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Za rast mikroorganizma na viru ogljika z dvema ogljikovima atomoma, kot edinem
viru ogljika je klju¢no, da vsebujejo metabolne poti, ki omogoc¢ajo konverzijo
acetil-CoA v razliéne prekurzorje. Pri vecini bakterij lahko asimilacija acetata
poteka po dveh metabolnih poteh: glioksilatnem ciklu, ki vkljucuje klasi¢éno
anaplerotsko reakcijo Krebsovega cikla, in etilmalonil-CoA poti, nedavno odkrita
alternativna pot za asimilacijo acetata. V obsegu magistrske naloge smo preucevali
sev S. tsukubaensis, producent medicinsko pomembnega imunosupresorja FK506,
ki za asimilacijo acatata uporablja EMC pot, in modelni sev S. coelicolor, ki v
genomu nosi zapis za gene obeh metabolnih poti, EMC in glioksilatne poti. Namen
magistrskega dela je bil preuciti vlogo genskih homologov, ki sodelujejo v
metabolnih poteh etilmalonil-CoA in glioksilatnega cikla za asimilacijo acetata pri
omenjenih sevih. Sev S. tsukubaensis z inaktivirano EMC potjo ni sposoben
asimilirati acetata iz minimalnega gojis¢a. S pomocjo ¢ezmernega heterolognega
izrazanja genov glioksilatne poti iz S. coelicolor smo sevu S. tsukubaensis poskusili
povrniti sposobnost rasti na acetatu. Z vnosom protismiselne RNA encima izocitrat
dehidrogenaze, ki sodeluje v Krebsovem ciklu pri S. tsukubaensis smo uspeli sevu z
inaktivirano EMC potjo delno povrniti sposobnost rasti na acetatu, kot edinem viru
ogljika. V nadaljnje smo v sevu S. coelicolor inaktivirali emc operon in ugotovili,
da je sev kljub neaktivni etilmalonil-CoA poti zmoZen asimilirati acetat iz
minimalnega gojiS¢a, najverjetneje po nativni glioksilatni poti.
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Key to efficient bacterial growth on C2 compounds, as only carbon source, is the
presence of enzymes and metabolic pathways that enable the conversion of aceytl-
CoA into various compounds, which represent cell building blocks. Conversion of
acetyl-CoA into key precursor molecules is also referred to as the »acetyl-CoA
assimilation«. Bacteria generally use one of two widely distributed acetyl-CoA
assimilation strategies; glyoxylate cycle, anaplerotic reaction to the citric acid
cycle, or the ethylmalonyl-CoA pathway, a newfound alternative pathway. Our
work was carried out on S. tsukubaensis, which uses EMC pathway for
assimilation, and on S. coelicolor, which appears to use both acetyl-CoA
assimilation strategies. Our goal was to study the role of gene homologues in
previously mentioned Streptomyces strains, which participate in acetyl-CoA
assimilation. We based our studies on emc-inactivated strain of S. tsukubaensis and
tried to restore its ability to grow on acetate with constitutive overexpression of
glyoxylate pathway genes from S. coelicolor and addition of antisense RNA
sequence of isocitrate dehydrogenase enzyme, which participates in citric acid
cycle in S. tsukubaensis. Further, we inactivated emc operon in S. coelicolor and
tested for its ability to grow on acetate, as only carbon source, using the native
glyoxylate cycle. We demonstrated that the emc-inactivated strain of S. coelicolor
was still able to assimilate acetate from minimal media, presumably via native
glyoxylate pathway.
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SLOVARCEK
Aktinomicete — Skupina bakterij, ki spada v red Actinomycetales (deblo Actinobacteria).
Anaplerotska reakcija — Vrsta metabolne reakcije, pri kateri se tvorijo nadomestni
intermediati, ki so se porabili pri odvzemu iz druge metabolne poti. Primer takSne reakcije
je glioksilatni cikel v Krebsovem ciklu, kjer se dodaja malat zaradi porabe izocitrata.
Protismiselna RNA — Enoverizna RNA, komplementarna dolo¢eni mRNA. Ce jo vnesemo
v celico inhibiramo translacijo omenjene mRNA. Obstajajo tudi naravne celicne asRNA,

ko eden od na¢inov uravnavanja izrazanja genov.

Claisenova kondenzacija — Reakcija, pri kateri pride do nastanka vezi med dvema
ogljikoma. Produkt je B-keto ester ali B-diketon.

Genska skupina — Skupina dveh ali ve¢ genov, ki kodirajo podobne proteine, s podobno
funkcijo.

Glukoneogeneza — Metabolni proces, obraten procesu glikolize.
Homologni geni — Vsi geni, enaki po zgradbi, delovanju in izvoru.

Operon — Funkcionalno podro¢je DNA, ki vkljucuje ve¢ strukturnih genov, ki so hkrati
regulirani in skupaj prepisani.

Promotor — Nukleotidno zaporedje na 5” koncu gena, ki regulira njegovo izrazanje.

Sekvenciranje — Tehnika, s katero dolo¢amo nukleotidno zaporedje nukleinske kisline
(najveckrat DNA).

Shine-Dalgarnova sekvenca — Zaporedje na DNA, kamor se veze ribosom.
Streptomicete — Bakterije rodu Streptomyces.

Transformacija — Pojem, ki opisuje brezvirusni prenos DNA v bakterijo ali v nezivalske
evkariontske celice.

Zacetni oligonukleotid — je kratkoverizna nukleinska kislina, ki je potrebna za zaCetek
podvajanja DNA. Hibridizira na taréno DNA in sluzi za zacetno tocko, od koder bo encim
polimeraza sintetiziral komplementarno verigo DNA.
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1 uvoD

Streptomicete so Gram-pozitivne nitaste bakerije, ki imajo ene izmed najvecjih
bakterijskih genomov, kar sovpada z izredno pestrim in raznolikim primarnim in
sekundarnim metabolizmom (Bentley in sod., 2002). Za rast lahko uporabljajo $irok nabor
virov ogljika, med drugim so sposobne rasti na spojinah z dvema ogljikovima atomoma.
Med te spojine spadajo na primer acetat, masc¢obne kisline ter voski in alkeni, Ki v centralni
metabolizem vstopajo na stopnji molekule acetil-CoA. Pretvorbo acetil-CoA do klju¢nih
prekurzorskih metabolitov imenujemo »asimilacija acetil-CoA«. Za ucinkovito rast
bakterij na acetatu, kot edinem viru ogljika, je klju¢no, da vsebujejo encime in metabolne
poti, ki omogocCajo pretvorbo acetil-CoA v razlicne celicne gradnike -
piruvat/fosfoenolpiruvat, oksaloacetat in a-ketoglutarat (Kornberg in Madsen, 1958).

Pri vecini bakterij asimilacija acetata poteka preko glioksilatnega cikla, ki predstavlja
klasi¢no anaplerotsko reakcijo Krebsovega cikla, prva sta ga opisala (Kornberg in Madsen,
1958). Klju¢na encima sta izocitrat liaza, ki cepi izocitrat na sukcinat in glioksilat, in malat
sintaza, ki spoji glioksilat z molekulo acetil-CoA v malat. Pri mnogih bakterijah, kot so na
primer streptomicete, pa asimilacija acetata poteka po poti etilmalonil-CoA, ki so jo
odkrili nedavno (Erb in sod., 2007). EMC pot je necikli¢na in se za¢ne s kondenzacijo
dveh molekul acetil-CoA v acetoacetil-CoA. Klju¢ni encim poti je krotonil-CoA
karboksilaza/reduktaza (CCR), ki katalizira reduktivno karboksilacijo krotonil-CoA do
etilmalonil-CoA (Erb in sod., 2007).

Vloga asimilacije acetata v primarnem metabolizmu je dobro poznana, vendar pa ima
lahko pomen tudi v sekundarnem metabolizmu. Pri $tevilnih bakterijah, med drugim pri
mnogih industrijsko pomembnih streptomicetah, ki proizvajajo sekundarne metabolite, ima
metabolit etilmalonil-CoA pomembno vlogo. Je gradbena enota bioloSko aktivnih
poliketidnih spojin, kot je to pri medicinsko pomemebnem imunosupresivu FK506, ki ga
proizvaja bakterija Streptomyces tsukubaensis (Blazi¢ in sod., 2015). Analiza genomov
streptomicet je pokazala, da nekateri sevi vsebujejo tako gene za glioksilatni cikel kakor
tudi gene EMC poti, tak$na je na primer bakterija Streptomyces coelicolor, medtem ko
drugi sevi vsebujejo le alternativno EMC pot, na primer bakterija S. tsukubaensis (Alber,
2011).
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11 NAMEN DELA

V izbranih streptomicetnih sevih S. tsukubaensis in S. coelicolor je bil namen preuditi
vlogo genskih homologov metabolnih poti etilmalonil-CoA (EMC) in glioksilatnega cikla,
ki sodelujejo pri asimilaciji acetata. Nameravali smo prekiniti klju¢ne gene EMC poti in
preveriti sposobnost rasti tako gensko manipuliranih sevov na acetatu kot edinem viru
ogljika.

S prekinitvijo oziroma ¢ezmernim izrazanjem homologov izocitrat liaze in malat sintaze
nameravamo ovrednotiti potencialno vlogo teh genov pri asimilaciji acetata v izbranih
streptomicetnih sevih.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e Pricakujemo, da bomo s prekinitvijo klju¢nega operona metabolne poti etilmalonil-
CoA pridobili mutanta, ki ne bo sposoben rasti na acetatu, kot edinem viru ogljika.

e Pricakujemo, da bomo v mutantu, Ki ima prekinjen kljuc¢ni operon EMC metabolne
poti, s ¢ezmernim heterolognim izrazanjem genskih homologov izocitrat liaze in
malat sintaze, ponovno vzpostavili sposobnost rasti na acetatu kot edinem viru
ogljika.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 RED Actinomycetales

Aktinomicete so aerobne, po gramu pozitivne bakterije. Uvr§éamo jih v deblo
aktinobakterij, katerih znacilnost je visoka vsebnost GC baznih parov v genomu. Mnoge
aktinomicete tvorijo micelij, podoben tistemu, ki ga tvorijo filamentozne glive.Vecina
rodov aktinomicet tvori vegetativne spore. Najstevilénejsi v skupini aktinomicet je rod
Streptomyces (Madigan in sod., 2009).

2.2 ROD Streptomyces

Madigan in sod. (2009) navajajo, da je poznanih ve¢ kot 500 wvrst streptomicet.
Streptomicete najdemo skoraj povsod, veCinoma v zemlji, manj pogosto pa tudi v vodi.
Najdemo jih predvsem v tleh, katerim dajejo znacilen vonj po zemlji. To lahko pripis§emo
tvorbi kompleksnih sekundarnih metabolitov, geozminov. Najveckrat jih najdemo v
bazi¢nih ali nevtralnih tleh, kjer so aecrobne razmere (Madigan in sod., 2009). Micelij je
obcutljiv na suSo, medtem ko so spore odporne na pomanjkanje hranil in vode. V okolju so
zato najveckrat v obliki neaktivnih spor. Proizvajajo mnogo zunajceli¢nih encimov kot so
celulaze, ksilanaze, hitinaze, amilaze, maltaze, ki jim omogocajo razgradnjo kompleksnih
polimerov (Kieser in sod., 2000).

2.2.1  Morfologija in Zivljenjski cikel streptomicet

Filamenti streptomicet dosegajo v premeru 0,5 — 1 um. Rastejo na koncih filamentov,
znacilna je razvejanost micelija. Za streptomicete so znaéilni zracni filamenti, imenovani
sporoforji, na katerih rastejo spore, imenovane konidiji. Streptomicetne spore se moc¢no
razlikujejo od endospor bakterij rodu Bacillus in Clostridium. Celi¢na diferenciacija, ki
poteka pri omenjenih rodovih, vodi v nastanek endospor, medtem ko spore streptomicet
nastanejo z oblikovanjem pre¢nih sten v vec¢jedrnih sporoforih, ¢emur sledi loCitev
posameznih celic v spore, navajajo Madigan in sod. (2009). Razlike v postavitvi in obliki
zraCnih filamentov ter drugih struktur s sporami so eden izmed dejavnikov za locevanje
med pozameznimi vrstami streptomicet. Sporofori in konidiji so pogosto pigmentirami in
dajejo znacilno barvo zreli koloniji (Huttner in sod., 1997; Madigan in sod., 2009).

Zivljenjski cikel streptomicet se pri¢ne z brstenjem posamezne spore (Slika 1), kot
navajata Flardh in Buttner (2009). Sledi nastanek enega ali ve¢ vecjedrnih filamentov, ki se
podaljSajo in razvejajo v substratni micelij. Ta se razraste po povrsini rastne podlage in v
njo. Pri izrabi hranih v rastnem mediju se sproZijo doloceni signali, ki spodbudijo rast
zracnih hif, ki $trlijo navzgor iz substratnega micelija in tvorijo zracni micelij. S koncem
podaljSevanja multigenomskih zracnih hif nastopi sinhrona septacija. Iz hif nastane
vecjedrni sporofor, ki se ob nastanku prec¢nih sten lo¢i na posamezne spore. Enogenomske
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spore se razpr$ijo in pricnejo cikel nove generacije. Ob sporulaciji zacno streptomicete
izdelovati tudi sekundarne metabolite, s katerimi si najverjetneje zagotovijo prednost pred
drugimi v okolju prisotnimi mikroorganizmi (Madigan in sod., 2009).

~— —

Sporulacija

Vegetativni micelij

Kalitev > Substratni micelij >

>

Slika 1: Zivljenjski cikel streptomicet (Flirdh in Buttner, 2009).

2.2.2  Genom streptomicet

v

nukleotidov v svoji DNA, delez naj bi se gibal v obmocju od 70 — 74 %. Tako visok delez
dosegajo tudi drugi rodovi iz aktinomicet, kot so Saccharopolyspora, Amycolatopsis in
Micromonospora. Vecina streptomicetnih sevov vsebuje plazmide, ki so lahko linearni ali
krozni, in kazejo enake vsebnosti/razmerja GC nukleotidov (Kieser in sod., 2000).

Najbolj genetsko preucena je modelna streptomiceta S. coelicolor A3(2). Velikost njenega
genoma so dolocili leta 2002 in vsebuje 8 667 507 baznih parov. V raziskavo (Bentley in
sod., 2002) je bilo vklju¢enih kar 43 raziskovalcev. V projektu sekvenciranja njenega
celotnega genoma so napovedali kar 7 825 potencialnih genov, med drugim tudi ve¢ kot 20
genskih skupin, ki kodirajo zapise za sekundarne metabolite. Njen kromosom je linearen,
tako kot pri vecini streptomicet, povprecno dolzino gena pa so ocenili na 991 bp.
Regulatorno funkcijo opravlja 965 proteinov, kar predstavlja ve¢ kot 12 % do sedaj
dolo¢enega genoma (Bentley in sod., 2002).
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2.2.3  Primarni metabolizem pri streptomicetah

Za presnovo glukoze vecina streptomicet uporablja Embden-Meyerhof-Parnasovo pot
glikolize, nekatere tudi pentoza fosfatno pot, nekaj sevov streptomicet pa uporablja obe
poti (Kieser in sod., 2000). V novejsi raziskavi (Borodina in sod., 2005) navajajo, da so v
bakteriji Streptomyces tenebrarius odkrili tudi aktivno Entner-Doudoroffovo pot (ED). Pot
se zacne Z vnosom sladkorjev v celico, kjer pride do fosforilacije s specifi¢cnimi kinazami.
Pri nekaterih streptomicetah, kot so S. coelicolor, S. lividans in S. griseofuscus pa za
transport in fosforilacijo sladkorjev najdemo tudi fosfotransferazni sistem (PEP-PTS)
(Kieser in sod., 2000).

Biosinteza celicnih komponent se v celici zacne s sintezo t.i. prekurzorskih metabolitov.
To so pogosto spojine z dvema C atomoma (acetil-CoA), s tremi (piruvat,
fosfoenolpiruvat), s Stirimi (oksaloacetat) ali s petimi C atomi (a-ketoglutarat). Po
podatkih, ki so jih objavili Alber in sod. (2011), v bakterijskih celicah veéina celi¢nega
ogljika izvira iz piruvata oz. fosfoenolpiruvata; kar 50%, 30% ga izvira iz acetil-CoA, 13%
iz oksaloacetata in 7% iz a-ketoglutarata, C: in Cz spojine, kot sta acetat in metanol,
vstopajo v centralni ogljikov metabolizem na nivoju acetil-CoA (Slika 2). Pretvorbo acetil-
CoA v celi¢ni ogljik imenujemo asimilacija acetil-CoA, poteka lahko na dva naéina; preko
glioksilatnega cikla (Kornberg in Madsen, 1958) ali po poti etilmalonil-CoA (Erb in sod.,
2007). Pri obeh poteh pride do pretvorbe acetil-CoA v malat, ki je intermediat Krebsovega
cikla. Pri etilmalonil-CoA poti pride, za razliko od glioksilatnega cikla, do asimilacije
dodatnih C atomov, in sicer se asimilirata §e¢ 1 molekula CO2in 1 molekula HCOs™ (Alber,
2011).

Pred kratkim so odkrili Se $e tretjo pot asimilacije acetata, ki potece z metilaspartatnim
ciklom. V raziskavi (Khomyakova in sod., 2011) so pri haloarhejah opisali pot, v kateri se
acetil-CoA oksidira do glioksilata preko kljunega intermediata metilaspartata.
Kondenzacija glioksilata z dodatno molekulo acetil-CoA pa vodi v nastanek malata, ki je
kon¢ni produkt asimilacije.
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Slika 2: Molekula acetil-CoA kot intermediat centralnega metabolizmapri E. coli (Wolfe, 2005).

2.2.3.1 Glioksilatni cikel

Glioksilatni cikel (Slika 3) sta prvi¢ opisala ze Kornberg in Madsen, 1958. Je metabolna
pot, ki vi§je razvitim rastlinam, nekaterim mikroorganizmom in algam omogoca, da
izkori$¢ajo acetat kot vir ogljika in izhodno spojino za biosintezo glukoze (Kornberg in
Madsen, 1958). Pomemben je takrat, ko je acetat za organizem edini ali glavni vir ogljika.
V ciklu iz dveh molekul acetil-CoA nastane sukcinat, kislina s Stirimi ogljikovimi atomi in
dvema karboksilnima skupinama (Erb in sod., 2007).

Encimske reakcije glioksilatnega cikla

Klju¢na encima glioksilatnega cikla sta izocitrat liaza, ki pretvarja izocitrat v sukcinat in
glioksilat, ter malat sintaza, ki kondenzira glioksilat in acetil-CoA v malat in CoA. Ker s
tem obidemo dve reakciji dekarboksilacij, ga imenujemo tudi glioksilatni obhod. V prvih
dveh korakih Krebsovega cikla pride do nastanka citrata s kondenzacijo acetil-CoA in
oksaloacetata. Molekula citrata nato izomerizira v izocitrat. Reakciji katalizirata dva
encima Krebsovega cikla, citrat sintaza in akonitaza. Nastali izocitrat lahko pot nadaljuje
po Krebsovem ciklu ali pa se usmeri v glioksilatni obhod, kot navajata Han in Reynolds
(1997). Ce pot nadaljuje po Krebsovem ciklu, pride do oksidativne dekarboksilacije z
encimom izocitrat dehidrogenazo, produkt je a-ketoglutarat. Ce pa se izocitrat usmeri proti
glioksilatnemu obhodu, pride do cepitve na sukcinat in glioksilat z encimom izocitrat liaza.
Malat sintaza nato katalizira nastanek malata z aldolno kondenzacijo iz glioksilata in
dodatne molekule acetil-CoA (Han in Reynolds, 1997). Reakcija malat sintaze je
substratno specificna, encim pa sodeluje tudi pri razgradnji purinov (Huttner in sod.,
1997). Enacba spodaj prikazuje neto reakcijo ene ponovitve glioksilatnega cikla (Alber,
2011).

4 acetil-CoA + 2 NAD" + 6 H.0 2 malat®> + 4 HSCoA + 4 [H] + 2 NADH + 6 H*
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Slika 3: Shema povezave treh metabolnih poti; Krebsov cikel, glioksilatni cikel in zadetek glukoneogeneze
(Lorenz in Fink, 2002).

Regulacija glioksilatnega cikla pri bakteriji Escherichia coli

Glioksilatni cikel omogoca rast na Cz spojinah, saj obide dve reakciji dekarboksilacij, in
tako ne pride do izgub ogljika v obliki CO., kot se to zgodi v klasi¢cnem Krebsovem ciklu.
Preusmeritev v glioksilatni cikel je pri E. coli regulirana z fosforilacijo encima izocitrat
dehidrogenaze z bifunkcionalno kinazo-fosfatazo IDHKP. Sistem regulacije s kratico
imenujemo IDHKP/IDH sistem (Slika 4). Le-ta je zanimiv predvsem za to, ker vpleteni
encim IDHKP izvaja dve nasprotni si reakciji, zato mu pravimo, da je bifunkcionalen.
Encim izvaja tako fosforilacijo kot defosforilacijo izocitrat dehidrogenaze. IDHKP/IDH
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sistem na ta naCin uravnava razporeditev toka ogljika med Krebsovim in glioksilatnim
ciklom. Natanc¢na regulacija je klju¢na kadar bakterija raste na ogljikovih spojinah, ki
imajo le dva C atoma. Brez glioksilatnega cikla bi v Krebsovem ciklu prihajalo do izgub
obeh C atomov z dekarboksilacijo, posledi¢no za sintezo celicne biomase ogljik ne bi bil
na voljo. Med rastjo bakterij na spojinah, ki imajo ve¢ kot 2 C atoma, je IDH veCinoma v
nefosforiliranem stanju in je aktivna. Vecina ogljika je usmerjenega v Krebsov cikel
(Shinar in sod., 2009). Pri rasti na C. spojinah je izocitrat dehidrogenaza s fosforilacijo
inaktivirana. Tako je tok ogljika usmerjen v glioksilatni cikel in proti glukoneogenezi.
(Huttner in sod., 1997).

Acetat

|

Acetil-CoA

|lzocitrat

.' IDHKP
‘ e
| / IDH IDH-P

IDHKP
\ Glioksilat
A ' COQ

N e—
\ a-ketoglutarat

co,

Slika 4: Regulacija glioksilatnega cikla pri bakteriji E. colis sistemom IDHKP/IDH, ki pretvarja encim IDH
iz fosforilirane oblike v nefosforilirano, in obratno. S pretvorbo iz neaktivne oblike v aktivno usmerja tok
ogljika v Krebsov cikel (Shinar in sod., 2009).

2.2.3.2 Pot etilmalonil-CoA

Pri velikem Stevilu bakterij ni prisotnega zapisa za gen izocitrat liazo, ki je klju¢ni gen
glioksilatnega cikla. Med njimi so tudi nekatere vrste streptomicet in tudi druge
industrijsko pomembne bakterije kot so Methylobacterium extorquens, Rhodobacter
sphaeroides in Rhodospirillum rubrum (Alber in sod., 2006; Erb in sod., 2009) pa tudi
fakultativni denitrifikatorji kot je Paracoccus versutus (Alber, 2011). Iskanje alternativne
poti za asimilacijo acetata so Alber in sod., 2006 raziskovali na bakteriji R. sphaeroides.
To asimilacijsko razli¢ico so Erb in sod., 2007 poimenovali pot etilmalonil-CoA (Slika 5).
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Glavna funkcija poti je pretvorba centralnega metabolita acetil-CoA do specificnih
prekurzorskih metabolitov, ki so vklju¢eni v biosintezo celicnih komponent. Mnoge
streptomicete pa to pot uporabljajo tudi za zagotavljanje prekurzorjev za sintezo
bioaktivnih u¢inkovin sekundarnega metabolizma (Erb in sod., 2007).

Encimske reakcije metabolne poti etilmalonil-CoA

Pot etilmalonil-CoA je necikli¢na in se za¢ne s kondenzacijo dveh molekul acetil-CoA do
acetoacetil-CoA. Sledi redukcija Cs4 spojine, acetoacetil-CoA, do krotonil-CoA, ki se
nadalje reduktivno karboksilira do etilmalonil-CoA. Reakcijo reduktivne karboksilacije
katalizira krotonil-CoA karboksilaza/reduktaza (Ccr). S hidracijo Cs molekule mezakonil-
CoA nastane B-metilmalil-CoA, ki se razcepi na glioksilat in propionil-CoA. Kondenzacija
glioksilata in dodatne molekule acetil-CoA vodi v nastanek malata; propionil-CoA se
karboksilira v sukcinat (Erb in sod., 2007). Reakcijo opisuje spodnja enacba, ki prikazuje
neto reakcijo ene ponovitve poti etilmalonil-CoA (Alber, 2011).

3 acetil-CoA + CO, + HCOy™ + 2 NADPH + H,0 + OH' 2 malat? + 3 HSCOA + 2
NADP* + 4 [H]
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Slika 5: Shema poti etilmalonil-CoA (Alber, 2011)

Kljuéni encimi in intermediati

Kljuéni encim poti etilmalonil-CoA je krotonil-CoA karboksilaza/reduktaza (Ccr), ki
katalizira reduktivno karboksilacijo krotonil-CoA do etilmalonil-CoA. Pri reakciji sodeluje
koencim NADPH, ki zagotavlja reduktivno moc¢ (Erb in sod., 2009). Reakcija reduktivne
karboksilacije enoil-CoA je v biologiji precej redka, zato lahko ob prisotnosti gena za
encim Ccr trdimo, da organizem za asimilacijo C spojin uporablja pot etilmalonil-CoA
(Erb in sod., 2007).

