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Al Eritromicin je komercialno pomemben makrolidni antibiotik, ki je produkt sekundarnega

metabolizma bakterije Saccharopolyspora erythraea. Njegova biosinteza je dobro poznana, o
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bistveno visja v visoko donosnem sevu. Opazovanje njegovih homologov v aktinomicetah
predvideva regulatorno vlogo. Ugotovili smo, da ¢ezmerno izrazanje gena SACE 5599 pod
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produkciji je bila statisti¢no znacilna v primeru skupine konjugant, pri katerih je promotorska regija
vsebovala tudi vezavno mesto za ribosom. Izrazanje gena SACE 5599 na proteinskem nivoju s

prenosom western nismo uspeli detektirati.
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AB  Erythromycin is a macrolide antibiotic that has commercial significance and is a product of

secondary metabolism in bacteria Saccharopolyspora erythraea. Its biosynthesis is well known, but

the regulation of biosynthesis is fairly unknown. High-productive strains are used for industrial

production and are the result of many years of selecting mutated strains via classical mutagenesis.

This increases the yield of erythromycin, but does not tell much about the regulatory and metabolic

mechanisms behind it. In this thesis, we wanted to evaluate the impact of over-expressed gene

SACE_5599 in the natural strain of S. erythraea NRRL23338. This gene encodes one of the

proteins, whose increased synthesization was significantly detected in the industrial strain using a

comparative proteomic approach. Observing its homologs in other actinomycetes provides us a

putative regulatory role of the gene. We found that overexpression of the gene SACE_5599 under

the control of a constitutive promoter ermE* had a positive impact on the production of

erythromycin. The difference in production was statistically significant in the group of conjugates,

in which the promoter region contained a binding site for the ribosome. Overexpression of the gene

SACE_5599 on the protein level was not detected.
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SLOVARCEK
Aktinomicete - Bakterije, ki spadajo v deblo Actinobacteria.

Genska skupina - Set dveh ali ve¢ genov, ki sluzijo za kodiranje enakih ali podobnih
produktov.

Hemaglutininski epitop (HA-tag) - HA-tag izhaja iz hemaglutinina ¢loveske gripe, ki je
povrsinski glikoprotein potreben za infektivnost virusa. HA-tag je dolg 9 ak in se uporablja

kot epitop za oznacevanje proteinov.
Homologni geni - Vsi geni, ki so podobni po zgradbi, delovanju in izvoru.

Izoelektri¢na tocka - Neto naboj aminokisline je odvisen od pH-ja topila in od stranske
verige aminokisline. Pri dolo¢enem pH-ju je vrednost neto naboja ni¢ - to vrednost

imenujemo izoelektricna tocka.

Oligonukleotidi zacetniki - Kratke nukleinske kisline, ki sluzijo za zacetek podvojevanja

pri verizni reakciji s polimerazo.

Poliketidi - Sekundarni metaboliti bakterij, gliv, rastlin in zivali, ki nastanejo s

polimerizacijo prekurzorjev enostavnih karbokslinih kislin.
Poliketid sintaze (PKS) - Encimski kompleksi na katerih se sintetizirajo poliketidi.

Prekurzor - lIzhodna spojina. Molekula, ki se uporablja pri biosintezi kompleksnejsih
molekul.

Promotor - Nukleotidno zaporedje, ki se nahaja na 5' koncu gena in regulira njegovo

1zrazanje.

Sekundarni metabolit - Biokemijski produkti mikroorganizmov, ki nimajo neposrednega

vpliva na rast in razmnoZevanje celic.
Sekvenciranje - Tehnika, s katero dolo¢imo nukleotidno zaporedje nukleinske kisline.

Transformacija - Pojem transformacija se uporablja za opis brezvirusnega prenosa DNA v
bakterijo ali v nezivalske evkariontske celice.
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1 uvoD

Eritromicin je makrolidni antibiotik Sirokega spektra. Je produkt sekundarnega
metabolizma nitaste talne bakterije Saccharopolyspora erythraea. Biosinteza eritromicina
je dobro poznana in natan¢no opisana. Pri biosintezi sodelujejo veliki kompleksi
vecdomenskih encimov - modularne poliketid sintaze tipa I (PKS tipa I) in serija »post-
PKS« reakcij, ki jih katalizirajo specifi¢ni encimi. Tako kot pri ve€ini naravnih spojin SO
PKS in »post-PKS« geni za biosintezo eritromicina v genomu S. erythraea skupaj, v t. i.
genski skupini (Staunton in Weissman, 2001; Weber in sod., 2003). Zanimivo pri tem je,
da ta genska skupina nima specifi¢nih regulatornih genov, kljub temu pa je transkripcija te
genske skupine tekom biosinteze usklajena in natan¢no regulirana (Lum in sod., 2004).
Zato bi bilo zanimivo odkriti potencialne regulatorne gene, ki bi lahko vplivali na donos
tega dragocenega antibiotika, in tako bolje razumeti slabo poznano ragulacijo biosinteze
eritromicina.

Visoko donosni sevi, ki se uporabljajo v industriji, so produkt dolgoletne selekcije sevov, v
katere so vnaSali mutacije s pomoc¢jo mutageneze s kemijskimi in fizikalnimi postopki. Te
metode so se izkazale za zelo uspesne, saj je pri nekaterih mikroorganizmih prislo tudi do
ve¢ stokratnega pove¢anja donosa ciljnega metabolita glede na izhodni sev. Zal pa na ta
nacin pridobljeni sevi ne omogoc¢ajo vpogleda v regulatorne in metabolne mehanizme, ki
omogocajo tako poveCane donose metabolitov. Zaradi tega so raziskovalci Acies Bio,
Biotehniske fakultete in Instituta Jozef Stefan s primerjalnim proteomskim pristopom
identificirali proteine, pri katerih je raven sinteze v visoko donosnem industrijskem sevu S.
erythraea bistveno visja kot v naravnem sevu S. erythraea NRRL23338. Na ta nacin se je

odkrilo dolo¢ene kandidate, katerih vpliv na produkcijo bi bilo smiselno preizkusiti.

En taksnih je gen SACE_5599, ki kodira relativno majhen protein (21,47 kDa) z visoko
izoelektri¢no tocko. Pregled njegovih homologov pri sorodnih aktinomicetah nam pokaze
sliko relativno slabo raziskane skupine proteinov, katerih edina skupna lastnost je
domnevna regulatorna vloga v svojih genskih skupinah in relativno visoka izoelektri¢na
tocka. Iz tega smo lahko sklepali, da imamo mogoce opravka s potencialnim regulatorjem,
ki za razliko od homologov ni znotraj genske skupine, ki jo regulira. Po temu sodec je
SACE 5599 =zanimiv kandidat za laboratorijski eksperiment. Osnovno vpraSanje
eksperimenta je, ali je Cezmerno izrazanje tega gena in posledi¢no Sinteza proteina

vzro¢no-posledi¢no povezano z donosom eritromicina v laboratorijskem merilu.
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Eksperiment je vkljuéeval pripravo plazmidov z genom SACE_5599, kateremu smo dodali
Se zapis za hemaglutininski epitop-HA na karboksiterminalnem delu proteina, da smo
lahko detektirali protein s prenosom western. Plazmid je vseboval mocan konstitutiven
promotor ermE*. Pri eksperimentu smo nato s pomoc¢jo konjugacije prenesli plazmid v sev
S. erythraea NRRL23338, preverili nacin vstavitve v kromosom ter opravili analizo
produkcije eritromicina v laboratorijskem merilu in detekcijo ¢ezmerne sinteze proteina S
prenosom western.

1.1  NAMEN DELA

S primerjalno proteomsko analizo naravnega seva Saccharopolyspora erythraea
NRRL23338 (WT) in industrijskega visokodonosnega seva so identificirali predvideni
regulatorni protein, ki ima v industrijskem sevu S. erythraea bistveno visjo raven sinteze
kot v naravnem sevu (divjem tipu - WT). Namen magistrskega dela je ugotoviti, ali ima

raven izrazanja tega gena in posledi¢no sitentiziranja proteina vpliv na donos eritromicina.

