mg/L, m: K,SO, 12 mg/L, n: 2 x K,SO, 12 mg/L, 0: 2 X
minerals mix 180 pL/5mL p: 2 x K,HPO, 860 mg/L, r: medium with oil as main carbon sourse. Bars
represent median values £SD, n = 4.

Po sedmih dneh kultivacije smo vzorce brozge ekstrahirali z acetonitrilom in dolog¢ili
koncentracijo eritromicina z mikrobioloskim testom (za seva NRRL23338 in ABE135)
(poglavje 3.2.6.3) oziroma s HPLC analizo (za seva ABE1441 in ABE12170) (poglavje
3.2.6.4). Ugotovili smo, da pri sevih NRRL23338 in ABE135 z eksperimenti nismo
vplivali na produkcijo eritromicina (Priloge J in K). Vpliv eksperimentov je opazen pri
sevih ABE1441 (Slika 45) in ABE12170 (Slika 46). V celoti je bil vpliv eksperimentov
vecji pri sevu ABE1441 kot pri sevu ABE12170. Produkcija eritromicina se je najvec
povecala z enkratnim dodajanjem MgSO,*7H,0, ki je izboljsal produkcijo za 39 % v
primerjavi s kontrolo ABE1441. V podobnem velikostnem obmocju 29,6 do 36,7 % so
produkcijo eritromicina povecali tudi enkratno dodajanje valina, enkratno in dvakratno
dodajanje CoCl,, enkratno in dvakratno dodajanje MnCl, dvakratno dodajanje
MgSQO,*7H,0, enkratno in dvakratno dodajanje K,SO, ter dvakratno dodajanje zmesi
mineralov. ManjSe 10 do 26,9 % povecanje produkcije eritromicina Smo opazili pri
enkratnem in dvakratnem dodajanju izolevcina ter enkratnem in dvakratnem dodajanju
vinil propionata. Negativen vpliv na produkcijo eritromicina smo opazili pri dvakratnem
dodajanju K;HPO, ter pri gojis¢u z oljem kot glavnim virom ogljika. Povpre¢na produkcija
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eritromicina pri kontroli je bila 1,9 g/L.
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Slika 46: Vpliv nutrientov z razli¢nimi koncentracijami na produkcijo eritromicina pri kultivaciji seva
ABE12170. 12170: kontrola brez nutrientov, A: izolevcin 260 mg/L, B: 2 x izolevcin 260 mg/L, C: valin
230 mg/L, D: 2 x valin 230 mg/L, E: vinil propionat 1000 mg/L, F: 2 x vinil propionat 1000 mg/L, G: CoCl,
7.5mg/L, H: 2 x CoCl, 7.5 mg/L, I: MnCl, 12 mg/L, J: 2 x MnCl, 12 mg/L, K: MgSO, * 7 H,0 1200 mg/L,
L: 2 x MgsO4 * 7 H,0O 1200 mg/L, M: K,SO4 12 mg/L, N: 2 x K,SO4 12 mg/L, O: 2 x zmes mineralov 180
uL/5mL P: 2 x K;HPO, 860 mg/L, R: gojis¢e z oljem kot glavnim virom ogljika. Rezultati so prikazani kot
povprecne vrednosti koncentracij +SD, n = 4.

Figure 46: Influence of different nutrients with diferent concetration on erythromycin production during
cultivation of ABE12170 strain. 12170: control without feeding, A: isoleucine 260 mg/L, B: 2 x isoleucine
260 mg/L, C: valine 230 mg/L, D: 2 x valine 230 mg/L, E: vinyl propionate 1000 mg/L, F: 2 x vinyl
propionate 1000 mg/L, G: CoCl, 7.5 mg/L, H: 2 x CoCl, 7.5 mg/L, I: MnCl, 12 mg/L, J: 2 X MnCl, 12
mg/L, K: MgSO, * 7 H,0 1200 mg/L, L: 2 x MgSO,4 * 7 H,0 1200 mg/L, M: K,SO4 12 mg/L, N: 2 x K,SO,
12 mg/L, O: 2 x minerals mix 180 puL/5mL P: 2 x K,HPO,4 860 mg/L, R: medium with oil as main carbon
sourse. Bars represent median values +SD, n = 4.

Kot Ze omenjeno, je bil vpliv variacij na produkcijo eritromicina pri kultivaciji seva
ABEI12170 manjsi. Najvecji pozitiven vpliv sta imela enkraten in dvakraten dodatek
K2SQy4, 27,6 in 22,2 % (v enakem vrstnem redu). OcCiten negativen vpliv na produkcijo sta
imela: dvakraten dodatek K;HPO,4 33,3 % ter pri gojiscu z oljem kot glavnim virom ogljika

33,3 %. V povprecju je bila produkcija eritromicina pri kontroli 2,1 g/L.

4.3.3 Vpliv éezmernega izrazanja eryK in eryG na biosintezo
eritromicina

Konjugante z razli¢énimi kombinacijami genov, ki smo jih testirali in so opisani v tem
poglavju, so pripravili raziskovalci podjetja Acies Bio d.0.0., oddelek za molekularno
biologijo.

Poleg povecanja donosa eritromicina je pri optimizaciji bioprocesa eden kljuc¢nih ciljev
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tudi zmanj$ati delez neéisto¢, v tem primeru medproduktov eritromicina B in eritromicina
C. Zaradi relativno nizkega donosa eritromicina v divjem sevu S. erythraea NRRL23338 je
natan¢no dolocanje koncentracije teh dveh medproduktov v brozgi izredno tezavno, zato
smo eksperimente izvajali le v industrijskem sevu ABE1441. Z vnosom dodatnih Kkopij
genov eryK in eryG smo zeleli ovrednotiti vpliv ¢ezmernega izrazanja teh dveh genov na
razmerje med eritromicinom B in C ter zelenim kon¢nim produktom biosinteze,
eritromicinom A. Pripravili smo osnovne plazmide, ki so vsebovali po eno kopijo genov
eryG (pABE14), eryK (pABE15) in eryG z nativnim mestom vezave ribosoma
(pUC19+eryG). Za pripravo plazmidov pABE14 in pABE15 smo uporabili vektor pSet152
s promotorjem PermE™* brez mesta vezave za ribosom. Za kloniranje gena eryG z nativnim
mestom vezave ribosoma smo uporabili komercialni vektor pUC19. Pri pomnozevanju s
PCR smo uporabili oligonukleotidne zacetnike eryK-Ndel-F, eryK-Xbal-R, eryG1-Xbal-
F, eryG2-Ndel-F, eryG rbs-Xbal-F in eryG-Xbal-R. Pomnozeno DNA smo ligilari v
plazmid pSetl52 s promotorjem PermE* brez mesta vezave za ribosom. Vektor smo
najprej linearizirali z restrikcijskima encimoma (Ndel in Xbal). S PCR-namnozene DNA
fragmente smo izrezali z istimi encimi in jih z ligacijo vnesli v pripravljeni vektor. Vektor
pUC19 smo za vnos PCR produkta eryG z nativnim mestom vezave ribosoma linearizirali
z restrikcijskim encimom Smal in s fosforilazo defosforilirali 5'-konce. PCR produktom
smo dodali fosfatne skupine z encimom T4 DNA kinaza in jih ligirali v pripravljeni pUC19
vektor. Tako pripravljene plazmide smo v nadaljnjem poteku dela uporabili za sestavljanje
vecjega Stevila plazmidov na osnovi pSetl152, ki so vsebovali razli¢no Stevilo kopij genov
eryG in eryK v razli¢nem vrstnem redu (Preglednica 10).

Na podlagi konstrukcije osnovnih plazmidov pABE14 in pABE15 smo nato pripravili
plazmide, ki so vsebovali razlicne umetne operone z razlicnim $tevilom Kopij in vrstnim
redom genov eryK in eryG. Plazmide smo pripravili po naslednjem osnovhem principu
(Slika 47):

e Prvi gen v umetnem operonu je iz osnovnega plazmida pABE14 ali pABE15. Z
restrikcijskim encimom Xbal smo linearizirali vektorja pABE14 oziroma pABE15
in ga defosforilirali z encimom FastAP po navodilih proizvajalca, da smo preprecili
ponovno zlepljanje koncev.

e Drugi in/ali tretji gen smo v plazmid vstavili na dva nacina. Prvi nadin smo
uporabili, ko smo drugemu genu (eryK ali eryG) zeleli dodati mesto vezave
ribosoma iz plazmida pABO7. Iz plazmida pABE14 ali pABE15 smo izrezali gen
(eryK ali eryG) z restrikcijskima encimoma Xbal in Ndel. Gen smo nato vnesli v
plazmid pABO7, ki smo ga linearizirali z restrikcijskima encimoma Xbal in Ndel.
Konstruirani plazmid smo potem transformirali v E. coli ET12567, ki ne vsebuje
dam in dcm metilaze. 1z dobljenih kolonij smo izolirali plazmid in iz njega z
restrikcijskim encimom Xbal izrezali gen, ki je vseboval na obeh konceh
restrikcijsko mesto Xbal in mesto vezave ribosoma. Ta gen smo potem z ligacijo

91



Kirm B. Pozne stopnje biosinteze eritromicina pri aktinobakteriji Saccharopolyspora erythraea.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

vnesli v prej pripravljen odprti plazmid za izrazanje pABE14 oziroma pABEI1S5.
Drugi pristop konstrukcije umetnega operona (za gen na drugem in/ali tretjem
mestu) smo uporabljali za vstavitev gena eryG z nativnim mestom vezave
ribosoma. V tem primeru smo gen, ki vsebuje nativno mesto vezave ribosoma in
ima na obeh straneh restrikcijsko mesto Xbal, izrezali iz plazmida pUC19+eryG z
restrikcijskim encimom Xbal. Ta gen smo potem z ligacijo vnesli v prej pripravljen
odprti plazmid pABE14 oziroma pABE15 (Slika 47).

Preglednica 10: Plazmidi z razli¢nimi razmerji kopij genov eryK/eryG in prisotnost mesta vezave ribosoma
eryG nativnega (nat) ali iz plazmida pABO7.

Table 10: Plasmids with eryK/eryG diferent copy ratios with ribosome binding sites from eryG native (nat) or
from plasmid pABOQ7.

IME PLAZMIDA RAZMERJE eryK/eryG IN MESTO VEZAVE RIBOSOMA
pABE4 eryK eryG — pAB07
pABE5 eryK eryG — pABO7 eryG — pABO7
pABE6 eryG eryK — pAB07 eryK — pABO7
pABE11 eryG eryK — pAB07

pABE24 eryK eryG — pABO07 eryK — pABO7
pABE26 eryK eryK — pABO7 eryG — pABO7
pABE37 eryG eryG — pABO7 eryK — pABO7
pABE38 eryG eryK — pABO7 eryG — pAB07
pABE41 eryG eryK — pABO7 eryG — nat
pABE43 eryK eryG — nat

pABE44 eryG eryG — nat eryK — pABQO7
pABE45 eryK eryG — nat eryG — nat

e Pri dodajanju tretjega zaporednega gena smo plazmid, ki Ze vsebuje dva gena
ponovno linearizirali z restrikcijskim encimom Xbal in z ligacijo vnesli tretji ciljni
gen, pri tem restrikcijski encim linearizira plazmid na enem restrikcijskem mestu
ker sta drugi dve restrikcijski mesti Xbal metilirani. Metilirano restrikcijsko mesto
Xbal izhaja iz plazmida pABO7 in pUC19.

Tako pripravljene plazmide smo nato transformirali v sev za konjugacijo E. coli ET12567 s

dodatnim plazmidom pUZ8002 in nato s konjugacijo vnesli v sev S. erythraea ABE1441.
Izbrane kolonije smo inkubirali na plos¢ah ABSM4 z dodatkom antibiotika apramicina.
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Slika 47: Shematski prikaz priprave plazmidov, ki vsebujejo umetne operone z razli¢nim Stevilom kopij
genov eryK in eryG z razli¢nim vrstnim redom.

Figure 47: The general scheme of the construction of plasmids containing artificial operons with different
numbers of eryK and eryG genes with different lineup.
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Slika 48: Restrikcijska analiza plazmidov pABE41 (vrstice 1, 4, 7, 10), pABE44 (vrstice 2, 5, 8, 11) in
pABE45 (vrstice 3, 6, 9, 12) rezani z restrikcijskimi encimi Xhol (vrstice 1, 2, 3), BamHI (vrstice 4, 5, 6),
Ndel/BamH]I (vrstice 7, 8, 9) in Ndel/ Xhol (vrstice 10, 11, 12 Velikost DNA fragmentov (bp) (vrstica L) in
njihova pozicija je prikazana shematsko na levi strani slike. Lise iz vrstice 1 so z velikostjo 4,5 kb, 2,6 kb in
2,2 kb, vrstice 2 so z velikostjo 5,8 kb, 2,6 kb in 1kb, vrstice 3 so z velikostjo 4,5 kb, 3,9 kb in 1 kb, vrstice 4
so z velikostjo 7,7 kb in 1,7 kb, vrstice 5 so z velikostjo 6,6kb in 2,8, vrstice 6 so z velikostjo 8,7 kb in 0,8
kb, vrstice 7 so z velikostjo 7,7kb, 1 kb in 0,8 kb, vrstice 8 so z velikostjo 6,7 kb, 2 kb in 0,8 kb (zaradi
parcialne restrikcije se je pojavila lisa z velikostjo 3 kb), vrstice 9 so z velikostjo 8,7 kb in 0,8 kb, vrstice 10
so z velikostjo 4,5 kb, 2,3 kb, 1,6kb, 0,7 kb in 0,3 kb, vrstice 11 so z velikostjo 5,1 kb, 2,3 kb, 1 kb, 0,7 kb in
0,3 kb in vrstice 12 so z velikostjo 4,5 kb, 2,3kb, 1,7 kb in 1 kb.

Figure 48: The restriction analysis of plasmids pABE41 (lanes 1, 4, 7, 10), pABE44 (lanes 2, 5, 8, 11) and
pABE45 (lanes 3, 6, 9, 12), digested with restriction enzymes Xhol (lanes 1, 2, 3), BamHI (lanes 4, 5, 6),
Ndel/BamH]I (lanes 7, 8, 9) in Ndel/ Xhol (lanes 10, 11, 12). Markers for DNA fragment size (bp) (lane L)
and their positions are schematically presented on the left side of the gel. Bands in lane 1 with size 4,5 kb, 2,6
kb and 2,2 kb, lane 2 with size 5,8 kb, 2,6 kb and 1kb, lane 3 with size 4,5 kb, 3,9 kb and 1 kb, lane 4 with
size 7,7 kb and 1,7 kb, lane 5 with size 6,6kb in 2,8, lane 6 with size 8,7 kb and 0,8 kb, lane 7 with size
7,7kb, 1 kb and 0,8 kb, lane 8 with size 6,7 kb, 2 kb and 0,8 kb (due to partial restriction appeared band with
size 3 kb) lane 9 with size 8,7 kb and 0,8 kb, lane 10 with size 4,5 kb, 2,3 kb, 1,6kb, 0,7 kb and 0,3 kb, lane
11 with size 5,1 kb, 2,3 kb, 1 kb, 0,7 kb and 0,3 kb lane 12 with size 4,5 kb, 2,3kb, 1,7 kb and 1 kb.

94



Kirm B. Pozne stopnje biosinteze eritromicina pri aktinobakteriji Saccharopolyspora erythraea.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

I . Perm* PeryAl PeryK

P eryG pSet152 enG eryk enG - W ’—:ryK‘

Bilanca izrazanja genov pod razli¢nimi promotorji:
-2 x eryG (PeryAl)

-1 xeryG (Perm*)

- 1 x eryK (PeryAl)

- 1 x eryK (PeryK)

I I . PeryAl PeryK Perm*
Set152 K
ey P eryG — eryr
eryG eryK y ‘ > EEmm

Bilanca izrazanja genov pod razli¢nimi promotorji:
- 1 x eryG (PeryAl)

-1xeryG (PeryK)

-1 xeryG (Perm¥*)

- 1 x eryK (PeryK)

-1 x eryK (Perm¥*)

1. Perm* PeryAl PeryK

_eryG eryK eryG pSet152 eryG eryK
P <G < Lﬂﬂﬂ Mﬁ‘ -

Bilanca izrazanja genov pod razli¢nimi promotorji:
-1 x eryG (PeryAl)

-2 X eryG (Perm*)

- 1 x eryK (Perm¥*)

- 1 x eryK (PeryK)

att (phiC31)

V.

. eryG . eryK P eryG

; < g I !

Perm* PeryAl PeryK
pSet152 P eryG eryK

Bilanca izrazanja genov pod razli¢nimi promotorji:
-1 x eryG (PeryAl)

-2 x eryG (Perm¥*)

-1 x eryK (Perm*)

-1 x eryK (PeryK)

Slika 49: Shematski prikaz moznih zaporedij genov pri integraciji plazmida pABE38 v genom S. erythraea.
Sheme 1., II., in III. prikazujejo razline moznosti v primeru integracije s homologno rekombinacijo. Shema
IV. prikazuje zaporedje pri integraciji plazmida v psevdointegracijsko mesto integraze $C31. Pod vsako
shemo je navedeno Stevilo kopij vsakega gena pod dolo¢enim promotorjem, PermE*, PeryAl in PeryK.

Figure 49: Schemes of possible gene organization by integration of plasmid pABE38 in S. erythraea genom.
Schemes 1., 11. and I11. shows possibilities of homologous recombination that differ due to different start site
of recombination. Scheme V. shows integration with pseudo attachment site of $C31 integrase. Under every
scheme is balance of genes expressed under different promoters, PermE*, PeryAl and PeryK
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Preglednica 11: Mozna zaporedja genov pri integraciji plazmidov pABE44 in pABE45 v genom S. erythraea.
Integracija s homologno rekombinacijo in integracija v psevdointegracijsko mesto integraze ¢C31. V
oklepaju je promotor pod katerega naveden gen spada.

Table 11: Possible gene organization by integration of plasmid pABE44 and pABE45 in S. erythraea genom.
Integration with homologous recombination (differ due to different start site of recombination) and
integration with pseudo attachment site of $C31 integrase. In brackets is stated which is gene promoter.

PLAZMID TEORETICNA BILANCA NACIN VGRADNJE

2 x eryG (PeryAl), 1 x eryG (PermE*), 1 x eryK (PeryK), 1 x eryK (PeryAl) Homologna rekombinacija

1 x eryG (PeryAl), 2 x eryG (PermE¥*), 1 x eryK (PeryK), 1 x eryK (PeryAl) Homologna rekombinacija

ABE44
i 1 x eryG (PeryAl), 2 x eryG (PermE¥*), 1 x eryK (PeryK), 1 x eryK (PermE*) Homologna rekombinacija
1 x eryG (PeryAl), 2 x eryG (PermE¥*), 1 x eryK (PeryK), 1 x eryK (PermE*) Integrz(i((i‘)ijcsgi))mesto
1 x eryG (PeryAl), 2 x eryG (PeryK), 1 x eryK (PeryK), 1 x eryK (PermE*) Homologna rekombinacija
2 x eryG (PeryAl), 1 x eryG (PermE*), 1 x eryK (PeryK), 1 x eryK (PermE*) Homologna rekombinacija
pABE45

1 x eryG (PeryAl), 2 x eryG (PermE*), 1 x eryK (PeryK), 1 x eryK (PermE*) Homologna rekombinacija

1 x eryG (PeryAl), 2 x eryG (PermE*), 1 x eryK (PeryK), 1 x eryK (PermE*) Integracijsko mesto
(@C31)

Pri vnosu ene kombinacije genov eryK in eryG se je lahko plazmid v genom vgradil v
psevdointegracijsko mesto seva ABE1441 za bakteriofagno integrazo ¢C31 ali pa tudi s
pomoc¢jo homologne rekombinacije. Ucinkovitost integracije je Vv  primeru
psevdointegracijskega mesta za bakteriofagno integrazo $C31 v sevu ABE1441 relativno
nizka, zato se lahko plazmid vgradi v genom tudi s homologno rekombinacijo v nativno
kopijo gena eryK oziroma eryG. Ker lahko do homologne rekombinacije pride na vsakem
izmed genov v plazmidu, smo skupaj z vgradnjo v psevdointegracijsko mesto za
bakteriofagno integrazo ¢C31 predvideli §tiri mozne vzorce (pri vgradnji plazmida s tremi
geni) vgradnje plazmidov v genom (Slika 49). Nacin vgradnje pripravljenih plazmidov je
pomemben zato, ker je od na¢ina vgradnje odvisno tudi, koliko genov se prepisuje pred
dolo¢enim promotorjem. Pri vgradnji plazmidov, ki vsebujejo gene eryK : eryG, so
vkljuceni promotorji PeryAl in PeryK, ki sta nativna promotorja teh genov. Razen nativnih
promotorjev smo uporabili tudi promotor PermE*, ki je prisoten na vseh pripravljenih
plazmidih. Ker se promotorji med seboj razlikujejo v intenziteti transkripcije in regulacije,
se posledicno gena eryG in eryK razli¢no izrazata. Razlicne kombinacije genov smo
pripravili zato, da bi ugotovili, s katero kombinacijo lahko dosezemo tak$no razmerje
encimskih aktivnosti eryK : eryG, ki omogoc¢a ¢im bolj u¢inkovito zmanjSanje necisto¢
ErB in ErC. Preglednica 11 prikazuje Stevilo kopij eryK in eryG reguliran z razli¢énimi
promotorji ob razlicnih na¢inih vgradnje plazmidov pABE44 oziroma pABEA45 (bilanca za
plazmid pABE38 je prikazana na sliki 49).

96



Kirm B. Pozne stopnje biosinteze eritromicina pri aktinobakteriji Saccharopolyspora erythraea.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Vse konjugante seva S. erythraea ABE1441 smo testirali za produkcijo eritromicina na
stresalniku v falkonovih kivetah s 5 mL produktivnega gojis¢a ABPM8. Po sedmih dneh
smo v vzorcih bioprocesnih brozg z metodo LC-MS (poglavije 3.2.6.5) dolocili
koncentracijo eritromicina A, B in C. Vnos dodatnih genov je vplival na produkcijo
eritromicina pri sevih, ki vsebujejo plazmide pABE38, pABE44 in pABE45 (Slika 50). V
primerjavi z izhodnim sevom ABE1441 in izhodnim sevom ABE1441 s plazmidom
pSetl52 brez gena (kontroli) se pri spremenjenih sevih pozitiven vpliv odraza z
zmanjSanjem deleza necistoCe eritromicin B za 25 % in na ta raun povecanim deleZem
eritromicina A. Iz preglednice 12 je razvidno, da je v produkcijski brozgi $e vedno prisoten
relativno visok delez necistocCe eritromicin C.

m ErSUM
H ErA
ErB
W EC
N BlE
Im & - -

ABE 1441 pSet152 pPABE38 pABE44 pABE45

4,000
3,500
3,000
2,500
2,000
1,500
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Produkcija eritromicina (g/L)

0,500

0,000

Sev
Slika 50: Koncentracije eritromicina A, B in C v vzorcih bioprocesnih brozg sevov s prekomernim
izrazanjem genov eryK in eryG v razliénih kombinacijah. Rezultati so prikazani kot povpreéne vrednosti
koncentracij +SD, n = 25.

Figure 50: Erythromycin A, B and C concentrations in samples of fermentation broth of strains with
overexpressed genes eryG and eryK with different gene combination. Bars represent median values £SD, n =
25.
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Preglednica 12: Povpreéna produkcija eritromicina A, B in C pri kultivaciji kontrolnih sevov ABE1441 in
ABE1441+pSet152 s plazmidom, ki ne vsebuje gena ter gensko manipuliranih sevov s plazmidi pABE38
(eryG eryK-pABO7 eryG-pABOQ7), pABE44 ( eryG eryG-nat eryK-pABO07) in pABE45 (eryK eryG-nat. eryG-
nat).

Table 12: Average produktion of erythromycin A, B and C in fermentation of control strains ABE1441 and
ABE1441+pSet152 with pasmid without gen compared to transformants with plasmid pABE38 (eryG eryK-
pABO7 eryG-pABOQ7), pABE44 (eryG eryG-nat eryK-pABO07) and pABE45 (eryK eryG-nat. eryG-nat).

Sev Ersum(g/L) era(g/L) ers(g/L) Erc(g/L)
ABE1441 2,452 1,082 0,207 0,262
pSet152 2,554 1,950 0,261 0,321
pABE38 1,927 1,635 0,072 0,172
pABE44 2,581 2,199 0,055 0,373
pABE45 2,295 1,819 0,055 0,376

Vpliv spojin, ki so lahko donorji metilnih skupin pri sevih z dodatnima genoma eryK in
eryG

Z namenom zmanjSanja deleza neéisto¢e ErC v brozgi smo med kultivacijo sevov z
dodatnimi kopijami genov eryK in eryG testirali vpliv metanola, metionina in folne kisline
kot morebitne donorje metilnih skupin v biosintezi eritromicina. Pri testiranju smo
uporabili seva ABE1441 in ABE1441+pSet152 s plazmidom, ki ne vsebuje gena kot
kontroli ter gensko modificirane seve ABE10124 (pABE38), ABE10291 (pABE44) in
ABE10311 (pABEA45). Da smo zagotovili enak inokulum za vse eksperimente, smo v pet
Erlenmajerjevih steklenic volumna 1 L s po 200 mL vegetativnega gojis¢a ABVM1 (z
dodatkom 50 ug/L antibiotika apramicina po potrebi) inokulirali testne seve. Po 48 urah
inkubacije smo iz Erlenmajerjeve steklenice z gojis¢éem ABVMI inokulirali
Erlenmajerjeve steklenice s po 25 mL produktivnega gojis¢éa ABPMS. Inokulirali smo s 15
% inokuluma. Pred inokulacijo smo v gojis¢e dodali Se 20 g/L glukoze (sterilna 40 %
raztopina glukoze) in 8 mL/L n-propanola ter po 24 urah dohranili se z 10 g/L glukoze
(sterilna 40 % raztopina glukoze) in 4 mL/L n-propanola. Po 24 urah smo kot donorje
metilnih skupin v gojis¢e dodali metionin 0,5 g/L, metanol 1 g/L ali pa folno kislino 100
mg/L. Nutriente smo dodajali lo¢eno v paralelkah. Po 7 dneh kultivacije smo vzorce
brozge ekstrahirali z acetonitrilom. Dobljene vzorce smo red¢ili in koncentracijo in delez
eritromicina in medproduktov merili s pomoc¢jo metode LC-MS, ki omogoca kvantitativno
analizo ErA, ErB in ErC na masnem detektorju (poglavje 3.2.6.5). Dohranjevanje z
metanolom, metioninom in folno kislino ni imelo vpliva na zmanjSanje deleza ErC v
kon¢ni brozgi (Slika 51-55).
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Slika 51: Produkcija eritromicina in delezi ErA, ErB in ErC v biosinteznem procesu s sevom ABE1441 z
dodajanjem donorjev metilne skupine. Kontrola je biosintezni proces brez dodajanja donorjev metilnih
skupin. Rezultati so prikazani kot povpre¢ne vrednosti koncentracij +SD, n = 4.