Intermediati poti etilmalonil-CoA so po svoji strukturi zelo zanimivi (Slika 6). Gre za
specificne CoA-estre, ki jih v drugih metabolnih poteh ne najdemo. To so (2R)- in (2S)-
etilmalonil-CoA, (2S)-metilsukcinil-CoA, mezakonil-(C1)-CoA in (2R, 3S)-metilmalil-
CoA. Identifikacija teh intermediatov zahteva tudi nove encime, ki pretvarjajo prej nastete
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spojine. Poleg klju¢nega encima Ccr je v metabolno pot vkljucen tudi encim (3S)-malil-
CoA tioesteraza. Gre za prvi primer encima, ki katalizira ne-Claisenovo kondenzacijo in ga
uvr§¢amo v popolnoma nov razred encimov tioesteraz (Alber, 2011).

o] 8]
I /‘\)I\ /\)‘I\
H,C Y S-CoA H,C S-CoA
Hsc/\)'l\s_cm 3 H o 3 [ o
COOH COOH
krotonil-CoA (25)-etilmalonil-CoA (2R)-etilmalonil-CoA
(8] (o] l'}H o]
Hooc/\l)l\s-cm Hooc/\l/lks-c:on HOOC/\E)J\S-COA
CH, Hq CH,
(25)-metilsukcinil-CoA mezakonil-{C1)-CoA (2R, 35)-B-metilmalil-CoA
(= 2-metilfumaril-CoA)
OH O o 0
/T\)l\ Hac\)l\ “sc\)'l\
HooC S-CoA  SCoA [ St
_ COOH COOH
(35)-malil-CoA (25)-metilmalonil-CoA (2R)-metilmalonil-CoA

Slika 6: Nenavadni intermediati poti etilmalonil-CoA (Alber, 2011)
2.2.3.3 Pomen metabolnih poti za asimilacijo acetata

Ena izmed razlag zakaj v naravi obstajata dve razli¢ni poti za asimilacijo acetata, je ta, da
imajo mikroorganizmi dva razlicni poti biosinteze malata. Ob preucitvi celotnih
bakterijskih genomov so ugotovili, da ena tretjina od 413 preiskanih rodov vsebuje gene za
glioksilatni cikel (izocitrat liazo in malat sintazo), 7% jih vsebuje gene za etilmalonil-CoA
pot (krotonil-CoA karboksilazo/reduktazo, etilmalonil-CoA mutazo in metilsukcinil-CoA
dehidrogenazo), le 1% preucenih rodov pa vsebuje gene za asimilacijo acetata po obeh
poteh. Preostalih 60% rodov ne potrebuje metabolne poti za asimilacijo acetata, saj imajo
na voljo $ir§i nabor substratov, ali pa uporabljalo do sedaj Se neznano pot asimilacije.
Specifiéne metabolne poti za asimilacijo acetata prav tako ne potrebujejo anaerobne
bakterije; pri njih se acetil-CoA neposredno pretvori v piruvat z reakcijo reduktivne
karboksilacije. Od tu naprej pa v oksaloacetat in o-ketoglutarat. Encim, ki katalizira
reduktivno karboksilacijo, za sprejem elektronov uporablja feredoksin, ki je sprejemnik z
nizkim redoks potencialom in nastaja v anaerobnih razmerah (Alber, 2011).

Pot etilmalonil-CoA je neciklicna, tako da ni potrebe po regeneraciji akceptorske
molekule. Acetil-CoA lahko nastaja iz vrste obnovljivih ogljikovih substratov, ki se stekajo
v metabolizem. Pot etilmalonil-CoA nima direktnih povezav do ciklicnih poti (npr.
Krebsov cikel), kar pomeni, da deluje neodvisno od drugih poti pretvarjanja C. enot v
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glukoneogene prekurzorje. To omogoca, da se lahko vsi intermediati poti etilmalonil-CoA
porabijo za biosintezo uporabnih spojin (npr. polihidroksibutirati, poliketidi) (Alber, 2011).

Genski homologi krotonil-CoA karboksilaze/reduktaze

Kljuéni geni, povezani s potjo etilmalonil-CoA, so prisotni v genomu Stevilnih bakterij
rodu Actinomycetales. Navadno so namesc¢eni skupaj, najbolj pogosto v enem operonu,
imenovanem emc operon (Slika 7), kot navajajo Jung in sod. (2014). Zanimivo je, da
poleg gena za krotonil-CoA karboksilazo/reduktazo v emc operonu, najdemo tudi dodatne
kopije genskega homologa ccr v genskih skupinah za biosintezo sekundarnih metabolitov.
Quade in sod. (2012) opisujejo stevilne poliketidne strukture s stranskimi verigami, Ki naj
ne bi izvirale iz primarnega metabolizma. Demonstirali so, da imajo homologi ccr gena
pomembno vlogo pri biosintezi nenavadnih podaljSevalnih enot kot je na primer
etilmalonil-CoA. Homologi Ccr so vkljuceni v reduktivno karboksilacijo raznolikih 2-
alkenoil karboksilnih kislin, produkt pa so nenavadni alkilmalonil tioestri, ki se uporabijo
pri biosintezi poliketidnih verig. S tem se mo¢no poveca nabor in raznolikost biolosko
aktivnih metabolitov (Quade in sod., 2012). Analiza sekvenc PKS genskih skupin v
raziskavah je pokazala, da lezijo homologi ccr gena v skupinah za biosintezo
konkanamicina (Haydock in sod., 2005), indanomicina (Li in sod., 2009), elaiofilina
(Haydock in sod., 2004), spiramicina (Karray in sod., 2007), foslaktomicina A
(Palaniappan in sod., 2003), FK520 (Wu in sod., 2000), oligomicina (Omura in sod., 2001)
in mnogih drugih.

V raziskavi, ki so jo opravili Goranovi¢ in sod. (2010), so v genomu bakterije S.
tsukubaensis odkrili dva homologa gena ccr. S. tsukubaensis; ta je pomemben proizvajalec
sekundarnega metabolita poliketidnega izvora FK506 (takrolimus), ki se v humani
medicini uporablja kot imunosupresiv za prepreCevanje =zavrnitve organov po
transplantacijah. Gen, poimenovan ccrl, je del primarne metabolne poti (etilmalonil-CoA
pot) in katalizira pretvorbo krotonil-CoA do etilmalonil-CoA. V skupini za biosintezo
poliketida FK506 pa obstaja $e en genski homolog ccr, imenovan allR, ki ima vlogo pri
sintezi nenavadne podaljSevalne enote alilmalonil-CoA. Gena ccr in allR izrazata precej
visoko skladnost - 66% identi¢nost nukleotidnega zaporedja in 57,4% identi¢nost
aminokislinskega zaporedja, kljub temu, da sta v razlicnih celi¢énih metabolnih poteh
(Goranovic in sod., 2010).

Stevilne PKS genske skupine, ki vgrajujejo v strukturo poliketidne verige etilmalonil-CoA
podaljsevalno enoto, vsebujejo ccr homolog, saj si tako zagotovijo dovolj prekurzorja
(2S)-etilmalonil-CoA. Izjemi sta npr. S. cinnamonensis in S. coelicolor, ki sintetizirata
monenzin in germicidin. Za njuno sintezo je prav tako potreben (2S)-etilmalonil-CoA,
vendar prekurzor verjetno pridobivata iz primarnega metabolizma, saj v PKS genski
skupini niso odkrili ccr homologa (Jung in sod., 2014).
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Slika 7: Organizacija poti etilmalonil-CoA v genomu desetih streptomicet; msd (metilsukcinil
dehidrogenaza), mch (mezakonil hidrataza), mml (metilmalil liaza), meaA (etilmalonil mutaza), ccr (krotonil-
CoA karboksilaza/reduktaza), tetR (tetraciklinski represor), hed (hidroksibutiril-CoA dehidrogenaza), “Not
related genes” (geni, ki s potjo niso povezani) (Jung in sod., 2014). Organizacija emc operona S. tsukubaensis
je podobna kot organizacija operona prikazana na sliki pri S. coelicolor A3(2).

Sekundarni metabolizem streptomicet

Poleg primarnega metabolizma so streptomicete znane po raznovrstnem in kompleksnem
sekundarnem metabolizmu, ki se navadno zacne izrazati v stacionarni fazi rasti kot
navajajo Kieser in sod. (2000). Vloga sekundarnega metabolizma pri teh mikroorganizmih
ni natacno poznana, kot mozni funkciji se navajata medceli¢no signaliziranje in prednost
pri tetkmovanju z drugimi organizmi (Preglednica 1). Veliko $tevilo produktov sekundarnega
metabolizma je medicinsko uporabnih, za Stevilne pa bioloske vloge Se ne poznamo
(Kieser in sod., 2000). Streptomicete proizvajajo veliko vrst sekundarnih metabolitov; kar
polovica vseh sevov streptomicet naj bi proizvajala vsaj enega ali ve¢ od 500 antibiotikov,
ki jih poznamo kot produkte sekundarnega metabolizma vrst rodu Streptomyces (Madigan
in sod., 2009).

Med mikrobne sekundarne metabolite priStevamo Stevilne antibiotike, pigmente, toksine,
efektorje tekmovanja in simbioze v mikrobni ekologiji, feromone, encimske inhibitorje,
imunomodulirajoe spojine in rastne promotorje zivali in rastlin (Demain, 1998).
Sekundarni metaboliti imajo velik vpliv na zdravje, prehrano in ekonomiko nase druzbe.
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Pogosto imajo nenavadne strukture, njihova sinteza pa je uravnavana s hranili, hitrostjo
rasti, povratno zvezo, inaktivacijo in indukcijo encimov. Regulacija je pogosto
kompleksna, nanjo pa vplivajo specifiéne nizko-molekularne spojine, prenasalna RNA,
sigma faktorji in produkti genov, sintetizirani v pozni eksponencialni fazi (Demain, 1998).

Geni za sintezo sekundarnih metabolitov so navadno kodirani na kromosomski DNA v
skupinah. Redko jih kodira plazmidna DNA (Demain, 1998). Posamezna genska skupina
navadno kodira vse potrebne encime metabolne poti, ki skupaj katalizirajo niz
biokemijskih reakcij, ki vodijo do kon¢nega produkta. Zaradi podobnosti poliketidov in
aminokislinskih zaporedij proteinov, ki sodelujejo pri sintezi mascobnih kislin sklepajo, da
so se poti sekundarnega metabolizma razvile s podvojitvijo in modifikacijo genov za
primarni metabolizem (Madigan in sod., 2009).

Preglednica 1: Priblizno $t. biolosko aktivnih metabolitov glede na proizvodni organizem (Bérdy, 2005)

Vir Antibiotiki Drugi Vsi bioaktivni  Uporaba v Neaktivni

(organizem) bioaktivni metaboliti humani metaboliti
metaboliti terapiji

Bakterije 2900 900 3900 10-12 3000 — 5000

Aktinomicete 8700 1400 10 100 100 - 120 5000 — 10 000

Glive 4900 3700 8600 30-35 20 000 — 25 000

2.2.4  Poliketidi

Poliketidi so obsezna skupina naravnih produktov, ki jih sintetizirajo streptomicete, pa tudi
druge bakterije, glive in rastline. Med klinicno pomembnejse priStevamo tetraciklinske
protibakterijske ucinkovine, protirakaste ucinkovine antracikline (daunorubicin) in
rapamicin, makrolide (eritromicin), u¢inkovine ki znizujejo krvni holesterol (lovastatin) in
mnoge druge medicinsko pomemembne metabolite (Shen, 2003). Kljub strukturni
raznolikosti so vsi poliketidi sintetizirani z zaporednimi reakcijami Claisenove
kondenzacije. Gre za reakcijo med tioesterificiranimi derivati malonata, ki delujejo kot
podaljSevalne enote, in acilnimi tioestri, ki so rastoa veriga. Encime, ki katalizirajo
dekarboksilativne kondenazcije, imenujemo poliketid sintaze, s kratico PKS. Zaradi
podobnosti v sintezi masc¢obnih kislin in poliketidov za poimenovanje PKS uporabljamo
nomenklaturo, ki izvira iz poimenovanja sintaz masc¢obnih kislin (Chan in sod., 2009).

2.3 PROTISMISELNA RNA

Protismiselna RNA tehnika deluje na principu vezave majhnih RNA - sRNA (angl. small
RNA), poimenovanih tudi nekodirajoce RNA - ncRNA (angl. non-coding RNA), na
komplementarno mRNA, pri ¢emer pride do prekinitve translacije, saj SRNA prepreci
vezavo ribosoma. Prileganje SRNA na mRNA lahko vodi celo v razgradnjo RNA dupleksa
z ribonukleazami (Rasmussen in sod., 2007).
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2.3.1  Mehanizem delovanja protismiselne RNA

sRNA z dolzino 50-1000 nukleotidov kontrolirajo Stevilne celi¢ne procese pri prokariontih.
Vecina do sedaj znanih bakterijskih sRNA deluje na nivoju post-transkripcijskega
uravnavanja preko interakcije s 5'-vodilno regijo mRNA, s ¢imer spreminjajo stabilnost
MRNA, ki se prevaja (Panek in sod., 2008). Za vezavo sSRNA na tar¢no mRNA je potrebna
tudi vezava pomoznega proteina, Saperona Hfq. Ta naj bi povecal in vivo stabilnost
molekul sRNA, saj naj bi jih zascitil pred razgradnjo. Pri nekaterih organizmih imajo
sRNA glavno regulatorno vlogo pri u¢inkovitosti translacije in stabilnosti mRNA (Man in
sod., 2011).

sRNA uravnavajo $tevilne celicne procese v prokariontih: kontrolo kakovosti translacije,
proteinsko inhibicijo, homeostazo zeleza, nastanek proteinov zunanje membrane,
zaznavanje kvoruma, metabolizem sladkorjev, prezivetje v stacionarni fazi, virulenco in
odgovor na stres. Nacin regulacije genov preko sRNA je med bakterijskimi vrstami zelo
ohranjen. (Man in sod., 2011; Tezuka in sod., 2009). sRNA so identificirali tako v
mikobakterijah kot v streptomicetah, kjer negativho vplivajo na rast, produkcijo
sekundarnih metabolitov in virulenco (Arnvig in Young, 2009; D'Alia in sod., 2010).
Ocitna $tevilénost funkcionalnih sRNA v bakteriji S. coelicolor zelo verjetno odraza
povecCane potrebe te vrste po regulaciji (glede na njen nenavadno velik genom),
prilagoditev razlicnim okoljem in virom hranil ter zelo raznovrsten sekundarni
metabolizem, vklju¢no z natan¢no usklajenimi potmi za produkcijo antibiotikov (D'Alia in
sod., 2010).

2.3.2  Uporaba tehnologije protismiselne RNA

Male RNA v evkariontih, kot npr. mikro RNA - miRNA (angl. micro RNA) in majhne
interferenéne  RNA - SiRNA (angl. small interfering RNA), predstavljajo moc¢no
eksperimentalno tehniko za utiSanje genskega izrazanja tako v celi¢nih kulturah kakor v
zivih organizmih (Man in sod., 2011). Antisense tehniko za nizanje genskega izrazanja SO
pred leti zaceli uporabljati tudi pri streptomicetah in mikobakterijah (Lewin in sod., 2008;
Sharbati in sod., 2009; Uguru in sod., 2013; Choi in sod., 2007; D Alia in sod., 2010). V
raziskavi so Lewin in sod. (2008) tehniko protismiselne RNA uporabili na patogeni
bakteriji Mycobacterium bovis. Utisali so gensko izrazanje mikobakterijskega DNA-
vezavnega proteina | (MDP 1). Oblikovali so protismiselno RNA dolzine 113 bp. V
primerjavi s kontrolnim sevom so uspeli v mutantu znizati izrazanje proteina MDP | za
50%. S tem so dosegli hitrejSo rast seva, vi§je koncentracije biomase v stacionarni fazi in
povecano obcutljivost na antibiotik ampicilin. V raziskavi so Uguru in sod. (2013) z
uporabo protismiselne RNA uspesno znizali izrazanje gena za aktinorodin in tako inhibirali
produkcijo antibiotika. Raziskovalci Choi in sod. (2007), ki so raziskovali vlogo sprC gena
pri Streptomyces griseus, ki kodira serinsko proteazo, so oblikovali protismiselno RNA v
dolzini 1700 bp in zniZali aktivnost kimotripsina na tretjino vrednosti kotrole. V ¢€lanku
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D Alia in sod. (2010) so preucevali funkcijo gInA gena za glutamin sintazo | pri S.
coelicolor, pri raziskavah so oblikovali protismiselno RNA dolzine 88 bp. Demonstrirali so
znizanje proteinske sinteze, rasti in produkcije antibiotika undecilprodigiozina.

Tehnologija protismiselne RNA je Se posebej uporabna v primerih, kjer bi bila inaktivacija
gena letalna za celice, znizanje nivoja produkcije proteina pa celica Se tolerira (Wilson,
1998). Inhibitorna ucinkovitost protismiselne RNA tehnike je odvisna od razlicnih
dejavnikov: dolzine in strukture, hitrosti vezave, znotrajcelicne koncentracije in odpornosti
proti razgradnji izbrane antisense molekule. Protismiselna RNA mora biti dolga vsaj 5 %
dolzine gena in ciljati na start kodon ter Shine-Dalgarnovo sekvenco mRNA, mesto vezave
ribosoma (Rasmussen in sod., 2007).
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3 MATERIALI IN METODE

Laboratorijsko delo v okviru magistrskega dela je obsegalo vec¢ sklopov:

e Bioinformatske metode

S pomoc¢jo bioinformatskih metod smo s programom BLAST (Altschul in sod., 1990;
Wheeler in sod., 2007) na spletni strani NCBI (NCBI, 1988) identificirali kljuéne gene
etilmalonil-CoA poti in glioksilatnega cikla pri Streptomyces sp. Osredotocili smo se
predvsem na vrsto S. tsukubaensis, ki je primer bakterije, ki asimilira acetat po EMC poti,
in S. coelicolor, pri kateri smo nasli zapis za gene EMC in glioksilatne metabolne poti.

¢ Molekularno-bioloske, mikrobiolos$ke ter analitske metode
a) Streptomyces tsukubaensis

Z uporabo molekularnih metod (PCR reakcija, restrikcija, ligacija, defosforilacija,
transformacija) smo pripravili konstrukta pSET152+PermE*(bRBS)+antilCD in
pSET152+PermE*+iclOp+PermE*(bRBS)+antilCD, ki vsebujeta zapis za protismiselno
RNA encima izocitrat dehidrogenaze. Predhodno smo od sodelavcev prejeli plazmidne
konstrukte pSET152+PermE*+emcOp in pSET152+PermE*+iclOp.

V mikrobioloskem sklopu smo omenjene konstrukte in potrebne kontrolne plazmide vnesli
Vv izbrane seve S. tsukubaensis s konjugativnim prenosom. Po selekciji transformant smo
posamezne kolonije testirali na minimalnem gojiscu z acetatom, kot edinim virom ogljika.
Ugotavljali smo morebitno povrnitev sposobnosti rasti.

V sevih S. tsukubaensis z vstavljenim zapisom za protismiselno RNA encima ICD smo
vrednotili aktivnost izocitrat dehidrogenaze. S tem smo potrdili, da smo z vnosom
zaporedja antilCD zmanjsali koli¢ino encima izocitrat dehidrogenaze v celici. Izbrane seve
S. tsukubaensis smo namnozili in izolirali celicne proteine. Z Bradford metodo smo
izmerili koncentracijo proteinov in izvedli encimski test s komercialnim kitom.

b) Streptomyces coelicolor

V drugem delu molekularnobioloskega sklopa smo pripravili plazmidni konstrukt za
inaktivacijo emc operona v bakteriji S. coelicolor. Izvedli smo potrebne PCR reakcije in
fragmente zdruzili v plazmidni konstrukt pKC1139+emc del+ts s pomocjo Gibson
reakcije.
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Mikrobioloski sklop je zajemal konjugativni prenos konstrukta pKC1139+emc del+ts v
izbrani sev S. coelicolor in selekcijo transformant. S postopkom subkultivacij smo dosegli
integracijo plazmida v genom s homologno rekombinacijo. Iskali smo tak$ne kolonije, ki
so del vgrajenega plazmida kasneje izgubile iz kromosoma. Mutante s prekinjenim emc
operonom smo prepoznali preko njihovega profila antibiotske odpornosti, tiostrepton
odporne in apramicin ob¢utljive. Prekinitev operona v pridobljenih mutantah smo potrdili z
reakcijo PCR na osnovi kolonije in s sekvenciranjem.

V analitskem sklopu smo pridobljeno mutanto in kontrolni sev testirali v tekocem
minimalnem gojis¢u z glukozo in acetatom, kot edinim virom ogljika. S HPLC metodo
smo spremljali porabo glukoze in acetata v gojiscu.
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3.1 MATERIALI

3.1.1 Plazmidi

Pri molekularnobioloskem sklopu nasega dela smo uporabljali plazmide pSET152 (Slika
8), pCR2.1 (Slika 9) in pKC1139 (Slika 10).

3.1.1.1 Plazmid pSET152

Xbal (5229)
Ndel (5224)

EcoRI(5217)

int (phiC31)

pSetl152
5696 bp

attP (phiC31)

AprR (aac(3)IV)
oriT

Slika 8: Shema osnovnega plazmida pSET152. int gen predstavlja integrazo bakteriofaga ®C31, ki omogoca
integracijo plazmida v streptomicetni genom. attP oznacuje prepoznavno mesto za vstavitev v genom. oriT
predstavlja odsek za replikacijo plazmida v E. coli celicah. Gen aac(3)IV omogoca rezistenco na antibiotik

apramicin. Oznacena so tudi prepoznavna mesta za restrikcijske encime, ki se nahajajo v multiplem mestu za

kloniranje (MCS).
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3.1.1.2 Plazmid pCR2.1

EcoRI(3915) EcoRI(2)

LacZ promotor LacZ

ori puC

pCR2.1
3931 bp

“KnR

AmpR

Slika 9: Shema osnovnega plazmida pCR2.1.Vsebuje ori pUC mesto, ki oznacuje mesto zaéetka prenosa.
Nosi zapis za dva gena, katerih produkti omogocajo rezistenco na kanamicin (KnR) in ampicilin (AmpR).
LacZ predstavlja gen za -galaktozidazo pod promotorjem lacZ, ki omogoca modro-beli test. Oznaceni sta
tudi prepoznavni mesti za restrikcijski encim EcoRl, ki se nahajata v multiplem mestu za kloniranje (MCS).

3.1.1.3 Plazmid pKC1139

pKC1139
6412b
arenp onT

AprR

oriC HindIII (27789)
EcoRI (2840)
Slika 10: Shema osnovnega plazmida pKC1139.Mesto oriT oznacuje odsek za replikacijo plazmida v E. coli

celicah, oriC pa v streptomicetah. Rezistenco na antibiotik apramicin omogoc¢a odsek AprR. Oznaéena so
tudi prepoznavna mesta za restrikcijske encime, ki se nahajajo v multiplem mestu za kloniranje (MCS).
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3.1.2  Oligonukleotidni zacetniki

V PCR reakcijah (verizna reakcija s polimerazo) smo uporabljali oligonukleotidne
zacetnike proizvajalca Sigma-Aldrich, navedene v preglednici 2. Za oblikovanje zacetnih
oligonukleotidov smo uporabili orodje Primer-BLAST (Ye in sod., 2012). Dolo¢enim
oligoukleotidom smo dodali restrikcijska mesta za encim Xbal (TCTAGA) in Ndel
(CATATG) — podértano.

Preglednica 2: Zagetni oligonukleotidi. Vsa zaporedja so navedena od 5°- proti 3"-koncu.

Ime
anti-icd Fw

anti-icd Rv

ecm-del leftHOM fw
ecm-del leftHOM rv
ecm-del TS fw
ecm-del TS rv
ecm-del rightHOM fw
ecm-del rightHOM rv
ecm-del G 3

ecm-del G 5

ecm-del G (ts) 5
ecm-del G (ccr) 5

Nukleotidno zaporedje
TTTTTICTAGAGTCAAGCAATGTTGCA
GACGTGGAG
TTTTTTTCATATGCTTGTCGTAGCGGGC
GCGGA
TGISP4AAACGACGGCCAGTGCCAAGCTT
AGCGCGGCCGGCAGCCGAGC
TGATCCTCTAGGGTGTTGCCTCCGGCG
GTGAGCG
GAGGCAACACCCTAGAGGATCAAGGC
GAATAC
CTCCGCCGTCCCTAGAGGATCATCACT
GACG
TGATCCTCTAGGGACGGCGGAGGCCAC
ACATG
AAACAGCTATGACATGATTACGAATTC
GCCGGACTCGATCCGGGCCC
TACCTCAACAACGCGGTCAA

CCTCCTTCAGCTTCTCCAGC

CGCCTTGATCCTCTAGGGTG
ATGTTCCGGAAGCGGTTGAT

Namen

Pomnozitev zaporedja
antilCD

Pomnozitev zaporedja
antilCD

Inaktivacija emcOp

Inaktivacija emcOp
Inaktivacija emcOp
Inaktivacija emcOp
Inaktivacija emcOp
Inaktivacija emcOp
Potrditev inaktivacije
emcOp, sekvenciranje
Potrditev inaktivacije
emcOp, sekvenciranje

Potrditev inaktivacije emcOp
Potrditev inaktivacije emcOp
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3.1.3  Mikroorganizmi

Pri delu smo uporabljali mikroorganizme, nastete v preglednicah 3, 4 in 5. Vir vseh sevov
je podjetje Acies Bio d.o.0.