Cilj dela je ¢ezmerno izraziti gen SACE_5599 v WT sevu S. erythraea. Poleg tega je cilj
na karboksiterminalnem delu proteina dodati t. i. hemaglutininski epitop (HA-tag), ki bo
omogocal specificno detekcijo cezmerno Sintetiziranega proteina v proteinskih ekstraktih s
prenosom western. Kon¢ni cilj je ugotoviti, ali ¢ezmerno izraZanje tega gena vpliva na
donos eritromicina v laboratorijskem merilu in tako dobiti boljsi vpogled v regulacijo

biosinteze eritromicina.
1.2 DELOVNA HIPOTEZA

Z nacrtovanim postopkom bomo v S. erythraea uspeli ¢ezmerno izraziti gen za domnevno
regulatorni protein SACE_5599.

Sintetiziran protein, produkt ¢ezmernega izrazanja gena SACE 5599, bomo v proteinskih
ekstraktih uspeli detektirati s prenosom western.

Cezmerno izrazanje gena SACE_5599 v naravnem sevu S. erythraea vpliva na donos
eritromicina v laboratorijskem merilu.
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2 PREGLED OBJAV
21 AKTINOMICETE

Aktinomicete (bakterijsko deblo Actinobacteria) so velika skupina filogenetsko povezanih,
nitastih, aerobnih, gram-pozitivnih bakterij. Vecinoma zivijo v tleh in sodelujejo pri
razgradnji in reciklazi organskih snovi. Ena glavnih morfoloskih znacilnosti je rast v obliki
razvejane mreze 0,5 — 1 pum Sirokih filamentov, ki tvorijo micelij. Kljub temu da je manjsih
dimenzij, je podoben miceliju, ki ga tvorijo glive. Ve€ina aktinomicet tvori spore. Ravno
morfoloSke lastnosti in proces nastanka spor se velikokrat uporablja za klasifikacijo v
raznolike podskupine. Taksonomija debla Aktinobacteria je kompleksna. Vsebuje 5 redov,
13 podredov, 48 druzin in 219 rodov (Zhi in sod., 2009). Za to raznoliko skupino bakterij
so znacilne visoka vsebnost gvanina (G) in citozina (C) v genomih in kompleksne
morfoloske, fizioloSke in metabolne lastnosti, ki jim omogocajo, da uspevajo v zelo
razli¢nih okoljih. Zaradi pestrega sekundarnega metabolizma so zelo zanimive v medicini,
saj so proizvajalci velikega Stevila bioaktivnih ucinkovin, nekatere vrste pa so tudi
patogene. Pomemben mejnik v raziskovanju aktinomicet in tudi SirSe v sodobni medicini je
bilo odkritje streptomicina v kulturi Streptomyces griseus. Izolirani antibiotik so prvic¢
preizkusili leta 1947 in ugotovili, da zavira rast bakterij, ki povzrocajo tuberkulozo. To je
spodbudilo intenzivno preucevanje rodu Streptomyces in sorodnih mikroorganizmov v
redu Actinomycetales ter vodilo do odkritja Siroke palete naravnih spojin s
protibakterijskim (vankomicin, tetraciklini, eritromicin), protiglivnim (ampotericin),
protirakastim (mitomicin), imunosupresivnim (rapamicin, FK506), insekticidnim in
protiparazitskim (avermektin) delovanjem. Actinomycetales vkljucujejo tudi pomembne
industrijske producente aminokislin (ak) in vitaminov (Corynebacterium glutamicum) ter
katalizatorje Sirokega spektra organskih spojin (Rhodococcus spp.) (Madigan in sod., 2003;
Nett in sod., 2009).

2.2  Saccharopolyspora erythraea

Saccharopolyspora erythraea je nitasta talna bakterija, ki se uporablja za produkcijo
antibiotika eritromicina v farmacevtski industriji. Eritromicin je bil prvi makrolidni
antibiotik, ki je dosegel klinicno uporabo. S. erythraea je bila prvotno klasificirana kot
Streptomyces erythraeus, kasneje pa je bila po kemotaksonomskih znacilnostih uvr§éena v
rod Saccharopolyspora, ki je del druzine Pseudanocardiaceae (Lebeda, 1987). Kljub temu
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je biologija S. erythraea zelo podobna biologiji streptomicet, kot sta npr. industrijsko
pomembna vrsta Streptomyces avermitilis in modelni organizem Streptomyces coelicolor
(Nett in sod., 2009).

Kraljestvo:  Bacteria

Deblo: Actinobacteria
Razred: Actinobacteria
Podrazred:  Actinobacteridae

Red: Actinomycetales

Podred: Pseudonocardineae

Druzina: Pseudonocardiaceae

Rod: Saccharopolyspora

Vrsta: Saccharopolyspora erythraea

(Stackebrandt in Schumann, 2006)

Komercialni pomen eritromicina je spodbudil intenziven razvoj visokodonosnih
industrijskih sevov S. erythraea s povecano produkcijo tega antibiotika. Sprva so pri
razvoju najvec uporabljali klasi¢ne postopke, s katerimi so po ve¢ ciklih mutageneze in
selekcije pridobili visokoprodukcijske mutante, ki se uporabljajo v industrijski proizvodniji
eritromicina. Intenzivno so potekale tudi raziskave biosinteze eritromicina in genskega
(metabolnega) inzeniringa poti, ki bi lahko povecale produkcijo (Weber in sod., 2003)
oziroma vodile do novih potencialno dragocenih makrolidnih analogov. V zadnjih letih
nove moznosti za izboljSevanje sevov S. erythraea omogoca tudi poznavanje genoma S.
erythraea NRRL2338, ki je tudi javno dostopen (Oliynyk in sod., 2007).

2.2.1  Zivljenjski cikel

Zivljenjski cikel S. erythraea sestavljajo izmenjujode se faze rasti s tvorbo substratnega in
zranega micelija ter nastanka spor. Faze nastopajo v odvisnosti od rastnih pogojev v
okolju. V ugodnih pogojih rastejo kolonije v vecceli¢nih hifah, sestavljenih iz dolgih
filamentov premera med 0,4 in 0,8 um, ki tvorijo razvejan micelij (Angert, 2005; Yavari in
Rafieenia, 2011). Optimalna rast poteka pri temperaturah od 28 do 38 °C in pH vrednostih
med 6 in 8 (Yavari in Rafieenia, 2011).

Vegetativna rast se pricne s procesom germinacije, kjer se iz posamezne spore razvijejo

nove substratne hife in tvorijo substratni micelij. S pomocjo te strukture celice Crpajo
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potrebna hranila iz okolja. Ko v okolju za¢ne primanjkovati hranil, se za¢nejo razvijati
zraCne hife in tvori se zracni micelij. S staranjem kolonij nastopi diferenciacija zra¢nih hif
(segregacija protoplazme, tvorba precne stene in delitev celic). Ta pojav se imenuje
sporulacija in kon¢ni produkt so enojedrne spore, ki sluzijo za razmnozevanje. Ob ugodnih

zivljenjskih pogojih se iz posamezne spore pri¢ne nov cikel (Angert, 2005).

o

Prosta spora\ N
Substratni micelij

I

Zraéni micelij

4

Sporulacija

Slika 1: Shematski prikaz Zivljenjskega cikla S. erythraea (Angert, 2005)

2.2.2 Genom S. erythraea

Velik napredek v poznavanju biologije S. erythraea predstavlja pred nekaj leti dokonc¢ano
sekvenciranje genoma (Oliynyk in sod., 2007). Genom S. erythraea NRRL2338 ima
krozno topologijo, dolg je 8,2 mega baznih parov (Mbp), ima visoko vsebnost G+C (71,1
%), gostoto kodiranja 84,9 % in 7264 predvidenih kodirajocih sekvenc. Analiza sekvenc je
razkrila dolocene razlike od genomov streptomicet. Na primer vsi do danes sekvencirani
genomi streptomicet so linearni, genom S. erythraea pa ima krozno topologijo tako kot
vecina drugih aktinomicet (Oliynyk in sod., 2007).