Figure 51: Production of erythromycin and content of ErA, ErB and ErC in biosynthesis process of ABE1441
strain with feeding of different donors of methyl groups. Control is in biosynthesis process without feeding of
donors. Bars represent median values +SD, n = 4.
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Slika 52: Produkcija eritromicina in delezi ErA, ErB in ErC v biosinteznem procesu S sevom
ABE1441+pSet152 z dodajanjem donorjev metilne skupine. Kontrola je biosintezni proces brez dodajanja
donorjev metilnih skupin. Rezultati so prikazani kot povpre¢ne vrednosti koncentracij £SD, n = 4.

Figure 52: Production of erythromycin and content of ErA, ErB and ErC in biosynthesis process of
ABE1441+pSet152 strain with feeding of different donors of methyl groups. Control is in biosynthesis
process without feeding of donors. Bars represent median values +SD, n = 4.
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Slika 53: Produkcija eritromicina in delezi ErA, ErB in ErC v biosinteznem procesu s sevom ABE10291 z
dodajanjem donorjev metilne skupine. Kontrola je biosintezni proces brez dodajanja donorjev metilnih
skupin. Rezultati so prikazani kot povpre¢ne vrednosti koncentracij £SD, n = 4.

Figure 53: Production of erythromycin and content of ErA, ErB and ErC in biosynthesis process of
ABE10291 strain with feeding of different donors of methyl groups. Control is in biosynthesis process
without feeding of donors. Bars represent median values +SD, n = 4.
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Slika 54: Produkcija eritromicina in delezi ErA, ErB in ErC v biosinteznem procesu s sevom ABE10124 z
dodajanjem donorjev metilne skupine. Kontrola je biosintezni proces brez dodajanja donorjev metilnih
skupin. Rezultati so prikazani kot povpre¢ne vrednosti koncentracij £SD, n = 4.

Figure 54: Production of erythromycin and content of ErA, ErB and ErC in biosynthesis process of
ABE10124 strain with feeding of different donors of methyl groups. Control is in biosynthesis process
without feeding of donors. Bars represent median values +SD, n = 4.
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Slika 55: Produkcija eritromicina in deleZi ErA, ErB in ErC v biosinteznem procesu s sevom ABE10311 z
dodajanjem donorjev metilne skupine. Kontrola je biosintezni proces brez dodajanja donorjev metilnih
skupin. Rezultati so prikazani kot povpre¢ne vrednosti koncentracij £SD, n = 4.

Figure 55: Production of erythromycin and content of ErA, ErB and ErC in biosynthesis process of
ABE10311 strain with feeding of different donors of methyl groups. Control is in biosynthesis process
without feeding of donors. Control is cultivation without feeding of donors. Bars represent median values
+SD, n=4.

4.3.4 Vloga izbranih regulatornih genov pri regulaciji biosinteze
eritromicina in morfologiji S. erythraea

434.1 Vloga gena SACE_5599

Rezultati primerjalne proteomske in transkriptomske analize, ki smo ju opravili v
sodelovanju z raziskovalci Nacionalnega instituta za biologijo, Instituta JoZef Stefan in
Biotehniske fakultete, so pokazali veliko razliko v nivoju izrazanja gena SACE 5599 med
divjim in visokodonosnim sevom S. erythraea (Kirm in sod., 2013), kar nakazuje na
mozen vpliv tega potencialnega regulatornega gena na povecano produkcijo eritromicina
pri sevu ABE1441. Po identifikaciji in bioinformacijski analizi gena SACE_5599 (poglavje
4.2.2.1) smo zeleli bolj podrobno dolociti njegovo vlogo pri biosintezi eritromicina. Da bi
potrdili vzro¢no-posledi¢no povezavo med ravnijo izrazanja SACE 5599 in produkcijo
eritromicina, smo pripravili ve¢ rekombinantnih sevov S. erythraea. V seva NRRL23338
in ABE1441 smo s plazmidom pSet152 — PermE™* vnesli dodatno kopijo SACE_5599 pod
mo¢nim Konstitutivnim promotorjem, brez (pABE104) oziroma s HA-epitopom
(pABE106) na karboksiterminalu, ki je omogocil analizo izrazanja gena s prenosom
western. Pri tem smo za pomnozevanje gena s PCR metodo uporabili oligonukleotidne
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zaCetnike 5599-Ndel-F, 5599-Xbal-R in 5599HA-Xbal-R ter pridobljene PCR-produkte
vnesli v vektor pSet152 s PermE* promotorjem. Pri sevu ABE1441 smo gen SACE_5599
tudi inaktivirali. Prekinitev smo izvedli tako, da smo s PCR pomnozili centralno regijo
gena SACE 5599 z oligonukleotidnimi zacetniki 5599stop-EcoRI-F in 5599stop-HindllI-
R. S PCR-om pomnozen in ocis¢en DNA fragment smo rezali z encimoma EcoRlI in
Hindlll in z istima encimoma tudi linearizirali vektor pKC1132, ter z ligacijo pripravili
plazmid pABE110. Po vnosu plazmida v sev ABE1441 s konjugacijo (poglavje 3.2.2.3) je
do prekinitve gena prislo s homologno rekombinacijo. Inaktivacijo gena smo potrdili s
PCR analizo in sekvenciranjem pri dvajsetih konjugantih, rezistentnih na apramicin. Pri
enem od mutiranih sevov v katerem je SACE_5599 inaktiviran (ASACE 5599) smo
izvedli komplementacijo gena SACE_5599 in trans. Pripravili smo plazmid pABE112
tako, da smo na restrikcijsko mesto Mscl plazmida pABE106 vnesli $e rezistenco na
tiostrepton. Plazmid pABE112 smo transformirali v E. coli in s konjugacijo integrirali
plazmid v mutiran sev ASACE_5599.

Pri gojenju na plos¢ah, smo pri rekombinantnih sevih s prekinjenim genom SACE_5599
opazili tudi vpliv gena na morfologijo seva S. erythraea. Za primerjavo smo na eni plos¢i s
trdnim gojis¢em ABSM4 gojili skupaj vse rekombinantne seve ter izhodne (kontrolne)
seve NRRL23338 in ABE1441 (Slika 56). Opazili smo velike razlike v hitrosti in
intenzivnosti sporulacije. Pri kontrolnem sevu NRRL23338 je bila sporulacija na gojis¢u
ABSM4 sibka, spore pa so se pojavile le v ¢asu podaljsane inkubacije.

Slika 56: Primerjava fenotipov rekombinantnih sevov S. erythraea na plos¢i A ) ABSM4 in B) R5 agarnem
gojiscu z apramicinom: a) NRRL23338+pSet152; b) ABE1441+pSet152; ¢) komplementacija ASACE 5599
seva; d) ASACE 5599 sev; ¢) ABE1441 z dodatno kopijo SACE 5599 f) NRRL23338 z dodatno kopijo
SACE_5599.

Figure 56: Phenotypes of recombinant strains S. erythraea on A) ABSM4 and B) R5 agar plates with
apramycin: a) NRRL23338+pSet152; b) ABE1441+pSetl52; ¢) complemented ASACE 5599 strain; d)
ASACE_5599 strain; ) ABE1441 overexpression SACE_5599 f) NRRL23338 overexpression SACE_5599.
V sevih s konstitutivnim ¢ezmernim izrazanjem SACE 5599 je v krajSem casu priSlo do
intenzivne sporulacije. Kontrolni sev ABE1441 je na plos¢ah ABSM4 dobro sporuliral, pri
sevu s konstitutivnim ¢ezmernim izrazanjem SACE 5599 pa je bila sporulacija Se bolj
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izrazita. Prekinitev gena SACE 5599 je povzrocila, tudi skoraj povsem ustavljeno
sporulacijo, s komplementacijo gena pa se je sporulacija povrnila (Slka 56).

Vpliv Cezmernega izrazanja oziroma inaktivacije gena SACE 5599 na produkcijo
eritromicina smo testirali v produkcijskem gojis¢u ABPMS. Po sedmih dneh kultivacije
smo Vv vzorcih bioprocesnih brozg dolo¢ili donos eritromicina. Za seve, ki smo jih pridobili
na osnovi divjega seva NRRL23338, smo koli¢ino eritromicina dolocili z mikrobilo§kim
testom (poglavje 3.2.6.3). Za seve, ki smo jih pridobili na osnovi ABE1441, pa smo
uporabili metodo analize s HPLC (poglavje 3.2.6.4).
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Slika 57: Produkcija eritromicina v sevih S. erythraea s ¢ezmerno izraZenim oziroma inaktiviranim genom
SACE_5599 ali BIdD. Polja pravokotnikov zajema 95 % podatkov iste populacije. Horinzotalne &rte
predstavljajo vrednost mediane in navpi¢ne Crte predstavljajo ekstreme (min, max). Zvezdice oznacujejo
statisticno pomembne razlike med eksperimentalno skupino v primerjavi s kontrolnimi vzorci. 1): Produkcija
eritromicina  spremenjenih  sevov. NRRL23338; WT: kontrola NRRL23338, n = 27; A
NRRL23338+pSET152, n = 29; B: NRRL23338+SACE_5599, n = 57; C: NRRL23338+SACE_5599-HA, n
= 53; D: NRRL+BIdD, n = 59. II): Produkcija eritromicina spremenjenih sevov ABE1441; ABE1441:
kontrola ABE1441, n = 33; E: ABE1441+pSET152, n = 36; F: ABE1441 ASACE_5599, n = 46; G: ABE1441
ASACE_5599+SACE_5599, n = 10; H: ABE1441+SACE_5599, n = 65; I: ABE1441+ BIdD, n = 55.

Figure 57: Yield of erythromycin of strains S. erythraea with overexpressed or inactivated gen SACE_5599
or BldD. Bars encompass 95 % of the sample population. Horizontal lines represent the median values and
perpendicular lines indicate extreme values (min, max). Asterisks denote statistically significant differences
between experimental group samples compared to control samples. 1): Erythromycin production of
NRRL23338 transformants; WT: control NRRL23338, n = 27; A: NRRL23338+pSET152, n = 29; B:
NRRL23338+SACE_5599, n = 57; C: NRRL23338+SACE_5599-HA, n = 53; D: NRRL+BIdD, n =59. Il):
Erythromycin production of ABE1441 transformants; ABE1441: control ABE1441, n = 33; E:
ABE1441+pSET152, n = 36; F: ABE1441 ASACE_ 5599, n = 46; G: ABE1441 ASACE_5599+SACE_5599,
n=10; H: ABE1441+SACE_5599, n = 65; I: ABE1441+ BIdD, n = 55.
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Rezultati analiz so pokazali, da je vnos dodatne kopije gena SACE_5599 v NRRL23338
imel pozitiven vpliv na produkcijo eritromicina (32 % povecanje), podoben fenotip, ki
smo ga opazili pri prekomernem izrazanju gena BldD v sevu NRRL23338 (poglavje
4.3.4.2). Prisotnost HA-epitopa v ¢ezmerno izrazeni kopiji gena SACE 5599 ni imela
bistvenega vpliva na produkcijo eritromicina. Povpre¢na produkcija izhodnega seva
divjega tipa NRRL23338 je bila 71 mg/L, pri rekombinantnih sevih divjega tipa
NRRL23338+pSetl52 (s plazmidom pSetl52 brez gena) je bila 73 mg/L,
NRRL23338+SACE_5599 (s prekomerno izrazenim genom SACE 5599) 94 mg/L in
NRRL23338+SACE_5599-HA (s prekomerno izrazenim genom SACE 5599 s prisotnim
HA-epitop) je bila 93 mg/L (Slika 57/1). Vnos dodatne kopije SACE_5599 v
visokodonosni sev ABE1441 ni imel ucinka na produkcijo, medtem ko je prekinitev gena
zmanjSala produkcijo eritromicina za 37 %. Komplementacija je sevu s prekinjenim
genom povrnila produkcijo. Povpreéna produkcija izhodnega visokodonosnega seva
ABE1441 je bila 2,1 g/L, rekombinantni visokodonosni sev ABE1441+pSetl52 (s
plazmidom pSetl52 brez gena) 2,1 g¢/L, rekombinantnih visokodonoshih sevov
ABE1441+SACE 5599 (s prekomerno izrazenim genom SACE 5599) 2,1 g/L, ABE1441
ASACE 5599 (z inaktiviranim genom SACE 5599) 1,3 g/, ABE1441
ASACE 5599+SACE 5599 (in trans komplementacija inaktiviranega gena SACE_5599)
1,9 g/L in ABE1441+BIdD (prekomerno izrazanje gena BldD) 1,8 g/L (Slika 57/11).
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Slika 58: Analiza izrazanja dodane kopije gena SACE 5599-HA s prenosom western, 219 ak (vrste2-5) in
184 ak (vrste 7-10), SACE_5599-HA kontrolni sev NRRL23338 s pSet152 (vrsta 1). Molekulska masa
oznacevalcev je v vrsti Sest in njihova pozicija je prikazana shematsko na desni strani slike. Pri §tirih
transformantih z 219 ak so opazne lise z molekulsko maso 33 kDa. Zelo $ibke lise z molekulsko maso 22
kDa pa so se pojavile pri transformatih z krajSo varianto 184 ak.

Figure 58: Western blot analysis 219 aa (lanes 2-5) and 184 aa (lanes 7-10) SACE_5599-HA and the control
NRRL23338 strain with pSet152 (lane 1). Molecular mass markers were loaded in lane 6 and their positions
are schematically presented on the right side of the blot. Bands of apparent molecular mass of 33 kDa are
observed in four 219 aa transformants of the NRRL23338. A very weak band of apparent molecular mass of
25 kDa was observed when shorter variant (184 aa) of SACE_5599 was expressed.
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Z metodo prenosa western smo dokazali izrazanje dodatne kopije gena SACE 5599-HA.
Vzporedno smo preverili Se izrazanje krajSe variante proteina (poglavije 3.2.3.10). Iz
izbranih sevov z dodatno kopijo gena, smo izolirali proteine in jih loc¢ili na
poliakrilamidnem gelu ob prisotnosti SDS. Za tem smo proteine prenesli na nitrocelulozno
membrano in vezali primarna in sekundarna protitelesa. Detekcijo specifiéno vezanih
protiteles smo opravili z raztopino za detekcijo HRP aktivnosti (Slika 58). Na gelu smo
detektirali moc¢no izrazanje gena daljSe variante med tem pa je kratka varianta komaj
zaznavna, kar dodatno potrjuje prvotno hipotezo, da je dejanska dolzina proteina
SACE_5599 219 aminokislinskih preostankov.

434.2 Vpliv regulatornega gena BldD na donos eritromicina

Po potrditvni pozitivnega vpliva Cezmernega izrazanja gena SACE 5599 na donos
eritromicina smo v sev NRRL23338 vnesli $e dodatno kopijo gena BldD, za katerega so Ze
dokazali pozitivno regulatorno vlogo pri biosintezi eritromicina (Chng in sod., 2008). Za
pomnozevanje gena BldD z reakcijo PCR smo uporabili oligonukleotidna zacetnika BldD-
Ndel-F in BldD-Xbal-R. Pomnozen gen smo vnesli v vektor pSet152 s promotorjem
PermE™* in pridobili plazmid pABE21. Plazmid (pABE21) smo vnesli v sev divjega tipa
NRRL 23338 in industrijski sev ABE1441. Produkcijo eritromicina pri pridobljenih
rekombinantnih sevih smo testirali, kot je opisano zgoraj (poglavje 4.3.4.1.). Podobno, kot
smo opazili pri NRRL sevih z dodatno kopijo SACE_5599, je bila produkcija eritromicina
pri sevih NRRL23338 z dodatno kopijo BIdD visja za 30 % v primerjavi s kontrolnim
sevom. Povprecna produkcija izhodnega seva divjega tipa NRRL23338 je bila 71 mg/L,
rekombinantih sevov divjega tipa NRRL23338+pSet152 (s plazmidom pSet152 brez gena)
je bila 73 mg/L in NRRL23338+BIdD (s prekomerno izrazenim genom BldD) je bila 92
mg/L (Slika 57/1). Zanimivo pa je, da smo pri sevih ABE1441 z dodatno kopijo BldD
opazili malenkost manjSo produkcijo v primerjavi s kontrolnim sevom. Povpre¢na
produkcija izhodnega visokodonosnega seva ABE1441 je bila 2,1 g/L, rekombinantnih
visokodonosnih sevov ABE1441+pSet152 (s plazmidom pSet152 brez gena) 2,1 g/L in
sevov ABE1441+BIdD (s prekomerno izrazenim genom BldD) 1,8 g/L (Slika 57/11).

4.3.4.3 Dolocanje vpliva s transkriptomsko analizo identificiranih
potencialnih regulatornih genov na produkcijo eritromicina

V sklopu primerjalne transkriptomske analize (doktorska naloga Katarine Karnicar v
pripravi) in bioinformacijske analize v sklopu te doktorske naloge (poglavje 4.2.2), smo
identificirali gene SACE_0044, SACE_2980 in SACE_3978, katerih homologi pri drugih
bakterijskih vrstah sodelujejo pri regulatornih procesih. Z manipulacijo teh genov smo
zeleli preveriti, ali imajo tudi ti geni vlogo pri regulaciji biosinteze eritromicina.
Potencialni vpliv na biosintezo eritromicina smo preverjali tako, da smo pripravili tri
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razli¢ne plazmide za prekinitev teh genov v sevu NRRL23338.
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Slika 59: Restrikcijska analiza plazmidov, pABE116 (vrstice 1, 2, 3), pABE115 (vrstice 4, 5, 6, 7) in
pABE113 (vrstice 8, 9, 10, 11) rezani z restrikcijskim encimoma EcoRI/Hindlll. Velikost DNA fragmentov
(bp) in njihova pozicija je shematsko prikazana v vrsticah L. Lise iz vrstic 1, 2 in 3 z velikostjo 731 bp se
ujema s fragmenti gena SACE_3978, lisa iz vrstic 4, 5, 6, in 7 z velikostjo 981 bp se ujema s fragmenti gena
SACE_2890 in lise iz vrstic 8, 9, 10, 11 z velikostjo 895 bp se ujemajo z genom SACE_0044.

Figure 59: The restriction analysis of plasmids pABE116 (lanes 1, 2, 3), pABE115 (lanes 4, 5, 6, 7) and
pABE113 (lanes 8, 9, 10, 11) digested with EcoRI/Hindlll restriction enzymes. Markers for DNA fragment
size (bp) and their positions are schematically presented in lanes L. Bands in lanes 1, 2 and 3 with size 731
bp correspond to SACE_3978 gen fragments, bands in lanes 4, 5, 6 and 7 with size 981 bp correspond to
SACE_2890 gen fragments and bands in lanes 8, 9, 10 and 11 with size 895 bp correspond to SACE_0044
gene fragments.
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Slika 60: Produkcija eritromicina pri sevih, ki izhajajo iz seva NRRL23338 in imajo prekinjene izbrane
regulatorne gene. WT: NRRL23338, n = 13; pSet152: NRRL23338+pSet152 n = 6; pABE113: NRRL23338
+ SACE_0044, n = 45; pABE115: NRRL23338 + SACE2890, n = 37; in pABE116: NRRL23338 +
SACE_3978,n=13.

Figure 60: Eritromycin production of NRRL23338 strains with regulator gene deletion. WT NRRL23338, n =
13; pSetl52: NRRL23338+pSetl52 n = 6; pABE113: NRRL23338 + SACE_0044, n = 45; pABE115:
NRRL23338 + SACE2890, n = 37; in pABE116: NRRL23338 + SACE_3978, n = 13.
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Za pripravo plazmidov smo s PCR pomnozili centralno regijo genov z oligonukleotidnimi
zaCetniki ~ SACE_0044-EcoRI-F,  SACE_0044-HindllI-R,  SACE_2890-EcoRI-F,
SACE_2890-HindIlIR, SACE_3978-EcoRI-F in SACE_ 2890-HindIlIl-R. Z encimoma
EcoRI in Hindlll smo rezali o¢is¢ene DNA fragmente namnozene s PCR in z istima
encimoma linearizirali vektor pKC1132. Z ligacijo obeh fragmentov smo nato pripravili
plazmide pABE113 (SACE_0044), pABE115 (SACE_2890) in pABE116 (SACE_3978).
Po vnosu plazmidov v sev NRRL23338 s konjugacijo je do prekinitve genov prislo s
homologno rekombinacijo. Pridobljene seve smo nato testirali za produkcijo eritromicina v
falkonovih kivetah s produktivnim gojis¢em ABPMS. Po sedmih dneh smo v vzorcih
bioprocesnih brozg dolocili koli¢ino eritromicina z mikrobiolosko metodo (poglavje
3.2.6.3). Rezultati analize so pokazali, da prekinitev izbranih regulatornih genov ni imela
vpliva na produkcijo eritromicina (Slika 60). Povpreéni donos seva divjega tipa
NRRL23338 je bil 62 mg/L ob tem pa so imeli povpre¢en donos sevi s prekinjenim genom
SACE_0044 65 mg/L, SACE_2890 58 mg/L in SACE_3978 57mg/L eritromicina.
Opazene razlike v donosih so bile v okviru eksperimentalne napake, zato smo sklepali, da
geni SACE_0044, SACE 2980 in SACE_3978 pri divijem tipu NRRL23338 nimajo
bistvene vloge pri regulaciji biosinteze eritromicina.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 I1ZBOLJSEVANJE INDUSTRIJSKIH MIKRORGANIZMOV

Mikroorganizmi so vir mnogih biolosko aktivnih spojin, ki se uporabljajo kot antimikrobne
ucinkovine, imunosupresivi, zdravila proti raku, kot protivirusna in protiparazitska
zdravila, insekticidi in podobno. Komercialno pomembne biolosko aktivne spojine se
pridobivajo z biotehnoloskimi procesi, ki pogosto temeljijo na industrijskih
mikroorganizmih z izboljSano sposobnostjo proizvodnje zelenega produkta (Olano in sod.,
2008). Pri optimizaciji biotehnoloskih procesov je izboljsevanje industrijskinh sevov
klju¢nega pomena in je hkrati tudi tesno povezano z ostalimi pristopi, kot so optimizacija
sestave gojis€a, vodenje bioprocesa in optimizacija zaklju¢nih procesov. Za dosego
postavljenih ciljev so industrijske produkcijske seve obi¢ajno razvijali s pomoc¢jo klasi¢nih
metod izboljSave z veckratnimi cikli nakljuéne mutageneze in selekcije (lkeda in
Nakagawa 2003; Ikeda in sod., 2006). Pri tem nac¢inu izbolj$ave sevov se za spodbujanje
nastanka mutacij uporabljajo razli¢ni kemi¢ni mutageni agensi (npr. nitrozogvanidin, etil
metansulfonat, metil metansulfonat) ali fizikalni dejavniki (npr. UV svetloba). Slabost
takSnega pristopa je v tem, da proces ni selektiven in se tako ni mogoce izogniti vnosu
mutacij v genom, med katerimi so tudi t.i. negativne oziroma nezelene mutacije. Tako so
industrijski mikroorganizmi, ki proizvajajo za Cloveka pomembne metabolite, Ze vec
desetletij podvrzeni mutagenezi in selekciji (Parekh in sod., 2000). Na primer, bakterijska
seva Penicillium chrysogenum, ki proizvaja penicilin in Saccharopolyspora erythraea, ki
proizvaja eritromicin, industrijski proizvajalci konstantno manipulirajo Ze ve¢ kot petdeset
let (Demain in Adrio, 2008). V tem ¢asu so se v teh sevih nakopicile tudi Stevilne nezelene
mutacije. Taksni industrijski sevi imajo posledi¢no Sibko konstitucijo, ki se kaZe v pocasni
rasti in slabi izrabi sladkorjev ter pojavu morfoloSkih nepravilnostih, kot je npr. izguba
sporulacije kakor tudi genska in fizioloska nestabilnost (Zhang in sod, 2002).

Kljub temu, da so metode klasiéne mutageneze in selekcije omogocile razvoj velikega
Stevila zelo ucinkovitih bioprocesov, pa na podlagi razvitih industrijskih sevov, brez
kompleksnih analiz ne moremo razumeti mehanizmov, ki so omogocili tako velike dvige
donosov Zelenih uéinkovin. Sele pred kratkim razviti pristopi genomike, transkriptomike in
proteomike nam zdaj omogocajo izvedbo primerjalnih analiz s pristopi sistemske biologije,
ki omogocajo identifikacijo kljuénih razlik med divjimi sevi in visokodonsonimi
industrijskimi sevi na nivoju nastalih mutacij v genomu in na nivoju diferencialnega
izrazanja razli¢nih genov/proteinov. Ti pristopi omogocajo tudi postavitev hipotez o tem,
katere od opazZenih mutacij najverjetneje pozitivno vplivajo na donos Zelene biolosko
aktivne spojine in katere mutacije imajo zelo verjetno negativen vpliv na fiziologijo,
robustnost in morfologijo visokodonosnega seva, ¢eprav ta proces ni tako enostaven kot
smo predpostavljali. Poleg tega nam rezultati pridobljeni s temi metodami omogocajo
boljse razumevanje metabolnih poti regulatornih mehanizmov kompleksnih biosinteznih
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procesov in ham pomagajo pri optimizaciji produkcijskih procesov (npr. pri optimizaciji

cev v

Poleg metod klasi¢ne mutageneze in selekcije se za izboljSevanje vse bolj uporablja tudi
racionalni pristop metabolnega inzenirstva, pri katerem glede na predvidevanja o klju¢nih
metabolnih in biosinteznih poteh z genskim inZenirstvom vplivamo na raven izrazanja
klju¢nih genov/encimov ter tako izboljSamo donos Zelene spojine. Primeri izbolj$anja seva
S. erythraea, ki so v preteklosti Ze omogo¢ili povecan donos eritromicina, so podrobneje
opisani v poglavju 2.7. Poleg ¢im boljsega poznavanja metabolnih poti in regulatornih
mehanizmov, kjer v zadnjem cCasu prihaja do velikega napredka zaradi uporabe metod
sistemske biologije, pa za metabolno inzenirstvo potrebujemo tudi razvita genska orodja in
postopke za transformacijo posameznega seva. Zaradi velike raznolikosti bakterij iz
skupine aktinomicet je potrebno za vsak posamezni sev pred zaCetkom razviti oziroma
optimizirati ustrezne postopke transformacije, izbrati optimalne selekcijske markerje, po
potrebi vstaviti v genom mesta za ucinkovito integracijo heterologne DNA in ovrednotiti
razlicne promotorje za zagotovitev u¢inkovitega ¢ezmernega izrazanja izbranih genov. Ena
od prednosti metabolnega inZnirstva pred izboljSevanjem sevov z nakljuéno mutagenezo in
selekcijo je tudi, da poleg izboljSanega seva na podlagi eksperimentalnih rezultatov
pridemo tudi do bistveno izboljSanega razumevanja metabolnih poti in regulatornih
mehanizmov, ki sodelujejo pri procesu biosinteze ciljne spojine. To nam omogoca, da smo
pri nadaljnjem razvoju sevov in bioprocesov Se bolj u¢inkoviti.