Preglednica 3: Seznam uporabljenih sevov E. coli:

Vrsta Tip

E. coli DH10B Prilagojen sev za uporabo v molekularno bioloskih
laboratorijih

E. coli ET12567 + pUZ8002 Sev z okvarjenim sistemom za metilacijo in dodanim

konjugativnim plazmidom pUZ8002

Preglednica 4: Seznam uporabljenih sevov S. tsukubaensis:

Vrsta Tip

S. tsukubaensis NRRL 18488 WT (divji tip)

S. tsukubaensis AdemcOp Sev z inaktiviranim emc operonom

S. tsukubaensis AemcOp + emcOp Sev demcOp z dodano konstitutivno izrazeno kopijo emc
operona

S. tsukubaensis AemcOp + iclOp Sev demcOp z dodano konstitutivno izrazeno kopijo icl
operona

S. tsukubaensis NRRL 18488 + Sev WT z dodanim zaporedjem antilCD
antilCD

S. tsukubaensis AemcOp + antilCD Sev AdemcOp z dodanim zaporedjem antilCD
S. tsukubaensis AemcOp + iclOp + Sev AdemcOp z dodano konstitutivno izraZzeno kopijo icl
antilCD operona in zapisom za antisense RNA icd

Seva S. tsukubaensis WT in 4emcOp (Kosec in sod., 2012) sta bila pripravljena v podjetu
Acies Bio d.o.o. pred pri¢etkom magistrskega dela. Prav tako je bil pripravljen sev z
dodano konstitutivno izrazeno kopijo emc operona. Sev z dodano konstitutivno izrazeno
kopijo icl operona smo pripravili v okviru magistrskega dela. Prav tako smo pripravili sev
z dodatno izraZeno kopijo icl operona in zapisom za antisense RNA encima icd. Pripravili
smo tudi vse potrebne kontrolne seve, ki v preglednici niso navedeni.

Preglednica 5: Seznam uporabljenih sevov S. coelicolor:

Vrsta Tip

S. coelicolor A3(2) WT (divji tip)

S. coelicolor J801 Sev s prekinjenim genom za agarazo (dagA’)
S. coelicolor AemcOp Sev z inaktiviranim emc operonom

Sev S. coelicolor AemcOp smo pripravili v okviru magistrskega dela.
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3.14  Gojisca

Gojis¢a smo pripravljali po naslednjem postopku:

Navedene sestavine smo zatehtali v ¢aso in dodali ustrezno koli¢ino destilirane vode. Ce je
bilo potrebno, smo umerili pH z dodatkom raztopin 1 M NaOH ali 1 M HCI. Tako
pripravljeno gojis¢e smo z merilnim valjem ustrezno razdelili v steklenice (500 ali 1000
ml). Ce smo pripravljali trda gojis¢a, smo v steklenice loeno zatehtali agar. Avtoklavirali
smo pri standardnih pogojih (121°C in 1,3 bar). Cas sterilizacije smo prilagodili tipu
gojiséa. Ce smo pripravljali trdno gojisée smo po avtoklaviranju steklenice ohladili z
mesanjem na magnetnem mesalu. Po potrebi smo pred razlivanjem dodali antibiotike v
ustrezni koncentraciji, premesali in razlili na sterilne petrijeve plosc¢e v brezprasni komori.
Plos¢e smo posusili in jih hranili na sobni temperaturi. V primeru dodanih antibiotikov,
smo plosce hranili na 4°C.

3.1.4.1 2TY (tryptone yeast extract medium)

2TY tekoce/trdno gojisce smo uporabljali za kultivacijo celic E. coli DH10p in ET12567.

Preglednica 6: Sestava 2TY gojis¢a (Sambrook in sod. 1989).

Sestavine Koncentracija v gojiscu (g/1) Proizvajalec
Kazein pepton 16 Merck
Kvasni ekstrakt 10 Biolife

NaCl 5 Carlo Erba
Bakterioloski agar 20 Biolife

(za trdno gojisce)

Destilirana voda doll

*Cas sterilizacije je bil 20 minut.

3.142 MMAM

MMAM gojisce smo uporabili kot konjugacijsko gojisce za bakterijo S. tsukubaensis. Nanj
smo nacepili konjugacijsko meSanico streptomicet in transformiranih celic E. coli.

Preglednica 7: Sestava MMAM gojisc¢a (Kieser in sod., 2000).

Sestavine Koncentracija v goji$¢u (g/l) Proizvajalec
Koruzna namakalna vodica 5 Cargill Foods
Koruzni skrob 10 Cerestar
Kvasni ekstrakt 3 Biolife
CaCOs 3 Sigma
FeSO4x 7H.0 0,3 Merck
Bakterioloski agar 20 Biolife
Destilirana voda doll

*Cas sterilizacije je bil 20 minut. pH 5,8.
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3.1.4.3 SM (mannitol soya flour medium)

Trdno SM gojis¢e smo uporabljali za kultivacijo in sporulacijo bakterije S. coelicolor, ter
pri konjugaciji s celicami E. coli.

Preglednica 8: Sestava SM gojis¢a (Kieser in sod., 2000).

Sestavine Koncentracija v goji$¢u (g/) Proizvajalec
D-manitol 20 Carlo Erba
Sojina moka 20 Sigma — Aldrich
Bakterioloski agar 20 Biolife
Destilirana voda doll

*Cas sterilizacije je bil 30 minut. pH 7,0.

*Po avtoklaviranju smo gojis¢u po potrebi dodali sterilno raztopino MgCl> (kon¢na koncentracija v gojiscu
100 mmol/l).

3.14.4 CRM

Tekote CRM gojis¢e smo uporabljali za kultivacijo bakterije S. coelicolor pri
namnozevanju za izolacijo genomske DNA ter pri postopku subkultivacij.

Preglednica 9: Sestava CRM gojis¢a (Kieser in sod., 2000).

Sestavine Koncentracija v goji$¢u (g/l) Proizvajalec
Glukoza 10 Kemika
Saharoza 103 Sigma — Aldrich
MgCl; x 6H.0 10,12 Merck

TSB 15 Oxoid

Kvasni ekstrakt 5 Biolife
Destilirana voda doll

*Cas sterilizacije je bil 15 minut.

3.1.45 MM (minimal medium)

Trdno MM gojisce smo uporabljali za preverjanje rasti streptomicet na acetatu, kot edinem
viru ogljika.

Preglednica 10: Sestava MM gojisc¢a (Kieser in sod., 2000).

Sestavine Koncentracija v gojiScu (g/l) Proizvajalec
(NH4)2S04 1 Sigma — Aldrich
K2HPO, 0,5 Merck

MgSO. x 7H,0 0,2 Merck

FeSO4 x 7TH.0 0,01 Merck
Bakterioloski agar 10 Biolife
Destilirana voda doll

*Cas sterilizacije je bil 15 minut.
**Po avtoklaviranju smo gojis¢u po potrebi dodali filtrirano raztopino natrijevega acetata (konc¢na
koncentracija v gojiscu 2 g/l).
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3.1.4.6 NMMB

Tekoce NMMB gojis¢e smo uporabili za preverjanje rasti streptomicet na acetatu, kot
edinem viru ogljika.

Preglednica 11: Sestava NMMB gojis¢a (Kieser in sod., 2000).

Sestavine Koncentracija v gojis¢u (g/l)  Proizvajalec
(NH4)2S0q4 1 Sigma — Aldrich
K:HPO4 0,5 Merck

MgSO4 x 7H,0 0,2 Merck

FeSO4 x 7H,0 0,01 Merck
NaH2PO4 [12g/100ml] 6,25 ml/l Merck

K2HPO, [17,49/100ml] 8,75 ml/l Merck
Destilirana voda doll

*Bakterioloski agar smo dodali, ¢e smo pripravljali trdno gojisce.
*Cas sterilizacije je bil 15 minut. pH 6,8.

3.1.4.7 NMMP

Tekoce NMMP gojisce smo uporabili za namnozevanje sevov S. tsukubaensis z namenom
merjenje aktivnosti encima ICD.

Preglednica 12: Sestava NMMP gojisca (Kieser in sod., 2000).

Sestavine Koncentracija v gojiscu (g/1) Proizvajalec
(NH4)2S04 1 Sigma — Aldrich
K2HPO4 0,5 Merck

MgSQO4 x 7H.0 0,2 Merck

FeSO4 x 7TH,0 0,01 Merck
NaH»PO, [12g/100ml] 6,25 ml/l Merck

K2HPO4 [17,49/100ml] 8,75 ml/l Merck

PEG 4000 50 Sigma — Aldrich
Kazamino kisline 5 Becton Dickinson
Glukoza 5 Kemika
Destilirana voda do1ll

*Cas sterilizacije je bil 15 minut. pH 6,8.
3.1.4.8 ISP4

Trdno ISP4 gojisce (Atlas in Kelly, 2004) smo uporabljali za kultivacijo in sporulacijo
bakterije S. tsukubaensis.

Preglednica 13: Sestava ISP4 gojisca.

Sestavine Koncentracija v gojiS¢u (g/l) Proizvajalec
Topni skrop 10 Merck
CaCO3 2 Sigma — Aldrich

KoHPO, 1 Merck
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NaCl 1 Carlo Erba

(NH4)2S0q4 2 Sigma — Aldrich
MgSOs4 x 7H>0 1 Merck

Mineralna raztopina (tabela)** 1 ml

Bakterioloski agar 20 Biolife

Destilirana voda doll

*Cas sterilizacije je bil 20 minut. pH 7,0.

**Preglednica 14: Sestava mineralne raztopine za ISP4 gojisce.

Sestavine Koli¢ina (g) Proizvajalec

FeSOsx 7H-0 0,1 Merck

MnSO,4 x 7H>0 0,1 Fluka

ZnS04 X 7TH,0 0,1 Merck

Destilirana voda do 100 ml

3.1.5 Encimi

Preglednica 15: Seznam uporabljenih encimov.

Encim Uporaba Proizvajalec
Phusion DNA polimeraza PCR reakcije Thermo Scientific
DreamTaq DNA polimeraza Dodajanje A-repkov, PCR reakcije Thermo Scientific
Restrikcijski encimi FD Restrikcijske reakcije Thermo Scientific
T4 DNA ligaza Ligazne reakcije Thermo Scientific
FastAP fosfataza Reakcije defosforilacije Thermo Scientific

3.1.6  Antibiotiki

Preglednica 16: Seznam uporabljenih antibiotikov in ustrezne koncentracije.

Antibiotik Koncentracija v gojis¢éu Uporaba
(ng/ml)

Ampicilin 100 Selekcija E. coli DH108 s prejetim plazmidom
pCR2.1

Apramicin 50 Selekcija E. coli DH108 in streptomicet s
prejetim plazmidom pSET152 in pKC1139

Kanamicin 25 Selekcija E. coli ET12567

Kloramfenikol 10 Selekcija E. coli ET12567 s konjugativnim
plazmidom pUZ8002

Nalidinska kislina 25 Selekcija streptomicet

Tiostrepton 30 Selekcija streptomicet s prekinjenim emc
operonom

*Raztopine antibiotikov smo pred uporabo filtrirali.
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3.1.7  Pufrske raztopine

Preglednica 17: Seznam uporabljenih pufrov.

Pufer Uporaba Proizvajalec

5x Phusion GC pufer PCR reakcije s Phusion polimerazo Thermo Scientific

10x DreamTagq pufer Dodajanje A-repkov, PCR reakcije z Thermo Scientific
DreamTaq polimerazo

FD Green pufer Restrikcijske reakcije s FD encimi Thermo Scientific

10x T4 DNA ligazni pufer Ligazne reakcije s T4 DNA ligazo Thermo Scientific

10x FastAP pufer Reakcije  defosforilacije s  FastAP  Thermo Scientific
fosfatazo

6x LD DNA nanasalni pufer Agarozna gelska elektroforeza Thermo Scientific

50x TAE pufer Agarozna gelska elektroforeza

Fosfatni pufer za spiranje Merjenje aktivnosti ICD

Pufer za vzorce Merjenje aktivnosti ICD

Sestava 0,5 M zaloZne raztopine EDTA:

e 146,1gEDTA
e (estilirana vodado 1 |

Sestava 50x TAE pufra (tris acetatni pufer z EDTA):

e 242 g TRIS baza

e 57,1 mL ledenoocetna kislina
e 100ml0,5MEDTA

e destilirana voda do 1 |

Sestava 0,2 M fosfatnega pufra za spiranje:

e 17,81 g NazHPO4/do 500 ml dH20
e 13,80 g NaH2PO4/ do 500 ml dH20
e raztopino NaH2PO4dodamo v raztopino Na,HPO4 do pH 7,5

Sestava pufra za vzorce:

e 25ml 0,2 M fosfatnega pufra
e 5ml0,2MEDTA

e 1ml0,1 M PMSF/etanol

e destilirana voda do 50 ml

(konéna koncentracija: 100 mM)
(kon¢na koncentracija: 20 mM)
(konéna koncentracija: 2 mM)
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3.18

Ostali reagenti in raztopine

SYBR® safe gel stain (Invitrogen),
barvilo za garozne gele

ATP (New England Biolabs)

dNTP (New England Biolabs)
DMSO (Thermo Scientific)
nuclease-free water (Thermo Scientific),
destilirana voda brez nukleaz
Bradford reagent (Sigma — Aldrich)
20 % glicerol

IPTG (Sigma — Aldrich)

X-gal (Sigma — Aldrich)

Za ugotavljanje velikost fragmentov na agaroznih elektroforeznih gelih smo uporabili
DNA velikosti standard »Gene Ruler TM DNA Ladder Mix« podjetja Thermo Scientific
(Priloga A)

3.1.9

Komercialni Kiti

GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma — Aldrich),

kit za izolacijo plazmidne DNA

GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit (Sigma — Aldrich),

kit za izolacijo bakterijske genomske DNA

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega),

kit za ¢iS¢enje PCR pomnoZkov ter ¢iS¢enje DNA 1z agaroznega gela
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit (New England BioLabs),
kit za sestavljanje multiplih fragmentov DNA

IDH Activity Assay Kit (Sigma — Aldrich),

kit za merjenje aktivnosti encima izocitrat dehidrogenaze

Laboratorijske aparature in oprema

analitska tehtnica (Kern)

aparatura za izvajanje agarozne gelske elektroforeze (Bio-Rad)
aparatura za slikanje elektroforeznih gelov (Bio-Rad)

avtoklav (Sutjeska)

avtomatske pipete (Gilson)

brezprasna komora (Iskra pio)

centrifuge (Hettich)

digestorij (Med-Lab)
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o elektroporator (Bio-Rad)

e hladilnik, 4°C (LTH)

e HPLC aparatura (Thermo Separation Products)
e inkubator za streptomicete, 28°C in 30°C (Sutjeska)
e inkubator za E. coli, 37°C (Sutjeska)

e magnetna meSala (Uniequip, Tehtnica)

e mikrovalovna pecica (Gorenje)

e pH meter (Uniequip)

e PCR naprava (Biometrica)

e spektrofotometer (Tecan)

o stresalniki (Infors ht, Labnet)

e tehtnica (Kern)

e ultrazvocni razbijalnik (Sartorius)

¢ vodna kopel (Grant)

e vrtin¢nik (Ika)

e zamrzovalna omara, -20°C (LTH, Beko)

e zamrzovalna skrinja, -80°C (Heto)

3.1.11 Laboratorijska steklovina in potro$ni material

o centrifugirke (15 ml, 50 ml)
e erlenmajerice
o elektroporacijske kivete

o filtri
e koncentrator Sartorius Vivaspin (MWCO: 10 kDa)
e krioviale

e luknjaci za agar plosce

e magneti za meSanje

e mikrocentrifugirke (1,5 ml, 2 ml)
e mikrotitrske plosce

e merilne ¢aSe

o merilni valji

e nastavki za pipete

e petrijeve plosce

e plinski gorilnik

e razmazovalne palCke

o steklenice z zamaSkom

e sterilni zobotrebci in vatirane palcke



30

Lenasi M. Metabolne poti za asimilacijo acetata pri bakteriji Streptomyces sp.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

3.2 METODE

Prvi sklop naSega dela je predstavljala bioinformatska analiza sevov streptomicet S.
tsukubaensis in S. coelicolor ter naértovanje plazmidnih konstruktov, ki jih bomo
potrebovali pri nasem delu. V drugem sklopu smo z molekularnobioloskimi metodami
pripravili potrebne plazmide in jih z metodo konjugacije vnesli v izbrani sev S.
tsukubaensis oziroma S. coelicolor. Kot tretji sklop, smo selekcionirane konjugante
testirali za sposobnost rasti na acetatu, kot edinem viru ogljika. Glede na rezultate tretjega
sklopa smo pripravili nac¢rt nadaljnjega dela in se vrnili nazaj na prvi sklop. Delo je najprej
potekalo na bakteriji S. tsukubaensis, po izvedenih poskusih in zbranih rezultatih smo delo
nadaljevali na bakteriji S. coelicolor.

3.2.1  Verizna reakcija s polimerazo

Verizna reakcija s polimerazo, znana tudi pod anglesko kratico PCR. Je metoda, ki
omogoca kopiranje odsekov DNA s pomoc¢jo encima DNA-polimeraze. Kopiranje poteka
tako, da uporabimo dva zacetna oligonukleotida, ki sta komplementarna zafetnemu in
kon¢nemu odseku DNA, ki ga zelimo prepisati. Reakcija poteka verizno, pri vsaki
ponovitvi se Stevilo kopij pomnoZevanega odseka podvoji. Deluje na osnovi denaturacije
dvoverizne matricne DNA, sledi vezava specificnih zacetnih oligonukleotidov ter
podaljSevanje verige DNA. Z metodo lahko pomnoZimo zaporedje speficnega gena
oziroma preverimo integracijo kasete/plazmidnega konstrukta v genom.

Primer reakcijske meSanice (50 pl):

e 27 uldH20

e 10 pul 5x GC pufer

e 5ul20mMdNTP

e 2.5 ul 10 mM zacetni oligonukleotid 1

e 2.5 ul 10 mM zacetni oligonukleotid 2

e 1,5l DMSO

e | pul matrike (npr. genomska DNA, 50 — 250 ng)
e 0,5 ul polimeraze Phusion (1 U)
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Reakcijski cikel:

Preglednica 18: Potek PCR reakcije.

Temperatura (°C) Cas (minute) Stevilo ciklov Namen

98 2:00 1 Zacetna denaturacija

98 0:15 Denaturacija

Tm* 0:30 35 Vezava zacetnih oligonukleotidov
72 > Podaljsevanje verig DNA

72 10:00 1 Kon¢no podaljsevanje

4 - 1 Zadrzevanje

*Temperatura vezave je odvisna od temperature tali¢a oligonukleotidov.
** Cas podvojevanja je odvisen od dolzine pomnozka.

3.2.2  Agarozna gelska elektroforeza

Agarozna gelska elektroforeza je standardna metoda v molekularni biologiji, ki se
uporablja za lo¢evanje molekul nukleinskih kislin glede na njihovo velikost. To dosezemo
s premikanjem negativno nabitih molekul DNA/RNA skozi agarozni gel v elektricnem
polju. Krajse molekule se premikajo hitreje, ker se lazje prebijajo skozi pore v gelu in
posledi¢no pripotujejo dlje kot daljse molekule.

Metodo smo uporabili za locevanje in izolacijo PCR produktov, pri restrikcijskih analizah
pridobljenih plazmidov in za dolocanje koncentracij DNA.

Za analize DNA fragmentov na elektroforezi smo uporabili 0,8% agarozni gel. Zatehtali
smo ustrezno koli¢ino agaroze in dodali 1x TAE pufer ter segrevali v mikrovalovni pecici
dokler se ni agaroza popolnoma raztopila. Mesanici smo dodali barvilo SYBR® Safe DNA
gel stain, in vlili v stojalo za gel s pripravljenim glavnickom. Ko se je gel strdil smo
prenesli v elektroforezno banjico z 1x TAE pufrom in odstranili glavni¢ek. PCR
produktom je bilo potrebno pred nanosom na gel dodati Se nanasalni pufer, ki je DNA
obtezil, da se le ta usede na dno jamice. Dodali smo tudi velikostni standard, ki nam
omogoca dolocitev velikosti naSega produkta. Banjico smo prikljuc¢ili na elektri¢no
napetost (90 V) in tok pustili te¢i priblizno 45 minut. Po konc¢ani elektroforezi smo gel
presvetlili z UV lucjo in ga fotografirali, po potrebi smo produkt tudi izrezali ter izolirali.
V slednjem primeru smo za slikanje uporabili ustrezen filter, da smo DNA zasc¢itili pred
UV svetlobo.

3.2.3  Transformacija

Transformacija je sprejem in vkljucitev proste DNA v genom prejemnika, v nasem primeru
gre za vnos DNA v bakterijo E. coli. Celicam, ki so sposobne sprejeti DNA iz okolja,
pravimo kompetentne. Transformacijo bakterij E. coli smo izvedli s postopkom
elektroporacije po standardnih metodah (Sambrook in sod., 2001).
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Pred zacetkom postopka smo si pripravili mikrocentrifugirke z 1 ml medija 2TY.
Predhodno pripravljene elektrokompetentne celice so bile shranjene pri -80°C.
Elektrokompetentnim celicam E. coli (40 ul) smo dodali 1 pl plazmida oz. 2 ul ligaijske
mesanice, resuspendirali, prenesli v elektroporacijsko kiveto in jih izpostavili elektricnemu
pulzu (2 kV, 600 Q, 25 pF). Elektri¢ni pulz v membrane povzroci tvorbo por, kar omogoca
prevzem DNA v celice E. coli. Potem smo celice resuspendirali v predpripravljenem
£0jis¢u 2TY in jih 45 minut inkubirali v vodni kopeli pri 37°C.

Po inkubaciji smo celice centrifugirali (5000 rpm, 4 minute), odstranili ve¢ino supernatanta
in jih resuspendirali v preostanku. Suspenzijo smo nacepili na 2TY plosc¢e z ustreznimi
antibiotiki, ki omogocajo selekcijo celic, ki so sprejele zeleni plazmid, ter inkubirali na
37°C ez no¢.

3.2.3.1 Modro-beli test

V primeru transformacije plazmidnega konstrukta na osnovi pCR2.1 smo suspenzijo
nacepili na 2TY plosce z ustreznim antibiotikom (kanamicin ali ampicilin) in raztopino X-
gal in IPTG. Tako pripravljeno selekcijsko gojis¢e omogoca izvedbo modro-belega testa.
Antibiotik omogoca selekcijo celic E. coli, ki so sprejele plazmid pCR2.1. X-gal smo
uporabili za vizualno prepoznavanje celic E. coli, ki so sprejele plazmid pCR2.1 z
insertom. Vstavitev inserta v plazmid prekine gen lacZ, ki kodira encim B-galaktozidazo.
Encim tako ne nastaja, posledi¢no ni reakcije s substratom X-gal, katere produkt so modro
obarvane kolonije. Celice, ki so sprejele plazmid pCR2.1 z insertom ostanejo belo
obarvane. Raztopina IPTG-ja inducira transkripcijo gena za [-galaktozidazo in omogoca
morebitno reakcijo.

3.2.4  Priprava plazmidov

3.2.4.1 lzolacija plazmidov

Plazmide smo izolirali iz celic E. coli DH10B, transformiranih z zeljenim konstruktom. Iz
ustreznih 2TY trdnih gojiS¢ smo kolonije prenesli v sterilne 50 mL centrifugirke s teko¢im
2TY gojis¢em. Dodali smo ustrezen antibiotik ter preko no¢i inkubirali na stresalniku pri
temperaturi 37°C in 220 obr./min. Zrasle kolonije smo uporabili za izolacijo njihovih
plazmidov. Izolacija je potekala s komercialnim kitom (GenElute™ Plasmid Miniprep
Kit). Tako izolirane plazmide smo raztopili v prilozeni elucijski raztopini (10 mM Tris-
HCI, 1 mM EDTA, pH 8) in shranili na -20°C.



33

Lenasi M. Metabolne poti za asimilacijo acetata pri bakteriji Streptomyces sp.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

3.2.4.2 Restrikcija

Po izolaciji smo ustreznost plazmidov preverili z restrikcijo. Restrikcijsko mesanico smo
naredili po naslednjem protokolu ter inkubirali 30 minut na 37°C. Nato smo meSanico
nanesli na elektroforezni gel. Restrikcije smo izvajali tudi pri pripravi vektorja in inserta za
ligacijo. MeSanico smo pripravili po podobnem protokolu ter inkubirali 2 uri na 37°C.

Sestava restrikcijske meSanice (preverjanje plazmidov):

e 5,6 ul dH20 brez nukleaz

e | plrestrikcijskega pufra

e 0,4 ul restrikijskega encima (0,4 U)
e 3 ul plazmida (do 0,4 ug DNA)

Sestava restrikcijske meSanice (priprava vektorja in inserta):

e 42 ul vektorja/inserta (do 3 ug DNA)
e 5l restrikcijskega pufra
e 3l restrikcijskega encima (3 U)

3.2.4.3 Ligacija

Metodo ligacije smo uporabili za vstavljanje DNA insertov v plazmidne vektorje.
Pripravili smo ligacijsko meSanico in jo ez no¢ inkubirali na 4°C.