Sekvenca genoma nakazuje na zelo pester sekundarni metabolizem z najmanj 27 genskimi
skupinami, ki kodirajo biosintezo Sirokega razpona sekundarnih metabolitov. Velika
vecina teh spojin zaenkrat Se nima poznane kemijske strukture. Izmed teh genskih skupin
jih je pet (vkljuéno z geni za biosintezo eritromicina - ery) lociranih v osrednji regiji

genoma, ki ima najpomembnejse gene (Oliynyk in sod., 2007). Analiza profilov izrazanja
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DNA z mikromrezami je pokazala razli¢no izrazanje osrednje regije genoma in genov
izven te regije med razlicnimi stopnjami rasti. Ugotovljeno je bilo, da je ery genska
skupina in Se Sest drugih bolj izraZzenih v fazi A - hitri rasti prvih 32 ur (Peano in sod.,
2007). Geni, ki kodirajo sistem poliketid sintaz za biosintezo eritromicina (eryPKS), so bili
prvi¢ sekvencirani v zgodnjih devetdesetih letih (Cortes in sod., 1990; Donadio in sod.,
1991) in sluzijo kot modelni sistem za modularne poliketid sintaze tipa | (PKS tipa I)
(Staunton in Weissman, 2001). Poleg ery genov ima S. erythraea tudi druge gene za
modularne in iterativne PKS tipa | (PKS tipa I), dodatne modularne PKS (pke) z neznanimi
funkcijami (Boakes in sod., 2004), ki so v drugih streptomicetah povezane z biosintezo
alkenil furanonov (Banskota in sod., 2006), in domnevne PKS poti polinenasi¢enih
mascéobnih kislin. Zanimivo je, da v genomu S. erythraea ni genov za PKS tipa Il, ki so
tipi¢ni za streptomicete; identificirali pa so gene za PKS tipa Il (THN sintaza), ki so
povezani s produkcijo rdecega barvila, ki temelji na flaviolinu in daje S. erythraea
razpoznaven rde¢ odtenek (Nett in sod., 2009; Cortés in sod., 2002).

2.3 ERITROMICIN

Eritromicin je makrolidni antibiotik, ki ima na 12 ¢lenskem laktonskem obrocu vezana
sladkorja desozamin in mikarozo (Slika 3). Eritromicin je antibiotik Sirokega spektra.
Njegova tarca je 50S podenota bakterijskega ribosoma, zato njegovo delovanje temelji na
zaviranju sinteze beljakovin. Klini¢no se eritromicin in njegovi polsintezni derivati
Klaritromicin, azitromicin ter drugi pogosto uporabljajo namesto penicilina pri pacientih, ki
so alergi¢ni na penicilin in druge B-laktamske antibiotike (Madigan in sod., 2003).
Eritromicin in Kklaritromicin imata dobro aktivnost tudi proti Mycobacterium leprae in
Mycobacterium avium (Lal in sod., 2000). Eritromicin nastaja kot zmes ve¢ strukturno
podobnih analogov. Najbolj aktivna in klini€éno najpomembnejSa komponenta antibiotika
je eritromicin A (Er-A), ki se uporablja tudi za sintezo drugih derivatov, kot so azitromicin,
roksitromicin in Kklaritromicin. S. erythraea poleg Er-A proizvaja tudi strukturno sorodni
spojini Er-B in Er-C (Zou in sod., 2010).

2.3.1  Poliketid sintaze (PKS) tipa |

Pri biosintezi eritromicina sodelujejo modularne PKS tipa I. To so veliki kompleksi

veCdomenskih encimov, v katerth so encimske domene razvrS¢ene po modulih. Med
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biosintezo se vsako aktivno mesto v posamezni domeni uporabi le enkrat, saj se nastajajoci

poliketid premika od enega modula do drugega (Weber in sod., 2003).

Multiencimski kompleksi PKS katalizirajo kaskado dekarboksilacijskih kondenzacij med
zacetno in kratkimi podaljSevalnimi enotami v obliki aktiviranih CoA-tioestrov (malonat,
metilmalonat, etilmalonat in redkeje druge 2-substituirane malonske kisline). Biosinteza
poliketidov je v osnovi podobna biosintezi mascobnih kislin. Razlikuje se v tem, da lahko
PKS uporabijo razli¢ne zacetne (acetat, propionat, butirat) in podaljSevalne CoA enote ter
da se tri reakcije redukcije nastajajoCe verige (B-keto redukcija, dehidracija, enoilna
redukcija) pri biosintezi mascobnih kislin izvedejo v vsaki stopnji podaljSevanja, pri
biosintezi poliketidov pa je stopnja redukcije odvisna od domen na dolo¢eni PKS. Pri
biosintezi poliketidov podaljSevanju verige sledijo Se ciklizacija verige in naknadne
modifikacije poliketidne strukture, t. i. »post-PKS« modifikacije (oksidacija, metilacija,
glikozilacija) (Staunton in Weissman, 2001). Modularna narava PKS tipa | predstavlja zelo
velik kombinatorni potencial za pridobivanje novih poliketidnih spojin (Lal in sod., 2000).

Domene, ki sestavljajo PKS tipa I, so ketosintazna (KS), aciltransferazna (AT),
dehidratazna (DH), enoilreduktazna (ER), ketoreduktazna (KR) in proteinski prenasalec
acilne skupine (ACP). Domene KS, AT in ACP so prisotne v vseh modulih in sodelujejo
pri podaljsevanju poliketidne verige. AT domena izbere tip aktivirane zacetne ali
podaljsevalne enote (npr. propionil-CoA, malonil-CoA ali metilmalonil-CoA), ki se vkljuci
v nastajajo€o verigo. KS domena katalizira kondenzacijo, ACP domena pa najprej sprejme
podaljsevalno enoto od AT domene, veZe rastoco poliketidno verigo in jo nato prenese do
naslednjega modula. Za delovanje ACP je bistvena post-translacijska modifikacija
aktivnega mesta s »fosfopanteteinsko roko«, ki nastajajoco verigo veze in podaja od enega
do drugega encimskega modula. [B-keto skupina, ki nastane, se nato procesira z
redukcijskimi domenami (ER, KR in DH), ki so prisotne v posameznem modulu. V
odsotnosti redukcijskih domen, -keto skupina ostane nespremenjena, KR jo pretvori v -
hidroksi skupino, DH nadaljuje redukcijo do dvojne vezi in ER do enojne C-C vezi. Za
vezavo prve enote (t.i. zaCetne enote) poliketidne verige je odgovoren zacetek (LD), ki
stoji pred prvim modulom in je sestavljen iz AT in ACP domene. Vezana zacetna enota se
prenese do KS domene prvega (podaljsevalnega) modula, kjer se zacne sinteza poliketidne

verige. Na koncu zadnjega modula je tioesterazna domena (TE), ki sprosti molekulo iz
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ACP domene in pogosto katalizira ciklizacijo verige v laktonski obro¢ (Lal in sod., 2000;
Staunton in Weissman, 2001; Weber in sod., 2003).

2.3.2 Biosinteza eritromicina

Biosintezo eritromicina razdelimo v dve fazi. V prvi fazi PKS tipa | katalizirajo zaporedno
kondenzacijo ene enote propionil-CoA in Sestih enot metilmalonil-CoA. S ciklizacijo na
koncu prve faze nastane molekula 6-deoksieritronolid B (6-Deb). V naslednji fazi se 6-Deb
dodatno modificira s t. i post-PKS reakcijami, ki jih katalizirajo encimi, kot so
regiospecificne  hidroksilaze (EryF, EryK), epimeraza (EryB), desozaminil-N-
dimetiltransferaza (EryC), O-metiltransferaza (EryG) in glikozil transferaze. Kon¢ni
produkt je eritromicin A (Staunton in Wilkinson, 1997; Rawlings, 2001). Tako kot pri
vecini naravnih spojin se PKS in »post-PKS« geni za biosintezo eritromicina v genomu S.

erythraea nahajajo skupaj, v t. i. genski skupini (Slika 2) (Staunton in Weissman, 2001).