Po nam dostopnih podatkih ugotavljamo, da je trenutni donos eritromicina v industrijskem
bioprocesnem postopku se vedno razmeroma nizek (od 7-9 g/L (Zou in sod., 2011; Tan in
sod., 2013)) v primerjavi z nekaterimi drugimi biosinteznimi postopki, npr. ind.
biosinteznimi postopki za produkcijo tetraciklinskih antibiotikov in penicilina, ki pri
prakti¢no enakih stroskih proizvodnje dosegajo nekaj 10 g produkta na liter ob koncu
biosinteznega postopka (Brunker in sod., 1998). Potreba po boljSem razumevanju
biosinteze eritromicina ter njene regulacije je zato danes Se vedno izjemno aktualna.

52 DOLOCANJE METABOLNIH POTI IN UPORABA PRISTOPOV
METABOLNEGA INZENIRSTVA ZA BOLJSE RAZUMEVANJE
POZNIH STOPENJ BIOSINTEZE ERITROMICINAYV S. erythraea

V genski skupini za biosintezo eritromicina v S. erythraea so odkrili prvo modularno
poliketid sintazo tipa I, ki je nato postala modelni sistem za preucevanje biosinteze
poliketidov (Rawlings, 2001). Znana nukleotidna sekvenca genske skupine za biosintezo
eritromicina (Weber in sod., 1990; Caffrey in sod., 1992; Summers in sod., 1997; Reeves
in sod., 1999) je omogocila bistveno izboljsano razumevanje (zgodnjih stopenj) biosinteze
poliketidne verige eritromicina, medtem ko pozne stopnje, t.i. post-PKS reakcije in pa
regulacija biosinteze eritromicina ostajajo slabse raziskane. Veliko priloznost na tem
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podro¢ju predstavlja sekvenciranje celotnega genoma divjega seva S. erythraea
NRRL23338 (Oliynyk in sod., 2007) in pa zlasti pristopi primerjalne genomike,
transkriptomike in proteomike, s katerimi primerjamo divji sev z visokodonosnimi sevi
(Brunker in sod., 1998; Reeves in sod., 2006; Reeves in sod., 2007; Peano in sod., 2012; Li
in sod., 2013; aktivnosti Acies Bio, d.0.0. in KC Brin).

Nukleotidna sekvenca celotnega genoma divjega seva S. erythraea NRRL23338 je ze
znana in objavljena v javni zbirki podatkov NCBI (Oliynyk in sod., 2007). V Acies Bio,
d.o.0. smo razvili visokodonosni sev S. erythraea ABE1441, ki temelji na postopkih
nakljuéne mutageneze in selekcije. Da bi dobili ¢im ve¢ informacij o svojem
visokodonosnem sevu, so sodelavci Acies Bio iz njega izolirali genomsko DNA in
sekvencirali njegov genom. S primerjalno analizo obeh genomov smo nato v okviru te
doktorske naloge dolocili potencialne spremembe v nukleotidnem zaporedju dolocenih
genov, ki bi lahko vplivale na produkcijo eritromicina. Osredotocili smo se na potencialne
regulatorne gene in gene vkljucene v pozne stopnje produkcije eritromicina. Po eni strani
smo lahko na podlagi podatkov teh sistemskih analiz v okviru doktorske naloge zasnovali
eksperimente, ki so omogocili boljSe razumevanje poznih stopenj in regulacije biosinteze
eritromicina, po drugi strani pa smo z manipulacijo genov vkljuenih v pozne stopnje
biosinteze (post-PKS) eritromicina lahko dosegli vi$je donose tega poliketida.

V prvih korakih smo z bioinformatsko analizo genomov S. erythraea NRRL23338 in
ABE1441 identificirali kljucne gene, ki potencialno sodelujejo v poznih fazah biosinteze
eritromicina. Namen teh bioinformatskih analiz je bil izbrati klju¢ne gene, katerih vpliv na
pozne stopnje biosinteze in donos eritromicina smo nato ovrednotili s pristopi metabolnega
inzenirstva (poglavje 4.3). Zanimive gene smo identificirali glede na: a) analizo genoma,
usmerjeno na metabolne poti, ki zagotavljajo oskrbo s substrati v poznih stopnjah
biosinteze (poglavje 5.2.2), b) prisotnost mutacij v genomu visokodonosnega seva Vv
primerjavi z divjim sevom (pogalvje 5.2.4.) in c) njihovo predvideno funkcijo v poznih
stopnjah biosinteze in polozaj v genski skupini za biosintezo eritromicina (poglavje 5.2.5).
Kot je opisano v naslednjem poglavju, je dodaten temelj uporabljenim pristopom
metabolnega inzenirstva predstavljal tudi razvoj specifi¢nih genskih orodij, ki omogocajo
uc¢inkovito gensko manipulacijo S. erythraea.

52.1 Razvoj postopkov in orodij za gensko manipulacijo S. erythraea

Sevi S. erythraea predstavljajo precejSen izziv za gensko manipulacijo, saj jih tezko
transformiramo z obstoje¢imi plazmidi, ki se uporabljajo pri aktinomicetah in katerih
mehanizem integracije v genom temelji na aktivnosti bakteriofagnih integraz (Kieser in
sod., 2000). Tezava je v odsotnosti integracijskih mest (att) v njenem genomu, v katera bi
se taki plazmidi, skupaj z zelenimi genskimi konstrukti, lahko ucinkovito in stabilno
integrirali (Briinker in sod., 1998; Voeikova in sod., 2003). Analiza genoma seva NRRL
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23338 (Oliynyk in sod., 2007) je pokazala, da so v genomu prisotna t.i.
»psevdointegracijska« mesta kamor se plazmid sicer lahko integrira, vendar je ucinkovitost
zelo majhna. Nase ugotovitve potrjujejo tudi rezultati drugih skupin, ki so se ukvarjale s
transformacijo S. erythraea (Wu in sod., 2011). Zato je bil eden od ciljev nasega dela
izboljSevanje ucinkovitosti transformacije z vnosom treh integracijskih mest v genom S.
erythraea. Vnesli smo att mesta za integraze iz bakteriofagov ®C31 in ®BTI ter iz
plazmida pSAM2, konstrukte pa smo v genom vnesli s pomo¢jo homologne rekombinacije
(poglavje 3.2.2, poglavje 4.1.2). Kot primerno regijo genoma S. eryhtraea za vnos
integracijskin mest smo izbrali gensko skupino ChIB, ki po predvidevanjih nima
pomembne funkcije za rast bakterije in produkcijo eritromicina. U¢inkovitost tranformacije
novo pripravljenega seva smo dolocili z lo€enim vnaSanjem plazmidov, ki vsebujejo
posamezno integracijsko mesto ter ustrezni integrazni gen. Rezultati so pokazali, da je
®C31 najbolj ucinkovito integracijsko mesto, ki je imelo za priblizno 6 % vecjo
ucinkovitost od integracijskega mesta ®BT1 (Preglednica 6). Podobno strategijo za
izboljSevanje ucinkovitosti transformacije so uporabili tudi Rodriguez in sod., ki so v
genom S. erythraea vnesli ®C31 integracijsko mesto in prav tako pokazali, da se je
povecala ucinkovitost transformacije (Rodriguez in sod., 2003). Tako smo pri kasnejsih
Kloniranjih uporabljali integracijsko mesto ®C31.

Pomemben dejavnik pri testiranju vpliva ¢ezmernega izrazanja dolo¢enega gena je, da
izberemo ucinkovit promotor, ki poganja transkripcijo izbranega gena. Najpogosteje pri
prvem koraku uporabimo moc¢ne konstitutivne promotorje, saj tako lahko hitro preverimo
dejanski vpliv gena na donos ciljnega produkta oziroma na vpletene metabolne poti. V
zaetni fazi smo testirali ve¢ promotorjev, ki se pogosto uporabljajo za Cezmerno
konstitutivno izrazanje v aktinomicetah in identificirali najprimernej§i promotor. Za
testiranje promotorjev smo uporabili reporterski gen xylE, ki kodira encim katehol 2,3-
deoksigenazo, ki katalizira pretvorbo brezbarvnega katehola v rumen produkt. Z
merjenjem absorbance obdelanih vzorcev (opis postopka 3.6.3) smo lahko dolocili kateri
promotor ima moc¢nejSe delovanje. Sicer se kot reporterski sistem, gen XxylE pogosto
uporablja pri delu s Stevilnimi sevi aktinomicet (Ingram in sod., 1989). Rezultati so
pokazali opazne razlike v moci delovanja promotorjev. Najvecjo mo€ izrazanja in
robustnost v razli¢nih neodvisnih transformantah je pokazal promotor PermE* brez mesta
vezave ribosoma, katerega jakost je bila od ostalih treh testiranih promotorjev mocnejsa za
ve¢ kot 38 %. Na podlagi teh rezultatov smo za nadaljnje delo izbrali promotor PermE*
brez mesta vezave ribosoma. Za rutinsko ¢ezmerno izrazanje vecine genov v okviru te
doktorske naloge smo nato pripravili plazmid pSetl52-PermE*, ki vsebuje gen za
integrazo iz bakteriofaga ®C31 in promotor PermE* brez mesta za vezavo ribosoma.
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522 Identifikacija metabolnih poti in genov, ki zagotavljajo oskrbo
substrati za pozne stopnje biosinteze eritromicina v S. erythraea

Analiza genov za biosintezo TDP-4-keto-6-deoksiglukoze pri S. erythraea

Ena od kljuénih faz v poznih stopnjah biosinteze eritromicina je glikozilacija
eritromicinskega aglikona z dvema deoksisladkorjema mikarozo in desozaminom. Izhodna
spojina za biosintezo obeh sladkorjev je TDP-4-keto-6-deoksiglukoza (Takahashi in sod.,
2006). Medtem ko se geni za pretvorbo TDP-4-keto-6-deoksiglukoza nahajajo v genski
skupini za biosintezo eritromicina, pa biosintezna pot od glukoze do TDP-4-keto-6-
deoksiglukoze pri S. erythraea Se ni bila karakterizirana. Na podlagi sorodnih biosinteznih
poti pri drugih bakterijah, opisanih v literaturi, smo s pomo¢jo bioinformacijske analize
sestavili domnevno biosintezno pot pri S. erythraea, ki je shematsko prikazana na sliki 29
(poglavje 4.2.1.1).

Biosintezna pot se zacne s pretvorbo glukoze v glukoza-6-fosfat. Pri tej reakciji lahko
sodelujeta encima glukokinaza, ki jo v genomu S.erythraea najverjetneje kodirata dva gena
SACE_1700 in SACE_7183 ter polifosfat glukokinaza, ki je produkt gena SACE_1802.
Raziskave, ki so bile osredoto¢ene na delovanje homologov glukokinaze, opravljene na
drugih bakterijah kazejo, da je za potek reakcije potreben donor fosfatne skupine
(najpogosteje ATP) in dvovalentni kovinski ion (npr. Mg®") (Meyer in sod., 1997).
Podobno velja tudi za polifosfat glukokinazo, ki sicer v osnhovi porablja anorgaski
polifosfat, lahko pa tudi ATP, CTP, GTP in UTP (Tanaka in sod., 2003). Pri bakteriji
Streptomyces aureofaciens, ki sintetizira klortetraciklin, so raziskovali delovanje obeh
encimov in ugotovili, da je glukokinaza aktivna samo v ¢asu logaritmske faze, medtem ko
se polifosfat glukokinaza aktivira na koncu logaritmske faze in njena aktivnost narasc¢a
vzporedno z biosintezo klortetraciklina v ¢asu stacionarne faze (HoStalek in sod., 1976).
Glede na objavljeno literaturo pri S. erythraea, podrobne raziskave na omenjenih
glukokinazah $e niso bile opravljene. Na podlagi omenjene raziskave pa obstaja moznost,
da je mehanizem delovanja glukokinaz podoben tudi za S. erythraea pri biosintezi
eritromicina.

Naslednja reakcija v predvideni metabolni poti do TDP-4-keto-6-deoksiglukoza je
konverzija glukoza-6-fosfata v glukoza-1-fosfat. To reakcijo katalizira encim fosfosladkor-
mutaza. Na podlagi BLAST analize, pri kateri smo kot referencno zaporedje izbrali
fosfogluko-mutazo iz Bacillus subtilis (Maino in Young, 1974), smo v S. erythraea
identificirali ~ zaporedje  predvidene fosfo-sladkor-mutaze SACE_6548, ki z
aminokislinskim zaporedjem iz B. subtilis kaze 37 % identi¢nost. Dodatne BLAST analize
zaporedja SACE_6548 so pokazale, da bi pri tem genu lahko §lo tudi za fosfomano-
mutazo. Ta encim sicer katalizira pretvorbo manoza-6-fosfata prav tako pa tudi glukoza-6-
fosfata v ustrezna sladkor-1-fosfata (Videira in sod., 2000; Ye in sod., 2004). Na podlagi
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poravnave aminokislinskega zaporedja SACE_6548 in zaporedij fosfo-sladkor-mutaz iz
drugih organizmov (Slika 30) smo tudi potrdili, da so v SACE 6548 ohranjeni vsi klju¢ni
preostanki, ki tvorijo aktivno mesto encima, zato predvidevamo, da produkt gena
SACE_6548 katalizira pretvorbo glukoze-6-fosfat v glukozo-1-fosfat.

Naslednja reakcija v tej metabolni poti je konverzija glukoze-1-fosfat v TDP-D-glukozo
(Slika 29). Reakcijo katalizira encim glukoza-1-fosfat timidilil transferaza. Na podlagi
BLAST analize referen¢nega zaporedja iz Streptomyces sp. (Han in sod., 2006) smo v S.
erythraea identificirali gen SACE_6883. Glede na veliko podobnost zaporedja
SACE_6883 z glukoza-1-fosfat timidilil transferazami iz drugih organizmov lahko trdimo,
da produkt gena SACE_6883 katalizira pretvorbo glukoze-1-fosfat v TDP-D-glukozo. Da
lahko reakcija potede sta potrebna $¢ TTP in Mg?* (Sivaraman in sod., 2002).

Zadnja reakcija je konverzija TDP-D-glukoze v TDP-D-4-keto-6-deoksiglukozo. Reakcijo
katalizira encim TDP-D-glukoza-4,6-dehidrataza, ki je produkt gena SACE_6480 (Vara in
Hutchinson, 1988; Linton in sod., 1995). Enako je njegova funkcija dolocena tudi v bazi
podatkov KEGG. TDP-D-4-keto-6-deoksiglukoza vstopa potem v biosintezne poti
desozamina, mikaroze in ramnoze, ki je gradnik celi¢nih sten Gram-pozitivnih in Gram-
negativnih bakterij (Shibaev, 1987, Madduri in sod., 2001).

Analiza genov za biosintezo S-adenozil-L-metionina pri S. erythraea

Poleg deoksisladkorjev je pri poznih (post-PKS) stopnjah biosinteze pomembna tudi
oskrba z metilno skupino, ki jo metiltransferazi eryG in eryF uporabita za metilacijo
biosinteznih intermediatov eritromicina. Vir oziroma donor metilne skupine za metilacije je
molekula S-adenozil-L-metionin (SAM) (Fontecave in sod., 2004). Po odcepitvi metilne
skupine s SAM nastane molekula S-adenozil-L-homocistein, ki se preko cikla encimskih
reakcij ponovno metilira, da spet nastane SAM. S pomoc¢jo bioinformacijskih orodji smo
analizirali, kateri geni najverjetneje sodelujejo pri ciklu regeneracije SAM v S. erythraea in
predvideli domnevno biosintezno pot, ki je shematsko prikazana na sliki 32 (poglavje
4.2.1.2).

Po odcepitvi metilne skupine s SAM nastane molekula S-adenozil-L-homocistein, ki se
pretvori v L-homocistein. Na podlagi referencnega aminokislinskega zaporedja
adenozilhomocisteinaze iz M. tuberculosis (Reddy in sod., 2008) smo kot najverjetnejsa
funkcijska homologa v S. erythraea identificirali gena SACE_3897 in SACE_6450. Glede
na veliko podobnost teh genov s karakteriziranimi homologi v drugih organizmih smo
sklepali, da produkta teh dveh genov najverjetneje sodelujeta pri pretvorbi S-adenozil-L-
homocistein v L-homocistein. Pri reakciji se porabi $e ena molekula H,O in nastane
stranski produkt adenozin (Lu, 2000).
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Pri naslednji reakciji se na L-homocistein veze metilna skupina, tako da se L-homocistein
pretvori v L-metionin (Slika 32). VV genomu S. erythraea smo identificirali tri gene oziroma
encime, ki potencialno lahko sodelujejo pri tej reakciji. Eden je homocistein S-
metiltransferaza. Na podlagi referenénega zaporedja iz bakterije E. coli (Hayashi in sod.,
2006) smo kot homocistein S-metiltransferazo identificirali produkt gena SACE_3890. Ta
encim pri reakciji prenese metilno skupino na L-homocistein s SAM. Encim zadovoljuje
potrebe po metioninu (Balish in Shapiro, 1967), zaradi porabe molekule SAM pa ne more
sodelovati pri regeneraciji te izhodne spojine. Drugi encim je metionin sintaza (od
kobalamina odvisna sintaza). Tudi za ta encim smo za referen¢no zaporedje izbrali gen iz
E. coli (Hayashi in sod., 2006) najverjetnejsi funkcijski homolog v S. erythraea pa smo
identificirali gen SACE_3898. Metionin sintaza pri reakciji za donor metilne skupine
porablja 5-metiltetrafolat, ki se ob reakciji pretvori v tetrahidrofolat (Matthews in sod.,
2003; Ubhi in sod., 2011). Tretji encim, ki lahko katalizira pretvorbo L-homocisteina v
metionin  je  5-metiltetrahidropteroiltriglutamat-homocistein-S-metiltransferaza  (od
kobalamina neodvisna metionin sintaza). Na podlagi referen¢nega zaporedja iz E. coli
(Hayashi in sod., 2006) smo v S. erythraea identificirali dve zaporedji, homolgoni 5-
metiltetrahidropteroiltriglutamat-homocistein-S-metiltransferazi. Zaporedji sta produkta
genov SACE 4744 in SACE_6349. Tudi ta encim pri reakciji kot vir metilne skupine
porablja 5-metiltetrafolat, ki se pretvori v tetrahidrofolat (Matthews in sod., 2003; Suliman
in sod., 2005).

Reakcija, ki zakljuci cikel regeneracije SAM (Slika 32) je konverzija L-metionina v SAM,
ki jo katalizira encim metionin adenoziltransferaza. Na podlagi referenénega zaporedja
encima iz S. coelicolor (Bentley in sod., 2002) smo v S. erythraea identificirali dve
homologni zaporedji, produkta genov SACE_2103 in SACE_3900. Za potek reakcije je
potreben $¢ ATP ter Mg®* in K* (Mato in sod., 1997; Gonzélez in sod., 2000; Lu, 2000).
Metilna skupina iz regenerirane molekule SAM potem vstopa v reakciji metilacije za
biosintezo eritromicina.

5.2.3 Vpliv ¢ezmernega izraZanja genov za oskrbo s substrati za pozne
stopnje biosinteze SACE_6480 in SACE_6479 na donos
eritromicina

Na podlagi podatkov objavljenih v znanstvenih ¢lankih in bioinformatske analize genov, ki
potencialno sodelujejo pri oskrbi s substrati za pozne stopnje biosinteze eritromicina
(poglavje 5.2.2.) smo kot najbolj zanimiva za pristop metabolnega inzenirstva izbrali gena
SACE 6479 in SACE_6480, ki sodelujeta pri biosintezi deoksisladkorjev. Gen
SACE_6480 sodeluje pri zadnji reakciji sinteze TDP-D-4-keto-6-deoksiglukoze, izhodne
spojine deoksisladkorjev in kodira encim TDP-D-glukoza-4,6-dehidrataza. Gen

114



Kirm B. Pozne stopnje biosinteze eritromicina pri aktinobakteriji Saccharopolyspora erythraea.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

SACE_6479 se nahaja na istem operonu s SACE_6480 (Linton in sod., 1995), glede na
bazo podatkov KEGG pa bi lahko sodeloval pri biosintezi deoksisladkorja ramnoze. Gen
SACE_6480 smo izbrali zato, ker v ¢asu biosinteze eritromicina izhodna spojina TDP-D-4-
keto-6-deoksiglukoza predstavlja substrat za tri biosintezne poti deoksisladkorjev: za
desozamin, mikarozo ter ramnozo in zato bi lahko bila oskrba z izhodno spojino ozko grlo
pri biosintezi vseh treh deoksisladkorjev, kar vpliva na biosintezo eritromicina in ramonze.
L-ramnoza je eden izmed deoksisladkorjev v S. erythraea, ki je kljucen gradnik celi¢ne
stene (Shibaev, 1987, Madduri in sod., 2001).

Na podlagi pripravljenega vektorja za izrazanje (poglavje 5.2.1) smo pripravili tri
plazmide, dva plazmida za vsak gen posebej in en plazmid z obema genoma. Vse tri
plazmide smo loceno vnesli v sev ABE1441, plazmid z obema genoma pa Se v sev
NRRL23338. Rezultati testiranj so pokazali, da ¢ezmerno izraZzanje posameznih genov
SACE_6479 in SACE_6480 ni imelo vpliva na produkcijo eritromicina, ¢ezmerno
izrazanje obeh genov skupaj pa je imelo pozitiven vpliv. Povecanje produkcije eritromicina
pri divjem sevu NRRL23338 ni bilo statisticno znaéilno. Pri divjem sevu je produkcija
eritromicina majhna in domnevamo, da zato oskrba z deoksisladkorji ni limitirajoci
dejavnik biosinteze. Pri visokodonosnem sevu ABE1441 pa je vnos dodatnih genov imel
obcuten vpliv na produkcijo eritromicina (24,2 %) (poglavje 4.3.2). Pri visokodonosnem
sevu je produkcija eritromicina nekajkrat vecja, zato je bistveno vecja tudi poraba izhodne
spojine deoksisladkorjev. Poleg tega ima na povecan donos eritromicina lahko vpliv tudi
povec€ana biosinteza ramnoze, saj pomanjkanje ramnoze v celi¢ni steni pri sorodni vrsti S.
spinosa lahko negativno vpliva na rast v primeru povecanega osmotskega tlaka (Madduri
in sod., 2001). Celica z vecjo koli¢ino ramnoze v steni bi lahko torej ostala dalj Casa
funkcionalna in bi lahko sintetizirala ve¢ eritromicina. Opazeni rezultat nakazuje, da ima
biosinteza eritromicina pri sevu ABE1441 morda ozko grlo pri biosintezi izhodne spojine
deoksisladkorjev TDP-D-4-keto-6-deoksiglukoze.

V prihodnje bi lahko za ¢ezmerno izraZanje izbrali tudi gen SACE_6883, ki kodira
glukoza-1-timidilil-transferazo. Cezmerno izrazanje SACE 6883 skupaj z genom
SACE 6480 bi lahko Se bolj pozitivno vplivalo na povecanje metabolnega pretoka od
glukoza-6-fosfata do TDP-D-4-keto-6-deoksiglukoze (Slika 29).

Optimizacija kultivacijskih pogojev pri sevih z dodatnima kopijama genov SACE 6479 in
SACE 6480

Pridobljene seve z dodatnima kopijama genov SACE_6479 in SACE_6480 smo testirali
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.....

(poglavje 4.3.2). Pri optimizaciji gojis¢a smo uporabili izhodna seva divji tip NRRL23338
in visokodonosni ABE14411 ter rekombinantna seva, ki sta imela najbolj opazno
povecanje produkcije eritromicina. Z vnosom dodatnih kopij genov SACE_6479 in
SACE 6480 se je domnevno povecala oskrba z deoksisladkorji, kar pomeni, da je lahko
novo potencialno ozko grlo oskrba izhodne spojine za biosintezo makrolidnega obroca.
Zato smo v produkcijsko gojis¢e ABMPS8 dodajali aminokislini izolevcin in valin. V
metabolizmu se valin in izolevcin razgradita do metilmalonil-CoA (Tang in sod., 1994), ki
je kljucen gradnik za biosintezo makrolidnega obroca. Za oskrbo gradnikov makrolidnega
obro¢a smo dodajali tudi vinil propionat. Ta se pretvori najprej v propionat in nato v
propionil-CoA, ki je tudi pomemben pri biosintezi makrolidnega obroc¢a (Chen in sod.,
2013a). Za izboljSanje rasti smo v gojiSce dodali fosfate. Poizkusi na drugih organizmih so
pokazali, da dodatek fosfata v pravih koncentracijah poveca zacetno rast in pozitivho
vpliva na produkcijo sekundarnih metabolitov (Cheng in sod., 1995). V gojis¢e smo
dodajali tudi razli¢ne minerale kot vir najbolj pogostih kofaktorjev (Mg?*, K*, Mn®* in
Co?"), ki jih potrebujejo encimi post-PKS reakcij in encimi metabolnih poti za oskrbo
izhodne spojine. Testirali smo tudi gojisc¢e z oljem kot glavnim virom ogljika, za katerega

je bilo ugotovljeno, da lahko vpliva na povecanje produkcije eritromicina (Hamedi in sod.,
2002).