Sestava ligacijske meSanice:

e 11,5 ulinserta (molarno razmerje insert:vektor do 5:1)
e 1,5 pl plazmidnega vektorja (20 — 100 ng)

e 1,5 ul ligaznega pufra

e 0,5 ulligaze (0,5 U)

3.2.4.4 Dodajanje A-repkov in kloniranje v vektor pCR2.1

Ko smo Zeleli fragment po PCR reakciji klonirati v vektor pCR2.1 smo izvedli reakcijo
dodajanje A-repkov. Vektor je del komercialnega kita TA Cloning® Kit, ki omogoca
enostopenjsko kloniranje inserta v plazmidni vektor pCR2.1. Vektor je lineariziran in ima
na obeh koncih dodan enojni ostanek 3" deoksitimina (T), kar omogoca lepljenje z inserti,
ki imajo na koncih dodane ostanke 3™ deoksiadenozina (A) — dodani so A-repki. Taksne
inserte pripravimo z uporabo Dream Taqg polimeraze, katere sposobnost je dodajanje
enojnih deoksiadenozinov na 3' konec PCR produkta. Strle¢i komplementarni konci
vektorja in inserta omogocajo visoko uspesnost ligacije.
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Sestava meSanice za dodajanje A-repkov:

e 40 ul inserta (10 — 100 ng DNA)
e 5 ul 5x Dream Tag pufra

e 4120 MM dNTP

e 1 ul polimeraze Dream Taq (5 U)

Mesanico za dodajanje A-repkov na fragment smo inkubirali 30 minut na 72°C v napravi z
PCR. Po koncani reakciji smo mesSanico ocistili ¢ez kolono s komercialnim kitom
(Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System). S pridobljenim fragmentom in vektorjem
pCR2.1 smo pripravili ligacijsko meSanico in jo inkubirali na 4°C ¢ez no¢.

3.2.4.5 Defosforilacija

Z metodo defosforilacije smo s koncev vektorske DNA odstranili fosfatne skupine. S tem
smo preprecili, da bi se rezan vektor zalepil sam s seboj (in ne z insertom). MeSanico smo
20 minut inkubirali na 37°C in nato ocistili ¢ez kolono s komercialnim kitom
(Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System). Tako pripravljen vektor je bil pripravljen
za ligacijo s fosforiliranim insertom.

Sestava defosforilacijske meSanice:

e 40 pl vektorja (3 pg)
e 4.8 ul pufra za fosfatazo FastAP
e 3 ul fosfataze FastAP (3 U)

3.2.4.6 Gibson reakcija

Gibson reakcija omogoca enostavno sestavljanje konstruktov brez metod klasi¢nega
kloniranja. Je visoko ucinkovita metoda sestavljanja, ki jo uporabimo, ko Zelimo zdruziti
ve¢ linearnih fragmentov DNA (od 2 — 6). Deluje na principu prekrivajocih nukleotidov
(15 — 80 bp) na koncih fragmentov. V mesanici je T5 eksonukleaza, ki ustvari 3" Strlece
konce, kar omogoca naleganje komplementarnih fragmentov. DNA polimeraza doda
manjkajoce nukleotide, DNA ligaza pa zapolni zarezo (Gibson in sod., 2009).

Reakcijo smo izvedli s komercialnim kitom (NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning
Kit). Pred izvedbo reakcije je bilo potrebno skonstruirati zacetne oligonukleotide, ki so
vsebovali prekrivajoce nukleotide. To smo naredili s pomocjo orodja NEBuilder®
Assembly Tool (NEB, 2015) . Zelene odseke DNA smo pomnozili z metodo PCR, vektor
pa smo rezali s predhodno izbranimi restrikcijskimi encimi. Pripravili smo meSanico za
Gibson reakcijo in jo inkubirali 1 uro pri 50°C. Priporo¢ena koncentracija DNA vektorja je
50 — 100 ng, optimalno molarno razmerje vektorja in inserta je 1:1 (velja v primerih, ko
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sestavljamo 4 ali ve¢ fragmentov). Z meSanico smo nato transformirali
elektrokompetentne celice E. coli DH10p.

Primer sestava meSanice za Gibson reakcijo:

e 1 ul fragment 1 (vektor)
e 3l fragment 2 (insert)
e 3 ul fragment 3 (insert)
e 3 ul fragment 4 (insert)
e 10 pl 2x NEBuilder HiHi DNA Assembly Master Mix meSanice

3.25  Priprava spor

Spore smo hranili na -20°C v 20% raztopini glicerola. Pri nacepljanju za spore smo
pripravili redéitev 102 v sterilni dH20. Po 100 ul redgitve smo prenesli na ploiée SM (S.
coelicolor) ali ISP4 (S. tsukubaensis) in konfluentno razmazali z razmazovalno palcko.
Plos¢e smo v laminariju posusili in inkubirali pri ustrezni temperaturi. PloS¢e s sporami S.
tsukubaensis smo inkubirali 2 tedna na 28°C, plos¢e s sporami S. coelicolor pa 1 teden na
30°C. Po preteCenem casu smo na plosco dali 2 ml 20 % glicerola in z vatirano palcko
postrgali spore iz plosce. Po potrebi smo spore tudi homogenizirali. Tako pripravljene smo
prenesli v krioviale in hranili na -20°C do uporabe.

3.2.6  Konjugacija

Konjugacija je prenos plazmidne DNA med dvema bakterijama, ki sta v neposrednem
celicnem stiku. Je tehnika, ki nam omogoca, da plazmide konstruiramo v prilagodljivih
celicah, ko so celice bakterije E. coli in jih nato prenesemo v Zelen organizem, npr. v
streptomiceto. Stik in prenos omogocajo strukture bakterije E. coli, ki se imenujejo pili.
Postopek je bil izveden glede na navodila priro¢nika »Practical Streptomyces Genetics«
(Kieser in sod., 2000).

Plazmid pSET152 je konjugativni plazmid, ki vsebuje gen za integrazo iz bakteriofaga
®C31 in attP mesto, ki predstavlja mesto na plazmidu, Kjer se zgodi integracija. Vsebuje
tudi multiplo mesto za kloniranje (MCS), mesto za zaCetek prenosa (OriT) in rezistenco
proti apramicinu (Bierman in sod., 1992). Nastete lastnosti omogocajo integracijo
plazmida na mesto attB v streptomicetnem kromosomu. Mesto attB predstavlja zaporedje
iz bakteriofaga ®C31, ki ima sposobnost vkljucitve v genom na vecih mestih. ®C31
integraza katalizira mestno-specificno rekombinacijo med kromosomalnim attB in attP
mestom na plazmidu, oblikujeta se mesti attL in attR (Sioud in sod., 2009). ®C31
integraza spada v druZino serinskih rekombinaz in se mocno razlikuje od integraz iz
druzine A. Mesti attB in attP integraze ®C31 sta zelo kratki, 34 in 39 bp. Prav tako ®C31
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integraza ne potrebuje pomoznih faktorjev za integracijo. Integrazi ®C31 in A se
razlikujeta tudi po mehanizmu rekombinacije (Combes in sod., 2002).

Promotor PermE* (PermE star) smo izbrali, saj je zelo mocéen konstitutivni promotor iz
organizma S. erythraea. Promotor PermE* nima regulacije in dovoljuje nenehno
transkripcijo povezanega gena. Velja za enega najmocnejSih konstitutivnih promotorjev, ki
se uporabljajo za nativno in heterologno gensko izrazanje v streptomicetah in drugih
taksonomsko sorodnih bakterijah (Bibb in sod., 1985; Magdevska in sod., 2010). Promotor
smo uporabili v dveh razliicah. Z vezavnim mestom za ribosom (PermE*) in brez
vezavnega mesta za ribosom (PermE*(bRBS)), ko je bilo to potrebno.

3.2.6.1 Priprava plazmidne DNA in celic za konjugacijo

Zeljeni plazmid smo predhodno transformirali v celice E. coli ET12567 s pomoznim
plazmidom pUZ8002. MeSanico smo razmazali na trdno 2TY gojis€e z antibiotiki
Apr+Cm+Kn. Apramicin omogoca selekcijo celic, ki so sprejele naS plazmid (pSET152 ali
pKC1139), rezistenca proti kloramfenikolu je prisotna v genomu seva ET12567, rezistenco
proti kanamicinu pa nosi konjugativni plazmid pUZ8002. Naslednji dan smo
transformirane kolonije sterilno prenesli v 50 ml centrifugirko s 5 ml tekocega 2TY gojisc¢a
(z dodanimi antibiotiki). Preko noc¢i smo kultivirali na stresalniku pri 37°C in 220 rpm.

Naslednje jutro smo kulturo precepili v 50 ml centrifugirko z 20 ml tekocega 2TY gojisca
(z dodanimi antibiotiki). Kultivirali smo na stresalniku pri 37°C in 220 rpm. Tekom rasti
celic smo merili absorbanco pri valovni dolzini 600 nm do OD vrednosti 0,4 — 0,6. Ko so
celice v eksponentni fazi rasti, je konjugacija najbolj u¢inkovita (Kieser in sod., 2000).

3.2.6.2 Postopek konjugacije

Priprava celic E. coli

- centrifugirke s celicami smo centrifugirali 20 min pri 4000 rpm
- celice smo 2x sprali z 10 ml 2TY gojisca

.....

po 250 ul suspenzije celic na konjugacijo
Priprava spor S. tsukubaensis/S. coelicolor

- spore smo centrifugirali 2 min pri 8000 rpm v mikrocentrifugirki

- spore smo 2x sprali z 1 ml 2TY gojisca

- spore smo resuspendirali v 400 pl 2TY (100 pl suspenzije spor na konjugacijo)

- spore smo izpostavili vro¢inskemu Soku — 10 min smo jih segrevali na 50°C, nato
pa ohladili na ledu
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Zdruzili smo 250 pl suspenzije celic E. coli in 100 pl suspenzije spor ter jih razmazali na
trdno MMAM (S. tsukubaensis) ali SM MgClI: (S. coelicolor) gojis¢e. Pri konjugaciji z
bakterijo S. coelicolor smo zaradi visoke uspe$nosti metode pripravili tudi red¢itve
mesanice celic E. coli in spor. V gojis¢u 2TY smo pripravili redéitveno vrsto od 10 do 10°
% in red¢itve nacepili na plosée SM MgCl, . Plosée smo inkubirali ¢ez no¢ pri 28°C (S.
tsukubaensis) ali 30°C (S. coelicolor).

V primeru konjugacije z bakterijo S. tsukubaensis smo plos¢e naslednje jutro prelili z
nalidinsko kislino, jih do vecera prestavili nazaj v inkubator in zvecer prelili Se z
apramicinom. Selekcija z apramicinom je omogocila rast le tistim sporam, ki so sprejele
zeleni plazmid. Pripravili smo tudi kontrolno plosco, na katero smo nacepili le spore S.
tsukubaensis in prelili z apramicinom. Ce na kontrolni plo§¢i ni bilo kolonij, pomeni, da je
bila konjugacija pravilno izvedena. Plos¢e smo inkubirali pri 28°C 7 — 14 dni in spremljali
rast kolonij — konjugant.

V primeru konjugacije z bakterijo S. coelicolor smo plosc¢e zjutraj prelili z nalidinsko
kislino. Ko so se plos¢e posusile pa smo jih takoj prelili Se z apramicinom. Nadaljnji
koraki so bili isti, kot pri konjugaciji z bakterijo S. tsukubanesis, le da smo plosce
inkubirali pri 30°C 7 dni.

3.2.7  Selekcija konjugant na trdnih gojiscih

Na MMAM/SM MgCl, plos¢ah so prve streptomicetne kolonije vidne nekaj dni po
konjugaciji, po tednu dni pa zacenjo tudi sporulirati in takrat smo posamezne kolonije
prenesli na sveze gojiS¢e z dodanimi antibiotiki.

S. tsukubaensis

Po tednu dni smo posamezne konjugante prenesli na sveze ISP4 gojis¢e z dodanim
antibiotikom apramicinom in nalidinsko kislino. Plos€e smo inkubirali pri 28°C, dokler
niso precepljene kolonije sporulirale (10 — 14 dni). Te kolonije smo nato zopet prenesli na
sveze ISP4 gojis¢e z dodanim apramicinom. Po priblizno 10 dneh so bile kolonije
pripravljene za nadaljnje delo (shranjevanje spor oz. postopek subkultivacije).

S. coelicolor

Po nekaj dneh smo konjugante prenesli na sveze SM gojis¢e z dodanim antibiotikom
apramicinom in nalidinsko kislino. PloS¢e smo inkubirali pri 30°C, dokler niso precepljene
kolonije sporulirale (7 dni). Te kolonije smo nato zopet prenesli na sveze SM gojisce z
dodanim apramicinom. Po 7 dneh so bile kolonije pripravljene za nadaljnje delo.
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3.2.8  Plazmidni konstrukt pSET152+PermE*+emcOp

V sev demcOp smo vnesli dodatno kopijo konstitutivno izrazenega emc operona, ki je
vseboval vseh 5 genov EMC metabolne poti pod promotorjem PermE* (Slika 11). Sevu
naj bi tako povrnili sposobnost rasti na acetatu. Konstrukt je bil pripravljen v okviru
tekocega projekta (Blazi¢ in sod., 2015), prav tako so bili pripravljeni sevi S. tsukubaensis
WT + pSET152+PermE*+emcOp in S. tsukubaensis AemcOp + pSET152+PermE*
+emcOp. Pripravljena sta bila tudi ustrezna kontrolna seva (WT in demcOp), ki sta
vsebovala le osnovni plazmid pSET152+PermE* brez emc operona. Pridobljena seva sta
sluzila kot kontrola, da smo dokazali, da na rezultate vpliva vneseni konstrukt (emc
operon) in ne plazmid sam. Omenjene seve smo testirali za rast na acetatu, kot edinem viru
ogljika.

msd int (phiC31)
mch attP (phiC31)

A= onT

& AprR

mml

pSet152+ermE*+emcOp

12069 bp

meaA

cerl ermEe*

Slika 11: Plazmidni konstrukt pSET152+PermE*+emcOp.Geni ccrl, meaA, mml, mch in msd predstavljajo
klju¢ne gene EMC metabolne poti in so postavljeni pod mo¢an konstitutivni promotor PermE*. Odsek AprR
omogoca rezistenco na apramicin, s ¢imer je omogocena selekcija konjugant.

3.2.9  Plazmidni konstrukt pSET152+PermE*+iclOp in prenos v S. tsukubaensis s
pomoc¢jo konjugacije z E. coli

Plazmidni kontrukt pSET152+PermE*+iclOp (Slika 12) smo konjugirali v sev S.
tsukubanesis demcOp. Plazmid smo transformirali v celice E. coli ET12567/pUZ8002 in
izvedli postopek konjugacije z S. tsukubaensis 4emcOp (3.2.6). Pridobljene konjugante so
bile nato pripravljene za testiranje rasti na minimalnem gojiscu z acetatom, Kot opisano

(3.2.12).



39

Lenasi M. Metabolne poti za asimilacijo acetata pri bakteriji Streptomyces sp.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

fadC2 int (phiC31)
. \

aceB2 oriT
pSet152+ermE*+iclOp S
9839 bp
aceA AprR
ermE*

Slika 12: Plazmidni konstrukt pSET152+PermE*+iclOp.Gena aceA in aceB2 predstavljata klju¢na gena
glioksilatne poti, v istem operonu pa se nahaja tudi gen fadC2. Geni so postavljeni pod mocan konstitutivni
promotor PermE*. Odsek AprR omogoca rezistenco na apramicin, s ¢imer je omogocena selekcija konjugant.

3.2.10 Priprava plazmidnega konstrukta pSET152+PermE*+iclOp+PermE*
(bRBS)+antilCD in prenos v S. tsukubaensis s pomoc¢jo konjugacije z E. coli

3.2.10.1 PCR reakcija za fragment anti-ICD

Oblikovali smo dva zacetna oligonukleotida za pomnoZitev fragmenta protismiselne RNA
encima ICD, naleganje zacetnih oligonukleotidov je prikazano na sliki C1 (Priloga C).
Oligonukleotid anti-icd Fw je nalegal pred genom, dodano je bilo restrikcijsko mesto za
encim Xbal. Oligonukleotid anti-icd Rv pa je nalegal na zacetku gena, dodano je bilo
restrikcijsko mesto za encim Ndel. Prepoznavna mesta za restrikcijske encime smo dodali
zaradi laZjega nadaljnjega kloniranja. Omenjena prepoznavna mesta smo dodali tako, da se
je ob Kloniranju fragment obrnil v nasprotno smer, in bo produkt ob prepisovanju
komplementaren zaporedju mRNA gena icd. Oligoukleotide smo oblikovali tako, da je
produkt vseboval start kodon in Shine-Dalgarnovo zaporedje gena icd. Po PCR reakciji
smo pri¢akovali produkt dolzine 416 bp. PCR reakcijo smo izvedli po klasi¢nem postopku
(3.2.1), kot matriko smo uporabili genomsko DNA organizma S. tsukubaensis. Fragment
antilCD pri velikosti 416 bp smo izrezali iz gela in o€istili.

3.2.10.2 Plazmidni konstrukt pSET152+PermE*(bRBS)+antilCD

Ocis¢en PCR produkt antilCD smo rezali z restrikcijskima encimoma Ndel in Xbal, ki
imata prepoznavna mesta na koncih fragmenta. Z istima encimoma smo rezali tudi vektor
pSET152+PermE*(bRBS). Vektor smo pridobili v okviru raziskav (Magdevska in sod.,
2010), njegova posebnost pa je odsotnost vezavnega mesta za ribosom (RBS) na zaporedju
promotorja.
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Xbal (465)
antilCD
Ndel (897)

ermE* (bRBS)
~ T EcoRI (1186)

int (phiC31)

pSet 52+ermE*(bRBS)+antiICD (tsukubaensis)

6405 bp

g AprR

Slika 13: Shema plazmidnega konstrukta pSET152+PermE*(bRBS)+antilCD.

ori T\Q

Pripravili smo ligacijsko zmes, ki je vsebovala fragment antilCD, rezan Ndel/Xbal, in
vektor pSET152+PermE*(bRBS) rezan z istima encimoma. Z zmesjo smo transformirali
celice E. coli DH10p in pridobili posamezne kolonije, iz katerih smo izolirali plazmide. Z
restrikcijsko analizo z encimoma Ndel/Xbal smo preverili prisotnost fragmenta antilCD v
plazmidih. Pri¢akovani dolzini fragmentov po restrikciji znaSata 5973 bp
(pSET152+PermE*(bRBS)) in 425 bp (antilCD). Plazmid, potrjen z restrikcijsko analizo
smo poslali na sekvenciranje (Macrogen). Po potrditvi pravilnosti nukleotidnega zaporedja
smo plazmid tranfsormirali v celice E. coli DH10p in ga namnozili, saj smo ga potrebovali
za nadaljnje kloniranje. Plazmid smo socasno transformirali tudi v celice seva E. coli
ET12567 pUZ6002, ki smo jih uporabili za konjugacijo s sporami S. tsukubaensis.

3.2.10.3 Plazmidni konstrukt pSET152+PermE*+iclOp+PermE*(bRBS)+antilCD

Kloniranja fragmenta PermE*(bRBS)+antilCD v vektor pSET152+PermE*+iclOp smo se
lotili z vmesnim korakom preko plazmidnega konstrukta pCR2.1+PermE*
(bRBS)+antilCD. Ta nam je omogocal izrez celotnega fragmenta z enim encimom —
EcoRI. Vektor pCR2.1 ima levo in desno od multiplega mesta za kloniranje (MCS)
prepoznavni zaporedji za restrikcijski encim EcoRI. Restrikcijska mesta in shema
kloniranja so prikazani na sliki 14.
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fadCZ |nt (phiC31) emE* (hRBS) EcoRI(7)
antilCD
EcoRI (3920)\
aceB orlT
pSet152+ermE*+iclOp
9839 bp pCR2.1+ermE*(bRBS)+antiICD
4650 bp
—._KnR
P i, \
aceA AprR
o/ M
Feoll (5217} AmpR

Slika 14: Shema kloniranja fragmenta PermE*(bRBS)+antilCDv vektor pSET152+PermE*+iclOp preko
pCR2.1+PermE*(bRBS)+antilCD. Ne levi shemi je prikazan vektor in prepoznavno mesto za encim EcoRl,
kamor smo klonirali fragment PermE* (bRBS)+antilCD. Na desni sliki je prikazan fragment v vektorju
pCR2.1, oznacena sta dva prepoznavna mesta za encim ECoRI, s katerim smo izrezali fragment.

Priprava vmesnega plazmidnega konstrukta pCR2.1+PermE*(bRBS)+antilCD

Iz plazmidnega konstrukta pSET152+PermE*(bRBS)+antilCD (Slika 13), ki smo ga
pridobili v prej$njem koraku (3.2.10.2), smo izrezali fragment PermE*(bRBS)+antilCD. Za
izrezovanje smo uporabili restrikcijska encima EcoRI in Xbal, s ¢imer smo dosegli izrez
fragmenta antilCD skupaj s promotorjem PermE*(bRBS). Restrikcijsko meSanico smo
nalozili na gel, kjer smo locili fragmenta velikosti 5684 bp (pSET152) in 721 bp
(PermE*(bRBS)+antilCD). Fragment velikosti 721 bp smo izrezali iz gela in ocistili.

Pripravili smo meSanico za dodajanje A-repkov (3.2.4.4) s fragmentom
PermE*(bRBS)+antilCD, predhodno rezan z encimoma EcoRI in Xbal. Dream Taq
polimeraza je dodala manjkajo¢e komplementarne nukleotide in na konce Se A-repke, kar
nam je omogocalo ligacijo v vektor pCR2.1. Po koncani reakciji smo meSanico ocistili in
pripravili ligacijsko meSanico s komercialnim vektorjem pCR2.1. Po prekono¢ni inkubaciji
na 4°C smo jo transformirali v celice E. coli DH10B. Mesanico smo razmazali na plosce z
antibiotikom kanamicinom in dodatkom raztopin X-gal in IPTG, ki omogocata izvedbo
modro-belega testa.
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Naslednji dan smo iz posameznih belo obarvanih kolonij izolirali plazmide
pCR2.1+PermE*(bRBS)+antilCD in jih potrdili z restrikcijsko analizo z encimom EcoRI.
Restrikcijski encim ima na vektorju pCR2.1 dve prepoznavni mesti, reze na levi in desni
strani vstavljenega fragmenta (slika 14). Po gelski elektroforezi smo pri¢akovali dve lisi v
velikosti 3913 bp (pCR2.1) in 737 bp (PermE*(bRBS)+antilCD).

Priprava kon¢nega plazmidnega Kkonstrukta pSET152+PermE*+iclOp+PermE*
(bRBS)+antilCD

fadC2 int (phiC31)

aceB2

4o onT
pSd L52+ermE*+iclOp+ermE(bRBS)+antiICD

10480 bp

aceA& ﬂ AprR
ermE*
EcoRI (5858)

ermE* (bRBS) EcoRI (5217)

antilCD

Slika 15: Shema plazmidnega konstrukta pSET152+PermE*+iclOp+PermE*(bRBS)+antilCD.Na sliki sta
oznadeni prepoznavni mesti za encim EcoRl, s katerim smo preverjali plazmide.

Ko smo z restrikcijsko analizo potrdili  pravilnost konstrukta pCR2.1+
PermE*(bRBS)+antilCD (Slika 23), smo iz njega z restrikcijskim encimom EcoRlI izrezali
fragment PermE*(bRBS)+antilCD. Slo je za enako restrikcijsko meSanico kot pri
restrikcijski analizi plazmidov, le v ve¢jem merilu. Pri¢akovane velikosti so bile 3913 bp
(pCR2.1) in 737 bp (PermE*(bRBS)+antilCD). MeSanico smo nanesli na agarozni gel, in
po koncani elektroforezi izrezali fragment PermE*(bRBS)+antilCD pri velikosti 737 bp
(Slika 24).

Hkrati smo pripravili tudi vektor pSET152+PermE*+iclOp. Vektor je bilo potrebno rezati
z encimom EcoRl, ki ima na vektorju eno prepoznavno mesto (Error! Reference source n
ot found.). Po restrikciji smo meSanico ocistili in vektor defosforilirali (3.2.4.5), ter s tem
preprecili ligiranje praznega vektorja brez inserta.

Pripravili smo ligacijsko mesanico z vektorjem pSET152+PermE*+iclOp (rezan EcoRl) in
fragmentom PermE*(bRBS)+antilCD (rezan EcoRlI). Po prekono¢ni inkubaciji na 4°C smo
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z mesanico transformirali celice E. coli DH10p in iz posameznih kolonij izolirali plazmide.
Z restrikcijsko analizo z encimom EcoRI smo preverili vstavitev fragmenta v vektor.
Pri¢akovali smo, da bo konstrukt razpadel na dva fragmenta v velikosti 9839 bp
(pSET152+PermE*+iclOp) in 641 bp (PermE*(bRBS)+antilCD).

Izbrali smo enega izmed pravilno sestavljenih konstruktov pSET152+ermE*+
iclOp+ermE*(bRBS)+antilCD (Slika 25) in ga poslali na sekvenciranje. Ko smo potrdili
pravilno nukleotidno zaporedje, smo plazmid transformirali v celice E. coli ET12567
puZ6002. Celice E. coli ET12567 puUZ6002 s kontrolnim plazmidom
pSET152+PermE*(bRBS)+antilCD (Slika 13) in pSET152+PermE*+iclOp+PermE*
(bRBS)+antilCD (Slika 15) smo namnozili in jih uporabili za konjugacijo s sporami S.
tsukubaensis. Kontrolni plazmid, ki nosi zapis za antilCD, smo konjugirali v sev WT in
AemcOp. Plazmid z antilCD in glioksilatnim operonom pa smo konjugirali le v sev
AemcOp. Pridobljene konjugante so bile nato pripravljene za testiranje rasti na
minimalnem gojiS¢u z acetatom, kot edinim virom ogljika.