0 10 20 30 40 50 60 kb
L | | | | | |

eryAll

eryCl eryBl eryBIIL eryF enG eryCIIL eryClI eryBIV eryCVI eryCIy eryBVII ORF21
ermk: ORFs eryBIl eryBV eryBVI eryCy eryk

Ne PKS geni ery PKS geni Ne PKS geni

Slika 2: Shematski prikaz genske skupine za biosintezo eritromicina v genomu S. erythraea (Staunton in
Weissman, 2001).

PKS tipa | za biosintezo eritromicina vsebuje tri velike multifunkcionalne proteine (vsak
okoli 350 kDa): 6-deoksieritromicin-D sintaza 1 (Debsl), 2 (Debs2) in 3 (Debs3), ki jih
kodirajo v istem vrstnem redu geni eryAl, eryAll in eryAlll (vsak velikosti okoli 10 kbp).
Debs ima 3 module (zacetnega in dva podaljSevalna), Debs2 in Debs3 pa imata vsak po
dva podaljSevalna modula. Vsak od Sestih podaljSevalnih modulov katalizira dodajanje ene
od podaljSevalnih enot ter dolo¢a stopnjo redukcije in stereokemi¢no konfiguracijo kiralnih

centrov ob vsakem koraku podaljSevanja poliketidne verige (Staunton in Weissman, 1997).

Biosinteza eritromicinske poliketidne verige se za¢ne z zafetnim modulom, ki naloZi
zacetno enoto propionil-CoA. Ta enota se prenese na aktiven tiol (S-C vez) KS domene
prvega podaljSevalnega modula. Na istem modulu se na fosfopanteteinsko roko ACP
domene nalozi $e enota metil malonata (iz molekule metilmalonil-CoA). Med naloZenima

enotama KS domena prvega podaljSevalnega modula katalizira kondenzacijo, katere
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produkt je nov ketoester. Ta ketoester je nato podvrzen $e¢ reducirajo¢im domenam.
Dodajanje metilmalonil-CoA se nadaljuje od prvega do Sestega modula in se zakljuci kot
heptaketidna veriga. Moduli 1, 2, 5 in 6 imajo le KR domeno, ki -keto skupino reducira
do hidroksi skupine, modul 4 ima domene KR, DH in ER, ki katalizirajo popolno redukcijo
do enojne vezi; modul 3 pa je brez reducirajo¢ih domen. Ciklizacija heptaketidnega
intermediata (kjer se tvori 6-DEB) je Kkatalizirana s TE domeno, ki je na
karboksiterminalnem koncu proteina DEBS3 (Slika 3) (Lau in sod., 1999; Lal in sod.,
2000; Rawlings, 2001).

eryAl (DEBS1) eryAll (DEBS2) eryAlll (DEBS3)
M1 L M3 L M5 &
o — &
() © DIC)
O OOISOCNE OOTCIOOE
S S S S

Post-PKS
modifikacije

Eritromicin A CHj 6-Deoksieritronolid B

Slika 3: Biosintezna pot eritromicina se pri¢ne s sintezo poliketidne verige s proteini Debs1, Debs2 in Debs3
(ki jih kodirajo geni eryAl, eryAll in eryAlll), ki sestavljajo modularno poliketid sintazo 6-deoksieritronolida-
B. Vsak od njih ima dva podaljsevalna modula, vsak modul pa katalizira dodajanje ene molekule
metilmalonil-CoA in reducira karbonilno skupino (Lal in sod., 2000)

Poleg PKS encimskega kompleksa je za u¢inkovito biosintezo eritromicinske poliketidne
verige klju¢na tudi oskrba s prekurzorji, eno molekulo propionil-CoA in Sestimi
molekulami metilmalonil-CoA, ki se v celici tvorijo v metabolnih poteh primarnega
metabolizma. Propionil-CoA lahko nastane po razli¢nih poteh, kar je deloma odvisno tudi
od substrata, ki se ga uporablja pri gojenju. Prva pot je preko glikolize in cikla citronske
kisline (CCK); sukcinil-CoA (nastane iz o-ketoglutarata) je podvrzen izomerizaciji
metilmalonil CoA mutaze (MCM), nastane metilmalonil-CoA in ta se lahko z
metilmalonildekarboksilazo pretvori v propionil-CoA. Druga pot izhaja iz propanola, kjer
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preko alkohol dehidrogenaze in propionat kinaze nastane propionil-CoA. Se ena pot pa gre
preko triacilglicerola, kjer z lipolizo nastane acetil-CoA, ta vstopi v CCK, kjer preko a-
ketoglutarata in sukcinil-CoA pride do propionil-CoA. Metilmalonil-CoA lahko izvira iz
dveh poti. Prva je izomerizacija sukcinil-CoA, ki jo katalizira MCM, druga pa je
karboksilacija propionil-CoA, ki jo katalizira propionil-CoA karboksilaza (PCC) ali
metilmalonil-CoA transkarboksilaza (MMT) (Mironov in sod., 2004; Li in sod., 2004).
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Slika 4: a) Shema klju¢nih metabolnih poti pri sintezi eritromicina A; PFK - fosfofruktokinaza, CS - citrat
sintetaza, MCM - metilmalonil CoA mutaza.; PEP - fosfoenolpiruvat b) Biosinteza 6-Deb: (1) alkohol
dehidrogenaza; (2) propionat kinaza; (3) B-oksidacija ma$¢obnih kislin; (4) propionil-CoA karboksilaza
(PPC); (5) malonildekarboksilaza; (6) karboksiltransferaza; (7) mutaza; (8) epimeraza; (9) poliketid sintaza;
(10) glikoliza; (11) Cikel citronske kisline; (12) lipoliza; OAA - oksalocetna kislina (Mirnov in sod., 2004).

24  REGULACIJA BIOSINTEZE SEKUNDARNIH METABOLITOV PRI
AKTINOMICETAH

Mehanizmi regulacije biosinteze sekundarnih metabolitov so $e vedno relativno slabo
poznani. Gre za kompleksne sisteme, ki vkljucujejo Stevilne signalne molekule in
regulatorne proteine, ki se nanje odzivajo in s tem posredno ali neposredno vplivajo na
izrazanje razli¢nih biosinteznih genov (Cundliffe, 2006). Biosinteza je regulirana preko
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interakcij globalnih in pot-sprecifi¢nih regulatorjev, ki bodisi sprozijo ali zavirajo izraZanje
biosinteznih genov (Santos-Beneit in sod., 2009). Regulatorni proteini so iz razli¢nih
druzin, nekatere od njih najdemo le pri aktinomicetah. Genske skupine za biosintezo
poliketidov imajo obi¢ajno gene za pot-specificne regulatorne proteine, ki so
transkripcijski aktivatorji in so tudi sami regulirani s strani pleiotropnih regulatornih
proteinov ter razli¢nih znotraj in zunajceli¢nih signalnih molekul. Biosintezo antibiotikov
sprozijo razli¢ni fizioloski in okoljski dejavniki. Mednje sodijo pozitivni signali, kot so
faza rasti, y-butirolaktonske signalne molekule (Horinouchi in Beppu, 1994), neravnovesja
v metabolizmu (Hood in sod., 1992) in razli¢ni fizioloski stresi (Hobbs in sod., 1992; Yang
in sod., 1995), ter zaviralni signali, kot so metabolna represija in/ali inhibicija (enostavno
dostopni viri dusika, fosfata in glukoze) (Demain in Fang, 1995; Martin, 2004). Biosinteza

.....