Vpliv razlicnih komponent gojis¢a smo testirali v $tirh paralelkah za vsak testirani
parameter in zagotovili enak inokulum za vse variacije in paralelke. Dodatke smo dodajali
v razli¢nih ¢asovnih obdobjih in v razliénih koncentracijah (glej poglavje 4.3.2). Rezultati
so pokazali, da pri sevu divjega tipa dodatki niso imeli vpliva na produkcijo. Glede na ta
rezultat lahko zaklju¢imo, da so zaradi manjSe produkcije eritromicina potrebe po
metabolitih manjSe in zato uspe organizmu samem zagotoviti potrebe. Drugace pa je pri
visokodonosnih sevih (ABE1441 in ABE12170). V celoti je bil vpliv dodatkov vecji pri
nespremenjenem visokodonosnem sevu (ABE1441) tako relativne kot tudi absolutne
vrednosti. Najveg&ji vpliv na produkeijo je imel dodatek MgSO, (poglavje 4.3.2). Mg?* ioni
so kofaktorji, ki vplivajo na Stevilne encime celotnega celi¢nega metabolizma (ne samo za
biosintezo eritromicina) in zato sklepamo, da ima njihova povecana koncentracija tako
velik vpliv na produkcijo eritromicina. Tudi ostali minerali so imeli pozitiven vpliv na
produkcijo eritromicina, vendar je bil njihov vpliv na povisanje produkcije eritromicina
manjsi.

Pricakovan pozitiven vpliv na produkcijo smo opazili pri dodajanju izhodnih spojin za
biosintezo makrolidnega obroc¢a (vinil propionat, valin in izolevcin). Manj pricakovano je
bilo, da ima dodatek vinil propionata manjsi vpliv kot dodatek aminokislin, saj je pot
razgradnje vinil propionata do izhodnih spojin krajsa. Potencialen razlog za to je, da vinil
propionat za celico ni primarni vir ogljika in ga celica zato manj asimilira iz gojisca,
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medtem ko so aminokisline perferiran vir duSika in jih celica zato tudi raje asimilira. Drugi
potencialen razlog za manjsi vpliv vinil propionata na produkcijo je (pre)majhna aktivnost
esteraz, ki vinilpropionat pretvorijo v propionil-CoA oziroma karboksilaze za pretvorbo
propionil-CoA v [S]-metilmalonil-CoA. Propionil-CoA je zacetna enota za biosintezo
makrolidnega obroc¢a na PKS, pri ¢emer se pri sintezi ene molekule eritromicina porabi
samo ena molekula propionil-CoA. Za nadaljevanje biosinteze makrolidnega obroca pa je
potrebnih Se Sest molekul [S]-metilmalonil-CoA. Ker je potreba po [S]-metilmalonil-CoA
veéja kot po propionil-CoA, je lahko reakcija propionil-CoA karboksilaze ozko grlo na
metabolni poti od vinilpropionata do eritromicina. Aminokislini valin in izolevcin se
razgradita v [S]-metilmalonil-CoA iz katerega lahko z dekarboksilacijo nastane tudi
propionil-CoA.

Pri dodatku K;HPO, se je produkcija zmanjSala za 11 %. Najverjetnejsi razlog za to je, da
pri previsokih koncentracijah fosfatov med bioprocesom pride do pospesSene rasti, ustavi,
oziroma upocasni pa se biosinteza sekundarnih metabolitov (Cheng in sod., 1995).
Ustrezna zacetna koncentracija fosfatov v gojis€u naj bi pozitivno vplivala na produkcijo
sekundarnih metabolitov. Produkcija se je zmanjsala tudi pri gojiscu z oljem kot glavnim
virom ogljika, kar pomeni, da visokodonosna seva nista primerna za to gojisce, saj na
dobro produkcijo v gojiscu z oljem vpliva veliko dejavnikov (Hamedi in sod., 2004).

524 Vrednotenje vpliva mutacij v genih za pozne stopnje biosinteze
eritromicina v visokodonosnem sevu ABE1441 na donos
eritromicina

S primerjavo genov, ki najverjetneje sodelujejo v poznih stopnjah biosinteze (primerjali
smo gene znotraj genske skupine za biosintezo eritromicina in gene, ki so najverjetneje
udelezeni v oskrbo s substrati za pozne stopnje biosineze — poglavje 5.2.2) v genomih
divjega seva NRRL23338 in visokoproduktivnega seva ABE1441, smo identificirali
potencialne mutacije, do katerih je prislo v sevu ABE1441 tekom izboljSevanja seva z
naklju¢no mutagenezo in selekcijo. V sevu ABE1441 smo identificirali mutacije v treh
genih, ki sodelujejo pri post-PKS reakcijah: eryCVI, eryBIV, eryCIl ter pri genu eryBl,
katerega funkcija Se ni znana. Mutacija v genu eryBl se nahaja na terminatorskem
zaporedju, kar ne vpliva na aminokislinsko zaporedje proteina EryBl. Domnevne mutacije
pri genih eryCVI, eryBIV in eryCll se nahajajo znotraj bralnega okvirja in pri vseh treh
primerih je prislo do zamenjave nukleotida, kar se pri vseh treh tudi odraza v zamenjavi
aminokisline. Samo na podlagi spremembe aminokislinskega zaporedja nismo mogli
sklepati ali sprememba aminokisline vpliva tudi na funkcionalnost proteina in ali je vpliv
na biosintezo eritromicina pozitiven, negativen ali nevtralen.

Prisotnost mutacij smo najprej potrdili s ponovnim sekvenciranjem izbranih regij z
dideoksinukleotidno metodo, nato pa preverili vpliv ¢ezmernega izrazanja mutiranih genov
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v divjem sevu NRRL23338. Rezultati (poglavje 4.3.1.) so pokazali, da ¢ezmerno izraZanje
teh genov ni imelo bistvenega vpliva na donos eritromicina v divjem sevu S. erythraea.
Tak rezultat lahko razlozimo na ve¢ nacinov: a) spremembe aminokislinskega zaporedja
proteinov, do katerih je priSlo zaradi mutacije, nimajo pomembnega vpliva na lastnosti
encimov, v katerih se pojavljajo (gre za nevtralne mutacije); b) encimi, v katerih je prislo
do mutacij, ne predstavljajo ozkega grla biosinteze v divjem sevu S. erythraea, pozitivne
lastnosti teh mutacij pa bi lahko opazili, ¢e bi imeli na voljo sev s srednje dobrim donosom,
v katerem ti encimi dejansko predstavljajo ozko grlo pri biointezi, ki bi ga ¢ezmerno
izrazanje mutiranih encimov odpravilo. Pri tem je zanimivo, da smo ¢ezmerno izrazanje
mutiranih variant genov izvedli tudi v visokodonosnem sevu ABE1441, Kkjer prav tako
nismo opazili vpliva na donos eritromicina. c) glede na to, da smo testiranje izvedli v
merilu stresalnika, bi se lahko pozitivne lastnosti teh mutacij morda odrazile Sele ob
testiranju v pravih industrijskih pogojih v bioreaktorju; d) ¢ezmerno konstitutivno
izrazanje mutiranih variant genov ni pravi na¢in za dokazovanje vpliva mutacij v genih
eryCVlI in eryCll, zato bi za dodatno ovrednotenje vpliva morali tockaste mutacije vnesti v
divji sev NRRL23338 na njihovem dejanskem mestu v genomu.

Opazeni rezultat ponazarja tudi omejitve pristopa primerjalne genomike, saj ob velikem
Stevilu opazenih mutacij tezko predvidimo, katere mutacije so klju¢ne za zelene lastnosti
industrijskega seva. Dokon¢no lahko pozitivni vpliv mutacij potrdimo ali ovrZzemo le z
laboratorijskimi eksperimenti, ki pa so izredno dolgotrajni in kompleksni.

5.2.5 Cezmerno izraZanje genov eryG in eryK za zmanj$anje necisto¢
eritromicina B in eritromicina C v bioprocesni brozgi

Pri kultivaciji visokodonosnega seva vsebuje bioprocesna brozga v povprecju skupaj od 7
do 9 % necisto¢ eritromicina B (ErB) in eritromicina C (ErC). ErB in ErC sta biointezna
intermediata pri nastanku eritromicina A (ErA), k povec¢anju koncetracij ErB in ErC pa ima
pomembno vlogo delovanje zadnjih dveh encimov v biosintezi eritromicina, P450
hidroksilaze EryK in metilaze EryG. EryK katalizira pretvorbo ErD v ErC, z manjSo
ucinkovitostjo pa tudi ErB v ErA. EryG katalizira pretvorbo ErC v ErA oziroma
alternativno ErD v ErB (Slika 11, poglavje 2.4.2.4). Za razumevanje pojava necisto¢ ErB
in ErC je pomembno, da ima encim eritromicin EryK od 1200 do 1900 krat vecjo
preferenco do ErD v primerjavi z ErB (Lambalot and Cane, 1995). Zato je mozno, da
prevelika aktivnost encima EryG (od S-adenozilmetionina odvisne metiltransferaze) lahko
poveca koli¢ine necisto¢e ErB, ki je eritromicin C-12 hidroksilaza EryK ne more vec
uc¢inkovito pretovoriti v kon¢ni produkt ErA.

Pri nacrtovanju pristopov metabolnega inzenirstva za zmanjSevanje koli¢ine necisto¢ ErB
in ErC je zato ustrezno razmerje med encimskima aktivnostma EryG in EryK klju¢nega
pomena, saj mora biti konverzija ErD v ErC z EryK bistveno hitrej$a od pretvorbe ErD v
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ErB z EryG. Glede na raziskave, objavljene v literaturi, je pri S. erythraea ¢ezmerno
izrazanje genov eryK in eryG v razmerju 3:2 najbolj ucinkovito zmanjSalo koli¢ino
necisto¢e ErB in ErC (Chen in sod., 2008). Ker pa ima vsak sev S. erythraea razli¢no
nativno aktivnost obeh encimov in tudi razlicno oskrbo z izhodno spojino metilne skupine
S-adenozilmetioninom, je treba pri pristopu ¢ezmernega izrazanja ugotoviti, kak$no
razmerje Stevila kopij eryK/eryG je optimalno za konkreten sev. Prav tako je pomembno,
da lahko relevantne informacije o vplivu ¢ezmernega izrazanja eryK in eryG na koli¢ino
necisto¢ pridobimo le v visokodonosnem sevu, kjer je koli¢ina necisto¢ dovolj velika, da jo
lahko zanesljivo kvantificiramo.

V ovkiru te doktorske naloge smo tako v visokodonosni sev S. erythraea ABE1441 vnesli
dodatne kopije genov eryK in eryG v razlicnih razmerjih. V ta namen smo pripravili
dvanajst plazmidov za izrazanje na osnovi vektorja pSet152-PermE* z razli¢nim $tevilom
kopij in vrstnim redom obeh genov (Preglednica 10, podroben opis poglavje 4.3.3). Na
dejansko razmerje med nivojema transkriptov eryG in eryK pa vpliva tudi, ali se pri vhosu
v genom plazmid vgrajuje preko integracijskega mesta att ali pa s homologno
rekombinacijo. V genomu S. erythraea je prisotno le psevdointegracijsko mesto, za
integrazo iz $C31, zato obstaja verjetnost, da se plazmid za izrazanje vgradi v enega od
nativnih genov eryK oziroma eryG s homologno rekombinacijo. Od mesta vgradnje je nato
odvisna tudi raven izrazanja dodatnih kopij genov, ki se lahko prepisujejo pod kontrolo
razli¢nih promotorjev. Pri vgradnji genov eryK : eryG sta vklju¢ena promotorja PeryAl in
PeryK, ki sta nativha promotorja teh genov v genomu ter promotor PermE* s plazmida
pSet152-PermE*. Ker se promotorji med seboj razlikujejo v jakosti in ¢asovni regulaciji
transkripcije, se posledi¢no gena eryK in eryG razli¢no izrazata glede na mesto integracije
plazmidov v genom. Ker vnaprej nismo mogli predvideti optimlanega razmerja izrazanja
eryG in eryK, smo pripravili razli¢ne plazmide za izrazanje, le-te smo lo¢eno vnesli v sev
ABE1441 in pri vsakem plazmidu testirali veliko Stevilo neodvisnih konjugant S.
erythraea. Vsebnost neCisto¢ v ekstraktih smo merili z metodo LC-MS. Zmanjsanje
koli¢ine necisto¢ smo opazili pri sevih s plazmidi pABE38 (2 kopij eryG, 1 kopija eryK),
pABE44 (2 kopij eryG, 1 kopija eryK) in pABE45 (2 kopij eryG, 1 kopija eryK). V
primerjavi s kontrolo se je deleZ necCisto¢e ErB zmanjSal za 25 % in se je na ta racun
povecala vsebnost ErA. Kljub povecanemu izrazanju eryG pa je v vseh primerih v brozgi
ostalo se relativno veliko necisto¢e ErC (priblizno 10 %). Sklepali smo, da je razlog za to
morda premajhna oskrba z izhodno spojino SAM, ki predstavlja donor metilne skupine pri
metilaciji eritromicina C z EryG (poglavje 2.4.2.4, poglavje 2.4.3.3).

Pri sevih, ki je vnos dodatnih kopij genov eryK in eryG zmanjsalo necisto¢o ErB smo z
dodajanjem razlicnih donorjev metilnih skupin poizkusil zmanjSati delez necistoce ErC v
brozgi. Kot Ze prej omenjeno, encim EryK veze na molekulo hidroksilno skupino, encim
EryG pa metilno skupino, ki je potrebna za zmanjSanje ErC. Pri metilaciji je naravni donor
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metilne skupine molekula SAM. Z dodajanjem donorjev metilne skupine smo preverili ali
lahko na ta nacin pove¢amo koncetracijo SAM v celici in s tem metilacijo ErC v ErA. Med
kultivacijo v Erlenmajerjevih seklenicah smo po 24 urah dodali folno kislino, metionin in
metanol. LC-MS analiza je pokazala, da dodatki niso imeli vpliva na zmanjSanje ErC, zato
predvidevamo, da koncentracije SAM z dodajanjem teh spojin nismo uspeli povecati
oziroma, da je morda za hitrost metilacije ErC v ErA bolj pomembna aktivnost encima
EryG.

Kot Ze prej omenjeno, je vgradnja genov iz vektorja v genom potekala s homologno
rekombinacijo, zato obstajajo Stirje mozni nacini vgradnje genov pod razli¢énimi promotorji
z razlicno mocjo (poglavje 4.3.3).

5.3 VPLIV IZBRANIH VERJETNIH REGULATORNIH GENOV NA
BIOSINTEZO ERITROMICINA

5.3.1 Identifikacija verjetnih regulatornih genov, ki bi lahko
sodelovali pri biosintezi eritromicina

Kljub velikemu klinicnemu in komercialnemu pomenu eritromicina in njegovih
polsinteznih derivatov ter vlogi eritromicina kot modelnega poliketida, ki ga proizvaja
modularna PKS tipa I, je regulacija biosinteze doslej ostala slabo pojasnjena. Ker v genski
skupini za biosintezo eritromicina v S. erythraea ni regulatornih genov, so prvi regulator,
globalni regualtorni gen bldD, (SACE 2077) identificirali e potem, ko so Ze objavili
zaporedje celotnega genoma S. erythraea (Oliynyk in sod., 2007; Chng in sod., 2008). V
genomu S. erythraea pa se nahaja kar 1118 genov, za katere lahko predvidimo viogo pri
regulaciji razli¢nih procesov v celici (Oliynyk in sod., 2007). Poleg BldD so potencialno
vlogo regulatornih genov karakterizirali Se pri dveh genih iz druZzine TetR, SACE 0012
(Yin in sod., 2013) in SACE_7040 (Han in sod., 2011). Za ta dva gena so pokazali vpliv na
morfolosko diferenciacijo, vpliva na biosintezo eritromicina pa niso opazili. Nas namen je
bil, da s pomocjo bioinformacijskih orodji identificiramo dodatne zanimive gene, ki
sodelujejo pri regulaciji in z gensko manipulacijo preverimo ali imajo vpliv na biosintezo
eritromicina.

S primerjalno transkriptomsko analizo naravnega in visokodonosnega seva Smo
identificirali tri homologe, katerih vlogo pri biostintezi eritromicina smo nato zeleli potrditi
tudi z eksperimenti inaktivacije in ¢ezmernega izraZanja teh genov. Prvi izbrani gen je bil
SACE_0044, homolog serin/treonin kinaze. Serin/treonin kinaze so v mnogih bakterijah
vkljucene v nadzor poznih faz rasti, sporulacije ali produkcije sekundarnih metabolitov
(Av-Gay in sod., 1999). Drugi regulatorni protein je transkripcijski regulator iz druZine
LuxR, produkt gena SACE _2890. Transkripcijski regulatorji iz druzine LuxR pri bakterijah
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regulirajo izrazanje genov glede na gostoto celic v okolju (angl. quorum-sensing) (Fuqua
in sod., 1994). Tretji regulatorni protein je protein, ki vsebuje vezavno domeno ciklicnih
nukleotidov SACE 3978. Proteini, ki vsebujejo domeno za vezavo cikli¢nih nukleotidov
cAMP in cGMP so alosteri¢no regulirani proteini (z cAMP in cGMP). Ta vrsta proteinov je
navadno povezana z eno ali ve¢ efektorskih domen z razli¢nimi funkcijami (Harman, 2001;
Nambi in sod., 2012).

V nadaljevanju smo vlogo treh identificiranih regulatornih proteinov preverili s
prekinitvijo genov v sevu NRRL 23338 in testiranjem v produkcijskem gojisc¢u (poglavje
4.3.4.3). Rezultati s pokazali, da regulatorni geni nimajo vpliva na produkcijo eritromicina
pri S. erythraea.

5.3.2 Vloga novo identificiranega proteina SACE_5599 v biosintezi
eritromicina in morfoloski diferenciaciji S. erythraea

Poleg genomike in transkriptomike smo kot osnovo za identifikacijo potencialno zanimivih
regualtornih genov uporabili tudi rezultate primerjalnega proteomskega pristopa, ki so ga
izvedli raziskovalci Acies Bio, Biotehniske fakultete in Instituta Jozef Stefan v okviru
Kompetenénega centra Brin. V okviru te naloge smo identificirali verjetne regualtorne
proteine, ki v doloceni fazi bioporcesa v 5 | bioreaktorju kaZzejo povecano raven izraZzanja v
industrijskem sevu ABE1441 v primerjavi z divjim sevom NRRL23338. Eden od
identificiranih verjetnih regulatornih proteinov, ki se je bistveno moc¢neje izrazal v sevu
ABE1441 in Se zlasti v ¢asu biosinteze eritromicina je gen SACE 5599. Da ima produkt
gena SACE_5599 pomembno vlogo pri produkciji eritromicina, so raziskovalci
Nacionalnega instituta za biologijo potrdili tudi s gPCR analizo, ki je jasno pokazala, da je
bilo izrazanje produkta v sevu ABE1441 najmoc¢nejSe v Casu produkcije eritromicina,
medtem ko je bil v sevu NRRL23338 transkript SACE_5599 komaj zaznaven. Primerjava
aminokislinskega zaporedja SACE_5599 z bazami podatkov drugih aktinomicet je
pokazala najboljSe ujemanje s slabo karakterizirano druZino regulatornih proteinov LmbU.
Poravnava zaporedij s programom Clustal Omega (Slika 34) je pokazala, da imajo
zaporedja proteinov iz te druzine Stevilne dobro ohranjene ostanke triptofana in arginina,
visoka teoreti¢na pl vrednost pa nakazuje, da gre za protein, ki se lahko veze na negativno
nabite nukleinske kisline.

Manipulacijo gena SACE_5599 smo izvedli v sevih NRRL23338 in ABE1441 (poglavje
4.3.4.1). Da bi dokazali vpliv SACE_5599 na produkcijo eritromicina smo gen inaktivirali
v sevu ABE1441, testirali dobljene seve na produkcijo antibiotika in pri izbranem sevu gen
s komplementacijo ponovno aktivirali. Rezultati manipulacije gena kazejo, da gen
SACE_5599 vpliva tako na produkcijo eritromicina kot na morfolosko diferenciacijo.
Prekinitev gena SACE 5599 v ABE1441 je ob¢utno zmanjsala produkcijo eritromicina (37
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%) in intenzivnost sporulacije pri gojenju na ABSM4 agarni plos¢i (Slika 56/A). Nasprotni
ucinek je imelo ¢ezmerno konstitutivno izrazanje gena SACE_5599 v NRRL23338, kjer je
bila produkcija eritromicina visja za 32 % in bujna sporulacija na R5 agarni plos¢i (Slika
56/B). Podobno pove¢nanje produkcije pri NRRL23338 smo opazili pri ¢ezmernem
izrazanju regulatornega gena BIdD (poglavje 4.3.4.2).

Ze pri inaktivaciji regulatornega proteina BIdD so opazili mogan vpliv na morfoloski
razvoj S. erythraea (Chng in sod., 2008). Tudi na$i rezultati kaZzejo, da je regulatorna
mreza, ki regulira morfoloSke spremembe povezana tudi s biosintezo eritromicina. Enako
povezavo med biosintezo eritromicina in morfologijo so opazili pri mutantih S. erythraea
NRRL23338 rezistentnih na rifampicin (Carata in sod., 2009). Ti podatki nakazujejo, da sta
z regulatornega vidika morfoloska diferenciacija in biosinteza eritromicina tesno povezana
pojava. Da ta povezava ni pravilo sta pokazali dve raziskavi Kjer je inaktivacija genov
vplivala na morfologijo ne pa tudi na produkcijo eritromicina (Han in sod., 2011; Yin in
sod., 2013). Zato regulatorni mehanizmi ostajajo $e nerazjasnjeni in odpirajo moznosti za
nadaljne raziskave.

Na podlagi opravljenih raziskav lahko trdimo, da smo uspeli razviti uc¢inkovita orodja in
metodologijo za transformacijo in gensko manipulacijo divjega seva, kot tudi
visokodonosnega seva S. erythraea. Z namenom razvoja primernih genskih orodji smo
testirali razli¢ne integracijske vektorje, in aktivne promotorje in pripravili potrebne
plazmidne vektorje (potrjena hipoteza §t. 1). Da smo s pomoc¢jo metod bioinformacijske
analize genoma S. erythraea, identificirali verjetne metabolne poti in regulatorne gene,
tako kljuéne primarne poti, kot tudi metabolne poti neposredno vpletene v biosintezo
gradbenih enot potrebnih za pozne stopnje biosinteze eritromicina (potrjena hipoteza st. 2).
Da smo na osnovi bioinformatskih analiz dolo€ili verjetne klju¢ne genske homologe
oziroma metabolne poti v katerih so ti geni udelezeni, in s pomocjo metabolnega
inZeniringa (genska inaktivacija ali povecano izraZanje) ciljano vplivali na njihovo
delovanje, ki je v nekaterih primerih posledi¢no tudi vplivalo na biosintezo eritromicina
(potrjena hioteza §t. 3). Vpliv genskih sprememb na biosintezo eritromicina ni vedno
odvisen od fizioloSkih parametrov (hipoteza $t. 4 ni potrjena).

54  SKLEPI

Z namenom, da poglobimo razumevanje o biosintezi eritromicina pri S. erythraea, smo se
v sklopu te doktorske naloge osredoto¢ili na post-PKS in regulacijo biosinteze
eritromicina. Glede na opravljeno delo lahko sklepamo:

e Na podlagi vec testiranih promotorjev smo kot optimalen kostituivni promotor za
Cezmerno izrazanje genov v S. erythraea identificirali PermE* brez mesta vezave
za ribosom. Genom S. erythraea vsebuje psevdointegracijsko mesto za integrazo iz
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bakteriofaga ®C31, ki smo ga uporabili za vnos plazmidov v genom. Bistveno
vecjo ucinkovitost transformacije smo dosegli, ko smo v nevtralno regijo genoma
vnesli prava integracijska mesta za integraze razlicnih bakteriofagov.

e S pomocjo bioinformacijskih orodij smo dolo¢ili domnevno biosintezno pot TDP-
D-4-keto-6-deoksiglukoze in domnevno metabolno pot za obnovo molekule SAM
pri S. erythraea. Anotirali smo produkt gena SACE_5599 kot domnevni regulatorni
protein. Na podalgi komparativne analize genomov smo identificirali Stiri
domnevne mutacije v genski skupini za biosintezo eritormicina pri S. erythraea.

e Potrdili smo mutacije znotraj bralnega okvirja pri genu eryBIV, eryCll in eryCVI. S
¢ezmernim izrazanjem mutiranih variant genov eryCll in eryCVI nismo mogli
potrditi vpliva opaZenih mutacij na produkcijo eritromicina.

e Istocasno ¢ezmerno izrazanje genov SACE_6479 in SACE_6480, ki sodelujeta pri
metabolizmu deoksisladkorjev pozitivno vpliva na donos eritromicina pri
visokodonosnem sevu ABE1441.

e 7 vnosom razli¢nih kombinacij genov eryK in eryG nam je uspelo pripraviti sev z
zmanjSano vsebnostjo necistoce ErB v kon¢ni produkcijski brozgi. Necisto¢a ErC
je Se vedno prisotna in njena vsebnost se je za malenkost povecala.

e S Cezmernim izrazanjem in prekinitvijo gena SACE_5599 ter s komplementacijo
prekinjenega gena, nam je uspelo dokazati, da ima produkt gena SACE_5599 vpliv
na biosintezo eritromicina. Protein SACE_5599 vpliva tudi na morfoloski razvoj S.
erythraea. Inaktivacija gena SACE_5599 je obc¢utno zmanjSala produkcijo
eritromicina.

e Pri optimizaciji kultivacijskih pogojev smo pokazali pozitiven vpliv dodanih

komponent gojis¢a na produkcijo eritromicina pri visokodonosnih sevih ABE1441
in ABE12170 . Najvecdji vpliv so imeli dodatki mineralov.
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6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 POVZETEK

Aktinomicete, med katere spada tudi Saccharopolyspora erythraea, so Gram-pozitivne
bakterije z visoko vsebnostjo nukleotidov G + C v genomu, ki zZivijo pretezno v zemlji. S.
erythraea proizvaja eritromicin, makrolidni antibiotik s Sirokim spektrom delovanja.
Deluje proti Gram-pozitivnim bakterijam, njegovo delovanje pa temelji na vezavi na
podenoto bakterijskega ribosoma 50S, s Cimer inhibira sintezo proteinov. Molekula
eritromicina je sestavljena iz 14-Clenskega makrolaktonskega obroca, na katerega sta
pripeta dva deoksisladkorja, D-desozamin in L-kladinoza.