3.2.11 Inaktivacija genov emc operona bakterije S. coelicolor

Za prekinitev genov smo uporabljali metodo subkultivacij s pomo¢jo vektorja pKC1139
(Bierman in sod., 1992), ki vsebuje temperaturno obcutljiv oriC (mesto zacetka
podvojevanja). Konstrukt smo naredili na tak nacin, da je vseboval homologije levo in
desno od mesta prekinitve, ter kaseto za antibiotsko odpornost (odpornost na
tiostrepton/kanamicin). Plazmidni konstrukt smo s konjugacijo vnesli v izbrani sev
streptomicete in pridobili transformante. Z gojenjem pridobljenih tranformant pri visji
temperaturi smo pridobili kolonije, pri katerih je pri§lo do integracije plazmida v genom in
s tem do odpornosti na izbrani antibiotik.

3.2.11.1 lzolacija genomske DNA

Pogoj za uspe$no pomnozevanje s PCR reakcijo je genomska DNA seva S. coelicolor, iz
katerega Zzelimo pomnoziti Zeleni odsek. Bakterijo S. coelicolor J801 smo gojili v gojiscu
CRM, preko noéi. Iz pridobljene biomase smo s pomo¢jo komercialnega kita GenElute™
Bacterial Genomic DNA Kit izolirali genomsko DNA. Po koncani izolaciji smo kakovost
DNA preverili tudi na agarozni gelski elektroforezi.

3.2.11.2 Priprava fragmentov s PCR reakcijo in restrikcijo

Izvedli smo tri lo¢ene PCR reakcije, meSanico smo pripravili po osnovnem protokolu
3.2.1. Pomnozili smo levo homologijo od predvidenega mesta prekinitve, tiostreptonsko
kaseto in desno homologijo od predvidenega mesta prekinitve (Preglednica 10).
Uporabljeni zacetni oligonukleotidi so navedeni v pregledniciPreglednica 2. Kot matriko
smo uporabili izolirano genomsko DNA bakterije S. coelicolor J801 (leva in desna
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homologija) oziroma plazmid pUC19+ts kaseta (za pomnozitev tiostreptonske kasete).
Omenjeni plazmid smo pridobili od raziskovalcev podjetja Acies Bio. Naleganje zacetnih
oligonukleotidov na genomsko DNA je prikazano na sliki G2 (Priloga G), naleganje
oligonukleotidov na plazmid pUC19+ts pa na sliki G3 (Priloga G).

Preglednica 19: Podatki o izvedenih PCR reakcijah.

Ime fragmenta Zacetni Matrika Pogoji Pri¢akovana
oligonukleotidi velikost

Leva homologija  ecm-del leftHOM fw gDNAS. 1104 bp
ecm-del leftHOM rv coelicolor

Tiostreptonska ecm-del TS fw Plazmid pUC19 + 1062 bp

kaseta ecm-del TS rv ts

Desna homologija  ecm-del rightHOM fw ~ gDNA S. 1191 bp

ecm-del rightHOM rv coelicolor

3.2.11.3 Restrikcija vektorja pKC1139

Pred sestavo konstrukta smo morali pripraviti tudi vektor. Rezali smo ga z restrikcijskima
encimoma EcoRI in Hindlll, ki sta vektor razrezala na dva dela, velika 51 bp in 6361 bp.
Restrikcijsko mesanico smo ogistili s komercialnim kitom za ¢is¢enje. Zeleli smo pridobiti
fragment velik 6361 bp, ki predstavlja rezan vektor. Manjsi fragment, 51 bp, se je tekom

¢is€enja spral iz kolone, saj ga membrana zaradi premajhne velikosti ni zadrzala. pKC1139
rezan EcoRI/HindlIl1I je bil pripravljen za Gibson reakcijo.

3.2.11.4 Gibson reakcija

Pred izvedbo Gibson reakcije smo ocenili koncentracije DNA posameznih fragmentov, ki
smo jih pripravili. Po potrebi smo koncentracijo tudi izenacili, z dodatkom dH20.
Koncentracijo smo ocenili z agarozno gelsko elektroforezo. VV posamezno luknjico smo
nanesli fragment, obarvan z barvilom 6x LD. Vse fragmente smo nanesli v dveh razli¢énih
volumnih (Slika 34, varianti a in b), da smo lahko bolje primerjali koncentracije.

Mesanico za Gibson reakcijo smo pripravili na ledu:
e 3 ul fragmenta — leva homologija
e 3 ul fragmenta — ts kaseta
e 3 ul fragmenta — desna homologija
e 1 ul fragmenta — pKC1139 (EcoRI/HindlIl)
e 10 pl komercialne Gibson meSanice

Skupni volumen je znaSal 20 pul. MeSanico smo inkubirali v napravi za PCR, in sicer 1 uro
pri 50°C. Po izvedbi reakcije smo 2 pl mesanice transformirali v celice E. coli DH10B in
razmazali na plos¢e 2TY+Apr. Antibiotik apramicin je omogocal selekcijo E. coli celic, Ki
so sprejele plazmid.
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3.2.11.5 lzolacija in preverjanje konstrukta ter prenos pKC1139+emc del+ts plazmida v S.

coelicolor s pomoc¢jo konjugacije z E. coli

Plazmid pKC1139+emc del+ts smo nato namnozili. Posamezne kolonije celic E. coli
DH10p, dobljene iz plosée 2TY+Apr smo inkubirali v teko¢em gojiS¢u z apramicinom in
iz prekonocne kulture izolirali plazmidno DNA. Izolacija je potekala s komercialnim
kitom, plazmidno DNA pa smo preverili s pomocjo restrikcijske analize z encimi
EcoRI/HindlIl/Ndel. Encimi se na nahajajo na specificnih mestih, Hindlll na zacetku
inserta, EcoRI na koncu inserta in Ndel znotraj tiostreptonske kasete (Slika 31). Izbrani
plazmid smo poslali na sekvenciranje k zunanjemu partnerju (Macrogen). Prejete sekvence
smo analizirali in potrdili pravilnost nukleotidnega zaporedja.

Izbrani konstrukt pKC1139+emc del+ts (Slika 35) smo transformirali v celice E. coli
ET12567 s konjugativnim plazmidom. Selekcijo celic smo izvedli na gojiscu
2TY+Apr+Kn+Cm. V naslednjem koraku smo namnozene celice E. coli ET12567 z
izbranim konstruktom konjugirali s sevom S. coelicolor J801 (3.2.6.2). Konjugacijsko
mesanico smo morali pred razmazovanjem na plo$ée ustrezno red¢iti (od 10 do 10, tako
da smo dosegli posamezne kolonije, saj je imel postopek konjugacije visoko uspesnost.
Tako pripravljene konjugante (3.2.7) so bile pripravljene za postopek subkultiviranja.

3.2.11.6 Postopek subkultivacije (S. coelicolor)

Priprava inokuluma za subkultivacijo

Pridobljene konjugante smo namnozili v teko¢em CRM gojiscu, dodan je bil antibiotik
apramicin, ki je omogocal selekcijo celic, ki so vsebovale plazmid. Transformante smo z
luknja¢em inkolirali v 50 ml falkonke s 5 ml CRM gojis¢a (dodan apramicin za selekcijo
plazmida) in stresali 2 dni pri 30°C.

Integracija v genom s primarno rekombinacijo

Po 24 urah inkubacije smo nagojeno biomase precepili v sveze CRM+Apr gojisce, in
temperaturo gojenja povisali iz 30°C na 37°C. Po dveh dneh smo biomaso ponovno
prenesli v sveze CRM+Apr gojisce in gojili dva dni pri 37°C. Z vi§jo temperaturo smo
dosegli, da se plazmid pKC1139+emc del+ts ne more ve¢ podvojevati, saj vsebuje
temperaturno obcutljiv oriC. Le v primeru dogodka primarne rekombinacije se plazmid
integrira v genom, in tako ohrani sposobnost podvojevanja in posledi¢no bakteriji
omogoca odpornost proti apramicinu. Ves c¢as smo izvajali selekcijski pritisk z
antibiotikom, s ¢imer smo zagotovili, da iz populacije izberemo le celice, ki so plazmid
integrirale v svoj genom.
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Izlo¢itev dela plazmida iz genoma s sekundarno rekombinacijo

Nagojeno biomaso smo nato precepili v gojisS¢e CRM brez antibiotika in gojili pri 37°C.
Vsakih 24 ur smo postopek ponovili — biomaso ponovno precepili v sveze CRM gojisce
brez antibiotika. 1zvedli smo 6 subkultivacij, s tem smo iz celic izlo¢ili plazmid, saj se pri
visokih temperaturah ne more podvojevati. Biomaso 4., 5. in 6. subkultivacije smo
razmazali na SM plosce z antibiotikom tiostreptonom, ki je omogocal selekcijo celic, ki SO
plazmid integrirale v genom in inkubirali 7 dni pri 30°C ter pobrali spore. Pobrane spore
smo homogenizirali, pripravili red¢itve v destilirani vodi in jih nacepili na SM Ts gojisce.
Po priblizno 7 dneh, ko so kolonije dobro sporulirale, smo jih pecatili na gojis¢e SM Ts in
SM Ts Apr. Po nekaj dneh smo pregledali plos¢e in iskali apramicin obcutljive kolonije

3.2.11.7 Potrditev sekundarnih rekombinant z metodo PCR na osnovi kolonije

Pridobljene kolonije s profilom Ts+ in Apr— (tiostrepton odporne, apramicin obcutljive)
smo preverili z metodo PCR na osnovi kolonije. Za namen reakcije smo oblikovali 3
zacetne oligonukleotide (Preglednica 2). Prvi nalega v genomu tako na kontrolni DNA kot
na rekombinantni DNA, drugi nalega le na rekombinantni DNA, tretji pa le na kontrolni
DNA. Glede na velikost pomnozka smo lahko nato sklepali, ali ima izbrana kolonija
pravilno prekinjen gen, ustrezne PCR pomnozke smo za dodatno potrditev poslali na
sekveniranje.

Oblikovanje zacetnih oligonukleotidov

Z namenom potrjevanja inaktivacije emc operona, smo oblikovali tri zacetne
oligonukleotide (Preglednica 2). Naleganje oligonukleotidov na genomu seva S. coelicolor
J801 je prikazano je prikazano na sliki H1 (Priloga H), na genomu mutante pa na sliki H2
(Priloga H).

Za PCR reakcijo na osnovi kolonije smo uporabili kombinacijo treh primerjev:

e ecm-del G 3 - nalega v genomu, levo od mesta prekinitve
e ecm-del G (ccr) 5 — nalega na zaporedju ccr gena, na genomu mutante ne nalega
e ecm-del G (ts) 5 — nalega na zaporedju ts gena, na genomu J801 ne nalega

V primeru, da imamo Se vedno sev divjega tipa, bi nalegala le dva zacetna oligonukleotida,
ecm-del G 3 in ecm-del G (ccr) 5. V tem primeru bi bila velikost PCR pomnozka 2883
bp. V primeru, da smo uspesno pridobili mutanto, bi prav tako nalegala le dva zaCetna
oligonukleotida, ecm-del G 3 in ecm-del G (ts) 5. Velikost PCR pomnozka bi bila 1559

bp.
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Priprava celi¢nih lizatov

Pridobljenim kolonijam smo postrgali micelij in ga resuspendirali v 20 pl dH2O. Tako
pripravljeno meSanico smo v PCR napravi segrevali 5 minut na 95°C in zamrznili na -
20°C.

Primer meSanice za PCR reakcijo na osnovi kolonije (20 pl):

e 8uldH0

e 2 ul 10x Dream Taq pufer

e 2ul20mMdNTP

e 0,7 ul 10 mM zagetni oligonukleotid 1
e 0,7 ul 10 mM zacetni oligonukleotid 2
e 0,7 ul 10 mM zacetni oligonukleotid 3
e 0,8 ul DMSO

e 5 pul celicnega lizata

e 0,2 ul polimeraze Dream Taq (1 U)

Reakcijski cikel:

Preglednica 20: Potek PCR reakcije na osnovi kolonije.

Temperatura (°C) Cas (minute) Stevilo ciklov Namen

95 10:00 1 Zacetna denaturacija

95 0:30 Denaturacija

Tm* 0:30 35 Vezava zacetnih oligonukleotidov
72 t** Podaljsevanje verig DNA

72 10:00 1 Kon¢no podaljsevanje

4 - 1 Zadrzevanje

*Temperatura vezave je odvisna od temperature talis¢a oligonukleotidov.
** Cas podvojevanja je odvisen od dolzine pomnozka.

3.2.11.8 Potrditev sekundarnih rekombinant s sekvenciranjem

Po potrditvi kolonij s PCR metodo smo uspeSno inaktivacijo operona potrdili Se s
sekvenciranjem. S komercialnim kitom GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit smo
izolirali genomsko DNA predhodno potrjenih kolonij. Oblikovali smo zacetne
oligonukleotide, ki so nalegali levo in desno od prekinitvene kasete. Izvedli smo lo¢eno
PCR reakcijo z zacetnima oligonukleotidoma (Preglednica 2):

e ecm-del G 3 —nalega v genomu, levo od mesta prekinitve
e ecm-del G 5 — nalega na zaporedju meaA gena v emc operonu, desno od mesta
prekinitve
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Naleganje oligonukleotidov na genomu seva S. coelicolor J801 je prikazano je prikazano
na sliki H1 (Priloga H), na genomu mutante pa na sliki H2 (Priloga H). Odsek smo
pomnozili s PCR reakcijo in uspe$nost potrdili z gelsko elektroforezo. ). Mesanico smo
pripravili po osnovnem protokolu 3.2.1. Pri¢akovana velikost je produkta je bila 4016 bp.
PCR reakcijo smo izvedli tudi na sevu divjega tipa, kjer smo pricakovali velikost 4289 bp.
Dobljeni pomnozek smo iz agaroznega gela izrezali in ocistili s komercialnim kitom
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, ter poslali na sekvenciranje.

3.2.12 Testiranje rasti Streptomyces tsukubaensis na minimalnem gojiS$¢u z acetatom

Sposobnost sevov S. tsukubaensis, da rastejo na acetatu, kot edinem viru ogljika, smo
testirali na trdnih ploscah z gojis¢em MM. Gre za minimalno gojisce, ki ne vsebuje vira
ogljika. Za nase potrebe smo po avtoklaviranju v gojis¢e dodali raztopino natrijevega
acetata v koncentraciji 2 g/l. Natrijev acetat smo predhodno zatehtali in raztopili destilirani
vodi, ter filtrirali. Raztopino smo pripravili v zalozni koncentraciji 50 g/1. Po pripravi plos¢
smo nacepili seve, ki smo jih Zeleli testirati. Spremljali smo njihovo rast, ter jih po 10-14
dneh rasti fotografirali.

3.2.13 Gojenje in vzorcenje sevov Streptomyces tsukubaensis v tekofem gojisc¢u

Za merjenje aktivnosti encima ICD smo pripravili 3 razli¢ne seve bakterije S. tsukubaensis:

e S. tsukubaensis WT + pSET152+PermE*
e S. tsukubaensis WT + pSET152+PermE*(bRBS)+antilCD
o S tsukubaensis AemcOp + pSET152+PermE*+iclOp+PermE*(bRBS)+antilCD

Na trdnem gojis¢u ISP4 z dodatkom ustreznih antibiotikov smo namnozili kulturo (spore),
ob pobiranju smo jih homogenizirali s homogenizatorjem. Pripravili smo red¢itveno vrsto
vsakega seva in presteli kolonijske enote (CFU/ml). Po potrebi smo spore ustrezno red¢ili,
da smo izenadili inokulum, torej Stevilo spor, oziroma fragmentov micelija, ki tvori
kolonije (CFU).

Z namenom merjenja aktivnosti encima izocitrat dehidrogenaze, smo izbrane seve S.
tsukubaensis gojili v tekoem gojiscu na stresalniku v dveh ponovitvah. Seve smo gojili v
erlenmajericah pri 28°C in 220 rpm. Uporabili smo tekoce gojis¢e NMMP z inertnimi
kovinskimi spiralami, ki omogoc¢ajo homogeno rast z mehanskim razbijanjem peletov. V
45 ml gojis¢a NMMP smo nacepili 200 pl spor izbranega seva. Predhodno smo z metodo
CFU (ang. colony forming units) presteli Stevilo kolonijskih enot bakterij in tako izenacili
inokulum izbranih sevov.

Vzor¢ili smo v ¢asovnih tockah 0, 21, 24, 27, 29, 32, 34, 45 in 49 h. Ob vsakem vzorcenju
smo odvzeli 200 pl vzorca za merjenje opticne gostote kulture pri 600 nm s
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spektrofotometrom. Ob vsaki casovni to¢ki smo odvzeli Se dodatne 3 ml kulture,
namenjene za meritve pH vrednosti in izolacijo celi¢nih proteinov.

3.2.14 lIzolacija celi¢nih proteinov

Vzorec kulture iz koraka 3.2.13 smo centrifugirali 5 minut na 8000 rpm. Supernatant smo
odlili in vzorcem dodali pufer za spiranje. Ponovno smo centrifugirali 5 minut na 8000
rpm, odlili supernatant in dolili 1 ml pufra za vzorce. MeSanico smo resuspendirali in
celice razhili z ultrazvokom (4x 15 s 30 s intervali), na ledu. Po razbitju celic smo
nadaljevali s centrifugiranjem na 4°C, 30 minut pri 14.000 rpm. 500 pul supernatanta smo
prenesli na membrano koncentratorja Sartorius Vivaspin (MWCO: 10 kDa) in
centrifugirali 15 minut na 14.000 rpm. Vzorce smo ves ¢as hranili na ledu zaradi zaviranja
nezelene proteolize. Vzorce smo shranili na -80°C za kasnej$o analizo.

3.2.15 Merjenje koncentracije proteinov z Bradford metodo

Koncentracijo proteinov v vzorcu smo izmerili z Bradford metodo (Bradford, 1976).
Najprej smo pripravili raztopino za merjenje, Bradfordov reagent proizvajalca Bio-Rad
smo red¢ili z vodo v razmerju 1:4. Pripravili smo umeritveno krivuljo z red¢itvami
govejega serumskega albumina (Sigma-Aldrich) s koncetracijami od 0,2 do 1,2 mg/ml.
Umeritvena krivulja je prikazana na sliki B1 (Priloga B). V luknjice mikrotitrske plos¢ice
smo nanesli 200 pl red¢enega Bradfordovega reagenta in 8 pul vzorca. MeSanico smo 10
minut inkubirali pri sobni temperaturi in nato izmerili absorbanco pri valovni dolzini 595
nm. Na podlagi izmerjenih absorbanc umeritvene krivulje smo dolo¢ili koncentracijo
proteinov v nasih vzorcih. V primeru, da se izmerjena absorbanca ni nahajala v linearnem
obmoc¢ju umeritvene krivulje, smo vzorec ustrezno red¢ili in ponovili meritev.

3.2.16 Merjenje aktivnosti encima ICD

Aktivnost encima izocitrat dehidrogenaze smo merili z encimskim testom, s pomocjo
komercialnega kita IDH Activity Assay Kit podjetja Sigma-Aldrich. Encimski test temelji
na spremembi barve, ki je v sorazmerju s koli¢ino encimske aktivnosti. Kot substrat za
encim ICD v reakcijo vstopa izocitrat, izstopa pa obarvan produkt, katerega absorbanco
izmerimo pri 450 nm. Encimski test se izvaja v mikrotitrskih plos¢icah. Pred zacetkom
eksperimenta je bilo potrebno pripraviti umeritveno krivuljo z NADH standardom iz katere
smo kasneje odgitali potrebne podatke. Pri eksperimentu smo uporabljali kofaktor NADP™.

Vzorce smo pred eksperimentom red¢ili z IDH pufrom (sestavni del IDH Activity Assay
kita), ki vsebuje kovinske ione kot kofaktorje. Glede na izmerjeno koncentracijo proteinov
smo dolocili potrebno redcCitev za vsak vzorec (Priloga E, F) v obmo¢ju od 20 — 200x
redc¢itve. Poskus smo izvedli po navodilih proizvajalca, ¢as meritve je bil 10 minut. 1z
dobljenih absorbanc (Priloga D, preglednica D1) smo izraunali koncentracijo NADPH iz
umeritvene krivulje (Priloga D, slika D1), upoStevali smo ustrezni faktor redcitve.
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Aktivnost encima ICD smo izracunali glede na prilozena navodila proizvajalca. Ena enota
ICD je definirana kot koli¢ina encima, ki generira 1 pumol NADH/NADPH na minuto pri
pogojih pH 8, T=37°C. Rezultat smo normalizirali na koncentracijo proteinov v
posameznem vzorcu in specifiéno aktivnost encima izrazili v enotah nmol/min/mg (Slika
29). S tem smo izkljucili moznost vpliva koli¢ine biomase na aktivnost encima (Priloga F).

3.2.17 Testiranje rasti Streptomyces coelicolor na minimalnem goji§¢u z acetatom

Rast sevov S. coelicolor smo testirali v tekocem gojis¢u, z metodo HPLC smo merili
predhodnih poskusih (rezultati niso predstavljeni) zaznali rast sevov tudi na minimalnem
gojis¢u brez vira ogljika. Najverjetneje je bila rast posledica razgradnje agarja, saj je
bakterija S. coelicolor poznana po tem, da proizvaja encime za razgradnjo agarja, ki ga
koristi kot vir ogljika.

3.2.17.1 Gojenje in vzorcenje sevov S. coelicolor v teko¢em gojiscéu

Z namenom merjenja porabe glukoze in acetata s HPLC metodo, smo izbrane seve S.
coelicolor gojili v tekocem gojisu na stresalniku. Seve smo gojili v erlenmajericah pri
30°C in 220 rpm. Uporabili smo teko¢e minimalno gojis¢e NMMB, ki smo mu pred
izvedbo poskusa dodali glukozo (koncentracija 1 g/l) in natrijev acetat (koncentracija 2
g/1). V 40 ml gojis¢a NMMB+glukoza+acetat smo nacepili 200 pl spor izbranega seva.
Predhodno smo z metodo CFU (ang. colony forming units) presteli Stevilo kolonijskih enot
bakterij in tako izenacili inokulum izbranih sevov.

Kulturo smo vzor¢ili v ve¢ Casovnih tockah od 0 — 192 h. Ob vsakem vzorfenju smo
odvzeli 1 ml vzorca in ga centrifugirali pri 14.000 rpm 10 minut. 400 pl supernatanta smo
odpipetirali v viale za analizo na aparaturi HPLC.

3.2.17.2 HPLC analiza

Porabo acetata in glukoze smo v zadnjem koraku analizirali s tekoCinsko kromatografijo
visoke locljivosti — HPLC. Gre za analitsko metodo s katero je mogoce lociti, identificirati
in kvantificirati posamezne spojine v mesanici. Glavne komponente sistema HPLC so:
¢rpalka, injektor, rezervoar z mobilno fazo, kolona z detektorjem in rekorder. Sistem
deluje tako, da ¢rpalka omogoca prehod mobilne faze in analita preko kolone. Kolona
predstavlja glavno komponento sistema HPLC, v kateri je stacionarna faza. Zadnjo stopnjo
predstavlja detektor, ki meri absorbcijo UV-svetlobe. Povezan je z rekorderjem, ki izrise
elucijski diagram, ki prikazuje koli¢ino molekul pri doloc¢eni valovni dolZini svetlobe.

Vsebnost glukoze in acetata je bila izmerjena na aparaturi HPLC (Thermo separation
products) z RI detektorjem. Uporabili smo kolono Phenomenex Rezex RFQ 100x7.8, ki
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ima velikost delcev 8 pm. Za mobilno fazo smo uporabili 5 mM H2SOg, pretok pa je bil
0,6 ml/min. Temperatura kolone je bila 36°C.
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4 REZULTATI

4.1 BIOINFORMATSKA ANALIZA SEVA Streptomyces tsukubaensis

Z bioinformatsko analizo genoma seva S. tsukubaensis NRRL18488 smo preverili ali pri
organizmu obstajajo geni, ki omogocajo asimilacijo acetata. S predhodnim znanjem o dveh
razlicnih metabolnih poteh za asimilacijo acetata smo skusSali doloCiti ali organizem
asimilira acetat s pomocjo glioksilatnega cikla ali po poti EMC. Analizo smo izvedli s
programom BLAST (Altschul in sod., 1990), na spletni strani NCBI (Wheeler in sod.,
2007). V genomu bakterije smo najprej poskusili identificirati glioksilatno pot, genske
homologe izocitrat liazo in malat sintazo. Ugotovili smo, da v organizmu ni prisotnega
zapisa za gen za klju¢ni encim izocitrat liazo. Nasli pa smo genski homolog, ki verjetno
kodira malat sintazo. V nadaljevanju smo poskusili dolo¢iti gene poti EMC. V genomu
smo nasli vseh pet genskih homologov, ki naj bi skupaj zagotavljali funkcionalno pot EMC
(Goranovi¢ in sod., 2010). Poiskali smo genske homologe za metilsukcinil dehidrogenazo
(msd), mezakonil hidratazo (mch), metilmalil liazo (mml), etilmalonil mutazo (meaA) in
krotonil-CoA karboksilazo/reduktazo (ccr). Iskane genske homologe smo nasli v istem
odseku genoma, saj tvorijo operon. Iz spletne strani NCBI smo prevzeli sekvenco
zeljenega odseka seva S. tsukubaensis NRRL18488 in s pomocjo programa Vector NTI
(Life Technologies, 2008) anotirali celoten EMC operon bakterije S. tsukubaensis,
prikazan na Slika 16.

metilmalil liaza (mml)
etilmalonil mutaza (meaA) mezakonil hidrataza (meh)

krotonil-CoA karboksilazo/reduktaza (ccr) metilsukeinil dehidrogenaza (msd)

Slika 16: Organizacija genov emc operona bakterije S. tsukubaensis NRRL 18488.