.....

fazi rasti, kar je verjetno povezano s pomanjkanjem hranil (Bibb, 2005).
2.4.1  Globalna (pleiotropna) regulacija biosinteze sekundarnih metabolitov

Globalni regulatorni proteini delujejo na visji ravni in lahko regulirajo produkcijo ve¢
sekundarnih metabolitov in tudi morfolosko diferenciacijo ter se njihovi zapisi navadno
nahajajo izven genskih skupin za biosintezo dolo¢enega sekundarnega metabolita. Dobro
opredeljeni pleiotropni regulatorni proteini so kodirani z geni bld, afs, abs in aba. Te geni
so pri Stevilnih vrstah aktinomicet in njihovi produkti lahko regulirajo ve¢ procesov, tako v

sekundarnem kot tudi v primarnem metabolizmu (Bibb, 2005).
2.4.1.1 Genibld

Geni bld so potrebni za razvoj zra¢nih hif in sporulacijo (Elliot in Talbot, 2004). Mutacije
gena bldA izovejo znalilen fenotip. Pri S. coelicolor je to odsotnost rdece in modre
pigmentacije ter nezmoznosti tvorbe zra¢nega micelija in sporulacije (Merrick, 1976). Gen
bldA ima zapis za redek tRNA, ki prepoznava specifi¢ni levcinski kodon UUA. TTA
kodon je najbolj redek kodon v aktinomicetah in se pojavlja vecinoma pri genih, ki so
vpleteni v sekundarni metabolizem. To in kopi¢enje bldA tRNA v stacionarni fazi je
privedlo do hipoteze, da produkti homologov bldA regulirajo izrazanje genov, ki imajo
TTA kodon in so na ta naCin pleiotropni regulatorji sekundarnega metabolizma pri

aktinomicetah (Leskiw in sod., 1993). Danes je vzrok znacilnega fenotipa, ki ga opazimo
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pri bldA mutantih mnogih aktinomicetnih vrst, dobro poznan. Gen, ki je odvisen od bldA,
je pleiotropni regulatorni gen adpA (bldH). Gen adpA ima TTA kodon in je potreben za
morfolosko diferenciacijo (Nguyen in sod., 2003; Takano in sod., 2003). Od bldA, sta pri
S. coelicolor odvisna tudi pot-specificna regulatorna gena, ki tudi imata TTA kodon in sta
potrebna za izrazanje genov za biosintezo pigmentov (White in Bibb, 1997). Chandra in
Chater (2008) sta opravila bioinformacijsko analizo, ki je pokazala, da ima 109 izmed 143
genskih skupin za biosintezo sekundarnih metabolitov TTA kodone.

2.4.1.2 Geni afs, abs in aba

Druge pomembne druZzine pleiotropnih regulatorjev so proteini, Ki jih kodirajo geni afs, abs
in aba. Geni afs pri S. coelicolor kodirajo AfsK-AfsR-AfsS sistem, ki v pogojih stradanja
(npr. duSika, fosfata) globalno regulira biosintezo antiobiotikov aktinorodin in
udecilprodigiozin (Horinouchi, 2003). S fosforilacijo AfsR (pripada druzini SARP
regulatornih proteinov) se sprozi izrazanje AfsS proteina, ki deluje kot aktivator pot-
specificnih regulatorjev (Floriano in Bibb, 1996). Prekomerno izrazanje afsR in afsS
homologov je povisalo produkcijo sekundarnih metabolitov v Stevilnih streptomicetah
(Santos-Beneit in sod., 2011). Pri aktinomicetah je pogosto tudi dobro ohranjen pleiotropni
regulator sekundarnega metabolizma AbsB. AbsB je endoribonukleaza, ki je potrebna za
produkcijo antibiotikov pri S. coelicolor in ima vlogo v morfoloski diferenciaciji in tvorbi
sporulacijskih sept, obi¢ajno pa ni vpletena v biosintezne reakcije (Sello in Buttner, 2008).
Se en globalni regulator kodira gen abaA. Prekinitev tega gena pogosto povzroéi popolno
prenchanje biosinteze oziroma zmanjSanje produkcije sekundarnih metabolitov ter

negativno vpliva na sporulacijo (Fernandez-Moreno in sod., 1992).
2.4.1.3 Vloga signalnih molekul pri globalni regulaciji

Velik pomen pri globalni regulaciji imajo tudi t. i. signalne molekule. Signalni nukleotid
gvanozin tetrafosfat ppGpp se kopiéi v pogojih stradanja in je pomemben faktor pri odzivu
na pomanjkanje hranil (Riesenberd in sod., 1984). Studije na Escherichia coli so potrdile
vlogo ppGpp kot globalnega regulatorja transkripcije genov v pogojih celicnega stradanja.
ppGpp deluje preko regulacije RNA polimeraze in posredno preko regulacije sigma
faktorjev RNA polimeraze (Potrykus in Cashel, 2008). Pri aktinomicetah je koncentracija
ppGpp uravnavana z bifunkcionalnim encimom RelA/SpoT (Martinez-Costa in sod.,
1998). Spo-Rel sintetaze-hidrolaze tvorijo pppGpp in ppGpp, lahko pa tudi hidrolizirajo
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nukleotide do GDP in pirofosfata ali GTP in pirofosfata (Dalebroux in Swanson; 2012). S
tem encimom se bakterije hitro odzivajo na spremembe v okolju, tako da sintetizirajo ali
razgrajujejo ppGpp (Potrykus in Cashel, 2008). Pri aktinomicetah so potrdili globalno
regulatorno vlogo ppGpp pri S. coelicolor, ker so z indukcijo sinteze ppGpp opazili vpliv
na izrazanje mnogih genov, med katerimi so bili tudi geni za sintezo antibiotikov (Hesketh
in sod., 2007). Nujnost ppGpp za izrazanje genov sekundarnega metabolizma so potrdili
tudi pri Streptomyces antibioticus in S. griseus, kjer je bil gen relA, ki kodira ppGpp, nujen
za sintezo aktinomicina in streptomicina (Hoyt in Jones, 1999; Ochi, 1987).

ppGpp ima viogo pri regulaciji produkcije sekundarnih metabolitov v pogojih omejitve
rasti z dusikom, a je pogresljiv v pogojih, kjer je omejujo¢ faktor fosfat (Chakraburtty in
Bibb, 1997). Vloga fosfata pri produkciji antibiotikov je znana. Prekomerna raven
sekundarnih metabolitov in vsaj v nekaterih primerih je to posledica represije transkripcije
ustreznih genskih skupin (Bibb, 2005). Pri tem mehanizmu ima pomembno vlogo
dvokomponentni sistem PhoR-PhoP, ki regulira izrazanje genov za alkalno fosfatazo (npr.
phoA). V Streptomyces lividans se ekspresija phoA inducira s fosforilacijo PhoP, zato
mutanti brez phoP (ali genske skupine za phoR-phoP) ne morejo sintetizirati PhoA. Ti
mutanti zato lahko proizvajajo velike koli¢ine aktinorodina in undecilprodigiozina (Sola-
Landa in sod., 2003; Apel in sod., 2007).

Druga skupina signalnih molekul, ki sodelujejo pri regulaciji transkripcije pri
aktinomicetah so y-butirolaktoni. y-butirolaktone proizvajajo mnoge aktinomicete, pri
Stevilnih vrstah pa sinteza y-butirolaktonov tudi sovpada z zafetkom sekundarnega
metabolizma. y-butirolaktoni se vezejo na citoplazemske receptorske proteine, kar sprozi
regulatorno kaskado, ki se velikokrat konc¢a z aktivacijo pot-specifi¢nih regulatorjev v
genskih skupinah za biosintezo (Bibb, 2005; Martin in Liras, 2010). Najbolje opredeljen y-
butirolakton je A-faktor iz S. griseus. Njegova posebnost je, da s sprozitvijo kaskade adpA
regulona sodeluje tako pri zaetku sekundarnega metabolizma kot tudi pri morfoloski
diferenciaciji (Kato in sod., 2004). Vecina ostalih poznanih y-butirolaktonov regulira
predvsem sekundarni metablizem in niso potrebni za morfolosko diferenciacijo. Vecina -
butirolakton-vezavnih proteinov ima vlogo represorjev transkripcije tarénih genov,
obstajajo pa tudi taki s pozitivno vlogo regulacije. Produkcija y-butirolaktonov je

najpogosteje odziv na dolocen fizioloski signal (pomanjkanje hranil), njihova vloga pa je v
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veéini primerov koordiniranje sekundarnega metabolizma (Bibb, 2005; Martin in Liras,
2010).