Biosinteza eritromicina se za¢ne na modularni PKS tipa I. Za PKS tipa I je znacilno, da so
encimske domene med seboj kovalentno povezane v module, pri ¢emer vsak modul
katalizira eno stopnjo podaljSevanja poliketidne verige za dva ogljikova atoma. Rastoca
veriga z vsakim modulom interagira samo enkrat, zato je Stevilo ogljikovih atomov v verigi
doloceno s Stevilom modulov. Biosinteza eritromicina se za¢ne z zacetno enoto propionil-
CoA, pri prenaSanju verige po PKS pa na vsakem modulu potece dekarboksilativna
kondenzacija med vstopajo¢o podaljSevalno enoto metilmalonil-CoA in rastoCo verigo.
Koraku podalj$evanja na nekaterih modulih sledi redukcija nastale p-keto skupine, ki je
lahko popolna ali delna. Po ciklizaciji na zadnji terminalni domeni se sprosti
makrolaktonski obro¢ 6-dEB. V nadaljevanju biosinteze se v seriji post-PKS reakcij
neaktivna molekula 6-dEB pretvori v eritromicin A, molekulo z antibioti¢no aktivnostjo. V
poznih stopnjah biosinteze sodelujejo encimi hidroksilaze, glikoziltransferaze in
metiltransferaze, ki omogocijo vezavo sladkorjev D-desozamina in L-mikaroze ter
metilacijo in hidroksilacijo molekule. Za uspeSen potek poznih stopenj so pomembne tudi
metabolne poti, ki oskrbujejo potrebne izhodne spojine, na primer biosinteza
deoksisladkorjev D-desozamina in L-mikaroze in regeneracija donorja metilne skupine,
SAM.

Za biosintezo eritromicina so odgovorni geni, ki se nahajajo v genski skupini ery.
Eritromicinska genska skupina vsebuje 20 genov. Geni za PKS, ki sodelujejo pri biosintezi
poliketidnega obroca, imajo oznako eryA, geni iz skupine genov eryB sodelujejo pri
biosintezi in vezavi mikaroze na makrolidni obroc¢. Pri biosintezi in vezavi desozamina na
makrolidni obro¢ sodeluje geni iz skupine genov eryC, za ostale post-PKS modifikacije pa
so odgovorni geni eryF, eryG in eryK. Regulacija biosinteze eritromicina je slabo preuc¢ena
in so do sedaj odkrili samo en globalni regulatorni gen, ki ima vpliv na biosintezo
eritromicina. Nekoliko bolje pojasnjen je vpliv razlicnih sestavin gojiS¢a, pri cemer so
ugotovili, da imajo previsoke koncentracije fosfatov ter enostavnih virov ogljika in dusika
(npr. amonijev sulfat, glukoza) negativen vpliv na biosintezo eritromicina. Pri pripravi
gojisca za biosintezo eritromicina so zato zelo pomembni parametri vrsta, razmerje in
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koncentracija hranil v goji$¢u, zlasti pravo razmerje med enostavnimi in kompleksnimi viri
ogljika in dusika.

Namen nasega dela je bil identificirati in preuciti gene, ki sodelujejo pri post-PKS
reakcijah in regulatorne gene, ki bi imeli vpliv na produkcijo eritromicina. Pri raziskovanju
vplivov na biosintezo eritromicina smo uporabili razli¢ne pristope. Z bioinformacijskimi
metodami smo najprej identificirali gene v genomu, Ki najverjetneje sodelujejo pri
biosintezi. S pomocjo molekularno-bioloskih metod smo nato gensko manipulirali tako
divji tip NRRL23338 kot tudi visokodonosni sev S. erythraea ABE1441. Za ta namen smo
razvili tudi u¢inkovita orodja in metodologijo za transformacijo in gensko manipulacijo
sevov. Tako pridobljene manipulirane seve smo primerjali z izhodnima sevoma
NRRL23338 in ABE1441, ter preverjali vpliv razli¢nih fizioloskih parametrov gojenja.

Z bioinformacijskimi metodami smo identificirali gene v genomu S. erythraea, Ki
najverjetneje sodelujejo pri biosintezi izhodne spojine deoksisladkorjev. Ta se zacne s
pretvorbo glukoze v glukoza-6-fosfat, ki pa se preko glukoza-1-fosfata in TDP-D-glukoze
pretvori v izhodno spojino TDP-D-4-keto-6-deoksiglukozo. Identificirali smo tudi gene, Ki
so domnevno udelezeni pri oskrbi z metilno skupino, ki jo prenasa molekula SAM do
tarénih molekul. Metilna skupina, ki se veze na L-homocistein zelo verjetno izvira iz
metabolizma folata.

Identificirali smo tudi novi domnevni regulatorni gen SACE_5599, ki sodeluje pri
regulaciji biosinteze eritromicina. Razliko v izrazanju tega proteina med naravnim in
visokodonosnim sevom S. erythraea smo najprej identificirali s komparativno proteomsko
analizo v sklopu raziskovalnega projekta podjetja Acies Bio d.o0.0. Z genom SACE_5599
smo manipulirali divji tip in visokodonosni sev. Pridobljeni rezultati so pokazali, da ima
gen pomemben vpliv na morfologijo in produkcijo eritromicina. Pri sevu NRRL 23338 je
¢ezmerno izraZanje tega gena povecalo produkcijo eritromicina za 32 %, medtem ko je
prekinitev gena pri visokodonosnem sevu ABE1441 zmanjsala produkcijo eritromicina za
37 %. Inaktivacija gena v visokodonosnem sevu ABE1441 je povzrocila tudi spremembe v
morfoloski diferenciaciji. Morebitno vlogo pri regulaciji biosinteze eritromicina smo
preverili tudi z inaktivacijo homologov regulatornih genov SACE_0044, SACE_2890 in
SACE_3978, vendar inaktivacija nobenega od njih nima opaznega vpliva na produkcijo
eritromicina.

Primerjali smo tudi nukleotidni zaporedji genskih skupin ery v genomih naravnega seva
NRRL23338 in visokodonosnega seva ABE1441. Na podlagi genomskih analiz in
sekvenciranja odgovarjajocih PCR produktov smo identificirali mutacije v genih eryBIV,
eryClIl in eryCVI, ki sodelujejo pri biosintezi eritromicina, do katerih je prislo med
vecletnim izboljSevanjem seva z naklju¢no mutagenezo in selekcijo. Varianti genov eryCl|
in eryCVI iz visokodnosnega seva smo tudi ¢ezmerno izrazili v naravnem sevu

125



Kirm B. Pozne stopnje biosinteze eritromicina pri aktinobakteriji Saccharopolyspora erythraea.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

NRRL23338, vendar to ni imelo opaznega vpliva na produkcijo eritromicina.

Pri  biosintezi TDP-D-4-keto-6-deoksiglukoze, prekurzoja deoksisladkorjev, ima
pomembno vlogo tudi gen SACE_6479. Gen SACE_6479 smo ¢ezmerno izrazili v obeh
sevih NRRL23338 in ABE1441 in ugotovili, da ¢ezmerno izrazanje nima pozitivnega
vpliva na produkcijo eritromicina. Opazili smo tudi, da je gen SACE_6480 pod istim
promotorjem kot SACE_6479, zato smo ju ¢ezmerno izrazili tudi skupaj v obeh sevih. Pri
visokodonosnem sevu ABE1441 je cezmerno izrazanje obeh genov skupaj povzrocilo
povecanje produkcije eritromicina za 24 %.

Pri biosintezi eritromicina nastajajo medprodukti, med katerimi sta najpomembnej$a ErB
in ErC, ki se pri zaklju¢nih procesih obravnavata kot neéisto¢i. Z vnosom dodatnih kopij
genov eryK in eryG smo Zeleli zmanjsati delez teh neéisto¢. Pripravili smo plazmide z
razlicnimi kombinacijami genov. S tremi konstrukti nam je uspelo zmanjsati delez
necistoce ErB za 25 %, ni pa nam uspelo zmanjsati deleza ErC.

Testirali smo tudi vpliv dodatka razli¢nih izhodnih spojin v gojis¢ée med kultivacijo
kontrolnih sevov NRRL23338 in ABE1441 ter sevov z dodatno kopijo genov SACE_6479
in SACE_6480. Najvecji vpliv smo opazili pri dodatku 1200 mg/L MgSO4*7 H,O, ki je pri
visokodonosnem sevu ABE1441 izboljsal produkcijo eritromicina za 39 %.

Z dodajanjem razlicnih donorjev metilne skupine v gojis¢e smo Zeleli dodatno zmanjSati
delez necisto¢e ErC pri sevih z dodatnimi kopijami genov eryK in eryG. Ker je za
pretvorbo ErC v ErA potrebna metilna skupina smo z dodajanjem razli¢nih donorjev Zeleli
ugotoviti ali je poleg ravni izrazanja gena eryG hitrost metilacije eritromicina C odvisna
tudi od oskrbe z metilno skupino z zunanjimi viri. Rezultati so pokazali, da noben od
izbranih dodatkov (metanol, metionin in folna kislina) ni imel pozitivhega vpliva na
zmanjSanje deleza necistoce ErC.

6.2 SUMMARY

Saccharopolyspora erythraea belongs to actionomycetes, Gram-positive ground bacteria
with high content of G and C nucleotides in genome. S.erythraea produces antibiotic
erythromycin, a macrolide antibiotic with broad spectrum activity. It is used against Gram-
positive bacteria for the treatment of respiratory problems. The mechanism of activity is
related to their capacity for binding to bacteria 50S ribosome subunits with the resulting
inhibition of translation in the protein biosynthesis. Erythromycin is composed of 14-
member macrolide ring and two deoxysugars D-desosamine and L-cladinose.

Erythromycin biosynthesis is initiated on modular type |1 PKS, which contain domains,
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covalently bound in moduls. During biosynthesis each module catalysis one step of chain
elongation so subsequently, number of modules determine number of carbons in chain. The
starting unit for biosynthesis of macrolide ring is propionyl-CoA and during chain
elongation on every module a new methylmalonyl-CoA undergoes decarboxylation. On
some modules a formed B-keto group undergoes complete or partial reduction. After
cyclization on last terminal domain macrolactone ring 6-dEB is released. In next step with
series of post-PKS reactions 6-dEB is transformed in a molecule with antibiotic activity,
erythromycin A. Enzymes in post-PKS reactions are hydroxylases, glycosyltransferases
and methyltransferases that catalyze addition of D-desosamine and L-micarose on
macrolactone, methylation and hydroxylation. In post-PKS reactions we also include two
pathways for biosynthesis of D-desosamine and L-mycarose.

Genes required for erythromycin biosynthesis are located in ery cluster which contains 20
genes. Genes eryA are required for 6-dEB biosynthesis, genes eryB are required for
biosynthesis and attachment of mycarose on macrolide ring, genes eryC are required for
biosynthesis and attachment of desosamine on macrolide ring and genes eryF, eryG and
eryK are required for remain reactions. Regulation of erythromycin biosynthesis its poorly
understood. Only one regulatory gene that has influence on erythromycin biosynthesis was
investigated. More elucidated is regulation with nutrients. It was found that high
concentration of phosphates, simple carbon and nitrogen source (e.g. glucose, ammonium
sulphate) have negative effect on erythromycin production. In order to achieve high
production an ideal ratio of simple and complex nutrients are necessary. For that reason the
type, ratio and concentration are important for ideal medium.

When evaluating metabolic pathways and particular genes, involved in the biosynthesis of
erythromycin, we applied different approaches. Using bioinformatic methods we have
determined important genes, which were further manipulated in both S. erythraea strains,
wild-type as well as high-producing strain. To this end, we have developed effective tools
and methodology for transformation and genetic manipulation of strains. We also
compared the responses of control and manipulated strains to the change of physiological
parameters.

Applying bioinformatic methods we have managed to identify genes putatively involved in
the biosynthesis of precursor for deoxysugars biosynthesis. Biosynthesis starts with
glucose which is converted to glucose-6-phosphate which is then converted thru glucose-1-
phosphate and TDP-D-glucose into a precursor TDP-D-4-keto-6-deoxyglucose. We
managed to identify the putative source of the methyl group carried by molecule SAM to a
target molecule. Methyl group, which binds to the L-homocysteine is derived from “one
carbon pool by folate”. L-homocysteine is then converted to L-methionine which is then
converted to SAM.
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Bioinformatic methods have enabled us to identify the regulatory gene SACE_5599. The
protein was first identified by proteomics in the context of a research project of Acies Bio
Ltd. With gene SACE_5599 we manipulated wild-type and high-producing strain. The
results showed that the gene affects the morphology and the production of erythromycin.
Overexpression of this gene in strain NRRL 23338 has increased production of
erythromycin by 32 % while the Inactivation of SACE_5599 in the high-producing strain
reduced erythromycin yield by 37 %, in addition to drastically decreasing sporulation
intensity of the SACE_5599-inactivated strains when cultivated on ABSM4 agar medium.
Complemented strains restored production and morphology at the level of control.

By applying bioinformatic methods, we compared the regulatory genes from other
organisms and try to identify potential regulatory genes that have influence on the
production of erythromycin. We have identified three genes SACE_0044, SACE_2890 and
SACE_3978. We inactivated genes in strain NRRL23338 and found that genes have no
noticeable effect on the production of erythromycin.

We also compared the ery group of wild-type and high-producing strains. We have located
mutation in genes eryBIV, eryCIl and eryCVI. Mutations were identified with
bioinformatic method and confirmed by PCR. We also overexpressed genes eryCll and
eryCVI in strain NRRL23338, but it had no noticeable effect on the production of
erythromycin.

The product of gene SACE_6479 is involved in the biosynthesis of TDP-D-4-keto-6-
deoxyglucose, precursor for deoxysugars. We hypothesized that the biosynthesis of three
deoxysugars (desosamin, mycarose and rhamnose) in high-producing strain runs on higher
rate and for that reason the biosynthesis of this precursor is the bottleneck. Therefore, we
overexpressed gene SACE_6479 in strain NRRL23338 and ABE1441 and found that has
no positive effect on production. It was observed that the gene SACE_6480 is under the
same promoter as SACE_6479, so we jointly overexpressed in both strains. In strain
NRRL23338 was small 4 % increase while in the high-producing strain was a 24 %
increase in production.

During the biosynthesis of erythromycin, a number of intermediates of erythromycin, such
as erythromycin B (ErB) and erythromycin C (ErC) acumulate, which are an issue during
the downstream processes procedures. With the introduction of additional genes eryK and
eryG we aimed to reduce the proportion of these impurities. We constructed plasmids with
different ratios of genes eryK and eryG in a different order. With three constructs, we
managed to reduce the proportion of impurities ErB to 25 %, but we haven’'t managed to
reduce the proportion of the ErC. At the expense of ErB has increased ErA.
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We have also evaluated the effects of various substrates during cultivation of control
strains NRRL23338 and ABE1441 and strains with an extra copy of the genes SACE_6479
and SACE_6480. We have found that the positive effect on erythromycin production was
only observed at the high-producing strains ABE1441 and ABE12170 and that the addition
of minerals had the greatest impact on the production. Overall, the effect of nutrients is
greater in the control strain ABE1441 as in the modified strain ABE12170. The greatest
impact was observed with the addition of 1200 mg/L MgSO4*7H,0, which has improved
production by 39 % in strain ABE1441.

By adding different sources of potential methyl group precursor to the culture medium, we
aimed to further reduce the proportion of impurities ErC in strains with extra copies of
genes eryK and eryG. Since the conversion of ErC in ErA requires a methyl group, we fed
a variety of sources to determine whether the supply of methyl group, is a new bottleneck.
The results showed no effect of precursor sources on the reduction of impurities ErC.

By applying this approaches, we managed to identify genes that affect the production of
erythromycin, however, many parameters that would allow us to show us more broad
picture of the production mechanisms are still not sufficiently clear. We have also shown,
that omics approaches are valuable tools to identify industrially relevant regulatory genes,
however, it is of key importance that samples for omics analysis are collected in conditions
which simulate real industrial setting.
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PRILOGE

Priloga A: Poravnava aminokislinskih zaporedij glukokinaz (S. erythraea SACE_1700).

Supplement A: Alignment aminoacid sequences of glucokinase (S. erythraea SACE_1700).
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Priloga B: Poravnava aminokislinskih zaporedij polifosfat glukokinaz (S. erythraea SACE_1802).
Supplement B: Alignment aminoacid sequences of poliphosphate glucokinase (S. erythraea SACE_1802).
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Priloga C: Poravnava aminokislinskih zaporedij fosfo-sladkor-mutaza (S. erythraea SACE_6548).

Supplement C: Alignment aminoacid sequences of phosphate-sugar-mutase (S. erythraea SACE_6548).
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LLLTLASEVDADLAVALDPDADRCALGVRGP-DGWRMLRGDETGVLLGAHILSTT---D-
LLLALAAEVDADLATIALDPDADRCAVGVPDATGQWRMLRGDETGVLLGDYVLSTT---S—
LLLALAAEVDADLATIALDPDADRCAVGVPDATGEWRMLRGDETGVLLGEYVLSTT---S—-

..ok e KKk . ek Kk KKKk Kk . e ek K oe . . % ek .

LPKNGAVVKSIVSTELATAIAKDYGVDMINVLTGFKFIGDQIKHFQATGEHEFLFGFEES

-HPDPLVATTIVSSTMLRSIAQEFRARYDETLTGFKWLVRAGD----GAGTGLVYAYEEA
-STDPLVATTIVSSSLLGELAKEKGARYAETLTGFKWLVRAGD----———-— GLVFAYEEA
-NPDPLVATTIVSAAMLGDIARAHGARYAETLTGFKWLTRSGD---=-—-——- GLVFAYEEA
-NPDPLVATTIVSAAMLGDIARARGARYAETLTGFKWLTRSGE----———- GLVFAYEEA

KoLuxRRr o HEH . H . HE
YGYLIKP-FVRDKDAIQSTVLLAEVAAYYQSQGKTLWDGVQELYKKYGYYAEKTVGVDFE
LGHCVDPEWVRDKDGISTAVLACDLAAHVAADGRSIAGLLDALAISHGVHQTGQVSVRVT
LGLCVNPSFVRDKDGIAAAVAAADLAATLKAEGRTPLDVLDDIAIRHGVHLTDQVSLRVT
LGLCVNPDFVRDKDGIAAATLACDVAAKLKAEGRSLLDELDRLAVAHGVYVTDQVSLRVT
LGLCVNPDFVRDKDGIAAATLACDLAAKLKAEGRSLLDELDRLAVAHGVYVTDQVSLRVT

* . Kk ***** * .. . ** e K e . ok . * .

GVDGQKOMANLMTKFREEQPADFAGVKITKVEDFLGQEAKSADGTVEKLTMPSSNVLKY I

DL---GVIAETMRRLRRQPPAELAGSPVEV-QD-———-=-==————————— LLPETDALVVT
DL---SVRGRLMAALRSAPPGTLGGVPVTL-ED-—-—-—-—-—-—-—--——-————— LLPDADVLRLS
DL---SVRGQLMARLRKSPPAELAGAAVEV-ED-—-—-—-—-—-—-—-———————— LLPQTDALRIA

DL---SVRGQLMARLRKSPPTELAGAAVEM-AD-———-——=————————— LLPETDALRIA

* - x * P . * ek e e Kk
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L.caseil LADGTWIAIRPSGTEPKVKFYVGTKADTEAKA--—-————-— QEKLDAFEKALNDFREEA
S.erythraea GAGGLRVVIRPSGTEPKLKCYLQVVEQVTCGTIGTAKR-EAARRLSELSTAVTELVAS—
A.benzoatilytica G-DGVRVVVRPSGTEPKLKAYLQVVTPVTGELAD--ARRTATELLDVVRAEIADLLR--
A.methanolica G-GGSRVVIRPSGTEPKLKCYLQVTRPVPDEAALAEVRVDATSTMAALRADVEALLA-—
Amycolatopsis sp. G-GGLRVVIRPSGTEPKLKCYLQVTRPVPDEAALAEVRVDATSTMAALRADVEALLA--

* . ckkkkkkhkkhkk ok Ko .
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Priloga D: Poravnava aminokislinskih zaporedij glukoza-1-fosfat timidilil transferaza (S. erythraea

SACE_6883).

Supplement D: Alignment aminoacid sequences of glucose-1-phosphate-thymidylyltransferase (S. erythraea

SACE_6883).

.smegmatis
.venezuelae

.erythraea
.saliphila

M
S
A.balhimycina
S
S

.smegmatis
.venezuelae

.erythraea
.saliphila

nnypn

.smegmatis
.venezuelae

.erythraea
.saliphila

nnFn

.smegmatis
.venezuelae

.erythraea
.saliphila

nnFng

.smegmatis
.venezuelae

.erythraea
.saliphila

nnpn

.balhimycina

.balhimycina

.balhimycina

.balhimycina

—----MRGIILAGGSGTRLHPLTIGVSKQLLPVYDKPLVYYPLSTLIMAGIRDILVITTPA
—---MKGIVLAGGHGTRLHPITLGTSKQMLPVYDKPMIYYPLSVLMLAGIRDIQIISSPD
METAVKGIVLAGGNGTRLYPITQATSKQLLPVYDKPMVYYPLSVLMLAGITEILLISTPA
—----MKGIVLAGGSGTRLHPLTQVVSKQLLPVYDKPMVYYPLSVLMLAGIREVLLISTPD
—----MKGIVLAGGSGTRLHPITQAVSKQLLPVYDKPMIYYPLSVLMLAGIREIMVISTPT

s e kK e kKKK KKK K ok oKk KAK e AAKXKAKAKAK e s KAKXKAKX Ko o KAKX oo e K e ek

DAPAFRRLLGDGSDFGVNLSYAAQNEPEGLAQAFLIGADHIGNDTVALALGDNIFYGPGL
DIENFRRLLGDGSPLGISLSYAVQEQPRGLAEAFLISADHIGDDSVALVLGDNIFHGPGF
DOPNFRRLLGSGSQWGLELTFATQPQPNGLAEAFVIGRDFVGDDRVALVLGDNIFYGPGFEF
DLPLFRRLLGDGSQFGISVEYAEQPEPNGLAEAFVIGADFVGDDSVALVLGDNIFYGQGF
DLPNFRRLLGDGRQWGLDLRYAEQPSPNGLAEAFVIGADFVGDDDVALILGDNIFHGRGF

* KKK KKK Kk * . . ek Kk K KKK e kKK ok K ek ek AKXk AAAKKAAK ek Ko

GTSLRRF-EHVSGGAIFAYWVANPSAYGVVEFDADGKAVSLEEKPKTPKSHYAVPGLYFEY
AGILQDKAVDVDGCVLEFGYPVRDPERYGVGEVDADGRLVSLEEKPEHPRSDLAITGLYFY
SVTLRRAMAQLDGCVLEFGYAVKNPEHYGVGEFDAAGRLVSLMEKPVKPRSDKAITGLYLY
SKLLQQCTRELEGCMLFGYPVRDPQRYGVGEIDGDGRLVSIVEKPERPRSNTAITGLYFY
SGLLREQASCLDGCALFGYAVKDPQRYGVGEVDGDGTLLSIEEKPKRPRSNLAITGLYFY

* * * L KKK K * * ek e KKK * . * Ko KKK *

DNTVIDIARSLKKSARGEYEITEVNQIYLNRGQLSVEVLARGTAWLDTGTFDSLLDASDF
DNDVIDIAKNLTPSARGELEITDVNRIYLERGKAELVSLGRGFVWLDAGTHDALTEAGQY
GNDVLDIAAELTPSVRGELEITDVNREYLRQGRAQVIDLGRGFAWLDTGTHDSLLEASQF
DNAVVEIARGLRPSARGELEITDVNMEYLRRGSARLTELGRGFAWLDTGTHSSLLDASQF
DNQVVDIAADLTPSERGELEITEVNMAYVRAGRARLNELSRGFAWLDTGTHDSLLEAGQF

* * ** * * kkk kk k. ** * . * . * ** *** ** ek ek .

VRTIELRQGLKVGAPEETAWRAGFIDDDQLATRAKELLKSGYGHYLLQLLDRE-——-—
VQILEHRQGVRLACLEETIAWRMGFIDREACLRLGEELSKSPYGQYVMEIARAG——-—-—
VRVLENRTGVRIACLEEIALRMGFISAGECHALGEKLAKSAYGDYVREVAVAAGGAA
VQVLENRQGVRIACLEEIALRMGYISPEECFALGAKLAKSGYGEYVMSVARSAGAPG
VQVLEHRTGVRIACLEEVALDMGFISPDECFRLGAKLAKSGYGDYVMDVARAAGATG

* . * K K e e KK .k * .k ek KKk KKk K.
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Priloga E: Poravnava aminokislinskih zaporedij S-adenozil-homocistein hidrolaza (S. erythraea SACE_6450

in SACE_3897).

Supplement E:

Alignment aminoacid sequences of S-adenosy-homocystein hydrolase (S. erythraea

SACE_6450 and SACE_3897).