Podatki, poiskani s pomocjo programa BLAST, se ujemajo z ugotovitvami, ki smo jih
navedli v pregledu objav. Organizem nima funkcionalne glioksilatne poti, saj v genomu
nima zapisa za izocitrat liazo. Acetat zato najverjetneje asimilira po poti EMC.

4.2 TEST RASTI NA ACETATU

Uporabili smo sev bakterije S. tsukubaensis, s prekinjenim emc operonom, AdemcOp
(Blazic¢ in sod., 2015). Operon je bil prekinjem s pomocjo antibioti¢ne kasete, ki nosi zapis
za odpornost na tiostrepton. Ker ima kaseta za tiostreptonsko rezistenco po zakljuc¢ku gena
Se terminator, prepisovanje genov navzdol v operonu Verjetno ni ve¢ aktivno, posledi¢no
noben izmed 5 genov v operonu ni vec aktiven. Pricakovali smo, da sev nima veé
funkcionalne metabolne poti EMC in ne more rasti na acetatu kot edinem viru ogljika.
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Na plos¢e MM z acetatom smo nacepili sev s prekinjenim emc operonom in kontrolni sev -
WT. Kontrolni sev je predstavljal S. tsukubaensis NRRL18488, ki je bil tudi izvorni sev, v
katerem se je prekinjala EMC metabolna pot.

Slika 17: Rezultati testiranja rasti sevov S. tsukubaensis na acetatu.Na levi sliki je prikazana rast izbranih
sevov na ISP4 gojisc¢u, na desni sliki pa na minimalnem gojis¢éu MM+acetat. S §tevilko 1 je oznacen sev
divjega tipa — WT, s stevilko dva pa sev demcOp.

Po 10 — 14 dneh inkubacije smo si plos¢e pozorno ogledali in ugotovili, da sev s
prekinjenm emc operonom ne raste na minimalnem gojis¢u z acetatom (Slika 17). Pri
kontrolnem sevu S. tsukubaensis NRRL 18488, ki ima funkcionalno etilmalonil-CoA
metabolno pot, smo opazili normalno rast. Na ploscah s kompleksnim ISP4 gojis¢em sta
oba seva dobro rasla in po 10 dneh razvila tudi spore.

4.3 POVRNITEV RASTI NA ACETATU S KOMPLEMENTACIJO emc
OPERONA

Testirani sevi in rezultati (v oklepaju):

1. S. tsukubaensis WT (raste na MM+acetat)

2. S. tsukubaensis AemcOp (ne raste na MM+acetat)

3. S. tsukubaensis WT + pSET152+PermE* (raste na MM+acetat)

4. S. tsukubaensis AemcOp + pSET152+PermE* (ne raste na MM+acetat)

5. S. tsukubaensis AemcOp + pSET152+PermE*+emcOp (povrnitev sposobnosti rasti
na MM+acetat s komplementacijo emc operona)
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Slika 18: Rezultati testiranja rasti sevov S. tsukubaensis na acetatu.Na levi sliki je prikazana rast izbranih

sevov na kompleksnem ISP4 gojis¢u, na desni sliki pa na minimalnem gojis¢u MM-+acetat. S Stevilko 1 je

oznacen sev divjega tipa - WT, s $t. 2 sev demcOp, s st. 3 kontrolni sev WT + pSET152+PermE™*, s st. 4
kontrolni sev AemcOp + pSET152+PermE* in s §t. 5 sev AdemcOp + pSET152+PermE*+emcOp.

Po 10 — 14 dneh inkubacije smo preucili nacepljene plos¢e in ugotovili, da se rezultati
skladajo s pricakovanji, kot je opisano v Blazi¢ in sod., 2015. Seva demcOp in AdemcOp +
pSET152+PermE* na ploscah z acetatom, kot edinim virom ogljika, ne rasteta. Testiranim
sevom s komplementiranim emc operonom, se je povrnila sposobnost rasti na minimalnem
gojis¢u z acetatom. Opazili smo normalno rast, ki je skoraj enaka kot rast seva WT, ki ima
funkcionalno metabolno pot za asimilacijo acetata. Na kompleksnem gojis¢u ISP4 med
sevi ni bilo mogoce opaziti razlik v rasti.

4.4 POVRNITEV RASTI S. tsukubaensis 4emcOp NA ACETATU S
KOMPLEMENTACHO icl OPERONA 1Z S. coelicolor

Pokazali smo, da sev s prekinjenimi geni metabolne poti EMC ne raste na minimalnem
gojiscu z acetatom. Prav tako smo pokazali, da lahko s komplementacijo emc operona sevu
povrnemo sposobnost rasti na acetatu. Glede na podatke iz literature ugotavljamo, da za
asimilacijo acetata pri streptomicetah obstajata dve razli¢ni metabolni poti. Zanimalo nas
je ali lahko okvarjeno metabolno pot EMC nadomestimo s heterologno ¢ezmerno izrazeno
potjo glioksilatnega cikla iz seva S. coelicolor. Sev S. tsukubaensis v svojem genomu
nima zapisa za gene glioksilatnega cikla, zato smo kljucne gene poti iskali v drugih
streptomicetah. V genomu S. tsukubaensis smo sicer nasli zapis za homolog gena za malat
sintazo (aceBl), vendar naj ta ne bi sodelovala v glioksilatnem ciklu primarnega
metabolizma. Tudi pri E. coli je proucen primer, da v genomu obstajata dva homologa
malat sintaze — aceB, ki sodeluje v glioksilatnem ciklu, in glcB, ki sodeluje pri rasti na
glikolatu (Chan in Sim, 1998).

Bioinformatska analiza je pokazala, da najdemo kljuéne gene glioksilatnega cikla v
organizmu S. coelicolor. Nasli smo genska homologa za encim izocitrat liazo (aceA) in
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malat sintazo (aceB2), kar se ujema z ugotovitvami drugih raziskovalcev (Bentley in sod.,
2002; Loke in Sim, 2000). Organizacijo genov icl operona prikazuje Slika 19.

izocitrat liaza (aceA) malat sintaza (aceB2) B-hidroksibutiril-CoA dehidrogenazo (fadC2)

| = | >

Slika 19: Organizacija genov icl operona bakterije S. coelicolor.

V operonu je poleg teh dveh klju¢nih genov Se tretji gen, ki kodira zapis za encim -
hidroksibutiril-CoA dehidrogenazo (fadC2). Encim pripada skupini oksidoreduktaz in
sodeluje pri B-oksidaciji mascobnih kislin. Katalizira konverzijo p-hidroksibutiril-CoA v
acetoacetil-CoA, ta pa se pretvori v acetil-CoA, ki predstavlja intermediat glioksilatnega
cikla in se med drugim porabi za nastanek biomase (Taylor in sod., 2010). Med encimom
B-hidroksibutiril-CoA dehidrogenazo in glioksilatnim ciklom smo predvideli genetsko in
metabolno povezavo. Gen fadC2, ki verjetno kodira encim 3-hidroksibutiril-CoA
dehidrogenazo, lezi na istem operonu kot izocitrat liaza in malat sintaza. Prav tako pa smo
med encimom, ki ga zapisuje gen fadC2, in glioksilatnim ciklom nasli metabolno
povezavo preko molekule acetil-CoA, ki nastane pri p-oksidaciji masc¢obnih kislin in se
porablja kot substrat v glioksilatnem ciklu. Zato smo se odlo¢ili, da bomo pri pripravi
konstrukta v plazmidu pSET152 poleg kljuénih genov poti ICL, vnesli tudi gen fadC2,
¢eprav za samo funkcionalnost glioksilatnega cikla glede na podatke literature verjetno ni
potreben.

4.4.1  Plazmidni konstrukt pSET152+PermE*+iclOp z zapisom za glioksilatni cikel
iz S. coelicolor

Testirani sevi in rezultati (v oklepaju):

1. S. tsukubaensis WT (raste na MM+acetat)

2. S. tsukubaensis AemcOp (ne raste na MM+acetat)

3. S. tsukubaensis WT + pSET152+PermE™* (raste na MM+acetat)

4. S. tsukubaensis AemcOp + pSET152+PermE* (ne raste na MM+acetat)

5. S. tsukubaensis AemcOp + pSET152+PermE*+iclOp (sposobnosti rasti na
MM-+acetat se ne povrne)
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Slika 20: Rezultati testiranja rasti sevov S. tsukubaensis na minimalnem gojis¢u z acetatom. Na levi sliki je
prikazana rast izbranih sevov na kompleksnem ISP4 gojis¢u, na desni sliki pa na minimalnem gojiscu
MM-+acetat. S Stevilko 1 je oznaen sev divjega tipa - WT, s §t. 2 sev demcOp, s §t. 3 kontrolni sev WT +
pSET152+PermE*, s $t. 4 kontrolni sev demcOp + pSET152+PermE* in s §t. 5 sev demcOp + pSET152+
PermE*+iclOp.

Nacepljene plosc¢e smo preucili po 10 — 14 dneh inkubacije (Slika 20). Ugotovili smo, da
se rezultati ne skladajo z naSimi pricakovanji, saj sev demcOp + pSET152+
PermE*+iclOp na minimalnem gojis¢u z acetatom ni zrasel. Rast kontrolnih sevov je bila
v skladu s pricakovanimi rezultati. Na kompleksnem gojis¢u ISP4 med sevi ni bilo opaziti
vecjih razlik v rasti.

4.5 POVRNITEV RASTI NA ACETATU S KOMPLEMENTACHO icl OPERONA
1Z Streptomyces coelicolor IN PROTISMISELNE RNA GENA ZA ENCIM ICD

Pricakovali smo, da bo sev S. tsukubaensis s prekinjeno potjo EMC in heterologno
izrazenim glioksilatnim ciklom lahko asimiliral acetat. Ker so rezultati pokazali, da
heterologno izrazanje genov glioksilatnega cikela v sevu S. tsukubaensis 4emcOp ni uspelo
nadomestiti metabolne poti EMC, smo predvidevali, da je tezava v regulaciji. Kot smo
navedli Ze v pregledu objav (2.2.3.1), je pri bakteriji E. coli metabolni tok skozi
glioksilatni cikel reguliran na nivoju kontrole delovanje Ze izrazenega encima, preko
fosforilacije encima izocitrat dehidrogenaze. Sistem IDHKP/IDH uravnava razdelitev toka
ogljika med Krebsovim in glioksilatnim ciklom. Kako poteka regulacija izocitrat
dehidrogenaze pri streptomicetah, $e ni znano.

Da bi preverili potencialen vpliv regulacije izrazanja ICD in vpliv na pretok preko poti
ICL, smo zeleli znizati izrazanje izocitrat dehidrogenaze in tako potencialno povecati fluks
ogljika v glioksilatni cikel. Izocitrat dehidrogenaza je klju¢ni encim Krebsovega cikla, le-ta
pa predstavlja centralno pot aerobnega metabolizma in je skupen vsem organizmom. Po
podatkih spletne baze esencialnih genov (Zhang in sod., 2004) je gen icd za encim izocitrat
dehidrogenazo klucen za rast pri Stevilnih prokariontih in evkariontih. Zaradi sodelovanja
encima v Krebsovem ciklu smo predvidevali, da bi bila popolna inaktivacija gena icd tudi
pri streptomicetah letalna. Z uporabo tehnologije protismiselne RNA smo nameravali
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znizati nivo translacije mRNA encima IDH in posledi¢no zniZati koncentracijo proteina v
celici. Predvidevali smo, da se bo tok izocitrata zato preusmeril v glioksilatni cikel.

45.1 PCR reakcija za fragment anti-1CD

Slika 21: Fotografija gela elektroforeze, s katero smo preverili uspe$nost PCR reakcije za fragment
antilCD.Velikostna lestvica je oznagena z L. Lisa produkta je dobro vidna in ustreza pri¢akovani velikosti
416 bp. Pri velikosti 1200 bp vidimo dodatno liso, ki predstavlja nespecifi¢en produkt PCR reakcije.

Po pregledu fotografije gela (Slika 21) smo ugotovili, da je bila reakcija uspe$na, vendar
smo poleg Zeljenega fragmenta pomnozili Se nespecificen produkt.

45.2  Plazmidni konstrukt pSET152+PermE*(bRBS)+antilCD

pSET152+ 3
ermE* (bRBS)

antilCD —»

Slika 22: Fotografija gela, s katerim smo lo¢evali fragmente po restrikciji plazmidov
pSET152+PermE*(bRBS)+antilCDz encimoma Ndel/Xbal. Velikostna lestvica je oznaéena z L, v jamicah od
1-10 so naneSene restrikcijske me$anice. Zgornje lise predstavljajo plazmid pSET152+PermE*(bRBS),
spodnje pa fragment antilCD.

Po pregledu fotografije gela (Slika 22) smo ugotovili, da so vsi plazmidi (1-10) pravi, saj
velikosti obeh lis ustrezata pri¢akovanim - 5973 bp (pSET152+PermE*(bRBS)) in 425 bp
(antilCD)
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45.3  Plazmidni konstrukt pCR2.1+PermE*(bRBS)+antilCD

— 10000 bo

— 00k

F -

ermE® (bRES)+antilCD —
|

Slika 23: Fotografija elektroforeznega gela, kjer smo analizirali fragmente po restrikciji plazmidov
pCR2.1+PermE*(bRBS)+antilCDz encimom EcoRI. Velikostna lestvica je oznacena z L. V jamicah od 1-10
so nanesene restrikcijske meSanice. Slika kaze, da so pri¢akovani plazmidni konstrukt vsebovale le kolonije

1,2,4in 7.V omenjenih luknjicah smo dobili lise, ki ustrezajo velikosti 3913 bp in 737 bp.

Po pregledu fotografije gela na sliki 23 smo ugotovili, da so priakovani plazmidni
konstrukt pCR2.1+PermE*(bRBS)+antilCD vsebovale le kolonije 1, 2, 4 in 7. V
omenjenih luknjicah smo dobili lise, ki ustrezajo velikosti 3913 bp in 737 bp.

45.4  Priprava fragmenta PermE*(bRBS)+antilCD

10000 bp
pCR2.1
— 3000 bp
1000 bp
erme™ (bRBS)+antilCD
500 bp

Slika 24: Fotografija elektroforeznega gela za pripravo fragmenta PermE*(bRBS)+antilCD.Nanesena je
restrikcijska meSanica pCR2.1+PermE*(bRBS)+antilCD z encimom EcoRI.

Fotografija gela na sliki 24 prikazuje, da smo fragment PermE*(bRBS)+antilCD uspesno
izrezali iz plazmida pCR2.1+PermE*(bRBS)+antilCD. Spodnja lisa pri velikosti 737 bp

predstavlja pravilen fragment, ki smo ga izrezali in nato o¢istili.
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455  Plazmidni konstrukt pSET152+PermE*+iclOp+PermE*(bRBS)+antilCD

<—— pSET152+ermE*+iclOp
10000 bp
3000 bp
1000 bp <+—— ermE* (bRBS)+antilCD
S00 bp

Slika 25: Slika elektroforeznega gela, s katerim smo preverjali plazmidne konstrukte
pSET152+PermE*+iclOp+PermE*(bRBS)+antilCDrezane z encimom EcoRI. Velikostna lestvica je
oznacena z L. V luknjicah od 1-7 so naneSene restrikcijske meSanice. Pri vseh kolonijah smo dobili oba
pric¢akovana fragmenta, vsi plazmidni konstrukti so se izkazali za pravilne.

Fotografija gela na sliki 25 prikazuje, da so se vsi plazmidni konstrukti (1-7) izkazali za
pravilne, saj smo pri vseh kolonijah dobili oba pri¢akovana fragmenta - dva fragmenta v
velikosti 9839 bp (pSET152+PermE*+iclOp) in 641 bp (PermE*(bRBS)+antilCD)
(Error! Reference source not found.).

45.6  Testiranje povrnitve rasti na acetatu

Pripravili smo gojis¢e MM z acetatom in na plos¢e nacepili pridobljene konjugante in
ustrezne kontrole (nasteto spodaj). Ugotavljali smo, ali se bo konjugantam z vneSenimi
geni glioksilatne poti in zapisom antilCD povrnila sposobnost rasti na minimalnem gojiscu
z acetatom. Pri konjugantah z vneSenim kontrolnim plazmidom pSET152+PermE*
(bRBS)+antilCD nismo pricakovali razlik v sposobnosti rasti na minimalnem gojis¢u z
acetatom.

Testirani sevi in rezultati (v oklepaju):

1. S. tsukubaensis WT (raste na MM+acetat)

2. S. tsukubaensis AemcOp (ne raste na MM+acetat)

3. S. tsukubaensis WT + pSET152+PermE*(bRBS)+antilCD (raste na MM+acetat)

4. S. tsukubaensis AemcOp + pSET152+PermE*(bRBS)+antilCD (ne raste na
MM-+acetat)

5. S. tsukubaensis AemcOp + pSET152+PermE*+iclOp+PermE*(bRBS)+antilCD
(raste na MM+acetat)
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Slika 26: Rezultati testiranja rasti sevov S. tsukubaensis na acetatu.Na levi sliki je prikazana rast izbranih
sevov na ISP4 gojis¢u, na desni sliki pa na minimalnem gojis¢éu MM+acetat. 1. sev divjega tipa - WT, §t. 2
sev demcOp, §t. 3 kontrolni sev WT + pSET152+PermE*(bRBS)+antilCD, s §t. 4 kontrolni sev demcOp +

pSET152+PermE*(bRBS)+antilCD in s §t. 5 sev demcOp + pSET152+PermE*+iclOp+PermE*
(bRBS)+antilCD.

Po priblizno 14 dneh inkubacije smo pregledali plosée in ocenili rast sevov (Slika 26). Sev
WT in WT z vneSenim kontrolnim plazmidom pSET152+PermE*(bRBS)+antilCD sta na
plos¢ah MM-+acetat zrasla normalno, vendar je bilo med njima opaziti razliko v hitrosti
rasti in barvi — sev WT z vneSenim kontrolnim plazmidom pSET152+Permg*
(bRBS)+antilCD je v primerjavi v sevom WT rastel boljse in je bil bolj pigmentiran. Sev
AemcOp in AemcOp s kontrolnim plazmidom na plos$¢ah nista zrasla. Opazili smo, da vnos
zaporedja antilCD na plazmidu pSET152 pod promotorjem PermE* sicer vpliva na rast pri
sevu WT, ne vpliva pa na povrnitev sposobnosti asimilacije acetata pri sevu demcOp. Sevu
AemcOp z vneSeno glioksilatno potjo in zaporedjem antilCD se je delno povrnila
sposobnost rasti na acetatu, kot edinem viru ogljika. Sevi z vneSemo glioksilatno potjo in
zaporedjem antilCD so omejeno zrasli na plos¢ah MM-+acetat. Opazili smo slabso rast v
primerjavi s sevom WT. Na kopleksnem ISP4 gojisc¢u so vsi sevi rasli primerljivo dobro,
razen sev WT z vneSem kontrolnim plazmidom z zaporedjem antilCD, ki je rastel slabse
kot vsi ostali testirani sevi, prikazani na sliki 26.
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4.6 MERJENJE AKTIVNOSTI ENCIMA IZOCITRAT DEHIDROGENAZE

V prej$njem koraku smo pokazali, da vnos zaporedja protismiselne RNA encima izocitrat
dehidrogenaze sevu delno povrne sposobnost rasti na acetatu preko glikosilatne metabolne
poti. Zeleli smo dodatno potrditi, da smo zmanjsali izrazanje encima ICD z vnosom
zaporedja antilCD, in posledi¢no zmanjsali tudi aktivnost encima. S tem pa verjetno
preusmerili fluks ogljika v glioksilatno metabolno pot in sevu omogocili rast na acetatu,
kot edinem viru ogljika.
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Slika 27: Spremljanje opti¢ne gostote pri 600 nm v odvisnosti od ¢asa.Prikazane so povpreéne vrednosti s
standardnim odklonom za tri izbrane seve. Vse krivulje prikazujejo organizem S. tsukubaensis, modra
krivulja prikazuje sev WT z vstavljenim praznim plazmidom pSET152+PermE*, oranzna krivulja sev WT z
vstavljenim plazmidom pSET152+PermE*(bRBS)+antilCD in siva krivulja sev demcOp z vstavljenim
plazmidom pSET152+PermE*+iclOp+PermE*(bRBS)+antilCD.

Iz grafa (Slika 27) smo razbrali, da vsi izbrani sevi rastejo dobro. Sev WT z vstavljenim
praznim plazmidom pSET152+PermE™* raste hitreje v primerjavi s sevoma, Ki vsebujeta
zapis za antilCD. Sev WT s plazmidom pSET152+PermE*(bRBS)+antilCD raste
najpoc¢asneje. Pocasneje v primerjavi s sevom WT raste tudi sev demcOp z vstavljenim
plazmidom pSET152+PermE*+iclOp+PermE*(bRBS)+antilCD. Glede na rezultate smo
ocenili, da sevi rastejo dobro in dovolj primerljivo, da jih lahko uporabimo za nadaljnje
eksperimente merjenja encimske aktivnosti.
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Slika 28: Spremljanje pH vrednosti v odvisnosti od ¢asa.Prikazane so povpre¢ne vrednosti s standardnim
odklonom za tri izbrane seve. Vse krivulje prikazujejo kulturo S. tsukubaensis, modra krivulja prikazuje sev
WT z vstavljenim praznim plazmidom pSET152+PermE*, oranzna krivulja sev WT z vstavljenim
plazmidom pSET152+PermE*(bRBS)+antilCD in modra krivulja sev AemcOp z vstavljenim plazmidom
pSET152+PermE*+iclOp+PermE*(bRBS)+antilCD.

Graf (Slika 28) prikazuje spreminjanje pH vrednosti v odvisnost od ¢asa. Graf se ujema s
prej$njimi ugotovitvami, da sev WT z vstavljenim praznim plazmidom pSET152+PermE*
raste najhitreje, sev. WT s plazmidom pSET152+PermE*(bRBS)+antilCD pa
najpoc¢asneje. Pri omenjenem sevu (oranzna krivulja na sliki 28) smo izmerili nizji pH,
glede na rezultate sklepamo, da je prislo do akumulacije kislin. Sev 4emcOp z vstavljenim
plazmidom pSET152+PermE*+iclOp+PermE*(bRBS)+antilCD je rastel rahlo slabse kot
sev WT z vstavljenim praznim plazmidom pSET152+PermE*. Glede na rezultate smo
ocenili, da sevi rastejo dobro in dovolj primerljivo, da jih lahko uporabimo za nadaljnje
eksperimente merjenja encimske aktivnosti.
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Slika 29: Prikaz aktivnosti encima izocitrat dehidrogenaze v odvisnosti od ¢asa.Prikazane so povpre¢ne
vrednosti s standardnim odklonom za tri izbrane seve. Vse krivulje prikazujejo kulturo S. tsukubaensis,
modra krivulja prikazuje sev WT z vstavljenim praznim plazmidom pSET152+PermE*, oranzna krivulja sev
WT z vstavljenim plazmidom pSET152+PermE*(bRBS)+antilCD in siva krivulja sev AemcOp z vstavljenim
plazmidom pSET152+PermE*+iclOp+PermE*(bRBS)+antilCD.

Slika 29 prikazuje graf aktivnosti encima ICD v odvisnosti od Casa za izbrane seve S.
tsukubaensis. Najvisjo vrednost encimske aktivnosti smo izmerili v sevu WT z
vstavljenim praznim plazmidom pSET152+PermE*, v ¢asu 45 h. Encimska aktivnost je s
Casom naraSCala. Pri sevih z zapisom antilCD smo izmerili nizke vrednosti encimske
aktivnosti, aktivnost encima ICD pa je po ¢asu 32 h zacela padati. V 45 h smo v sevu WT
izmerili ve¢ kot dvakrat vi§jo encimsko aktivnost ICD kakor pri sevih z vkljuceno
antilCD.
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4.7 BIOINFORMATSKA ANALIZA emc OPERONA SEVA Streptomyces
coelicolor

Genom bakterije S. coelicolor J801 smo preucili na podoben nacin, kot smo pred tem
naredili ze pri bakteriji S. tsukubaensis NRRL 18488. Z bioinformatsko analizo smo
preverili prisotnost genov, ki omogocajo asimilacijo acetata. 1z literature je znano, da so v
genomu bakterij genski homologi, ki kodirajo glioksilatni cikel. Zanimalo nas je ali ima
bakterija S. coelicolor tudi gene za EMC metabolno pot. V emc operonu smo nasli vseh pet
klju¢nih genov EMC metabolne poti, tako kakor pri bakteriji S. tsukubaensis. Iskali smo
tudi morebitne druge homologe ccr gena, ki pa jih nismo nasli.

metilmalil liaza (mml)
mezakonil hidrataza (mch)

krotonil-CoA karboksilazalreduktaza (ccr) etilmalonil mutaza (meaA) metilsukeinil dehidrogenaza (msd)

| 4 4

Slika 30: Organizacija emc operona bakterije S. coelicolor.

Podatki, ki smo jih dobili z bioinformatsko analizo, se skladajo z ugotovitvami, ki smo jih
predhodno navedli v pregledu objav. Bakterija S. coelicolor ima v genomu zapis za gene
glioksilatnega cikla (Slika 19) in poti EMC (Slika 30). Ugotovitve kazejo, da ima sev dve
funkcionalni metabolni poti za asimilacijo acetata.