2.4.2  Pot-specifiéna regulacija biosinteze sekundarnih metabolitov

Zadnji ¢len v regulatorni kaskadi so najveckrat pot-specificni regulatorji, katerih zapisi so
skoraj vedno, z redkimi izjemami, prisotni v genskih skupinah za biosintezo sekundarnih
metabolitov. Ti regulatorni proteini pogosto regulirajo izrazanje ve¢ genov v genski
skupini, v dolo¢enih primerih pa aktivirajo izrazanje celotne genske skupine (Bibb, 2005;
Cundliffe, 2006). Pri genski skupini za biosintezo streptomicina regulatorni protein StrR na
primer regulira transkripcijo 25 str-sts biosinteznih genov z aktivacijo samo osmih
promotorjev (Tomono in sod., 2005).

Posebej dobro preucen primer pot specificne regulacije biosinteze poliketida je biosinteza
antibiotika tilozina. Genska skupina za biosintezo tilozina pri Streptomyces fradiae ima
zapise za pet regulatornih proteinov, ki tvorijo kompleksno regulatorno mrezo. Med njima
sta dva y-butirolakton-vezavna proteina TyIP in TylQ, dva transkripcijska regulatorja iz
druzine SARP, TyIT in TylS, ter aktivator biosinteze tilozina - TylR. Ob vezavi y-
butirolaktona pride do prenehanja represije transkripcije tylS, kar omogo¢i izrazanje ostalih
regulatornih genov (tylR) in s tem aktivacijo biosinteze tilozina (Stratigopoulos in sod.,
2004).

2.4.2.1 Regulatorni proteini druzine SARP

Ena vecjih skupin pot-specificnih regulatornih proteinov, ki kontrolira izraZanje PKS
sistemov pri aktinomicetah, je druzina SARP (ang. Streptomyces antibiotic regulatory
protein). To so proteini, ki imajo tri glavne funkcionalne domene, in sicer N-terminalno
HTH (ang. Helix-turn-helix) DNA vezavno regijo, osrednjo ATP-azno domeno in C-
terminalno TPR domeno s tetratrikopeptidnimi ponovitvami (Tanaka in sod., 2007). Zapise
za SARP regulatorje so identificirali v genskih skupinah za razli¢ne sekundarne metabolite,
kot so poliketidi tipa I, aromatski poliketidi, ribosomsko in neribosomsko sintetizirani
peptidi, B-laktami, undecilprodiginini in azoksi spojinami (Bibb, 2005; Martin in Liras,
2010). Predlagan mehanizem delovanja SARP proteinov vkljucuje vezavo dveh
monomerov SARP proteina na DNA. Po vezavi monomera tvorita dimer in omogocita

vezavo RNA polimeraze na promotor (Tanaka in sod., 2007).
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2.4.2.2 Regulatorni proteini druzine LAL

Genske skupine PKS tipa | imajo pogosto enega ali ve¢ SARP regulatornih genov, pogosto
pa imajo tudi regulatorne gene iz druzine LAL (ang. large ATP-binding regulators of the
LuxR family) (Bibb, 2005). LAL so relativno veliki proteini (872-1159 ak), ki imajo N-
terminalno ATP/GTP vezavno domeno, za katero je znacilen Walkerjev motiv (Walker in
sod., 1982) in C-terminalni LuxR-podobni HTH DNA vezavni motiv (Henikoff in sod.,
1990). Identificirani so bili v nekaterih genskih skupinah za biosintezo, kot so nitastatin pri
Strepomyces noursei (NysRI, NysRIIl) (Brautaset in sod., 2000), rapamicin pri
Streptomyces hygroscopicus (RapH) (Kuséer in sod., 2007) in FK506 pri Streptomyces
tsukubaensis (Goranovi¢ in sod., 2012). Nasteti regulatorji imajo primarno pot-Specifi¢no
vlogo, vendar pa imajo morda tudi dodatno regulatorno vlogo na vi§ji ravni, kot je
pokazala Studija pri LAL mutantih S. coelicolor, Kjer je imel en od LAL regulatorjev vliogo
pri pleiotropni regulaciji (Guerra in sod., 2012).

2.4.2.3 Regulatorni proteini druzine LTTR

Pogosta skupina pot-specifi¢nih regulatorjev, ki se nahaja v genskih skupinah za biosintezo
sekundarnih metabolitov pri aktinomicetah, so tudi transkripcijski regulatorji tipa LysR
(ang. LysR-type transcriptional regulators; LTTR). LTTR so najvecja in najbolj razsirjena
druzina transkripcijskih regulatorjev pri prokariontih (Maddocks in Oyston, 2008; Knapp
in Hu, 2010). Uravnavajo $irok spekter bioloskih procesov od produkcije sekundarnih
metabolitov, metabolizma dusika, odzivov na stres, produkcije toksinov do zaznavanja
celi¢ne gostote in celi¢ni cikel (Knapp in Hu, 2010). LTTR so sestavljeni iz okoli 310-325
ak, tvorijo oligomere, imajo ohranjeno N-terminalno HTH DNA-vezavno domeno in manj
ohranjeno C-terminalno domeno, ki sodeluje pri vezavi signalnih molekul (Maddocks in
Oyston, 2008). Primera pomembnih homologov LTTR v genskih skupinah pri
aktinomicetah sta claR pri Streptomyces clavuligerus za biosintezo klavulanske kisline
(Perez-Redondo in sod., 1998) in fkbR pri S. tsukubaensis za biosintezo FK506 (Goranovi¢
in sod., 2012).

2.5 REGULACIJA SINTEZE ERITROMICINA

Posebnost genske skupine za biosintezo eritromicina v S. erythraea je, da nima
specificnega regulatornega gena. Odsotnost regulatornih genov v genski skupini bistveno

otezuje razumevanje regulacije biosinteze eritromicina in ovira prizadevanja za
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poveCevanje ucinkovitosti njegove proizvodnje. Odkritje in poznavanje udelezenih
regulatornih genov bi bilo zelo pomembno, saj bi lahko njihovo ¢ezmerno izrazanje
povisalo donos tega industrijsko pomembnega antibiotika (Chng in sod., 2008). Dober
primer je ¢ezmernO izrazanje sanG, ki kodira transkripsijski regulator v genski skupini za
biosintezo nikomicina pri bakteriji Streptomyces ansochromogenes, saj bistveno povisa
donos tega antibiotika (Liu in sod., 2005).

251 BldD

Kljub odsotnosti regulatornega gena v genski skupini za eritromicin so ugotovili, da je
transkripcija usklajena in natan¢no uravnana. Transkriptomska analiza z DNA
mikromrezami je na primer pokazala razli¢no raven transkripcije med divjim tipom (WT)
S.erythraea in z mutegenezo in selekcijo izboljSanem visokoprodukcijskem sevom (OVP).
Pri OVP je bilo izrazanje celotne biosintezne genske skupine za eritromicin (ery) za nekaj
dni daljse kot pri WT (Lum in sod., 2004). Spremenjeno in usklajeno izrazanje skoraj vseh
ery genov je bilo trdna indikacija za obstoj skupnega regulatorja za ery. Za identifikacijo
takega regulatornega proteina, je skupina Chng in sod. (2008) primerjala lizate WT in OVP
ter na njih izvedla analize vezave proteinov na DNA, tekoCinske in afinitetne
kromatografije, analize masne spektrometrije (MALDI-MS) in de novo sekvenciranje.
Identificirali so 18 kDa velik protein ortolog BldD. BIdD je en od klju¢nih regulatorjev
tvorbe zraénega micelija in produkcije antibiotikov pri S. coelicolor. Nima sicer direktnega
vpliva na genske skupine za biosintezo antibiotikov in do svojih identificiranih tar¢ deluje
represivno (Elliot in sod., 1998; Eliot in sod., 2001; Kelemen in sod. 2001).