C.efficiens
SACE_3897
R.erythropolis
SACE 6450
Streptomyces
A.nigrescens

C.efficiens
SACE 3897
R.erythropolis
SACE_6450
Streptomyces
A.nigrescens

C.efficiens
SACE_3897
R.erythropolis
SACE_6450
Streptomyces
A.nigrescens

C.efficiens
SACE 3897
R.erythropolis
SACE_ 6450
Streptomyces
A.nigrescens

C.efficiens
SACE_3897
R.erythropolis
SACE_ 6450
Streptomyces
A.nigrescens

C.efficiens
SACE_3897
R.erythropolis
SACE_ 6450
Streptomyces
A.nigrescens

C.efficiens
SACE_3897
R.erythropolis
SACE 6450
Streptomyces
A.nigrescens

C.efficiens
SACE_3897
R.erythropolis
SACE 6450
Streptomyces
A.nigrescens

———————————— MAKVTDFKVADLSLAEAGRHQIRLAEYEMPGLMQLRREYAEEQPLKGA
—————— MSAKLQKVNGIEFAVKDLSLAEAGRHQLRLAEHEMPGLMATRREYADSKPLKGA
MTTSVSTTPVAESRNGIDFKVADLSLAEFGRKEIRLAEHEMPGLMALRREYAEVLPLKGA
————— MNDERLQVRNGIEFAIADPGAATAGRHQIRLAEHEMPGLMALRREYAEVEFPLRGA
-MTPESVVKRHDTRGGIEFAVADLDAAEFGRKEIRLAEHEMPGLMALRREYAEVYPLRGA
-MTPESVAKWHDTRNGVEFAVADLELAEFGRKEIRLAEHEMPGLMALRREYAEVNPLRGA

ek . K * kk e oo o kkkk o kkkkkk *kkkk o * Kk o k Kk

RIAGSTIHMTVQTAVLIETLTALGAEVRWASCNIFSTQDEAAAATIVVG-DGTPEDPQGVPV
RIAGSLHMTVQTAVLIETLLELGAEVRWVSCNIFSTDDAAAAAVVVGPNGTPEKPEGTSV
RVSGSLHMTIQTAVLIETLTALGAEVRWASCNIFSTQDHAAAAIVVGPHGTPEEPKGVPV
RVSGSLHMTVQTAVLIETLVALGAEVRWASCNIFSTDDSAAAAVVVGPHGTPDEPRGVPV
RIAGSLHMTVQTAVLIETLVALGAEVRWASCNIFSTQDHAAAAVVVGPHGTPEEPKGVPV
RVSGSLHMTVQTAVLIETLVSLGAEVRWASCNIFSTQDHAAAAVVVGPHGTPEAPQGVPV

Koo e kk e khkk o kk kKK kk kK KAk Ak Ak hkk KAhkhkhkhkhkkok *hkkkokkKk Kk kKo Kx K *

FAWKGETLDEYWWCINQIFSWEGE-LPNMILDDGGDATMAVIRGREYEKAGVVPQPE-AN
FAWKGETLEEYWWCTDQLFQFDGGLSPNMILDDGGDATLLVHKGVEFETAGAVPQAT-DE
FAWKGETLEEYWWAAEQMLTWPGE-PANMILDDGGDATMLVLKGAQFEKAGVVPPTDDDQ
FAWKGETLEEYWWCTERMLTWPGEAGPNMILDDGGDATLLVHKGVQYERAGVVPNPA-DD
FAWKGETLEEYWWCTERMLTWEGE-GPNMILDDGGDATMLVHKGTEYEKAGVVPPAD-DE
FAWKGESLEEYWWCTERMLTWDGE-GPNMILDDGGDATLLVHKGTQYEAAGVVPQPD-DN

****** * **** ... .k *********** * ek * ** * *

DSDEYIAFLGMLREVLAEEPDKWTRLADSIKGVTEETTTGVHRLYHFAEEGVLPFPAMNV
DPDEYKVVLATLRESLDKDKGRFTRIAKEIRGVTEETTTGVHRLYEFAKTGELLFPAINV
DSDEYKVFLALLRQSLAADKGKWTAIAESVQGVTEETTTGVLRLYQVAAAGELTFPAINV
DPDEFKVILQTLRASLAADTTKWTRAAERIRGVTEETTTGVNRLYQLAAQGELLFPAINV
DPEEWKVFLELLRASVAADKGKWTAIGQSVKGVTEETTTGVLRLYQLAAAGELLFPAINV
DSDEWKVVLELLRASLAADGQKWTRIGQGVRGVTEETTTGVLRLYQLAAAGELLFPAINV

* e ke * * % ********** *** * * ok *** * *

NDAVTKSKFDNKYGTRHSLIDGINRATDMLMGGKNVLVCGYGDVGKGCAEAFDGQGARVR
NDSVTKSKFDNKYGCRHSLVDGINRGTDVLIGGKTAVICGFGDVGKGSAESLRGQGARVI
NDSVTKSKFDNKYGTRHSLLDGINRGTDVLIGGKAALVCGYGDVGKGCAEALRGQGARVA
NDSVTKSKFDNKYGIRHSLIDGINRATDVLVGGKVAVVCGYGDVGKGSAESLRGQRARVI
NDSVTKSKFDNRYGIRHSLIDGINRGTDVLIGGKVAVVCGYGDVGKGAAESLRGQGARVI
NDSVTKSKFDNRYGIRHSLIDGINRGTDVLIGGKVAVVCGYGDVGKGAAESLSGQGARVI

khkekhkhkhkhkhkkhkhkoekk hhkkhkkoekhkhkhkkhk Khkokokkk e e kkekk Ak Ak Kk kKoo Kk kKK

VTEADPINALQALMDGYSVVTVDEAIADADIVITATGNKDIISYEQMLKMKDHALLGNIG
VTEIDPICALQAAMEGYEVKTIEDVVEQADIFITTTGNENIITAEHMAKMKHNAIVGNVG
VTEVDPINALQALMDGFEVKTVEQAIGWADIVITSTGNKDIITFEHMKAMKHQAILGNIG
ITEVDPINALQALLDGYEVARLDSVIGQADIVITATGNKDIVTVDHMRRMKHQAVLGNVG
ITEIDPICALQAMMDGYEVKRLESVLDEGDIYVTTTGNKNVVMVEHMARMKHQAIVGNIG
VTEIDPICALQAAMDGYQVKTLESALPEADIVITTTGNKDVVMAEHMARMKHQTIVGNIG

e kK KKKk KAKkKkKk ek K .. . KKk ek ekkKk ... .ok * * .. ** *

HFDNEIDMHSLLHRDDVIRTTIKPQVDEFTFPNGKSIIVLSEGRLLNLGNATGHPSEFVMS
HFDNEIDMAGLEKVPGIKKVEIKPQVHEYTFPDGHAIIVLSEGRLLNLGNATGHPSFEVMS
HFDNEIDMAGLEKSGDVTRINIKPQVDEFTFADGHSIIVLSEGRLLNLGNATGHPSFEVMS
HFDNEIDMAGLERADGVRRINIKPQVDEWAFRDGRSIIVLSEGRLLNLGNATGHPSEFVMS
HFDNELDMAGLARYPGVRRVNIKPQVDEWVEFPDGKSILVLSEGRLLNLGNATGHPSFVMS
HFDNEIDMAGLARYPGIRRINIKPQVDEWVEFPDGHSVLVLSEGRLLNLGNATGHPSFEVMS

KKk KKKk o kK * KAKAAK Ko Kk ek e e e khkAAAAAAAA A KA KKK AKX AKXk ) K

TSFADQTIAQIELFONEGQYENQVYRLPKILDEKVARIHVEALGGKLTELTKEQAEYIGV
NSFTNQTLAQIELWTKPGEYDKQVYVLPKHLDEKVARLHLDALGVKLTKLTKEQAAYIGV
NSFSNQVIAQIELWTKPEEYDNEVYRLPKHLDEKVAKIHVEALGGTLTKLTKDQAEYIGV
NSFSNQTIAQIELFTKYREYDREVYRLPKALDEKIARIHVEALGGELTRLTKDQAEYIGV
NSFANQVIAQVELFTKTEEYDKEVYRLPKKLDEKVARIHLEALGGELTKLSKEQAEYIDV
NSFSNQVIAQIELFTKHEEYDKEVYRLPKKLDEKVARIHLQALGGELTKLTKEQAEYIDV

Kk e ok kK e kKoo . .ok . e kk Kk k Ak hkkekoe ok o kkK kK kekoekk kK K
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C.efficiens DVAGPFKPEHYRY
SACE 3897 DVEGPYKPDHYRY
R.erythropolis DVEGPYKPEHYRY
SACE_6450 DVEGPYKPDHYRY
Streptomyces DVEGPFKSEHYRY
A.nigrescens DVEGPFKSEHYRY

KK AKXk ek e kKKK
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Priloga F: Poravnava aminokislinskih zaporedij homocistein metiltransferaza (S. erythraea SACE_3890).

Supplement F:  Alignment aminoacid sequences of homocysteine methyltransferase (S. erythraea

SACE_3890).
S.chartreusis —-——-MTSTLTLAEALAAGTVVLDGGMSNQLESAGHDLSDELWSARLLAQRPEAITEAHLA
S.hygroscopicus MTMTSHTSPTLADALAAGTVVLDGGMSNQLESAGHDLSDELWSARLLAERPEAVTEAHLA
M.aviam ——=——= MGSARGFTWPSDPVLLDGGLATELEARGHDLSDPLWSARLLADAPQEIVAVHAA
S.erythraea = —=—==———- MPFPDLCSSAPLVLDGGLATELEARGHDLSDELWSARLLHDAPEEIVAAHEA
S.spinosa 0 @————————= MNAFSLSGAPMILDGGLATELEAQGHDLSDALWSARLLADAPEEIVAAHAA
::****::.:**: *hkkkkk kkkkkkk . *: s, .* *
S.chartreusis YFRAGADVAITASYQATFEGFAKRGIDHDRAAELMALSVELAREAARL---ARVPRPLWV
S.hygroscopicus YYLAGASVAITSSYQATFEGFGKRGIGRDEAARLLGLSVELARDAARKAQGAGVPRPLWV
M.avium YFRAGAMIATTASYQASFEGFAARGISRSDTAGLLRRSVELAKAARD-——-—— EAGVAGHV
S.erythraea FFRAGAVIATTASYQASFPGFGARGIGRGDAAALMRRSVELARQAAER---LEPDRPRWV
S.spinosa FFRAGAEIATTASYQASFEGFAERGIERAEAAKLMRRSVELARLAG-E---VEPGRHRWV
* kK :‘k ‘k:‘k‘k‘k‘k:‘k ‘k‘k‘ * kK :‘k ‘k: ‘k‘k‘k‘k‘k: * *
S.chartreusis AASAGPYGAMLADGSEYRGRYGLTVDELERFHRPRLEVLAAARPDVLALETVPDADEAAA
S.hygroscopicus AASVGPYGAMLADGSEYRGRYGMSVDELERFHRPRMEVLAAAAPDVLALETVPDADEAAA
M.avium AASVGPYGAALADGSEYRGRYGISVRQLEDWHRPRLEVLAGADADVLAVETIPDVDEAEA
S.erythraea AASVGPYGATLADGSEYRGRYGLTVSDLVGFHRPRLEVLAGAGPDVLALETVPDLDEATA
S.spinosa AASIGPYGAMLADGSEYRGRYGLTKRELHDFHRPRLEVLAESRPDIFALETVPDIDEAEA
KkkKk KKKk K ‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k:: :‘k :‘k‘k‘k‘k:‘k‘k‘k‘k H ‘k::‘k:‘k‘k:‘k‘k Kk kK K
S.chartreusis LLRAVRGLGVPAWLTYSVAGGRTRAGQPLEEAFALAADADEVIAVGVNCCAPEDVDTAAA
S.hygroscopicus LLRAVRGLGMPAWLSYTVEGLRTRAGQPLEEAFGLAADADEVIAVGVNCCAPEDVRGAVE
M.avium LVNLVRSLGVPAWLSYTIDGAHTRAGQPLADAFAVAAGVPEIVAVGVNCCAPDDVLPTIE
S.erythraea LVEAVDGIGVPAWLSYTVADGRTRAGQPLAEAFEVARDHEDIVAVGVNCCSPAEVAPALA
S.spinosa LVDAVADLDVPAWLSFTISGEQTRAGQPLAEAFAVAADSDAIIAVGVNCSAPDDVLTAIE
*: * :****:::: :******* :** :* ::******.:* :* .
S.chartreusis TAARVTGKPVVVYPNSGETWNADARAWTGRSTFTAGOQVKGWQQSGARLIGGCCRVGPEAT
S.hygroscopicus IAARVTGKPVVVYPNSGEAWDARARAWRGRTTFGAEQVKAWREAGARLIGGCCRVGPQAT
M.avium IAA-AIGKPVIVYPNSGEHWDALRHNWTGPSREFSAPLAARWISAGARIVGGCCQVRPTDI
S.erythraea TIARQVTGKPVVAYPNSGEDWDAHCRTWTGASRFPGTAASAWAHEGAAVIGGCCRVRPDDI
S.spinosa IASATVEKPIVVYPNSGEGWDAQRRAWTGRARLSAEQARSWRAAGAHVIGGCCRVRPEDI
* . **::_****** *:* . * K . . . . * * K ::****:* * *
S.chartreusis SGIAGTLGAA-——-—-———-—
S.hygroscopicus TGIAGALAA--———————
M.avium AAVRRACSDGENSAKKSP
S.erythraea ADLAATLP---————-—--—
S.spinosa

TAVADALTDPAA-————-—
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Priloga G: Poravnava aminokislinskih zaporedij metionin sintaza (S. erythraea SACE_3898).

Supplement G: Alignment aminoacid sequences of metionine synthase (S. erythraea SACE_3898).

o Nn o RPN oo R0 o RPN o n o0 o RPN B ]

oo RPN

.erythraea
.halophila
.tuberculosis
.spitiensis
.dioxanivorans

.erythraea
.halophila
.tuberculosis
.spitiensis
.dioxanivorans

.erythraea
.halophila
.tuberculosis
.spitiensis
.dioxanivorans

.erythraea
.halophila
.tuberculosis
.spitiensis
.dioxanivorans

.erythraea
.halophila
.tuberculosis
.spitiensis
.dioxanivorans

.erythraea
.halophila
.tuberculosis
.spitiensis
.dioxanivorans

.erythraea
.halophila
.tuberculosis
.spitiensis
.dioxanivorans

.erythraea
.halophila
.tuberculosis
.spitiensis
.dioxanivorans

.erythraea
.halophila
.tuberculosis
.spitiensis
.dioxanivorans

.erythraea

—————— MADRKNDPSGFLAAIGERVLVADGGMGTALQAYDLSLD-DFANLEGCNEILNET
MTTQEESGRRDNDPSGFLTAIAERVLVGDGGMGTALQEYDLSLEQDFONLEGCNEILNET
—---MTAADKHLYDTDLLDVLSQRVMVGDGAMGTQLQAADLTLD-DFRGLEGCNEILNET
———————— MSDRAVSPLLAALRDRVVVADGAMGTMLQSWPLTLD-DFAGLEGCNEILNVT
—----MPELNPDGHDTSFLDTLARRVVVADGAMGTMLQAADLTLD-DFAGLDGCNEILNDT

. % . KKk ek Kk Kk Kk kK ke ke kK EIEIE R R

RPDVVSSVYRGFLEAGSDAIETNTFGTNLANLGEYGIPERIRDLAEKGTRLAREAADEYS
RPDVLRSIYTGFLTNGSDAIESNTFGCNLPNLGEYGIEERIRDLAEKGVALARECCDEYS
RPDVLETIHRNYFEAGADAVETNTFGCNLSNLGDYDIADRIRDLSQKGTAIARRVADELG
RPDVVRAVHRGYLEAGADAVETNTFGANLANLAEYDITDRIHELALAGARLAREEADAFS
RPDVVRRIHTGYLEAGADAVETNSFGANLPNLAEYDIAERIRELAEKGARLAREAADELS

KKK K KeAXKeXKeXKeXkX KKk KKk ok Kk ohkKooko * . KK *

TPDKPRFVLGSMGPGTKLPTLGHAPYADLRDAYVENVLGMIDGGIDVVLVETSQDLLQTK
TPDKPRFVLGSMGPGTRLPTLGHAPYADLRDAYHKQVLGMLDGGVDVVLVETSQDLLQTK
SPDRKRYVLGSMGPGTKLPTLGHTEYAVIRDAYTEAALGMLDGGADAILVETCQDLLQLK
EAGRPRFVLGSVGPGTKLPTLGHARYEVLREAYQQQAAGMLAGGIDAVLVETCQDLLQOTK
TPDRPRYVLGSVGPGTKLPTLGHESFARLRDAYTECGIGLLAGGADAFVIETCQDLLQVK

K e khkhkk e khkhk o kXA Kk kK ek e kK . * e e kKX X e e kk Kk KKKk Kk

AATVAAKRAMEQTGRWLPITAQVTVEQTGTMLVGSEIGAALTALEPLGIDMIGMNCATGP
AATIVAAKRAMAEQGKWVPIIAHVTVEQTGTMLVGSEIGAALAALEPLGIDMIGMNCATGP
AAVLGSRRAMTRAGRHIPVFAHVTVETTGTLGSEIGAALTAVEPLGVDMIGLNCATGP

AATIGAQRAMVAEGITVPVIAQVTVETTGTMLLGTEINAALAALEPLGIDLIGLNCATGP
AAVLGVRRAMAAEGRRIPIITQVTVETTGTMLLGSEIGAALTAIEPLGVDLIGLNCATGP

KK .. . kK Kk * e K e e e e kKKK KA KAAKekeohkhk Khkkeoekeoehkhhkkokeohk o khkkkkk

AEMSEHLRVLSQHARVPISVMPNAGLPELGPNGAVYPLKADELAEALAGEVTNFGARLVG
AEMSEHLRVLAEHATVPISVMPNAGLPELGDNGAVYPLQPHELAEALVGFANNYGARLVG
AEMSEHLRHLSRHARIPVSVMPNAGLPVLGAKGAEYPLLPDELAEALAGFIAEFGLSLVG
AEMSEHLRQLARHSRIPLSVMPNAGLPELGPNGAVYPLGPEELAEALAGFVREFGVGLVG
AEMSEHLRTLSKHARIPLSVMPNAGLPQLGPNGAVYPLSPDELAEALSTEFVRDYGLRLVG

KAXKKKAKAKAKX Ko Ko e K e AXKXKXAKAKAXAKX KKk o«kk KKAk*k KKK KKK * ..ok * KK

GCCGTTGEHVRAVSEAVASLTPPERTPEVIPSVSSMYQTVPFEQDASILNVGERTNANGS
GCCGVTGEHVRQVAEAVEGLNPAPREPEVVPSISSMYQAIPFKQDASILNVGERTNANGS
GCCGTTPAHIREVAVAVANIKRPERQVSYEPSVSSLYTAIPFAQDASVLVIGERTNANGS
GCCGTTGDHISAVVDAVRGLRPVERAPRPEAGVASLYQAVPFRODASVLMVGERTNANGS
GCCGTTPDHVRAVSEAVAAVTPAVRDPRPEPGVSSLYASVPFRQDTSVLMVGERTNANGS

* Kk Kk Kk Kk * . * * % . * e ek ek e ekk KKk ekek kXA KAKAKKKK

KAFREAMLEERYEDCVEIAKAQTREGAHMLDLCVDYVGRDGTKDMRELASRLATASTLPT
KAFREAMLEERYDDCIEIAKGQTREGAHMLDLCVDYVGRDGKYDMRELASRLATSSTLPI
KGFREAMIAEDYQKCLDIAKDQTRDGAHLLDLCVDYVGRDGVADMKALASRLATSSTLPI
KAFREAMLAEKYEDCVEIARTQTREGAHLIDLCVDYVGRDGVQDMTELAGRLATASTLPI
KAFREAMIEERWEDCVAIAREQTRDGAHMLDLNVDYVGRDGVADMAELAGRLATASTLPI

* kkkkke K e ke Khke Khkkoekkkoeokk KA Akkkkk * * * Kk kkkk e kX kk Kk

MVDSTEPDVIQAGLEHLGGRCAVNSVNYEDGTEPGGRFQRVMEMVREHGATVVVTCIDEE
MVDSTEADVIEVGLEHLGGRCAINSINYEDGTEEGGRYDRVMKMAVEHGASVVCTCIDEE
MLDSTETAVLQAGLEHLGGRCAINSVNYEDGDGPESRFAKTMALVAEHGAAVVALTIDEE
MLDSTEPDVLRAGLECLGGRCAVNSVNYEDGDGPDSRFQRIMRLVSEHGAAVVALCIDEE
MIDSTETEVVQAGLEHLGGRCIVNSVNYEDGDGPGSRFQRTMAVVREHGAAVVALCIDEE

K e KK KK * . KKK KKK KAKX o kK e AAKKK * . . % KKK K o kK * Kk Kk Kk

GOARTRDWKLRVAERMIEDLTTNWGLEKSAIIIDCLVFPITTGQEEVRKDGIETIEAIRE
GQARTADWKLRVAERITIEDLTRNWGLDESAIIIDCLVFPITTGQEEVROQDGIETINAIRE
GQARTAQKKVEIAERLINDITGNWGVDESSILIDTLTFTIATGQEESRRDGIETIEAIRE
GQARTAEWKVRVASRLIEDLTTNWGMRVEDIIVDCLTFPISTGQEEVRRDAIETIEAIRE
GQARTAEWKVRVADRLIRDLTANHGMRVEDIVVDALTFPITTGQEEVRRDALETIEAIRE

KAKKKK o K. ek Kek Kek K K K e ok K K KeAAAKAKX Kok ohkkkokkkk

LKKRHPDVQTTLGLSNVSFGLNPAARQVLNSVFLNECREAGLDSATVNSSKILPMTKIDE
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LKKRHPRVQTTLGLSNVSFGLNAAARQVLNSVFLNECSDAGLDSAIVHASKILPMNKIDD
LKKRHPDVQTTLGLSNISFGLNPAARQVLNSVFLHECQEAGLDSAIVHASKILPMNRIPE
LKRRYPEVQTTLGVSNVSFGLNAAARQVLNSVFLHECVEAGLDTAIVHASKILPMARIPE
LKRQYPTVQTTLGISNVSFGLNAAARQVLNSVFLHECVTAGLDTAIVHASKILPMSKIPD

KK e ek Kkkkkok s kk s kkkkk Kk kkAKkAKkk Kk kkkk s kkk s kKkAKK ok
EPRKVALDLVYDRRS-——----— EGYDPLOKLMELFEGQTAKSSSASRAEELAKLPLFERLE
EARQVALDLVYDRRSAASEDQAAYDPLOKLMSLFEGKSAESTGSSKAEELAAMPLFDRLQ
EQRNVALDLVYDRRR-———--— EDYDPLOQELMRLFEGVSAASSKEDRLAELAGLPLFERLA
EHREVALDLVYDRRR------ PDYDPLOQRLMALFEGATASSARASRAEELAALPLFERLE
EQRSVALDLVYDRRR-——---— EGYDPLARFMELFEGVTASSAKAGRAEELAALPLFERLE

* kK Ak kA Kk Kk kKKK * kK K ek kkkKk ok k. . Kk kK e kKK e kK

KRIVDGERNGLEADLEAAMQEKPPLEIINQONLLGGMKIVGDLFGSGQMQLPEFVLQSAEVM
QRIIDGEMNGLNVDLEEAMKEKKPLEIVNETLLAGMKVVGDLFGSGQMQLPFVLQSAEAM
QRIVDGERNGLDADLDEAMTQKPPLQIINEHLLAGMKTVGELFGSGQOMQLPEFVLOSAEVM
RRIVDGERNGLEADLDLALTERPALRIINDTLLAGMKTVGELFGSGOMQLPEFVLQSAEVM
RRIVDGERVGLEADLDAALEERPALEIINDVLLSGMKTVGELFGSGOMQLPFVLQSAEVM

e kK e kKK KKk e Kk e Ko Kk Keke Kk Kkhkk KAk kkAkAkAAAAAAKAK kKA K K ) ) ¥

KAAVAHLEPHMEKDD-SGGKGRLLLATVKGDVHDIGKNLVDIIVSNNGYEVVNIGIKQPI
KTAVAQLEPYMEKDD-SGGKGKLLLATVKGDVHDIGKNLVDITIVSNNGYDVVNIGIKQST
KAAVAYLEPHMERSDDDSGKGRIVLATVKGDVHDIGKNLVDITILSNNGYEVVNIGIKQPT
KTAVAHLEPHMEKAD-EGGKGRIVLATVKGDVHDIGKNLVDIILSNNGYEVVNLGIKQPI
KTAVAHLEPHMEKTD-AAGKGTIVLATVKGDVHDIGKNLVDIILSNNGYTVVNLGIKQPI

K e kkk Kkhkkokko X KAk Kk e e kA A A A A A A A A A A A A A Ak hk ke khkhkhkk *kkokhkkkx *

NAILDAAEEHKVDAIGMSGLLVKSTVIMKENLEEMNSRGIAEKYPVMLGGAALTRSYVEN
NTILEEAENHNVDAIGMSGLLVKSTVIMKDNLEEMNSRGLAEKYPVMLGGAALTRTYVEN
ATILEVAEDKSADVVGMSGLLVKSTVVMKENLEEMNTRGVAEKFPVLLGGAALTRSYVEN
TAILDAASEHRADAIGMSGLLVKSTVIMKENLEEMNTRGVASRWPVLLGGAALTRSYVEN
STILSAAQEHGAHAVGMSGLLVKSTVIMKENLEEMNSRGVAEQLPVLLGGAALTRSYVEN

kK ks Sk kK Kk KKk kok s kok s Kk kR K sk ks k| Kk KKk KK AK KKKk

DLDEVYQGDVRYAKDAFEGLHLMDRMMAVKRGETPEEDEAEA----AKKAERKARRERSL

QLEEVFEGDVRYAKDAFEGLTLMDRIMSSKRGDNPEEDEAEK--—--TKKAERKARHERSQ

DLAEIYQGEVHYARDAFEGLKLMDTIMSAKRGEAPDENSPEATIKAREKEAERKARHQRSK

DLSEVYRGDVRYARDAFEGLRLMDAIMDRKRGGTALVDEAEQ----ARTAERKARHERSR

DLAELYRGRVSYARDAFEGLRLMDATMARARGDAPAVDPAEE----QKIAERKARHERSK
hhkkhkkk s o KK

ek ke Kk Kk Kkkekkkkkk KKK * * * . *

RIAEKRKAAEGDIPDLYDESTRSDVDADAPVPAPPFWGSKVIKGVPVADYLALLDERATE
RIAEKRKAEQGELPGLD-DTTKSDVDENPGVPTPPFWGSKVVKGVPVSDYLSLLDERATF
RIAAQRKAAE----EPVEVPERSDVAADIEVPAPPFWGSRIVKGLAVADYTGLLDERALF
RIAEARRAAAEAE-EAQAPTGRSDVATDVPLPTAPFWGNRIVKGIPLADYSALLDERATE
RIAAKRRAA-EAE-AAGPLPERSDVALDNPLPTPPFWGTRVVKGIAVAEYSGMIDERALF

* kK K.k kKK . ek e KAKK e kKo e ek s kKKK K

FGOWGLRGSKKGEGPTYEELVESEGRPRLRYWIDELATAGILQHAAVVYGYFPVISEGNS
FGOWGLRGAKKGQGPSYEELVESDGRPRLRAWMDELATKGILQHAAVVYGYFPCVSEGND
LGOWGLRGQRGGEGPSYEDLVETEGRPRLRYWLDRLSTDGILAHAAVVYGYFPAVSEGND
FGOWGLRGTRGAAGPSYEELVETEGRPRLRYWLDRLSTENILQHAAVVYGYFPCVAQDED
LGQWGLRGAKGGSGPSYEELVETEGRPRLRYWLERLATEGVLANAAVVYGYFPAVAVRDE

******* ** ** *** ****** * . * * .- % *********

LIVLDKEEPDAPERTRFTFPRQQORDRRLCLADFFRSREKAEQTGQVDVLPMQLVTMGQPT
LVVLDKDEPDAQERHRFHFPRQOQRDRRLCLADFYRSRDKATELGQVDVLPIQLVTMGTPI
IVVLTEPKPDAPVRYRFHFPRQOQRGRFLCIADFIRSRELAAERGEVDVLPFQLVTMGQPT
LVVLSEPDPASPEVCRFTFPRQRRDRRLCLADFFRPRELAASTGQVDVLPLTLVTMGQPI
LVVLTEPRADAPERHRFAFPROQRRDRHLCLADFWRPRDLAIAAGEIDVLPLHLVTMGQPI

« kK. . Kkk Kk kKkek Kk Kkkoekkk K* k.o K K e ekhkhkkoe KAkkkk KKk

ADYANELFAKNSYRDYLETIHGMGVQLTEALAEYWHRRIRRELQFSGGASAADQDPADVLE
ADYANELFAENSYRDYLEIHGLGVQLTEALAEYWHRRVRKELLWSAGRSVSEEDPEDVEQ
ADFANELFASNAYRDYLEVHGIGVQLTEALAEYWHRRIREELKFSGDRAMAAEDPEAKED
ADFANELFAANAYRDYLEVHGLGVQLTEALAEFWHQRIRQELTWSDGRSVAAEDPSDVTE
ADYANELFAKDSYRDYLEVHGLGVQLTEALAEYWHRRVREELTWSTGRTLAEDDPDDVED

KK e kA KAA AKX o ohkhkhkhkhk ke hkkoehkhkhkhkhkhkhkhkhkkokkokok *%k % . . .« kK
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FFKLGYRGARFSFGYGACPEIEDRAKIVELLESERIGVVLSEEFQLHPEQSTDAIVCHHP
FFKLGYRGARFSFGYGACPDIEDREKLVNLLGSERIGVVLSEGYQLHPEQSTDAIVSHHP
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e K e AKXKAKAKAAK e o s AKAKKAKAK e o KAKX Ko . x K e kK KKK KAXKXKAKAKAKAKAKAKX o« X KX K
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Priloga H: Poravnava aminokislinskih zaporedij

metiltransferaza (S. erythraea SACE_4744 in SACE 6349).