4.8 PREKINJANJE emc OPERONA SEVA Streptomyces coelicolor

Z bioinformatsko analizo smo ugotovili, da ima bakterija S. coelicolor kar dve metabolni
poti za asimilacijo acetata. Zanimalo nas je ali sta obe poti funkcionalni in katera je
primarna pot za asimilacijo acetata. 1z rezultatov opisanih v poglavju 4.5 smo predvidevali,
da bi geni izocitrat liaza in malat sintaza iz S. coelicolor lahko omogo¢ili funkcionalno
glioksilatno metabolno pot. Hipotezo smo zeleli preveriti. V bakteriji S. coelicolor smo
inaktivirali gene metabolne poti EMC in testirali rast seva na minimalnem gojiscu z
acetatom.

4.8.1 Nacrtovanje konstrukta za inaktivacijo operona

Za inaktivacijo emc operona smo pripravili konstrukt na osnovni vektorja pKC1139, ki
vsebuje temperaturno obcutljivo mesto oriC (Slika 31). Konstrukt je pripravljen iz Stirih
fragmentov (Preglednica 21), ki smo jih sestavili z Gibson reakcijo:
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Preglednica 21: Fragmenti, s katerimi smo pripravili konstrukt za inaktivacijo operona.

Ime fragmenta Opis Nacin priprave
pKC1139 Vektor Restrikcija z EcoRI/HindllI
Leva homologija Homologno zaporedje dolgo 1100 bp. PCR

Nalega levo od mesta prekinitve (gen
ccr — priloga G, slika G2).
Tiostreptonska kaseta Omogoca selekcijo mutant. PCR
Desna homologija Homologno zaporedje dolgo 1200 bp. PCR
Nalega desno od mesta prekinitve
(gen meaA — priloga G, slika G2).

onT
AprR &
pKC1139 + ecm del + TS (gibson)
9738 bp
Oric/ HindIII (2789)
e
leva homologija
EcoRI (6166)
desna homologija Ndel (3919)
Ts kaseta

Slika 31: Konstrukt za inaktivacijo emc operona.

4.8.2  Oblikovanje zacetnih oligonukleotidov

Zacetne oligoukleotide, s katerimi smo pomnoZili Zelene odseke DNA, smo oblikovali z
orodjem NEBuilder® Assembly Tool, ki ga dobimo na spletu (NEB,
http://nebuilder.neb.com/). V orodje smo vnesli zahtevane podatke in dodali zaporedja
nasih Zelenih fragmentov (Preglednica 21). Oblikovali smo 3 pare zacetnih
oligonukleotidov (Priloga G, slika G1).
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4.8.3 lzolacija genomske DNA

gDNA

Slika 32: Fotografija agaroznega gela po elektroforezi, s katero smo preverili kakovost izolacije genomske
DNA. V luknjicah 1 in 2 sta naneSena vzorca gDNA organizma S. coelicolor J801 obarvana z barvilom 6x
LD. Velikostna lestvica je oznacena z L.

Na sliki 32 vidimo, da smo genomsko DNA uspes$no izolirali. V vzorcu 1 je bila kakovost
izolacije boljsa, DNA je bila manj razgrajena. Iz fotografije vidimo, da je bilo v vzorcu 1
manj nezelene RNA in vi§ja koncentracija gDNA. Za nadaljnje delo smo zato izbrali
vzorec 1.

4.8.4  Priprava fragmentov s PCR reakcijo in restrikcijo

100008

3000bp

1000bp

5008p

Slika 33: Fotografija agaroznega gela po elektroforezi, s katero smo preverili produkte PCR
rekacije. Velikostna lestvica je ozna¢ena z L. Na fotografiji (pri velikosti priblizno 1000 bp) so vidne tri lise
pomnozenih fragmentov v zaporedju: leva homologija, ts kaseta in desna homologija (rdece uokvirjeno).

Iz slikeSlika 33 smo sklepali, da smo uspesno pomnozili vse tri zelene fragmente.
Velikosti PCR produktov ustrezajo predvidenim dolzinam odsekov (Preglednica 19), ki
smo jih Zeleli pridobiti. Ustrezne produkte smo izrezali iz gela in jih odistili.
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10000 bp  w—

3000 P e

1000 bp e—

SO0 b

Slika 34: Fotografija agaroznega gela po elektroforezi, s katero smo preverili koncentracije fragmentov pred
Gibson rekacijo.Velikostna lestvica je oznacena z L. V luknjicah §t. 1 je naneSen rezan vektor pKC1139, v
lunkjicah §t. 2 leva homologija, v luknjicah §t. 3 desna homologija in v luknjicah §t. 4 ts kaseta. Varianti a in
b oznacujeta razlicen volumen vzorca. Varianta a: 1 pl vzorca, varianta b: 3 pl vzorce.

Iz slikeSlika 34 smo ocenili, da je koncentracija DNA v vseh vzorcih priblizno enaka in
dosega dovolj visoke vrednosti za uspesno izvedbo Gibson reakcije.

4.8.5 lzolacija in preverjanje konstrukta pKC1139+emc del+ts

10000 5P w—

. . 5 5 & P 5 & ) & s & ¥ & ) & > & 2 & @ —» 6361 bp

3000bp — K J
- ® e # Sy S . 5 . - y - = . ' " — 2247 bp

— 1130 bp
1000 by w— ‘ '

1 '

Slika 35: Fotografija agaroznega elektroforetskega gela, na katerem smo lo¢evali fragmente po restrikcijski
analizi plazmida pKC1139+emc del+tsz encimi EcoRI/HindI11/Ndel. Velikostna lestvica je oznacena z L.
Lise osteviléene od 1-12 predstavljajo rezano plazmidno DNA. Velikosti lis se ujemajo z nagimi izra¢uni.

Pricakovali smo, da bo plazmid po restrikciji razpadel na tri fragmente dolzin 6361 bp
(pKC1139), 2247 bp (desna homologija od mesta prekinitve gena in del ts kasete) in 1130
bp (leva homologija od mesta prekinitve gena in preostanek ts kasete). 1z slike 35 smo
ugotovili, da vseh 12 restrikcijskih vzorcev ustreza zelenemu konstruktu pKC1139+emc
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del+ts. Izbrani plazmid smo poslali na sekvenciranje k zunanjemu partnerju (Macrogen).
Prejete sekvence smo analizirali in potrdili pravilnost nukleotidnega zaporedja.

4.8.6  Postopek subkultivacij in iskanje sekundarnih rekombinant

Pricakovali smo, da se je tekom Sestih subkultivacij zgodil dogodek sekundarne
rekombinacije, ki omogoca izloCitev dela plazmida iz genoma, in s tem prekinitev emc
operona. Tak$ne kolonije bi bile obcutljive na apramicin, saj se iz genoma izloc¢i del
plazmida, ki nosi zapis za odpornost proti apramicinu. Prav tako so Ts-odporne, saj del, Ki
nosi zapis za odpornost proti tiostreptonu, ostane v genomu.

Slika 36: Rezultati pecatenja.Na levi ploséi gojis¢e SM+Ts+Apr, na desni plos¢i gojis¢e SM+Ts. Kolonija z
ustreznim profilom je oznacena z rde¢im kvadratom.

ODb pregledu plos¢ smo iskali na apramicin ob¢utljive in na tiostrepton odporne kolonije. V
povpre¢ju smo na vsaki plos¢i nasli priblizno eno ustrezno kolonijo, kar kaze na to, da je
bila metoda subkultivacij uspes$na (Slika 36). lzbrane kolonije smo prenesli na gojisce
SM+Ts.

4.8.7  Potrjevanje sekundarnih rekombinant s PCR reakcijo na osnovi kolonije

Po selekciji kolonij, ki smo jih dobili s postopkom pecatenja, smo izvedli PCR reakcijo na
osnovi kolonije. Z reakcijo smo Zeleli potrditi, da smo v genomu uspesno inaktivirali emc
operon.
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10000 b e

30005P e

AemcOp

1000 Bp e

S00bp ==

L3 e =
Slika 37: Fotografija agaroznega gela po elektroforezi, s katero smo potrjevali sekundarne
rekombinante.Velikostna lestvica je ozna¢ena z L. V zadnji luknjici je nane$ena kontrolna gDNA divjega
tipa, ustreza pri¢akovani velikosti 2883 bp. V luknjicah od 1 — 11 so naneS$eni produkti, ki predstavljajo nase
mutante. V veéini vse lise ustrezajo velikosti 1559 bp (razen v luknjici 5 in 11).

Iz fotografije gela na sliki 37 smo ugotovili, da smo emc operon uspesno inaktivirali. V
vecini vse lise ustrezajo velikosti 1559 bp (razen v luknjici 5 in 11). V primeru, da bi imeli
Se vedno sev divjega tipa, bi bila velikost PCR pomnozka 2883 bp (zadnja luknjica —
gDNA).

4.8.8 PCR reakcija za sekvenciranje

10000 bp

3000 bp

1000 bp

Slika 38: Fotografija agaroznega gela po elektroforezi, s katero smo potrjevali sekundarne
rekombinante.Velikostna lestvica je ozna¢ena z L. V luknjici 1 je naneSen kontrolni sev, velikost lise ustreza
pric¢akovani velikosti 4289 bp. V luknjicah od 2 — 5 so naneSene mutante, velikost lise ustreza pricakovani
velikosti 4016 bp.

Kot je razvidno iz slike 38, so bile PCR reakcije uspeSne na vseh izbranih sevih.
Pridobljene produkte smo izrezali iz gela in odistili. Poslali smo jih na sekvenciranje
(Macrogen). Po prejemu rezultatov smo le-te analizirali in potrdili pravilnost sekvenc tako
divjega tipa, kot mutant.
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4.9 TESTIRANJE RASTI NA ACETATU
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Slika 39: Izmerjena vsebnost glukoze in acetata v razli¢nih ¢asovnih to¢kahza seve S. coelicolor J801 in
AemcOp. Prikazane so povpreéne vrednosti s standardnimi odkloni.

Slika 39 prikazuje porabo glukoze in acetata pri sevih J801 in demcOp v minimalnem
gojis¢éu NMMB. Oba seva sta kot vir ogljika najprej porabila glukozo, po 48 h je izmerjena
koncentracija glukoze padla na 0 g/l. Ko je v gojis¢u zmanjkalo glukoze sta seva za rast
zacela porabljati acetat. Sev J801 je acetat porabil v 120 h, sev demcOp pa v 192 h.
Dobljeni podatki kazejo na to, da je sev demcOp Se vedno sposoben asimilirati acetat,
najverjetneje po nativni glikosilatni poti.
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5 RAZPRAVA

Aerobni mikroorganizmi, ki so sposobni rasti na acetatu ali na drugih spojinah, ki vstopajo
v centralni metabolizem na stopnji acetil-CoA, za asimilacijo najpogosteje uporabljajo
glioksilatno pot (Slika 3, 2.2.3.1). Klju¢na gena poti sta izocitrat liaza in malat sintaza, ki
skupaj z encimi Krebsovega cikla katalizirajo nastanek sukcinil-CoA iz dveh molekul
acetil-CoA (Akopiants in sod., 2006; Han in Reynolds, 1997). Genetske, bioinformatske in
biokemijske raziskave kazejo, da so zapisi za klju¢na gena glioksilatnega cikla prisotni tudi
Vv streptomicetnih genomih, ¢eprav do sedaj Se ni bilo raziskav, ki bi dokazale vlogo genov
pri asimilaciji acetata pri streptomicetnih vrstah (Akopiants in sod., 2006).

Asimilacija acetata lahko poteka po alternativni poti etilmalonil-CoA (Slika 5, 2.2.3.2), ki
je centralna pot metabolizma ogljika pri mnogih a-proteobakterijah, kot so Rhodobacter
sphaeroides in Methylobacterium extorquens pa tudi pri aktinomicetah, kot so
Stretpomyces spp. Glavna funkcija poti EMC je pretvorba intermediata acetil-CoA v druge
prekurzorske metabolite, ki se uporabljajo za biosintezo celicnega ogljika. EMC pot, za
razliko od glioksilatnega cikla, vsebuje veliko unikatnih CoA-estrskih intermediatov (Slika
6).

Zaradi izjemnega medicinskega in industrijskega pomena streptomicetnih vrst, so nase
raziskave potekale na bakterijah S. tsukubaensis in S. coelicolor, ki pripadata
streptomicetam, in kot vecina ostalih bakterij iz tega rodu proizvajata sekundarne
metabolite, Stevilni so tudi medicinsko uporabni, predvsem kot antibiotiki (Madigan in
sod., 2009). Streptomicete izlocajo tudi Stevilne ekstracelularne hidrolitiéne encime, ki jim
omogocajo razgradnjo lignoceluloznih materialov, Stevilni izmed omenjenih encimov so
komercialno zanimivi (Borodina in sod., 2005).

Za izbor omenjenih bakterijskih vrst za naSe raziskave obstaja ve¢ razlogov. Analiza
genomov je pokazala, da vsebuje bakterija S. tsukubaensis le zapis za gene alternativne
poti EMC, S. coelicolor pa za obe poti asimilacije acetil-CoA — tako zapis za gene
glioksilatne poti, kot tudi poti EMC. Razlog za izbor predstavlja tudi dejstvo, da je S.
coelicolor modelni organizem rodu streptomicet in genetsko najbolj raziskana v svoji
skupini (Bentley in sod., 2002). S. tsukubaensis pa predstavlja industrijsko zelo pomemben
organizem, najpomembnejsa spojina, ki jo proizvaja, je FK506 (takrolimus). Je sekundarni
metabolit z mo¢nim imunosupresivnim delovanjem, trenutno registriran za uporabo v
medicini po transplantacijah organov (Goranovic in sod., 2010).

Raziskave asimilacije acetil-CoA se osredotocajo tako na razumevanje vloge asimilacije
acetata v primarnem in tudi v sekundarnem metabolizmu. Raziskave prav tako nakazujejo
morebitne povezave primarnega in sekundarnega metabolizma molekule acetil-CoA, saj
pot EMC asimilacije acetata Stevilne bakterije uporabljalo ne le za biosintezo celicnih
komponent, temve¢ tudi za zagotavljanje prekurzorjev za sintezo bioaktivnih ucinkovin
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sekundarnega metabolizma. Pri S. tsukubaensis je biosinteza sekundarnega metabolita
FK506 povezana s potjo EMC preko skupnega intermediata etilmalonil-CoA, ki nastaja s
pomocjo klju¢nega encima poti EMC — krotonil-CoA karboksilazo/reduktazo. Metabolit
etilmalonil-CoA rabi kot podaljSevalna enota za biosintezo poliketidnih antibiotikov
(Blazi¢ in sod., 2015). Encim Ccr tako povezuje centralni ogljikov metabolizem s
sekundarnim. Li in sod. (2004) so preucevali vpliv ccr gena pri sintezi poliketidov
monenzina A in B pri Streptomyces cinnamonensis. Ugotovili so, da monenzin A za svojo
biosintezo potrebuje podaljSevalno enoto etilmalonil-CoA, ki je produkt reakcije encima
Ccr, medtem kot monenzin B te podaljSevalne enote ne potrebuje.

V obsegu magistrske naloge smo zeleli preuciti vlogo genskih homologov EMC in
glioksilatne poti, ki sodelujejo pri asimilaciji acetata v primarnem metabolizmu. Zanimala
nas je vloga omenjenih genov, ki sodelujejo v reakcijah glioksilatnega cikla in poti EMC.
Pri¢akovali smo, da S. tsukubaensis z inaktiviranim emc operonom ne bo sposoben rasti na
acetatu kot edinem viru ogljika, saj acetat najverjetneje asimilira po EMC poti, glede na to
da nima zapisa za gene glikosilatnega cikla (4.1). V genomu S. tsukubaensis NRRL 18488
smo sicer nali zapis za homolog gena malat sintaze (aceBl), vendar le-ta verjetno ne
sodeluje v primarnem metabolizmu, temve¢ v sekundarnem. Zapis za homolog aceB1 so
odrili tudi v sevih S. coelicolor, Streptomyces avermitilis, Streptomyces cinnamonensis
(Akopiants in sod., 2006). Slika 17 potrjuje, da sev demcOp ne raste na minimalnem
gojis¢u z acetatom kot edinim virom ogljika. S tem smo dokazali naso trditev, da sev za
asimilacijo acetata uporablja le pot EMC.

Ob nacepljanju sevov S. tsukubaensis na minimalno gojis¢e z acetatom smo seve hkrati
nacepili tudi na kompleksno gojisée ISP4, kjer smo kot vir ogljika dodali skrob. Le-ta se
po razgradnji z ekstracelularnimi encimi razgradi do glukoze, ta pa se pretvori po poteh
glikolize ali pentoza fosfatne poti. Zaradi metabolizma ogljika po teh poteh, pot EMC na
kompleksnem ISP4 gojiS¢u ni potrebna. Sklepali smo, da bodo na ISP4 gojiScu vsi sevi
rasli enako dobro, kar prikazujejo in tudi potrjujejo rezultati na slikah 17, 18, 20.

Za dodatno potrditev, da sev demcOp ne raste na minimalnem gojis¢u z acetatom zaradi
prekinjenega operona emc, Smo mu povrnili sposobnost rasti na acetatu z vnosom dodatne
kopije konstitutivno izrazenega operona emc (Slika 18), katerega geni naj bi
komplementirali inaktivirano nativno pot EMC. Pripravili smo tudi kontrolni sev WT in
AemcOp s praznim plazmidom pSET152+PermE*, ki bakteriji daje rezistenco na
apramicin. Prisotnost antibiotika v gojiS¢u lahko fiziolosko obremeni mikroorganizem in
posledi¢no podaljsa fazo prilagajanja, s tem pa upocasni rast. Zato smo v vseh nadaljnjih
eksperimentih kot dodatno kontrolo uporabili ustrezni sev z osnovnim plazmidom
pSET152+PermE*, ki je predstavljal bolj zanesljivo metodo primerjave. Z vnosom vseh 5
genov operona emc pod kontrolo konstitutivnega promotorja PermE* smo sevu demcOp
uspesno povrnili sposobnost rasti na acetatu kot edinem viru ogljika (Slika 18). Vsi
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testirani sevi so na kompleksnem ISP4 gojiscu rasli enako dobro, saj je v gojis¢u kot vir
ogljika dodan $krob, ki se ne presnavlja po poti EMC.

V nadaljevanju smo zeleli sevu demcOp povrniti sposobnost rasti na acetatu z vnosom
genov glioksilatne poti S. coelicolor v obliki dodatne kopije konstitutivno izrazenega icl
operona (Slika 12). V plazmidni konstrukt smo vkljucili $e tretji gen, B-hidroksibutiril-
CoA dehidrogenazo (fadC2), ki je v genomu S. coelicolor na istem operonu kot gena za
ICL in encim MS. Encim B-hidroksibutiril-CoA dehidrogenazo je z glioksilatnim ciklom
povezan preko intermediata acetil-CoA, povezava je podrobneje opisana v poglavju 4.4.
Izrazanje vseh treh genov operona icl je bilo pod kontrolo moc¢nega konstitutivnega
promotorja PermE*. Plazmidni konstrukt smo konjugirali v sev z inaktivirano potjo EMC
in testirali rast sevov na kompleksnem ISP4 gojis¢u in na minimalnem goji$¢u z acetatom.
Kljub komplementaciji s klju¢nimi geni glioksilatne poti iz S. coelicolor, sevu nismo
uspeli povrniti rasti na acetatu kot edinem viru ogljika (Slika 20). Na kompleksnem gojiscu
ISP4 med sevi ni bilo opaziti razlik v rasti, kar je bilo v skladu s pricakovanji. MozZna
razlaga je, da so omenjeni geni funkcionalni, vendar je potrebna primerna regulacija. Pri
bakteriji E. coli se tok v glioksilatni cikel uravnava preko sistema IDHKP/IDH (Slika 4), ki
skrbi za delitev pretoka ogljika med Krebsovim in glioksilatnim ciklom (2.2.3.1). Kako
poteka regulacija pri streptomicetah Se ni raziskano.

Z znizanjem izrazanja izocitrat dehidrogenaze smo Zeleli povecati tok ogljika v glioksilatni
cikel in tako sevu omogociti rast preko asimilacije acetata po komplementirani glioksilatni
poti. Najverjetneje bi bila popolna inaktivacija gena icd za gostitelja letalna, zato smo se
odlo¢ili za zmanjSanje izraZzanje z uporabo tehnologije protismiselne RNA (2.3). UspeSno
smo izvedli PCR reakcijo, s katero smo pomnozili fragment antilCD, ki predstavlja
protismiselno  RNA za mRNA icd gena. Produkt smo klonirali v vektor
pSET152+PermE*(bRBS) brez icl operona (Slika 13), in nato preko vmesnega
plazmidnega konstrukta pCR2.1+PermE*(bRBS)+antilCD (Slika 14) v konéni konstrukt
pSET152+PermE*+iclOp+PermE*(bRBS), ki ze vsebuje zapis za klju¢ne gene glioksilatne
poti (Slika 15). Ustvarjene plazmidne konstrukte smo konjugirali v S. tsukubaensis
AemcOp in WT. Kot Kkontrolni plazmid smo v tem poskusu obravnavali
pSET152+PermE*(bRBS)+antilCD, ki nosi zapis za protismiselno RNA. Kontrolni
plazmid pSET152+PermE*(bRBS)+antilCD smo konjugirali v WT sev, ker smo zeleli
preveriti, ¢e zapis antilCD vpliva na rast seva. Kontrolni plazmid pSET152+PermE*
(bRBS)+antilCD smo konjugirali tudi v demcOp sev, kjer smo zeleli pokazati, da sam
zapis antilCD (brez genov glioksilatnega cikla) ne vpliva na povrnitev sposobnosti rasti na
acetatu. Ko smo testirali rast pridobljenih sevov na kompleksnem gojis¢u ISP4 (Slika 26)
smo opazili, da sev WT s kontrolnim plazmidom, ki nosi zapis za protismiselno RNA
antilCD, raste slabse kot ostali. Omenjeni sev je na minimalnem gojis¢u rastel dobro.
Najverjetneje je zaradi inhibicije izocitrat dehidrogenaze prislo do upocasnitve Krebsovega
cikla, s tem se je upocasnila rast seva na kompleksnem gojis¢u. Na minimalnem gojiscu z
acetatom pa je ta inhibicija omogocala vecji tok skozi pot EMC in s tem dobro rast seva.
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Pri vrednotenju rasti sevov na minimalnem gojiS¢u z acetatom smo opazili omejeno rast
seva demcOp z vneSenim icl operonom in zapisom antilCD. V primerjavi s kontrolnimi
sevi (8t. 1 in 3 na sliki 26) je rast sicer slabsa, vendar dobro opazna. S tem smo potrdili
nase domneve, da so geni glioksilatnega cikla aceA, aceB2 in fadC2 iz S. coelicolor
funkcionalni, da pa se verjetno niso izrazali dovolj mo¢no. Zaporedje protismiselne RNA
zapisa antilCD se je v celici predvidoma prepisalo v mRNA, ki je bila komplementarna
delu mRNA icd gena. Predvidoma je prislo do vezave, s tem je bila oslabljena translacija v
protein, posledi¢no je bilo v celici manjSa koncentracija encima izocitrat dehidrogenaze.
Predvidevamo, da se je tok ogljika iz Krebsovega cikla preusmeril v glioksilatni cikel, ki je
omogocil sintezo celi¢nih komponent in s tem rast seva.

V izbranih sevih (3.2.13) smo Zeleli dodatno potrditi, da smo z vnosom protismiselne RNA
res znizali aktivnost encima izocitrat dehidrogenaze. Seve smo namnozili v minimalnem
tekoCem gojiScu in vzor¢ili v razlicnih ¢asovnih tockah. Rast sevov smo spremljali tudi z
merjenjem opti¢ne gostote in spremembo pH. Ocenili smo, da izbrani sevi rastejo
primerljivo dobro (Sliki 27 in 28), in da so kljub minimalnim razlikam v hitrosti rasti
primerni za nadaljnje poskuse merjenja encimske aktivnosti, saj bomo izmerjeno encimsko
aktivnost normalizirali na koli¢ino proteinov v vzorcih. 1z odvzetih vzorcev smo izolirali
celi¢ne proteine in dolocilo njihovo koncentracijo z Bradfordovo metodo. Tako dolocena
koncetracija proteinov v posameznem vzorcu nam je omogocila normalizacijo encimske
aktivnosti ICD, in s tem izklju¢itev moznosti vpliva koli¢ine biomase na rezultat aktivnosti
encima. Iz grafa na sliki 29 je razvidno, da smo najvi§jo vrednost encimske aktivnosti
izmerili v WT sevu z vstavljenim praznim pSET152+PermE* plazmidom, ki nima zapisa
za protismiselno RNA antilCD. Pri sevih z zapisom za antilCD smo izmerili nizje
vrednosti encimske aktivnosti, v ¢asu 45 h je bila v WT sevu izmerjena kar dvakrat visja
encimska aktivnost ko pri sevih z antilCD. Nizka encimska aktivnost je bila neodvisna od
prisotnosti glioksilatnega cikla. S tem smo dokazali, da je vnos protismiselne RNA v obliki
antilCD zapisa res znizal translacijo mRNA gena icd, in tako zmanjsal koncentracijo ICD
encima v celici.