Genska skupina ery je znotraj osrednje regije kromosoma S. erythraea, ki kodira osrednje
gene (Oliynyk in sod., 2007), gen bldD pa je blizu roba glavne regije, priblizno 1,5 Mbp od
ery skupine. Velika oddaljenost gena bldD in ery genske skupine v kromosomu torej
predstavlja poseben primer regulacije, saj so regulatorni geni biosinteznih skupin

antibiotikov obi¢ajno znotraj same genske skupine (Chng in sod., 2008).

V nadaljevanju je skupina Chng in sod. (2008) preucevala vezavna mesta proteina.
Pripravila rekombinantni protein BIdD iz S. erythraea in dolocila pet regij v genski skupini
za eritromicin, ki so vsebovale promotorska mesta. Potrdila vezavo BIdD na vseh pet regij,
kot tudi na svoj lastni promotor. Na svoj lastni promotor se BldD veze celo z vecjo

afiniteto kot na promotorska mesta v genski skupini za eritromicin. Z delecijo bldD v S.
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erythraea se je donos eritromicina v teko¢i kulturi zmanjSal sedemkrat, na trdi podlagi pa
se celice niso mogle diferencirati. Poleg tega je imel OVP med biosintezo eritromicina
vi§jo raven sinteze BIdD kot WT. Skupaj ti rezultati kazejo, da BldD hkrati regulira
biosintezo eritromicina in morfolosko diferenciacijo S. erythraea. Geni v genski skupini za
eritromicin so tudi prve identificirane direktne tarée ortologa BIdD, ki so pozitivno

regulirane (Chng in sod., 2008).
2.5.2  Homologi LmbU - domnevni regulatorji

Raziskovalci Acies Bio, BiotehnisSke fakultete in Instituta Jozefa Stefan so s primerjalnim
proteomskim pristopom identificirali proteine, ki so v visokoproduktivnem industrijskem
sevu S. erythraea bistveno bolj izraZeni kot v naravnem sevu S. erythraea NRRL23338. En
od teh je tudi protein SACE_5599 (YP_001107710), homolog regulatoroja, ki ga kodira
gena ImbU (Peschke in sod., 1995; Oliynyk in sod., 2007).

Doslej opisani homologi so omejeni na aktinomicete iz duzine Pseudonocardiaceae in rodu
Streptomyces. Mehanizem njihovega delovanja ni poznan, v bazah podatkov pa so
vec¢inoma oznaceni kot hipoteti¢ni regulatorni proteini. Prvi homolog (60 % indenti¢nost s
SACE 5599), ki so mu dolo¢ili funkcijo, je kodiran z genom ImbU iz bakterije
Streptomyces lincolnensis, ki proizvaja kemoterapevtsko ucéinkovino linkomicin. Gen
ImbU ima redek kodon TTA in je del genske skupine, ki je odgovorna za sintezo
linkomicina. Na podlagi tega so mu dolo¢ili hipoteticno regulatorno vlogo (Peschke in
sod., 1995).

ImbU je podoben tudi genom novE (iz Streptomyces spheroides; 51 % identi¢nost), cloE
(iz Streptomyces roseochromogenes; 52 % identi¢nost) in hmtD (iz Streptomyces
himastatinicus; 51 % identi¢nosti), ki so del genskih skupin za sintezo novobicina,
klorobicina in himastatina (Pojer in sod., 2002; Eustaquio in sod., 2003; Ma in sod., 2011).
Za vse produkte teh genov so predvideli regulatorno vlogo in vsi so del genske skupine
odgovorne za biosintezo. Skupina Eustaquio in sod. (2003) je z inaktivacijo novE
zmanjSala produkcijo novobiocina za ve¢ kot 90 %. To nakazuje, da protein NovE nima
esencialne kataliticne vloge pri biosintezi novobiocina, ima pa pomemben vpliv na donos,

kar kaze na regulatorno vlogo tega proteina.
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3 MATERIALI IN METODE
Laboratorijsko delo v okviru magistrskega dela je obsegalo tri sklope.
a) Molekularnobioloski

Gen SACE 5599 smo pomnozili z verizno reakcijo s polimerazo (PCR), pri ¢emer smo kot
matrico uporabili plazmid pVMES3. Ta plazmid so predhodno pripravili v laboratoriju
Acies Bio, vsebuje pa kloniran gen SACE_5599, ki so mu s sekvenciranjem tudi potrdili
pravilno nukleotidno zaporedje. Pri tem smo s prilagojenim zacetnim oligonukleotidom na
3' koncu dodali sekvenco, ki je na karboksiterminalnem delu proteina dodala
hemaglutininski epitop (HA-tag), kar omogoca detekcijo proteina v proteinskih ekstraktih s
prenosom western. Z uporabo molekularnobioloskih metod (restrikcije, ligacije,
transformacije) smo gen SACE _5599-HA wvstavili v razliéne ekspresijske vektorje
(pSetl52+ermE* in pSET152+ermE*/RBS). V molekularnobioloski sklop spada tudi
preverjanje, ali in kako se je gen vstavil v genom S. erytraea, z metodo PCR na osnovi
kolonije.

b) Mikrobioloski

Pripravljene plazmide (pSet152+ermE* oz. pSet152/RBS+ermE* + SACE_5599-HA) smo
s pomocjo konjugacije vnesli v bakterijo S. erythraea. V naslednji fazi smo konjugante

cev v

fermentacijski proces na stresalniku. Za proizvodnjo eritromicina smo konjugante najprej

gojili v vegetativnem in nato v produkcijskem gojiscu.
c) Analitski

Po 7 dnevni rasti v produkcijskem gojiscu je sledila ekstrakcija eritromicina in preverjanje
vsebnosti z bioloskim testom. Del biomase smo porabili za izolacijo proteinov in

preverjanje prisotnosti proteina SACE_5599-HA s prenosom western.
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3.1 MATERIALI
3.1.1  Zacetni oligonukleotidi

Za pomnozitev izbranih delov DNA smo uporabili zacetne oligonukleotide proizvajalca
Sigma-Aldrich (Preglednica 1). Zacetnim delom oligonukleotidov smo dodali restrikcijska
mesta za encim Ndel (CATATG) in Xbal (TCTAGA). Zaporedje, ki ustreza HA epitopu in
smo ga dodali na zacetni oligonukleotid SACE_5599-R-HA, je obarvano rdece.

Preglednica 1: Oznake in zaporedja uporabljenih zaetnih oligonukleotidov ter njihove lastnosti. Vsa
zaporedja so zapisana od 5'- proti 3'- koncu.

Oznaka Nukleotidno zaporedje Dolzina [bp] %GC Tm (°C)
SACE_5599-F AAAATATCATATGAATTCGTCGGCCTG 40 45 65,0
GTTCCTCGGTGAC
SACE_5599-R- AAAAATCTAGAATTAGGCGTAGTCCGG 68 57,4 74,1
HA GACGTCGTACGGGTATGCCCGGGCGAC
CAGTTGCCGGTGCT
promotor SAC TGCCCGTATGGTGGGATTGAATGCCT 26 53,8 64,3
E_5599-F
erme*-F ATGCGAGTGTCCGTTCGAGTGG 22 53,4 60,8
HA-tag-R AAAATCTAGAATCAGGCGTAGTCCGGG 41 64,4 75,4
ACGTCGTACGGGTA
SACE 5599-R AAAAATCTAGAATTATGCCCGGGCGAC 41 51,2 69,5
CAGTTGCCGGTGCT

3.1.2  Vektorji

Vektor pSet152 so prvi uporabili in opisali Bierman in sod., 1992 (Slika 5). Ekspresijski
vektor pSet152 iz organizma S. erythraea omogoca integracijo genov v seve aktinomicet,
Ki imajo v svojem genomu prepoznavno mesto attB za integrazo iz bakteriofaga ®C31.
Vsebuje Se laktozni operator (LacO) in zapis za o-podenoto gena lacZ, ki ob izbiri
ustreznega gostiteljskega seva omogoca selekcijo transformant z belo-modrim testom; gen
acc(3)I1V, katerega produkt posreduje rezistenco bakterije proti antibiotiku apramicinu;
multiplo mesto za kloniranje in mesto zacetka prenosa (oriT) (Bierman in sod., 1992;
Giebelhaus in sod., 1996). pSet152 je integrativni plazmid, kar pomeni, da se vkljuci v

kromosom tar¢ne celice, in sicer v specificno mesto za bakteriofag ®C31 attB. Po
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konjugaciji izberemo pogoje, ki so selektivni za celice, ki konstrukt vsebujejo (Combes in
sod., 2002; Zeigler, 2002). V naSem primeru smo gojis¢e SM-MgCI, po konjugaciji prelili
z antibiotikom apramicinom in dalje konjugante gojili na sporulacijskem gojis¢u ABSM4

ter vegetativnem gojis¢éu ABVML1 z enakim antibiotikom.