Supplement H: Alignment aminoacid sequences of 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine S-

methyltransferase (S. erythraea SACE_4744 and SACE 6349).

S.mutans
M.tuberculosis
A.orientalis
SACE 4744

SACE 6349

S.mutans
M.tuberculosis
A.orientalis
SACE_4744

SACE 6349

S.mutans
M.tuberculosis
A.orientalis
SACE 4744
SACE_ 6349

S.mutans
M.tuberculosis
A.orientalis
SACE 4744
SACE 6349

S.mutans
M.tuberculosis
A.orientalis
SACE 4744
SACE_6349

S.mutans
M.tuberculosis
A.orientalis
SACE 4744

SACE 6349

S.mutans
M.tuberculosis
A.orientalis
SACE_4744
SACE_6349

S.mutans
M.tuberculosis
A.orientalis
SACE 4744
SACE_6349

S.mutans
M.tuberculosis
A.orientalis
SACE 4744

SACE 6349

—————————————————— MTKVSSLGYPRLGENREWKKLIEAYWAEKVSKNDLFAGAKEL
MNHPSIEGQHVTQPVRRQPFTATITGSPRIGPRRELKRATEGYWAGRTSRSELEAVAATL
———————————————— MTEIGTTVLGYPRIGPDRELKRSLERFWAGKIDEAELLGTGRAL
——————————————— MTTKIGSTVLGYPRIGPNRELKRALESYWASRSGAEDLREVARRL
——————————————— MSSRIGSTVLGHPRIGPRRELKRALEGYWASRSTEAELREVARSL

*  kk ek * Kk ke * e kk . .k *

RLDFLKKQLNAGLDLIPVGDFSLYDHILDLSVQFNITIPKRFAKEP-IDIDLYFAIARGNK
RRDTWSALAAAGLDSVPVNTFSYYDOMLDTAVLLGALPPRVSPVS-DGLDRYFAAARGTD
RTRTWRELKDAGLDSVPSNTFSHYDQVLDTAELFGALPERFTTLGLSPLDTYFAAARGVQ
RVDTWRTLQDAGLDSVPGNTFSYYDQVLDTAVTFGAVPPRYTELGLNPLDTYFAMARGVD
RAGTWRELAAAGLDSVPGNTFSYYDQVLDTAATFGAVPRRFAELGLGPLDTYFAMARGVE

* KKKk ok Kk KKk e e kK . . kK ek kKK KKK

ENVASSMKKWENTNYHYIVPEWSKQRP-KLNNNRLLDLYLEAREVVGDKAKPVITGPITY
QIAPLEMTKWEFDTNYHYLVPEIGPSTTFTLHPGKVLAELKEAL-GQGIPARPVIIGPITF
DAPAMEMTKWEDTNYHYIVPELGPDMTFSLTGTKPLDEYREAR-AIGVETRPVLVGPVTF
STPPLEMTKWFDTNYHYLVPEIGPDTRFSLSDRTPVRLFQEAA-DLGVTTRPVLVGPLTF
STPPLEMTKWFDTNYHYLVPEIGPGTTFSLADRTAVEDYREAA-ADGVGTRPVVVGPLTF

K kk ke kkkkk o kKK * . * * * e e kk e kke k.

VALSTGVEDFTA------ AVKSLLPLYKQVFTELVKAGASYIQVDEPIFVTDEGKDYLQA
LLLSKAVDGAG---APIERLEELVPVYSELLSLLADGGAQWVQFDEPALVTDLSPDAPAL
LLLAKPAETAPEGFRPLELLDNLLDGYVELLRRLHDEGVEWVQFDEPAFAADRSERELNA
LLLSKSAEGAPESFHPLDKLDELLTAYAELLGELKRAGAEWVQLDEPAFAADRSQTELDA
LLLSKSAEDAPKSFRPLDKLDELVQRYAELLTELHDAGAGWVQLDEPAFAADRTPEELEL

* . . * . * e e e * * . * *k k. .k

AKAVYAYFAKEVPDAKFIFQTYFEGLIDS-QVLSQLPVDAFGLDEFVYGLEENLEATIKTGA
AEAVYTALCSVSNRPAIYVATYFGDPGAALPALARTPVEAIGVDLVAGADT--SVAGVPE
LIRAYHRLAKETARPKILVAGYFGGLGRGLGVLARSPIDAIAVDLVTDESEFVDAVAAEPA
LRAAYRKLGELEGRPNLLVAGYFGDLGDALDVLASAPVDALGVDLVAGSSTVDKLPTLSG
LRGAYRTLSQLDRRPDILVATYFGDPGDALPTLASTDVEGIAVDLVSNASTVDSLARVDG

* K * . .. . Kk ek

FKGKEIFAGVIDGRNIWSSDEFVKTSALLETIEEQSAALTIQPSCSLLHVPVTTKNETDLD
LAGKTLVAGVVDGRNVWRTDLEAALGTLATLLGSAATVAVSTSCSTLHVPYSLEPETDLD
LRDKEVLAGVVDGRNVWRTDPTRALSRAAMVLGTAKSVSVSTSCSLLHVPYDVEREDGLH
LRNKTLVAGLVDGRNIWRTDLDKALTTGATLLGLAGEVAVSTSCSLLHVPYDVEAEERID
LRSKTLVSGLVDGRNVWRTDLDAALGTAAALLEVAGEVAVSTSCSLLHVPYDVDAEANLD

K. oK. ‘k‘k‘k‘k K ek K*kk KKKk *

PVLRNGLAFADEKLTEVKRLAEHLDGREDPAYDLHIAHF----DALQAADFRNV----KL
DALRSWLAFGAEKVREVVVLARALRDGHDAVADETASSRAATASRKRDPRLHNGQIRARI
PRLKSWLAFARQKVDEVVLLGRALQEEGV----DLSAARAAATDRATAADLADSGVRARL
POQVKSWLAFAVQKVREVVVLGRALREGRDAVADELAAAA-AVADRAKADRVRNNHVRARL
PHVRPWLAFAKQKAAEVVTLGRALREGRDSVADELAAARNAVQDRRSSERLRDNRVRGRL

*** .-k * % * *

EDLSRVATKRPSDFAKRRDIQQEKLHLPLLPTTTIGSFPQSREIRRTRLAWKRGDISDAE
EA-IVASGAHRGNAAQRRASQDARLHLPPLPTTTIGSYPQTSATIRVARAALRAGEIDEAE
EA-LRPEDTVRSPYTRRAAAQQAALNLPPLPSTTIGSFPQTTEVRKARAAHKAGSLDDAG
QOS-LRPEHSRRSDYALRREAQEKSLRLPPLPTTTIGSFPQTTDVRKARAELRNGTIDEAA
DA-LSADSYRRSPYDARRAAQRRTLDLPPLPTTTIGSFPQTPDVRKARAALRNGSIDQAA

* * * kK ‘k‘k ‘k‘k‘k‘k‘k ‘k‘k ek ek . Kk . .k

YKQFIQAETIERWIRIQEDLDLDVLVHGEFERVDMVEFFGQKLAGEFITTKFGWVQSYGSRA
YVRRMROQEITEVIALQERLGLDVLVHGEPERNDMVQYFAEQLAGFFATQONGWVQSYGSRC
YEAAMKAETIERVVRLQEDLGLDVLVHGEPERNDMVQYFAERLAGFATTDFGWVQSYGSRC
YEQRMRDEIQRVIELQEGLGLDVLVHGEPERNDMVQYFSELMEGEVSTHKGWVQSYGSRC
YDORMLEEISRVIALQEALGLDVLVHGEPERNDMVQYFAEHLDGEVSTENGWVQSYGSRC

* . * * e kK kK KAk KkAkAAAkKk Kk Kkkko ok . e KKk ek KkhkKk KKKk KKK

5-metiltetrahidropteroil-triglutamat-homocistein =~ S-
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S.mutans
M.tuberculosis
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SACE 4744

SACE 6349

S.mutans
M.tuberculosis
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SACE 6349

S.mutans
M.tuberculosis
A.orientalis
SACE 4744
SACE_6349

S.mutans
M.tuberculosis
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SACE_ 4744
SACE_6349

VKPPIIYGDVQHLEPITVEETVYAQSLTDRPVKGMLTGPITITNWSFERTDIPRDQLENQ
VRPPILYGDVSRPRAMTVEWITYAQSLTDKPVKGMLTGPVTILAWSFVRDDQPLADTANQ
VRPPILYGDVSRPEPMTVEWARYAQGLTGKPVKGMLTGPVTILAWSFVRDDQPLGETARQ
VRPPILFGDVSRPDPMTVEWATYAQKLTDKPVKGMLTGPVTILAWSEFVRDDQPLADTAGQ
VRPPILFGDVSRPEPITTRWAERAQRLTEKPVKGMLTGPITILAWSEFVRDDQPLGETAAQ

K ekhkKk o o khkKk o . % KK KK e AAKAKAAKAKAKAK o kK *khkKk Kk Kk K . *

IGLAIKDEIKLLENAGIAIIQVDEAALREGLPLRKSKQKAYLDDAVHAFHIATSSVKDET
VALAIRDETVDLQSAGIAVIQVDEPALRELLPLRRADQAEYLRWAVGAFRLATSGVSDAT
VALAIRDEVHDLQEAGIRVIQVDEPALRELLPLRATAHEAYFAWAVSSFRLATSGIDDAT
VALAIRDEVRDLESAGIRVVQVDEPALRELLPLRSVRHEEYLDWAVESFRLATSGVADST
VALAIRDEVRDLEAAGIRVIQVDEPALRELLPLRAEQHEDYLDWAVGSFRLATSGVADRT

o KKK e kK K e KAkK e e kKKK KAkKkKk KKKk . * . Kk ek e ekkKk . Kk Kk

QIHTHMCYSKFDEIIDAIRALDADVISIETSRSHGDIIESFETAVYPLGIGLGVYDIHSP
QIHTHLCYSEFGEVIGAIADLDADVTSIEAARSHMEVLDDLNAIGFANGVGPGVYDIHSP
QVHTHMCYSEFGDVVKAIDALDADVTSIEAARSKMEVVTDLGAAGFGRGVGPGVYDIHSP
QIHTHLCYSEFGDVINAIVALDADVTSIEAARSRMEVLADLNAVGFARGVGPGVYDIHSP
QVHTHLCYSEFGEVIDAIVALDADVTSIEAARSRMEVLDDLNAVGFGRGVGPGVYDIHSP

* . *** *** * LA Rl * Kk Kk Kk Kk *** ** * . * * ok ok ok ok ok ok Kk

RVPTKEEVVANIERPLRQLSPTQFWVNPDCGLKTRQEPETIAALKVLVAATKEVROKLGN
RVPSAEEMADSLRAALRAVPAERLWVNPDCGLKTRNVDEVTASLHNMVAAAREVRAG---
RVPGVDEVAGLLRTAVGAVPAERIWVNPDCGLKTRGYAEVEPALRNLVAAAHTVRSELA-
RVPETEEVTALLRAALEAVPAQRLWVNPDCGLKTRGYTEVEAALKNVVSATAAVRPTLR-
RVPSTEEIEGLLAAALRSVPAERLWVNPDCGLKTRGYAEVEPALRSMVEAAARMRADLA-

* KK oK. *********** * oK. * * .k



Kirm B. Pozne stopnje biosinteze eritromicina pri aktinobakteriji Saccharopolyspora erythraea.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Priloga I: Poravnava aminokislinskih zaporedij metionin adenoziltransferaza (S. erythraea SACE_2103 in

SACE 3900).

Supplement I: Alignment aminoacid sequences of methionine adenosyltransferase (S. erythraea SACE_2103

and SACE 3900).

M.smegmatis
S.cyanea
P.dioxanivorans
SACE 2103

SACE 3900

M.smegmatis
S.cyanea
P.dioxanivorans
SACE 2103

SACE 3900

M.smegmatis
S.cyanea
P.dioxanivorans
SACE 2103

SACE_ 3900

M.smegmatis
S.cyanea
P.dioxanivorans
SACE_ 2103

SACE 3900

M.smegmatis
S.cyanea
P.dioxanivorans
SACE 2103
SACE_3900

M.smegmatis
S.cyanea
P.dioxanivorans
SACE 2103
SACE_3900

M.smegmatis
S.cyanea
P.dioxanivorans
SACE 2103
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--MSKGRLFTSESVTEGHPDKICDAISDSVLDALLEQDPKSRVAVETLVTTGQVHVAGEV
-MTANRRLFTSESVTEGHPDKMCDAISDTILDALLAADPSSRVAVESLITTGQVHVAGEV
MPSSNMRLFTSESVTEGHPDKMCDAISDSVLDALLAQDPRSRVAVETLVTTGQVHVAGEV
——————— MFTSESVTEGHPDKICDAISDSILDALLAQDPRSRVAVETLVTTGQVHVAGEV
————————————— MTEGHPDKMCDAISDSILDELLRQDPRSRVAVETLVTTGQVHVAGEV

ekhkhkhkhkhk ko kkkkhkk ko o kk kK *k kkkkkk e ke kkkkkkkkkkk

TTTAYADIPKIVRDRILDIGYDSSTKGFDGASCGVNVAIGAQSPDIAQGVDTAHETRVEG
TTEAYVDVPTLVRDTILEIGYDSSAKGFDGASCGVNVAIGSQSPDIAQGVDTAYETRLES
TTSAYADIPTLVREKILEIGYDSSAKGFDGNSCGVNVAIGAQSADIAQGVDTAYESRVEA
TTEAYADIPTIVRDKILEIGYDSSAKGEFDGNSCGVNIAIGAQSPDIAQGVDTGYETRVEG
TTDAYADIPTIVREKILEIGYDSSVKGFDGSSCGVNVAIGQQSPDIGQGVDTAHESRVEG

Kk Ak Kek ekke KAhkekhkhkhkhkAkk KAAhkAkhkk KAhkhkhkKkokkk Kkk Kk KAhkkkk koK oKk

KADPLDLQGAGDQGLMFGYAIGDTPELMPLPIALAHRLARRLTEVRKNGVLDYLRPDGKT
ALDELDRQGAGDQGLMFGYACSDTPELMPLPIALAHRLSRRLTAVRKDGTVPYLRPDGKT
SEDETARQGAGDQGLMFGYANTDTPELLPLPIALAHRLARRLTEVRKSGVLPYLRPDGKT
VIDEIAKQGAGDQGLMFGYACDDTPEYMPLPIALAHRLSRRLTKVRKDGVLPYLRPDGKT
VIDEIAKQGAGDQGLMFGYACTDTDELAPLPITLAHRLSRRLTEVRKNGTLPYLRADGKT

* . * ok k ok k ok k ok k ok ok ok ok ** ok khkkkoekkkhkkoekhkhkk khkk * o« Kkkk Kkkkk

QVTIQYDGTTPVRLDTVVLSTQHADGIDLEGTLTPDIREKVVNTVLADLGHETLDTSDYR
QVTIEYEGDRPVRLDTVVISSQHAEGIDLDGMLARDLVQHVITPEIESL---GLDAAEPR
QVTIEYDGDKAVRVDTVVVSSQHAADVDLDALLAPDIREHVVEPELARA---GLDAEGAR
QVTIEYAGDQAVRLDTVVVSSQHAADIDLDKMLGVDVREQVVGPEVDGL---DIDTSDVR
QVTIEYAGDQPVRLDTVVLSTQHAEDVDLDATLSKDIQKHVISPELERV---GLDTSDLR

*kkk ok Kk kk e kkkk o ko kkk o kK. * * . oo k. .k . *

LLVNPTGKFVLGGPMGDAGLTGRKIIVDTYGGWARHGGGAFSGKDPSKVDRSAAYAMRWY
TLINPTGRFVVGGPMGDAGLTGRKIIVDTYGGMARHGGGAFSGKDPSKVDRSAAYAMRWY
LLVNPTGREFVVGGPMGDAGLTGRKIIVDTYGGFARHGGGAFSGKDPSKVDRSAAYALRWV
LLVNPTGREFVVGGPMGDAGLTGRKIIVDTYGGMARHGGGAFSGKDPSKVDRSAAYATRWV
LLVNPTGRFVVGGPMGDAGLTGRKIIVDTYGGMARHGGGAFSGKDPSKVDRSAAYATRWV

Ko khkhkkohkhk o kA A AAAAA A A A A K AA A, K A K hhh A A A A A AR A A A K KKK

AKNVVAAGLAERVEVQVAYAIGKAAPVGLFVETFGSETVDPAKIEKAIGEVFDLRPAAIV
AKNIVAAGLAERAEIQVAYAIGKAAPVGLFVETFGTEKVDPAKIQAAITEVFDLRPAATIT
AKNAVAAGLADRIEVQVAYAIGKAAPVGLFVETFGTEHVDPTRIQSAITEVFDLRPAATIT
AKNAVAAGLASRIEVQVAYAIGAAAPVGLFVETFGTENVDPARIQSAINEVFDLRPAATIT
AKNAVAAGLASRIEVQVAYAIGKAAPVGLFVETFGTENVDPVKIQAAINEVFDLRPAATIT

KAk KKK AAKk Kk Kekhkhkhkhkhkhkk Khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkok K*kk ok kk KAk kAkAk A AKX K K.

RDLDLLRPIYAPTAAYGHFGRTDIELPWEQTNKVDDLKSAI--
RDLDLLRPIYAPTAAYGHFGRTDLDLPWERTDRAPALKDAARA
RDLDLLRPIYAQTAAYGHFGRTDVELPWESTSRADALKSAAGG
RDLDLLRPIYAPTAAYGHFGRPDLDLPWERTDRAEALKSAANA
RDLDLLRPIYAPTAAYGHFGRSDVDLPWERTDRAEALKSAAGI

KA A A A A A A Ak, Ak khkhkhkhkhkkx Kook kkkx * . R



Kirm B. Pozne stopnje biosinteze eritromicina pri aktinobakteriji Saccharopolyspora erythraea.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Priloga J: Poravnava aminokislinskih zaporedij serin/treonin kinaze (S. erythraea SACE_0044).

Supplement J: Alignment aminoacid sequences of serine/threonine protein kinase (S. erythraea

SACE_0044).
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S
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>0 n n

Streptomyces sp.

erythraea
spinosa
marina
orientalis

S
S
S
A
S

treptomyces_sp.

treptomyces sp.

treptomyces sp.

treptomyces_sp.

treptomyces_sp.

treptomyces_sp.

—————— MSSPRLLSNRYEIGDTLGYGGMSEVHRGRDIRLGRDVAVKVLRADLARDPTFQL
—————— MSSPRLLSNRYELGETLGYGGMSEVHRGRDTRLSRDVAVKILRADLARDPTFQL
—————— MSAPRLLSNRYELGETLGYGGMSEVHHGHDVRLGREVAVKILRADLARDPQFQE
MERHAEMSTPRLLSNRYELGETLGYGGMSEVHHGHDVRLGREVAIKILRADLARDPQFQE
—————— MTTPRLLSNRYELGDTLGYGGMSEVHHGHDVRLGREVAIKVLRADLARDPQFQE

Ko ok hk Ak Ak Ak Ak Ak ko ke kA A A A A A Ak bk ke kek dhk Kehkkeoekeoekhkhkhkhkhkhkhkx *k

RFRREAQNAAALNHPAIVAVYDTGETDSENGPLPYIVMEYVDGRTLRDIVKSEGPLAPRR
RFRREAQNAAALNHPAIVAVYDTGETESESGPLPYIVMEYVDGRTLRDIVKTEGPLSPRR
RFRREAQNAAALNHPAIVAVYDTGEADTEYGPLPYIVMEYVEGRTLRDIVKTEGPMSQKR
RFRREAQNAAALNHPAIVAVYDTGETNTEFGPLPYIVMEYVEGRTLRDIVKTEGPMSQKR
RFRREAQNAAALNHPAIVAVYDTGEANTDVGPLPYIVMEYVEGRTLRDIVKTEGPLSQKR

KA KA A A A A A A A A A A A A AN AAAA A A K e o o0 AAAAAAAAKAAKN e kAKX AKAAKAKAK o KA K o o . %

AMEVMADASAALDFSHRHHITHRDVKPANIMITRSGAVKVMDFGIARALTDGQAAVTQTA
AMEVMADASAALDFSHRHGIIHRDVKPANIMITRGGAVKVMDFGIARALADGQAAVTQTA
AMEVMADVCAALDFSHRHGIVHRDVKPANVMITRNGAVKVMDFGIARAVHDGQAAMTQTA
AMEVMADVCAALDFSHRHGIVHRDVKPANVMITKNGAVKVMDFGIARAMHDGQSAMTQTA
AMEVMADVCAALDFSHRHGIVHRDVKPANVMITKNGAVKVMDFGIARAMHDGQSAMTQTA

* Kk kkkk ok KAA KA KA KKK ke kA A kA A Ak ke khkhk e KAAAAA XAk hkhkhkk e Khkkokokkkk

AVIGTAQYLSPEQARGESVDARSDVYASGCVLFELLTGEPPFTGDSPVAVAYQHVREDPR
AVIGTAQYLSPEQARGEAVDARSDVYASGCVLFELLTGEPPFTGDSPVAVAYQHVREEPR
AVIGTAQYLSPEQARGEQVDARSDVYAAGCVLYELITGEPPFTGDSPVAVAYQHVREDPR
AVIGTAQYLSPEQARGESVDARSDVYAAGCVLYELITGEPPFTGDSPVAVAYQHVREDPN
AVIGTAQYLSPEQARGESVDARSDVYAAGCVLYELITGEPPFTGDSPVAVAYQHVREDPN

AKAXKXKXKXKAKAKAKAKAKAKAKAKAKAAKX AXAXAKXKAKAKAAK e AAXAK e AKX e AXAXXA XA AKX XXX AKX AXAXAXAXAKA KK « %

KPSDVNQQVPASLDAVVLKALSKNPANRYQSAAEMRADLVRVLSGORPKAPMIMSEEERT
KPSDVNPTTPASLDAVVLKALSKNPANRYQSAAEMRADLVRVLSGOQRPKAPMIMSEDERT
PPSAVNPAVSPELDAVVLKALSKGTANRYQSAAEMRSDLVRTLSGQRPAAPMVMSDDERT
PPSSVNPAVAPELDAVVLKALAKGPANRYQSSAEMRSDLVRTLSGQRPAAPMVMSEDERT
PPSSVNPAVSPELDAVVLKALAKGPANRYQSAAEMRSDLVRTLSGQRPSAPMVMSDDERT

*k  kk ER R R R R I Khhkhkhkk e khkhkk e khkhkkhk hhkhkhkhkk hhkkokkookkk

SMIAPAPATEVMAPGGRHRSVEPAVEDDLDAEQORKRRKNWLIALV--TLICVAVFALVA
AMLSQASATEMLPP-GRHRSVDRE-PDEADVERERKKRKHRTIALV--TTACVIVFALVA

QVLGAGGQQ--—-- GDPFDDYDPNGYDDEEADRRRRRKRGLLI-ALL-TLLGVALVVEVM
QVMDSDRRV -~~~ PPRYDQYEEDDED-PAAKKKR---RAWLTAGLV--VSLAATVLLIM
QVMNADRRQ- -~~~ PQAYDEYADEPEEDPRAKRRR---R--TTFGLIAALLVAGVVLLIF
.. . . * . * . . ..
WVANALLSGPSGDDKIAVPQLEGMTKSQATLSELTAGNWLWQE-~~QTIPC~—======-~~ P
WLATWIFNSSPKT--EVPPNFVSMTRASAQAEADARGWKLAW-~-~CVS—==—==——=-~ P

WLAGAFSSEA---SLATVPDVRDKTVEQAKRELRAAGEFSSFAEEKV-VCRD--DVSGEPA
WLMGAFQGAGA--ESKAVPKVVGQSEVSAKDTLRGAGFTSLETKKI-TCTGE-SVNGQPS
WLNGAFRDKA---ENAQIPQVINHQLVEAKASLOQAGFSSFAPNKEVVCGPEASNPGGLT

* . . * * .