S prenosom klju¢nih genov glioksilatnega cikla iz S. coelicolor v S. tsukubaensis smo
pokazali, da so geni funkcionalni, in da sevu S. tsukubaensis z inaktivirano potjo EMC
omogocajo rast na acetatu kot edinem viru ogljika. Glede na podatke o obstoju obeh
metabolnih poti za asimilacijo acetata v S. coelicolor nas je zanimalo, ¢e sta res obe poti
funkcionalni. Pripravili smo konstrukt za inaktivacijo operona emc v S. coelicolor,
postopek je opisan v poglavju 4.8, in ga konjugirali v S. coelicolor J801. Konjugante smo
subkultivirali, s ¢imer smo dosegli najprej primarno rekombinacijo in vgraditev plazmida v
genom, kasneje pa sekundarno rekombinacijo in prekinitev operona emc. Konstrukt za
inaktivacijo je bil oblikovan tako, da ob prekinitvi operona emc v genomu ostane prisoten
zapis za odpornost proti tiostreptonu, s ¢imer je omogocena selekcija (Slika 36).
Inaktivacijo operona emc smo uspe$no potrdili s PCR reakcijo na osnovi kolonije, kar
dokazuje razlika v velikosti PCR produktov (Slika 37). Odsek genoma, kjer je prislo do
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prekinitve operona emc smo pomnozili s PCR reakcijo (Slika 38). Produkte smo poslali na
sekvenciranje, pridobljena zaporedja smo preverili (rezultati niso prikazani) in potrdili
uspesno prekinitev operona za pot EMC v S. coelicolor. Vpliva prekinitve operona emc na
rast organizma nismo zaznali. 4emcOp Sev je na kompleksnem SM gojis¢u rastel enako
hitro kot WT sev, ravno tako je primerljivo sporuliral.

Literatura navaja (Temuujin in sod., 2011), da je S. coelicolor ena izmed redkih
bakterijskih vrst, ki lahko razgrajuje agar in uporablja razgradne produkte kot edini vir
ogljika. V genomu so odkrili zapis za DagA ekstracelularno endo-agarazo (Bibb in sod.,
1987), in DagB, ki deluje kot ekso- in endo-agaraza (Bentley in sod., 2002; Temuujin in
sod., 2012). Pred zacetkom raziskav smo pridobili sev S. coelicolor J801, ki ima prekinjen
zapis za DagA agarazo in naj ne bi uporabljal agaroze v gojiscu kot vir ogljika. Sev smo
testirali za rast na agarozi kot edinem viru ogljika. Primerjali smo rast kontrolnega seva S.
coelicolor A3(2) in dagA- seva ter ugotovili, da se seva po rasti bistveno ne razlikujeta
(rezultati niso prikazani). Vzrok za to bi lahko bila genetska nestabilnost seva, saj je zapis
za DagA prekinjen s transpozonom. Mozno je tudi, da v genomu obstajajo Se druge
agaraze, ki omogocajo izkoriScanje agaroze kot vira ogljika. Primer je agaraza DagB, ki so
jo odkrili pred kratkim (Temuujin in sod., 2012), in naj bi v S. coelicolor sodelovala z
DagA agarazo pri razgradnji agaroze. Testirali smo tudi rast na bakterijskem
ekstracelularnem polisaharidu gellanu (Phytagel™), ki se ga uporablja kot nadomestek
agarja, predvsem pri delu z rastlinskimi tkivnimi kulturami. Gre za polisaharid
glukoronske kisline, ramnoze in glukoze. Za razgradnjo je potreben specificen encim gelan
liaza. Po podatkih (Muchova in sod., 2009) je bil encim sicer opisan, a le v sevih Bacillus
sp., Sphingomonas sp., Geobacillus stearothermophilus. glede na bioinformacijske
podatke v BLAST-u (Altschul in sod., 1990) sev S. coelicolor A3(2) sev v genomu nima
zapisa za homolog gelan liaze in zato naj polisaharida ne bi razgrajeval in uporabljal kot
vir ogljika. Na plos¢ah z gelanom smo testirali rast sevov S. coelicolor A3(2), J801 in
AemcOp, ter ugotovili, da vsi sevi razgrajujejo polisaharid gelan, in ga uporablja kot vir
ogljika za rast (rezultati niso prikazani). Odlocili smo se, da bomo rast na acetatu kot
edinem viru ogljika, testirali v teko¢em minimalnem goji$€u, saj nismo nasli primernega
strjevalnega agensa. Sev 4emcOp smo skupaj s kontrolnim sevom namnozili v tekoCem
minimalnem gojis¢u in s HPLC metodo spremljali porabo glukoze in acetata v gojiscu. 1z
slike 39 je razvidno, da oba seva v 48 h porabita vso glukozo. Med njima ni bilo ve¢jih
razlik v hitrosti porabe le-te, saj mutacija v operonu emc na presnovo glukoze ne vpliva,
ker se ta ne presnavlja po poti EMC. Iz grafa je razvidno, da sta oba seva porabila ves
acetat v roku 192 h. Opazili smo, da se je pri sevu demcOp to zgodilo malo kasneje kakor
v sevu J801. S tem poskusom smo pokazali, da je sev s prekinjeno EMC metabolno potjo
Se vedno sposoben asimilirati acetat. Najverjetneje se acetat preusmeri v nativno
glioksilatno pot.
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6 SKLEPI

Po pregledu rezultatov smo prisli do naslednjih sklepov:

e Sev S. tsukubaensis, s prekinjenim operonom za metabolno pot EMC, ni sposoben
rasti na acetatu kot edinem viru ogljika. Pokazali smo, da sev za asimilacijo acetata
uporablja le pot etilmalonil-CoA. S tem smo potrdili naso hipotezo, da sev z
inaktiviranim emc operonom ni sposoben rasti na acetatu kot edinem viru ogljika.

e Vnos dodatne kopije konstitutivno izrazenega operona emc v S. tsukubaensis z
inaktiviranim operonom emc sevu povrne sposobnost rasti na acetatu kot edinem
viru ogljika.

e Vnos kljuénih genov glioksilatnega cikla iz S. coelicolor v S. tsukubaensis z
inaktiviranim operonom emc sevu ne povrne sposobnosti rasti na acetatu kot
edinem viru ogljika, s ¢cimer nismo potrdili nase hipoteze.

e Vnos kljuénih genov glioksilatnega cikla z dodanim zapisom za protismiselno
RNA encima izocitrat dehidrogenaze iz S. coelicolor v S. tsukubaensis z
inaktiviranim operonom emc sevu delno povrne sposobnost rasti na acetatu, kot
edinem viru ogljika. S tem smo delno potrdili naso hipotezo, da je s ¢ezmernim
heterolognim izrazanjem genov glioksilatnega cikla mozno ponovno vzpostaviti
rast na acetatu, kot edinem viru ogljika.

e Pokazali smo, da so kljucni geni glioksilatnega cikla zapisani v genomu S.
coelicolor aktivni, in najverjetneje v sevu obstaja funkcionalna glioksilatna
metabolna pot za asimilacijo acetata.

e Uspesno smo uporabili metodo protismiselne RNA pri S. tsukubaensis, s katero
smo znizali izraZanje gena za encim izocitrat dehidrogenazo, in posledi¢no njegovo
aktivnost v celici.

e Uspesno smo prekinili operon emc v S. coelicolor in pokazali, da je sev $e vedno
sposoben asimilirati acetat, najverjetneje po nativni glioksilatni poti.
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7 POVZETEK

Streptomicete so aerobne bakterije reda Actinomycetales, ki proizvajajo Stevilne
sekundarne metabolite. Izredno kompleksen pa je tudi njihov primarni metabolizem, saj
lahko za rast uporabljajo Sirok nabor virov ogljika, med drugim so sposobne asimilacije
spojin z dvema C atomoma, kot je npr. acetat in tudi drugih spojin, ki nastanejo po
razgradnji mascobnih Kislin in drugih substratov ter v celi¢ni metabolizem vstopajo na
stopnji acetil-CoA. Asimilacija spojin, ki v metabolizem vstopajo na nivoju intermediata
acetil-CoA, lahko pri bakterijah poteka po dveh poteh: z glioksilatnim ciklom, ki
predstavlja klasi¢no anaplerotsko reakcijo Krebsovega cikla, in po nedavno odkriti poti
etilmalonil-CoA (EMC).

Za naSe raziskave smo izbrali dva streptomicetna seva, S. tsukubaensis, ki ima v genomu
zapis za metabolno pot EMC, in S. coelicolor, ki ima v genomu polega zapisa za pot EMC
Se gene glioksilatnega cikla. Potrdili smo, da S. tsukubaensis z inaktiviranim emc
operonom ni sposoben porabljati acetat kot edini vir ogljika, saj je prekinjena njegova
edina mozna pot asimilacije. S povrnitvijo vseh petih klju¢nih genov emc operona, pa se
sevu povrne sposobnosti rasti na acetatu.

Zanimalo nas je, ali bi lahko v sev S. tsukubaensis 4emcOp prenesli kljucne gene
glioksilatne metabolne poti iz bakterije S. coelicolor, in mu s tem ponovno omogo¢ili rast
na acetatu. Do sedaj ni bilo znano, ali je glioksilatni cikel v S. coelicolor sploh
funkcionalen. Ugotovili smo, da prenos klju¢nih genov za izocitrat liazo, malat sintazo in
B-hidroksibutiril-CoA dehidrogenazo ni zadostoval za vzpostavitev delujoce glioksilatne
poti v sevu S. tsukubaensis. Sklepali smo, da gre za funkcionalne gene, vendar je tezava v
uravnavanju delitve pretoka ogljika med Krebsovim in glioksilatnim ciklom.

Z uporabo metode protismiselne RNA smo znizali aktivnost encima izocitrat
dehidrogenaze, ki skrbi za regulacijo na stiku omenjenih metabolnih poti. Iz rezultatov je
razvidno, da se je sevu z vstavljenim operonom icl in antilCD zaporedjem, skoraj delno
povrnila sposobnost rasti na minimalnem gojiscu, ki kot vir ogljika vsebuje le acetat. S tem
smo pokazali, da je glioksilatna pot asimilacije acetata v S. coelicolor najbrz funckionalna,
in da jo je mozno prenesti tudi v sorodne organizme, v naSem primeru S. tsukubaensis.
Ovrednotili smo tudi delovanje metode protismiselne RNA v organizmu S. tsukuabensis,
saj smo s testi encimske aktivnosti dokazali, da smo v sevih z zapisom za antilCD uspeli
znizati aktivnost encima izocitrat dehidrogenaze za polovico.

Vlogo glioksliatnega cikla in metabolne poti EMC smo zeleli preuciti Se pri S. coelicolor,
in pokazati, da je v sevu prisotna funkcionalna glioksilatna pot. Konstruirali smo mutanto s
prekinjenim operonom emc in testirali njegovo sposobnost asimilacije acetata preko
glioksilatnega cikla. Rezultati eksperimentov so potrdili, da je sev kljub nedelujoci
metabolni poti EMC zmozen asimilacije acetata, najverjetneje po nativni glioksilatni
metabolni poti.
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PRILOGA A

DNA velikostni standard

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
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Slika A1l: DNA velikostni standard »Gene Ruler TM DNA Ladder Mix« (ThermoFisher Scientific, 2016).
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PRILOGA B

Umeritvena krivulja Bradford reakcije

o
o
I ]

o
oo
I

y = 0,9495x
R2=0,9879

Absorbanca (595 nm)
B ol o R B~ N R e
P N Wbk OO N

o

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Koncentracija govejega serumskega albumina (mg/ml)

Slika B1: Umeritvena krivulja Bradford reakcije z govejim serumskim albuminom v razli¢nih koncetracijah.
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PRILOGA C

Naleganje zacetnih oligonukleotidov na genu icd

Izocitrat dehidrogenaza
anti-icd Rv (69.7%)

anti-icd Fw (77.8%)
W )

Slika C1: Naleganje zacetnih anti-icd Fw in anti-icd Rv oligonukleotidov na genu icd.
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PRILOGA D

Umeritvena krivulja standarda NADH za test ICD encimske aktivnosti

Preglednica D1: Izmerjene absorbance pri razlicnih koncentracijah NADH

konc. NADH (nmol) | A (450 nm)

0
0,0964
0,1914
0,2999
0,3859
10 0,5004

oA~ |IN|O

0,6

y = 0,0493x
R? = 0,9989

0,5 -

A (450 nm)

0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

konc. NADH (nmol)

Slika D1: Umeritvena krivulja standarda NADH za test ICD encimske aktivnosti.
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PRILOGA E

Test encimske aktivnosti izocitrat dehidrogenaze v S. tsukubaensis

t

(meritve) | 10 minut
A (slepa) 0,0660
. Konc. Faktor
St. Sev Cas Absorbance NADPH | red¢itve
vzorca
(h) t=0 | t=0(-slepa) |t=10 | t=10 (-slepa) | AA (nmol) (x)
1|WT 21 |0,0941 0,0281 | 0,4067 0,3407 | 0,3126 6,341 50
2| WT 210,1084 0,0424 | 0,4586 0,3926 | 0,3502 7,103 50
3| WT + antilCD 21 0,0912 0,0252 | 0,1426 0,0766 | 0,0514 1,043 50
4 | WT + antilCD 210,0778 0,0118 | 0,1971 0,1311 | 0,1193 2,420 20
5 | 4emcOp + iclOp + antilCD 21 0,1287 0,0627 | 0,4011 0,3351 | 0,2724 5,525 30
6 | 4emcOp + iclOp + antilCD 21 0,1097 0,0437 | 0,3792 0,3132 | 0,2695 5,467 30
7|WT 24 10,1572 0,0912 | 0,5785 0,5125 | 0,4213 8,546 50
8| WT 2410,1112 0,0452 | 0,603 0,5370 | 0,4918 9,976 50
9 | WT + antilCD 24 10,1245 0,0585 | 0,3363 0,2703 | 0,2118 4,296 30
10 | WT + antilCD 2410,1354 0,0694 | 0,3889 0,3229 | 0,2535 5,142 20
11 | 4emcOp + iclOp + antilCD 24 0,1 0,0340 | 0,3866 0,3206 | 0,2866 5,813 50
12 | 4emcOp + iclOp + antilCD 241 0,1042 0,0382 | 0,4481 0,3821 | 0,3439 6,976 40
13 | WT 27| 0,123 0,0570 | 0,6831 0,6171 | 0,5601 11,361 150
14 | WT 2710,1189 0,0529 | 0,6521 0,5861 | 0,5332 10,815 130
15 [ WT + antilCD 27| 0,122 0,0560 | 0,601 0,5350 | 0,4790 9,716 50
16 | WT + antilCD 2710,1214 0,0554 | 0,4884 0,4224 | 0,3670 7,444 50
17 | d4emcOp + iclOp + antilCD 27| 0,1256 0,0596 | 0,6016 0,5356 | 0,4760 9,655 80
18 | d4emcOp + iclOp + antilCD 27 10,1295 0,0635 | 0,5906 0,5246 | 0,4611 9,353 70
19 | WT 29| 0,1304 0,0644 | 0,7508 0,6848 | 0,6204 12,584 200
20 | WT 29| 0,1151 0,0491 | 0,6063 0,5403 | 0,4912 9,963 190
21 | WT + antilCD 29| 0,1176 0,0516 | 0,5739 0,5079 | 0,4563 9,256 90
22 | WT + antilCD 29 0,1243 0,0583 | 0,5843 0,5183 | 0,4600 9,331 80
23 | 4emcOp +iclOp + antilCD 29 10,1133 0,0473 | 0,5142 0,4482 | 0,4009 8,132 130
24 | demcOp +iclOp + antilCD 29 0,1103 0,0443 | 0,5419 0,4759 | 0,4316 8,755 130
25 | WT 32| 0,1536 0,0876 | 0,9028 0,8368 | 0,7492 15,197 200
26 | WT 32| 0,1366 0,0706 | 0,8199 0,7539 | 0,6833 13,860 190
27 | WT + antilCD 32| 0,1576 0,0916 | 0,9439 0,8779 | 0,7863 15,949 170
28 | WT + antilCD 32 0,1369 0,0709 | 0,7494 0,6834 | 0,6125 12,424 130
29 | demcOp + iclOp + antilCD 320,1277 0,0617 | 0,6304 0,5644 | 0,5027 10,197 160
30 | demcOp +iclOp + antilCD 32 0,1107 0,0447 | 0,5325 0,4665 | 0,4218 8,556 160
31| WT 34 10,1624 0,0964 | 1,0297 0,9637 | 0,8673 17,592 200
32 | WT 34| 0,1542 0,0882 | 0,9873 0,9213 | 0,8331 16,899 140
33 | WT + antilCD 34| 0,1366 0,0706 | 0,7943 0,7283 | 0,6577 13,341 180
34 | WT + antilCD 34 0,1365 0,0705 | 0,8042 0,7382 | 0,6677 13,544 170

Se nadaljuje...
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Nadaljevanje Priloge E: Test encimske aktivnosti izocitrat dehidrogenaze v S. tsukubaensis

35 | demcOp + iclOp + antilCD 34| 0,1099 0,0439 | 0,5423 0,4763 | 0,4324 8,771 170
36 | 4emcOp + iclOp + antilCD 340,1169 0,0509 | 0,5947 0,5287 | 0,4778 9,692 170
37 | WT 4510,1882 0,1222 | 1,3296 1,2636 | 1,1414 23,152 120
38 | WT 4510,1704 0,1044 | 1,1617 1,0957 | 0,9913 20,108 120
39 | WT + antilCD 45 0,12 0,0540 | 0,6477 0,5817 | 0,5277 10,704 160
40 | WT + antilCD 4510,1191 0,0531 | 0,6049 0,5389 | 0,4858 9,854 130
41 | demcOp + iclOp + antilCD 45 0,12 0,0540 | 0,5766 0,5106 | 0,4566 9,262 200
42 | demcOp + iclOp + antilCD 4510,1101 0,0441 ) 0,5734 0,5074 | 0,4633 9,398 140
43 | WT 4910,1741 0,1081 | 1,2018 1,1358 | 1,0277 20,846 120
44 | WT 491 0,1506 0,0846 | 1,0072 0,9412 | 0,8566 17,375 130
45 | WT + antilCD 4910,1233 0,0573 | 0,6624 0,5964 | 0,5391 10,935 150
46 | WT + antilCD 49 10,1237 0,0577 | 0,5785 0,5125| 0,4548 9,225 120
47 | demcOp + iclOp + antilCD 49 10,1168 0,0508 | 0,5598 0,4938 | 0,4430 8,986 120
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PRILOGA F

Test encimske aktivnosti izocitrat dehidrogenaze v S. tsukubaensis

St. Aktivnost ICD | Konc. proteinov | Aktivnost ICD
Sev - -
vzorca (nmol/min/ml) (mg/ml) (nmol/min/mg)
1|WT 634,1 0,81 779,2
2| WT 710,3 0,67 1064,5
3 | WT + antilCD 104,3 0,23 4485
4 | WT + antilCD 96,8 0,28 349,1
5 | demcOp +iclOp + antilCD 3315 0,48 687,1
6 | 4emcOp + iclOp + antilCD 328,0 0,41 797,0
7|WT 854,6 0,99 867,3
8| WT 997,6 0,89 1118,0
9 | WT +antilCD 2578 0,38 685,6
10 | WT + antilCD 205,7 0,35 588,7
11 | 4emcOp + iclOp + antilCD 581,3 0,84 690,9
12 | 4emcOp + iclOp + antilCD 558,1 0,65 857,6
13| WT 3408,3 3,14 1086,1
14 | WT 2812,0 2,72 1032,8
15 | WT + antilCD 971,6 0,88 1107,0
16 | WT + antilCD 744,4 0,81 924,5
17 | 4emcOp + iclOp + antilCD 1544,8 1,33 1160,2
18 | 4emcOp + iclOp + antilCD 1309,4 1,24 1060,2
19 | WT 5033,7 3,99 1260,6
20 | WT 3786,1 3,60 1050,9
21 | WT + antilCD 1666,0 1,48 1123,8
22 | WT + antilCD 1492,9 1,40 1066,1
23 | 4emcOp + iclOp + antilCD 21143 2,47 855,1
24 | AemcOp + iclOp + antilCD 2276,2 2,63 865,0
25| WT 6078,7 4,52 1346,2
26 | WT 5266,8 3,74 1408,7
27 | WT + antilCD 5422,8 3,44 1578,0
28 | WT + antilCD 3230,2 2,39 1349,6
29 | demcOp + iclOp + antilCD 3263,0 3,25 1002,7
30 | d4emcOp + iclOp + antilCD 27378 3,24 844,5
31 |WT 7036,9 4,75 1482,5
32 |WT 4731,6 2,98 1588,4
33 | WT +antilCD 4802,7 3,50 1371,6
34 | WT + antilCD 4604,8 3,31 1392,7
35 | demcOp + iclOp + antilCD 2982,1 3,22 926,9
36 | demcOp + iclOp + antilCD 3295,2 3,43 959,3
37 |WT 5556,5 2,35 2361,8
38 | WT 4825,8 2,34 2058,3
39 | WT + antilCD 3425,2 3,10 1105,6
40 | WT + antilCD 2562,0 2,54 1007,2
41 | AemcOp + iclOp + antilCD 3704,7 4,34 853,9
42 | AemcOp + iclOp + antilCD 2631,3 3,00 878,0
43 | WT 5003,0 2,37 21133
44 | WT 4517,6 2,19 2066,4
45 | WT + antilCD 3280,5 3,10 1059,1
46 | WT + antilCD 2214,0 2,33 949,2
47 | AemcOp + iclOp + antilCD 2156,6 2,30 936,2
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PRILOGA G

Naleganje zacetnih oligonukleotidov pri oblikovanju konstrukta za inaktivacijo emc
operona S. coelicolor

/ ornT
&=

pKC1139 + ecm del + TS (gibson)
9738bp

AprR

OriC ecm-del leftHOM fw (100.0%)
HindIIl (278g)
EcoRI (6166)

ecm-del rightHOM rv (100.0%)

leva homologija
ecm-del leftHOM rv (100.0%)
desna homologija ecm-del TS fw (100.0%)
ecm-del rightHOM fw (100.0%) Ndel (3919)
ecm-del TS rv (100.0%) tiostreptonska kaseta

Slika G1: Naleganje zacetnih oligonukleotidov na konénem konstruktu pKC1139+emc del+ts.

etilmalonil mutaza (meaA)

ecm-del rightHOM fw (84.4%) ecm-del rightHOM rv (57.4%)
krotonil-CoA karboksilazalreduktaza (cer) metilmalil liaza (mml)
ecm-del leftHOM rv (76.5%) mezakonil hidrataza (mch)
ecm-del leftHOM fw (63.8%) tetR metilsukcinil dehidrogenaza (msd)
[ o >
f [ I

Slika G2: Naleganje zacetnih oligonukleotidov na segment gDNA S. coelicolor.
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P(bla)

\ | ecm-del TS fw (71.9%)

AmpR /\_
pUC19 + Ts kaseta s Kaseta
3815bp

ecm-del TS rv (77.4%)
F'[IacZ]
ori puC18

Slika G3: Naleganje zacetnih oligonuleotidov na plazmidu pUC19 + Ts kaseta.
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PRILOGA H

Naleganje zacetnih oligonukleotidov pri potrjevanju inaktivacije emc operona S. coelicolor

etilmalonil mutaza (meaA)

ecm-del G 5 (100.0%)

ecm-del G (ccr) 5 (100.0%) metilmalil liaza (mml)
krotonil-CoA karboksilazalreduktaza (ccr) mezakonil hidrataza (mch)
ecm-del G 3 (100.0%) tetR metilsukcinil dehidrogenaza (msd)

= 4

Slika H1: Naleganje zaéetnih oligonukleotidov na sevu J801. Velikost PCR pomnozka v primeru divjega
tipa: 2883 bp.

desna homologija
Ts kaseta ecm-del G 5 (100.0%)

ecm-del G (ts) 5 (100.0%) metilmalil liaza (mml)

leva homologija

ecm-del G 3 (100.0%) \
) ) S

mezakonil hidrataza (mch)

metilsukcinil dehidrogenaza (msd)

Slika H2: Naleganje zacetnih oligonukleotidov na genomu mutante demcOp. Velikost PCR pomnozka v
primeru mutante: 1559 bp.
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PRILOGA |

Merjenje koncentracije glukoze, acetata v gojis¢u NMMB s sevi S. coelicolor

St. vzorea | t (h) Sev | Glukoza (g/l) | Acetat (g/1)
1 0f- 1 2
2 0|wWT 0,97 1,93
3 0|WT 0,96 1,91
4 0|WT 0,96 1,9
5 0 | demcOp 0,97 1,88
6 0 | demcOp 0,82 1,71
7 0 | d4emcOp 0,94 1,88
8| 24 |WT 0,72 1,64
9| 24 |WT 0,79 1,59

10| 24 |WT 0,91 1,65
11 24 | AemcOp 0,41 151
12 24 | AemcOp 0,56 1,69
13| 24| demcOp 0,65 1,61
14| 48 |WT 0 1,59
15| 48 |WT 0 1,57
16| 48 |WT 0 1,61
17| 48| demcOp 0 1,48
18 48 | AemcOp 0 1,35
19 48 | demcOp 0 1,22
20| 72 |WT 0 1,16
21| 72 |WT 0 1,11
22| 72 |WT 0 1,18
23 72 | AemcOp 0 1,03
24 72 | AemcOp 0 0,92
25| 72| demcOp 0 111
26| 96 |WT 0 0,56
27| 96 |WT 0 0,31
28| 96 |WT 0 0,37
29| 96 | demcOp 0 0,53
30| 96| demcOp 0 0,61
31 96 | 4emcOp 0 0,84
32| 120 | WT 0 0
33| 120 | WT 0 0
34| 120 | WT 0 0
35| 120 | demcOp 0 0
36 | 120 | demcOp 0 0
37| 120 | demcOp 0 0,36
38| 168 | WT 0 0
39| 168 | WT 0 0
40| 168 | WT 0 0
41| 168 | d4emcOp 0 0
42| 168 | d4emcOp 0 0
43| 168 | demcOp 0 0,13
441 192 | WT 0 0
451 192 | WT 0 0
46| 192 | WT 0 0
47| 192 | AemcOp 0 0
48| 192 | AemcOp 0 0
49| 192 | d4emcOp 0 0