SSREDVGRVINQTPDPGVPIDKKQDRIRVCFGTGPEQVQIPDLRGMSMDQASAKLSEVGL
SSVDNIDKVVSQKPAPGVAVAKETQKIELCSGTGPASVQVPDLSGLSIAEASQKLEEAGL
CSPDQIGKVISTDPQATEQVP-LESQITLRVGTPPAKVAVPDLTGLSRDEAEQKLKQANL
CDENQIDKVISINPAEGQVVP-TSDKITLTVGSKPGKVKTPDLKGKSVSEATTALTEAGL
CTEDQIGKVIAIDPPVGQSVP-TTSTITLTVGKQPGTTTVPDLRGKSPDDAKAALDQAKL

k. * . * . * * Kk kK Kk Kk . x * . *

MLGYNPKTREVDNDSQVDKILEWDPEGT--VAKGTTINVVLGKKAEQRAVPDVRNMPYET
KLGLTPSYEETSDPKQVDKIIDWDKKGQ-SVTQGTTISVTVGKAIPTVEIKDVRGMPYDT
VLDQDIAEVEVEDPNQYGKVVEQDPKPDAKVEQGRTVKITVGVEPELVEVPDFTGESFEFDA
KLGAT-TEEETEDPNQAGKVMSQONPSAQAEVDQGSKVDITVGKSKELKTVPNYKGKTQAE
KLGNT-TSQPVDNPSDVGKVVSQNPTANSQSPEGTPVDIVVGSGLTQREVPNTVGKDYAT

* . . Koo . . . x e e ek .
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S.erythraea
S.spinosa
S.marina
A.orientalis

Streptomyces_sp.

S.erythraea
S.spinosa
S.marina
A.orientalis
S

treptomyces_sp.

.erythraea
.spinosa
.marina
.orientalis

D n

Streptomyces sp.

AERMLSYAGFQVQRSDRDSSEPAGIVVDQTPAADTKLKPGSKVTVYVSNGQ--QISMPPL
AKAYLEGAGFKVSRQDRDSDQAPGTVLDQSPSGGSKARPNTEITLVVSNGQ--QITMPSL
AKAGLEAAGFQVSRSDVDSDQPAGTVVNQRPNGGS-VAKGSTITLEVSNGAEQQIQMPDL
AEAGLRTAGFTPQVTNVDSDQPKGTVIDQTPNGGK-LAVGSVVKLSVSNGNQETEFDMPNL
AKQITIQNAGFKPQRVDQASDQPKDQVIEQQPNGGN-LPPNSPVKLIVSTGPQ-QIQMPDL

* . . * K K . K. K. ek K . . . KKk K . KKk K

TGLSPTDAKRQLQQLGWNGQLVEQKESTSDSKLDGKVMRSSPSGGDKISKNQTITIYVGE
LGMSPSQAEDALRSRGWDGEINEVNQPTSDKSQDGKVVGSSPSSGQOKLGKNQAVTLMVGN
RGMTQODQALATLRDAGWSGSVKTKTEKVSDSDEFVGRVTINTDPSPGSTITKSQTVTLYIGE
KGMTEEQATRQLOQLGWNGTLDTQADKNGDKDLAGKVSKTNPQAGSKIAKNAPITLFIVE
TGMTQDQATRQLOSLGWSGSIQTQSTSSGSGK-PNTVVKONPQAGSQISPNQTIVLTIKE

* .. .k * . Kk Kk . * * * . .

YDSSPTTQ---PDDGFFPPFP-—-———-—
YSNSNPTTSPPSNGSLFPPFR-—-———-—
DEDGSTETS--QSRPTFDLPGPGG---—
SDET---PT-SSSSRLFPPP-—————---
DDGSGGSPTSSSTGGIFPPGGIRNNNGG

*
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Priloga K: Poravnava aminokislinskih zaporedij transkripcijskega regulatorja iz druzine LuxR (S. erythraea

SACE_2890).

Supplement K: Alignment aminoacid sequences of LuxR family transcriptional regulator (S. erythraea

SACE_2890).
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——————————————————————— MSGRTIALAGVVSCLDRVAAGS PAAVVLEGAFGSGKT
————————————————————————————————— MLELLAQAGDGQGQSILIEGAAGMGHS
————— MTDGIPTDAFECQRDRLTLVNREEEMASLHALVQDARAGSGGIALLEGVVGIGKS

MVDRKTDSGLP-———-—-=——-— GALVGRAAELAALTAHAEAAHGARSGLVVLSGPAGIGKT
MVDRKIDSGLP-—-——-—-=-——-— GALVGRAAELAALTAHAEAAHDGRSGLVVLSGPAGIGKT

. LI K ke .
RALDLASEHAHRAGLTAVRLPT--PS-SFRAGACSAV-—--—-—-—-——-— RDLW-—-==——————

TLLRAAVNAAPEYGLRVLTARARAPEQHVEYGVARQLLDQAGVERDPESE-—-=--—-—-—-———
VLLHKLVATLPTEGLHVLEARCDALERDFPFGVVRQLFEPLLATLDEPQLTRLLTGSART
SLLRAFLDSDACRKMTVLHGACGEVVAGAGYGGVRALFGSLGLSAEDAQDSPLLRGSARR
SLLRAFLDSDVCRKMTVLHGTCGEVVAGAGYSGVRALFGGLGLSAEDAQDSPLLRGSARR

* :

---AFGP--FAGRDDEPFA-—-—----— P--EAVARAVLAARRTVLLVDDLHRLDEESLRWL
---FACP--FPGGARQPER-—-—---— TDLHPLVRVLADEAPVLLAIDNLQWMDQPSLQCL
AAQALSGETLPGDVMLSSEDMSYAVLHGLYWFTCNLAAEAPLVIVVDDAHCADMASLRFL
ALPALSP--RPGEEGPPTAASVYPVLHGLYWLAANLMTQGPLVLVLDDVHWCDERSLRWI
ALPALSP--HPGEEGPPTAASVYPVLHGLYWLAANLMAQGPLVLVLDDVHWCDERSLRWI

* . .. oK. . * * Kk .

GSVLDRLPDSSLGVVATAPRGEGERAGGPPAEVVAR-FSDRRALSYMDLAEVTELAEAQL
GYLMARLPSVPMAIVATLARGEAPND-PVTVEVISS-FHHRVTLQPLTSDEAAALAADAL
THLARRIEGLPILLVLSQRTGDEATDAALLGDIAGQPLCRVLRPGPLDCHGIGHLVKTVE
DFLLRRADQLPLLVVLAQRSEAEPVAPAALADILAQPRSAVIRLDPLTDGEVAEMAHQVF
DFLLRRADELPLLVVLAQRTEEEPVAPVTLADILAQPRSSVIRLDPLTDAEVAEMARQVFEF

* . ok . .

GGPPPRGFAEECLHQTGGNPLLLNWLFGELRARAGNASGGRLARIEEIGLRELAEILANR
GTPPKERTVQAALTATGGSPYLLDALFRHLRLDHQGPGGITPEVIAAQGPVEVADALLNR
GREADDEFHEACLAITGGNPLLVHSLLSVLRLGGRPPTVDGLQYITAQDGAFFHEAVRAV
AAPVARSFAKRAAAVCGGNPLTVTRLLRELRAKGVAPDETGIREIAEVGSYVVALSVRAL
AAPVAHSFAGRAAAVCGGNPLTVTRLLRELRAKGVSPDESGLREIAEVGQYVVALSVRTL

* Kk Kk . * . * Kx * .

YGSRCSVATEVIEAVALLAPEASTELVAGYCGLAPSTLAEVTDRLEATGVLERS--GAGH
YERAWPGVAAAAEGTALLDEAATVPTIAQLLEADQLQTADAVEYLVRVGLLTYQ--NRTV
LESQPESAAAAACALAVMGDDALPEVCARLAGLDDATHSAAMRALRSNGLVSEVDDGRRW

FDARPDWVRDVATAIAVLGEEDAEHI-GALAGVPAARVAEAVEQLREA----EVMAPDRA
FDARPDWVRDVATAIAVLGEEDAEHI-GALAGVPAARVAEAVELLRGA----EVMAPDRA

* .. . *

APAAPVIHRAVLAGMSPDRLEAAHVRAAALLHGEGAPAELVASHLLQVRRAEMPAWEFCDV
REVQPLVRESVLARMLPSRRNTLHIRAAHILYERGAPYEQIAGQILKSQTDSAQHWTCTV
SEFNHGLIREVIVADLPPEQLAQAHRRAARLLLDAGARVEQVAGHLLLTTLPATEDWAVTV
DLAHDVVRSAMLEAAGAERLAELRARAALLLSDAGRPAEEVANQVLLV-PGTPQPWMGWV
DLAHDVVRSAVLEAAGEEPLAELRARAALLLSDAGRPAEEVANQVLLV-PGTPQPWMGWV

* Kk Kk ek * * ek e ek * *

MHEHARGLVARGEPEQARRYLLRAVDRCTGS-HRAEIFRELATIALRSDPPTARRYLHEA
LSEAAREAVDRGAFQPARDYLTRGLRECEGP-CQGKLLRVLGQVELATDPATAARFLRKA
LREAAREASFRGTPALAVDLLRRCLPADGQPPEDTSVLVELGLAEAGVDPQASVRHLQAA
LREAAAQAEHRGAPEAAARYLYRVLEAEPD---SLSAHVPLAKALAEINPAEAIRLLKRA
LREAAVQAEHRGAPEAAARYLYRVLEAEPD---SLSAHVPLAKALAEINPAEAIRLLRRA

* * % * x k. . * . K R
LRLOADPGIRVRLRIMLANAMVMAGESESAVRTLRAGLDEIGG---TDPR----GASRLR
LSLSRDINERTDIRLSLADALHLLDRRQEARKVLEEGMAEGRE---TDPA----VVPRLR
LVHVHEPSLRFRVLSSLASGLVRSGQSLPAVRLLAE-—-—-—-—-————— QAPSVHDADLQRLL

LTLATDIRTKAPIAVQFGLTCLTVQQSPAAVRVLSEVLDELEAELGPDPDPRDHELRTLV
LTLATDVRTKAPIAVQFGLTCLTVQQSPAAVRVLSEVLDELEAELGPDPDPRDRELRTLV

* . EEER * *
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QELRLTCLWG-—----— DLGEVAGPEANPGPEESGHRSKLVANALRCYWAGEDREQAAAD
GEQLLMGGPGYHTTKVDWLGNVVPFQRASGTT-LDRKILLDLTSMRTTCRGEAREEAVQQ
EGQORLMASAEDLQSLAVTLRE-YPFDISRPGKTPGERALIAAGAGLCSVRADRAQESAAA
QSTLLISGSDEKATIHTVRER-FTRIPEPAGDTPAQROMLAMMTVLSAMEGRSVRRAVGQ
QSALLISGSDEKATIHTVRER-FARIPEPSGDTPAQRQOMLAMMTVLSAMEGRSVRRTVEQ

* . .t

AEEALETGP--DDEHPASLL--LPALVLARSGAFAAASTHVHRMLLEATAVDASAIVVHA
AKRSLRSPCTGLNERLASRT--VPVQVLAAADELDAALAECDALAKQSAETGSRILGALT
ARRVLESSVPGVDSPFFLTTAATALLYAGLPDEADAAYQRVL---DATRQSQRLLLYGLC

ARRALSSA-DRLDNWSLLF----SAFTLGLADEIEEAMETLEHALRHGQODNAAVWSYVIT
AHRALSSP-DRLDNWSLLF----SAFTLGLADEVEGSMEALDHALRQGQDNAAVWSYVIT

* * . .

GSVLAEILLHAGDLPACAQMADSAVEATSRRSAGEHPMY-LGTAVASAVAVALATGDHSG
YSVRADVHYRSGDVPRTLADAERALELTPLA-SSEYWLC-TGQAMAARICGLLETGEYEE

QALRAEALYRLGALSESLAATRSALNVVPS----SHWGRTLALPVATQVHALIDSGDLPG
LSYRALLLHGVGAIPDALADAQTAVEIIGE----ERWSANVTMPQTALATILIDRGEPER
LSYRAMLLHGFGAIPDALADAQTAVEIIGE----ERWSGNVTMPQTALATILIDRGEPER

* * o HEER . HH *:

AWRCLDGTGLSAEVPRWSPYNSVLLORGRLHAAQGELDAALADLRECGRRMTAANVHNPA
AHRLLAEAGLADKLPERNSFGPLLFQRARLHMAEGDTERSLADLLECGERLESAGTFNPA
ADAAA-AQPFPSTSMDTWOWNEFLCARGRLRLAHQDPKGALTDLLEAGRRQREWTRTSPA
AEELLAAVTRPNLDGFVMEYHSYLMARARARWALGDSATALRLLLDCGASLEESGFANPV
AEELLAAVTRPNLDGFVMEYHWYLMARARARWALGDGATALRLLLDCGASLEDSGEFANPA

* . * * Kk . K . .-k K e K *

AGAWRSESALVHARMGHHDRAMSLVRVELEQARRWGAPAPIGQALRVMGLVSRDEARLAH
VLAWRSEAALACDALGDTREARRLADVEIARARRWGAPHALGRALRAAGLVAQGRKGEGL
VSSWWSWAGRAHLALGALSPARELAEEAVERAREGRLTDALGAGLRLOATTETGPRKLGM
FLPWWTEAACLLAAEKRADEARDLVEHGAELARRWSTPRAFGLAALARGVTTPGEEGIAQ
FLPWWTEAACVLAAEKRADEARDLVEHGAELARRWSTPRAFGLAALARGVTTPGEEGIAH

* . . * * * % .k

LTEAVAVLRDSGARLSYAQALFDLGVTYRKLHRPNEARPRLRAALAHARHCGAQVLVHRA
LRDAVRVLERSPARLDLARALADLGALARRSNRLRDAREHLRRAQALCETCGATELARTV
LEEALSALDGSPARLELAHTLVDYGSALHACGHTEAARETLRRGLDLAYSLSAARLRVRA
LTEAVEHFSGSPARSEHARAEFLLGGALLDAGRPREARERLRSAVDLAQGCGALALARDA
LAEAVEHLSGSPARAEHARAEFLLGGALLDIGRPRDARERLRSAVDLAQGCGALALAKDA

* e ke . * k% * e e * . * % * % * *

SEQLAACRVRPQRTTALGVEALTPAERRVAVLAAEGRTNRQIAADLYVTRRTVELHLSRV
REELMLSGARPRRPTEVGIDALTPMERKVAMLAVAKQTNREIAANLEFVAQRTVELHLSQV
NDALLATGARPRRVTSSGVESLTPSEAQVARMAAVGGTNREIAEELEVTQRTVEQHLTSV
RNRLVAAGGRMREITASPVDLLTGTERKVAQMASRGAGNREIAESLFVTVRTVETHLTSV
RNRLVAAGGRMREITASPVDLLTGTERKVAQMASRGAGNREIAESLEFVTVRTVETHLTSV

* * . * o kK K e kK ek Kk e kK Kk eke Khkkk Kk K

YOKLLIPGRPALGRAMSSS———-——=—————————————mm oo
YRKLSIPGRSGLAEYFGHLTEARADGRRPRAENLPDGGSGVRHQSALRADCVS
YRKLGVSGRRGLGSFFDPERAAK——= === ===—— === === ———— oo
YRKLSVSQRGELASVLNTPSLPDPQAP--A---WVFASRGRR—=~-——=--——~
YRKLSVGQRGELASVLNTPSLPDPQAP--A---WVFASRGRR—--———--——-

* e kk . * * .
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Priloga L: Poravnava aminokislinskih zaporedij proteina z vezavno domeno za cikli¢ne nukleotide (S.
erythraea SACE_3978).

Supplement L: Alignment aminoacid sequences of cyclic nucleotide-binding domain-containing protein (S.
erythraea SACE_3978).

A.orientalis = —-—=———-—- MTAATPEADRRLSLGPAAARNLATTTKTRPOMQSITPRWLLKMLPWVEAT
S.erythraea MT--——--- VTEPENAVDGDASLSLGTAAARKLATTTKTAPQMQGISPRWLLRMLPWVQVT
C.stagnale MTD----SIESNLDVESGQPQLSLSTAAARNLATTTKSAPOMQOEITSRWLLKMLPWVQTK
S.violaceusniger MTT-----—-—-——-— SVESGEQPLSLGTAAARNLATTTKSVPOMQOAISSRWLLRVLPWVQVS
S.rimosus MTTSADPTSGPGATPDTDQARTSLATAAARNLATTTKTVPOMQOGISSRWLLRVLPWTQVS
KK KKK o kKK AR K KAKK ke KkkK e akKk o
A.orientalis GGTFRVNRRLTYAIGDGRVSFTNVGTEVRVVPQELSELALLRGFDDEDTLTALADREVQH
S.erythraea AGTYRVNRRLTFALGDGRVEFTSTGTEVRVIPQKLRELPLLRGFEDDSALGVLADRFVQR
C.stagnale GSTYRVNRRLTYTVGDGRLSFSNTGAVVQVIPQOALGELPLLRGEFDDTEVLLALAGREVQQ
S.violaceusniger AGTYRVNRRLTYTVGDGRVEFISTGSQVRVIPPELGELPTLRGFGDTAVLESLADGCVQR
S.rimosus GGTYRVNRRLTHTLGDGRVEFTSTGSDVRVIPAELRELPPLRDFDDPAALEALAGQFVQE
LK e kK AKKAK | sakkkke Kk ke Kekek ok kX kK x % T %
A.orientalis EYQPGETIVSHGAPLEEVVLVAHGKIAKVVPGEYGAEASVGSMADGDHFGDEMLAGIDRN
S.erythraea EYETGDVIVTAGSPADRLHLLAHGKVARIGTTEYGDDSTLGVLADGDHFGADVLGGRAGS
C.stagnale EFAPGDIIVQSGQPANQLFLIAHGKVNKIGVGKYDEPTVLGMLADGDYFGDRTLVESQSN
S.violaceusniger EYAPGDVLVEAGRPADQVFLIAHGKVRQVAPGAYDEGTTLAVLADGEYFGDAVLTGPEHA
S.rimosus EHAPGDVLVEQGRPADRVVLVAHGKLNRIGTGKYGDETVLGVLADGDHLGETALLSPDAV
K ke ok k% Kokkxke 1. * R *
A.orientalis WPFTAKAVTPVIVLTLRAEDFADLNGRSEAMRRHVQDMLSHKGKPONAKGEAEIGMSSGH
S.erythraea WDHSVKALTRCTVLTVDEAAISELTERFHDLRAHIEHIRDGTPRPRNKHGEAAIDIASGH
C.stagnale WOFTIQALTQCTVLALPQOQVFRELLNQSQALQAHVDRFRTRPQVPONKYGEVSIEVASGH
S.violaceusniger WEFSVRAVTRTTVLTLPRRVVQEAADRSDALRDHLQGLSERSTPAQNRRGEADIAVASGH
S.rimosus WEHTVRAVTRVTVLTLPRTAYEQLADRSPGLRDHLERYRTAQIPPQNKHGEAAIDVASGH
ke kK Ak .. . . .. . Sk Kk K s axkK
A.orientalis DGEPLLPGTFVDYEISPREYDLAVAQTALRVHTRVTDLYNGPMDQFEEQLRLTISALRER
S.erythraea SGEPALPGTFVDYELEPREYELGVAQTILRVHSRVADLYSKPMDQVEQQLRLTVEALRER
C.stagnale VGETELPGTFVDYELSPREYQLSVAQTVLRVQTRVADLYNEPMNQTEQQLRLTIEALRER
S.violaceusniger AGEPVLPGTFVDYELAPREYELSVAQTVLRVHTRVADLYNEPMNQVEQQLRLTIEALRER
S.rimosus TGEPALPGTFVNYEVAPREYELSVAQTVLKIHTRVADLYNNPMNQLDQQLRLTIEALRER
Kk Kk Akkk ks AkKk ok Kkkk Keasekkekkk | kKkak s kkkKkk.  AAKAR
A.orientalis QEYDLINNREFGLLHNADLKSRFQTRSGPPTPDDMDELVSRRRKTKFFLAHPRAIAAFGR
S.erythraea QENELVNNPDFGLLHNADLKQRIHTRTGPPTPDDMDELLSRRRKTEFFLAHPRATIAAFGR
C.stagnale QEYELINNREFGLLHNADLKQRLYTRNGAPTPDDLDELLTRRRKSKFFLAHPRTIAAFSR
S.violaceusniger QEHELVNNREFGLLHNADLSQRIHTRSGPPTPDDLDELLARRRKTQYLLAHPRTIAAFGR
S.rimosus QEHEMVNNREFGLLHNADLKQRIHTRSGPPTPDDLDELIARRRKTQYLLAHPRTIAAIGR
KK e kK s RKKRKKRKK ks kK Kk KKKk k s kkK g e kKkkK s s kRKAK kKK, K
A.orientalis ECTRRALYPEGTTVDGKVVAAWRGVPLLPCDKIPITDRGTSSILAMRTGVEDNGVIGLHQ
S.erythraea QCSKRGLSPQSRTVEGTSAITWRGVPVLPCDKIPISEYGTTSILAMRTGEESQGVVGLHQ
C.stagnale ECNRLGIYPONIDLDGSMVLTWRGVPILPCNKIPITKTQTSSILVLRTGEEDQGVIGLHQ
S.violaceusniger ECSDRGLYPQGIEVAGVAVRAWRGVPLLPCNKIPVSESGTSSILAMRTGEESQGVIGLHQ
S.rimosus EWNARGIYPTTAEIGGTPVRAWRGIPLLPCNKIPVNPDQTSSIIAMRVGEENQGVVGLHQ
. ox .o Ck kK ek k kK s kKK Kekk e ek Kk Kk ckk s kkxK
A.orientalis TGLPDEYEPGLNVRFDGISDQAVASYLVSTYYSAAVLVPDALGVLENVEVAR
S.erythraea TGIPDEYEPSLNVRFMGIDEQAIIRYLVSVYFSAAVLVPDALGVLEHVEITR
C.stagnale TGIPDEYQPSLSVRFMGISEKAIISYLVTAYYSTAVLVPDALGILENVEIGR
S.violaceusniger TGIPDEYEPSLNVRFMGISEQAVTSYLVSAYYSAAILVPDAVGVLEDVEIGR
S.rimosus TGIPDEYQPGLSVRFMGINDQAVINYLVSAYYSAAVLVPDALGVLEDVEIGH
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Kirm B. Pozne stopnje biosinteze eritromicina pri aktinobakteriji Saccharopolyspora erythraea.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Priloga M: Vpliv razli¢nih dodatkov v razli¢nih koncentracijah na produkcijo eritromicina pri kultivaciji seva
NRRL 23338. NRRL: kontrola brez dodatka, a: izolevcin 260 mg/L, b: 2 x izolevcin 260 mg/L, c: valin 230
mg/L, d: 2 x valin 230 mg/L, e: vinil propionat 1000 mg/L, f: 2 x vinil propionat 1000 mg/L, g: CoCI2 7.5
mg/L, h: 2 x CoCI2 7.5 mg/L, i: MnCI2 12 mg/L, j: 2 x MnCI2 12 mg/L, k: MgSO4 * 7 H20 1200 mg/L, I:
2 X MgSO4 * 7 H20 1200 mg/L, m: K2S04 12 mg/L, n: 2 x K2504 12 mg/L, o: 2 x zmes mineralov 180
puL/5mL p: 2 x K2HPO4 860 mg/L, r: gojisce z oljem kot glavnim virom ogljika.

Supplement M: Influence of different feedings on erythromycin production during cultivation of NRRL
23338 strain. NRRL.: control without feeding, a: isoleucine 260 mg/L, b: 2 x isoleucine 260 mg/L, c: valine
230 mg/L, d: 2 x valine 230 mg/L, e: vinyl propionate 1000 mg/L, f: 2 x vinyl propionate 1000 mg/L, g:
CoCI2 7.5 mg/L, h: 2 x CoCI2 7.5 mg/L, i: MnCI2 12 mg/L, j: 2 x MnCI2 12 mg/L, k: MgS0O4 * 7 H20
1200 mg/L, I: 2 x MgS0O4 * 7 H20 1200 mg/L, m: K2S04 12 mg/L, n: 2 x K2S04 12 mg/L, o: 2 x minerals
mix 180 uL/5mL p: 2 x K2HPO4 860 mg/L, r: medium with oil as main carbon sourse.
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Kirm B. Pozne stopnje biosinteze eritromicina pri aktinobakteriji Saccharopolyspora erythraea.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Priloga N: Vpliv razli¢nih dodatkov v razli¢nih koncentracijah na produkcijo eritromicina pri kultivaciji seva
ABE135. 135: kontrola brez dodatka, A: izolevcin 260 mg/L, B: 2 x izolevcin 260 mg/L, C: valin 230 mg/L,
D: 2 x valin 230 mg/L, E: vinil propionat 1000 mg/L, F: 2 x vinil propionat 1000 mg/L, G: CoCI2 7.5 mg/L,
H: 2 x CoCI2 7.5 mg/L, I: MnCI2 12 mg/L, J: 2 x MnCI2 12 mg/L, K: MgSO4 * 7 H20 1200 mg/L, L: 2 x
MgSO4 * 7 H20 1200 mg/L, M: K2S04 12 mg/L, N: 2 x K2S04 12 mg/L, O: 2 x zmes mineralov 180
pL/5mL P: 2 x K2HPO4 860 mg/L, R: gojisée z oljem kot glavnim virom ogljika.

Supplement N: Influence of different feedings on erythromycin production during cultivation of ABE135
strain. 135: control without feeding, A: isoleucine 260 mg/L, B: 2 x isoleucine 260 mg/L, C: valine 230
mg/L, D: 2 x valine 230 mg/L, E: vinyl propionate 1000 mg/L, F: 2 x vinyl propionate 1000 mg/L, G:
CoCI2 7.5 mg/L, H: 2 x CoCI2 7.5 mg/L, I: MnCI2 12 mg/L, J: 2 x MnCI2 12 mg/L, K: MgS04 * 7 H20
1200 mg/L, L: 2 x MgS0O4 * 7 H20 1200 mg/L, M: K2S04 12 mg/L, N: 2 x K2SO4 12 mg/L, O: 2 X
minerals mix 180 pL/5mL P: 2 x K2HPO4 860 mg/L, R: medium with oil as main carbon sourse.
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