Promotor ermE* (ermE star) smo izbrali, ker gre za zelo mocan konstitutivni promotor iz
S. erythraea. Promotor ermE™* je zelo podoben promotorju gena ermE (Bibb in sod., 1985),
zaradi delecije treh nukleotidov pa je promotor ermE* dereguliran in omogoca
konstitutivno transkripcijo zelenega gena (Lefers, 2004). Promotor ermE* smo uporabili v
dveh razli¢icah; z vezavnim mestom za ribosom (ermE*/RBS) in brez vezavnega mesta za
ribosom.

lacZa

/\i_’N\é\XbaI (465)

int (phiC31)

pSet152

5715 bp

/

attP (phiC31)\§’%j /
g

/N 5 aac(3)IV CDS

oriT

Slika 5: Osnovni vektor pSet152 (Kieser in sod., 2000)

3.1.3  Bakterijski sevi

Pri delu smo uporabili naslednje mikroorganizme (Preglednica 2):
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Preglednica 2: Seznam uporabljenih mikroorganizmov

Vrsta Tip Vir

Saccharopolyspora erythraea NRRL23338 Acies Bio d.0.0

Escherichia coli DH103 Sev prilagojen za uporabo v molekularno  Acies Bio d.o.0
bioloskih laboratorijih

Escherichia coli ET12567 Konjugativni sev s plazmidom pUZ8002 Acies Bio d.o.o

Bacillus subtilis WT119 Acies Bio d.o.0

3.14  Gojisca
Vsa gojisca smo naceloma pripravili po naslednjem postopku.

Sestavine gojis¢ smo odtehtali, dodali ustrezno koli¢ino destilirane vode in po potrebi
umerili pH. V primeru priprave trdega gojiS€a smo agar v steklenice odtehtali lo€eno.
Ustrezne volumne gojis¢ smo razdelili v steklenice in sterilizirali. Po avtoklaviranju smo
steklenice s teko&im gojiséem shranili do uporabe. Ce smo pripravljali trdno gojis¢e, smo
po sterilizaciji gojis¢e nekoliko ohladili z meSanjem na magnetnem mesalu. Po potrebi smo
v brezpras$ni komori dodali antibiotike in razlili na petrijeve plosce. Ko je bilo gojisce
strjeno, smo plosce shranili do uporabe (gojis¢a z dodanim antibiotikom smo hranili na 4
°C).

3.1.4.1 Gojisce za kultivacijo E. coli - 2TY

Tekoce in trdno 2TY gojisée (Sambrook in Russel, 2001) smo uporabili pri vseh postopkih
manipulacije s celicami E. coli DH10b in E. coli ET12567.

Preglednica 3: Sestava tekocega in trdnega gojiséa 2TY

Sestavina Koncentracija v gojis¢u (g/L)  Proizvajalec
Kazein pepton 16 Biolife
Kvasni ekstrakt 10 Sigma

NaCl 5 Merck
BakterioloSki agar (le za trdno 15 Biolife
gojiscée)

dH,O dolL

*Sterilizacija je potekala 20 min pri 121 °C in tlaku 120 kPa.
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3.1.4.2 Trdno gojis¢e za konjugante S. erythraea - SM-MgCl,

Trdno gojis¢e SM (Kieser in sod., 2000) smo uporabili po konjugaciji, ko smo na gojisce

nacepili konjugacijsko meSanico S. erythraea in s plazmidom transformiranih celic E. coli.

Preglednica 4: Sestava trdnega gojis¢a SM

Sestavina Koncentracija v gojis¢u (g/L) Proizvajalec
Sojina moka 20 Cargill Foods
D-manitol 20 Merck
Bakterioloski agar 20 Biolife

dH,0 dollL

*pH 7; sterilizacija je potekala 30 min pri 121 °C in tlaku 120 kPa.

Preglednica 5: Raztopina 1M MgCl,

Raztopina Sestavina Koli¢ina (g) Proizvajalec
10M MgCl, raztopina  MgCl; x 4H,0 16,727 g Carlo Erba
dH,O Do 100 mL

Po sterilizaciji smo pocakali, da se goji$¢e ohladilo na okoli 50 °C in nato sterilno dodali 10mL 1M raztopine
MgCl, v 1 L (do 10 mM MgCl,) ter gojisce razlili v petrijeve plosce.

3.1.4.3 Trdno sporulacijsko gojis¢e ABSM4

Trdno sporulacijsko gojis¢e ABSM4 smo uporabili za precepitev in selekcijo konjugant iz

SM-MgCI; gojisca ter namnozitev za inokulacijo v vegetativno gojis¢e ABVML.

Preglednica 6: Sestava sporulacijskega gojis¢éa ABSM4

Sestavina Koncentracija v gojis¢u (g/L) Proizvajalec
Koruzni $krob 10 Cerestar
Koruzna namakalna vodica 11 Cargill Foods
(CSL)

Amonijev sulfat (NH,)>,SO4 3 Merck

NaCl 3 Merck
Kalcijev karbonat CaCO; 3 Kalcit

Agar 20 Biolife

dH,O dolL

*CSL smo najprej posebej zavreli v malo vode, nato dodali suspenzijo $kroba, (NH,4),SO,4, NaCl in vode do 1
L. Nato smo umerili pH na 7,2 (z NaOH) in $ele po tem dodali CaCOs in agar; sterilizacija je potekala 30
min pri 121 °C in tlaku 120 kPa.
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3.1.4.4 Tekoce vegetativno gojisée za S. erythraea ABVM1

Tekoce vegetativno gojis¢e ABVM1 smo uporabljali prva 2 dni rasti (vegetativno fazo)
izbranih sevov S. erythraea za produkcijo eritromicina.

Preglednica 7: Sestava vegetativnega gojis¢éa ABVM1

Sestavina Koncentracija v gojis¢u (g/L) Proizvajalec
CSL 30 Cargill Foods
Saharoza 30 Merck
(NH,),SO4 4 Merck
CaCOs 6 Kalcit

dH,O dollL

*CSL smo najprej posebej segrevali 30 min pri 80 °C in ga nato dodali sestavinam. pH 5,5; sterilizacija je
potekala 40 min pri 121 °C in tlaku 120 kPa.

3.1.45 Tekoce produkcijsko gojisée za S. erythraea ABPM8

Tekoce produkcijsko gojis€e smo uporabili za produkcijsko fazo rasti izbranih sevov S.

erythraea za produkcijo eritromicina.

Preglednica 8: Sestava produkcijskega gojis¢a ABPM8

Sestavina Koncentracija v gojis¢u (g/L) Proizvajalec

Sojina moka 36 Cargill Foods
Koruzni $krob 36 Cerestar

(NH,),S0, 2,4 Merck

CaCoO; 7,2 Kalcit

Sojino olje 5 Tovarna olja GEA d.d.
dH,O dolL

*Sojino moko smo predhodno zavreli in nato dodali ostale komponente. Preden smo dodali CaCQOs, smo
umerili pH na 6,3 (po dodatku CaCOj3 je pH 6,8). Sojino olje smo dodali direktno v meSanico. Sterilizacija je
potekala 40 min pri 121 °C in tlaku 120 kPa.

3.1.4.6 Tekoce gojis¢e TSB

Tekoce gojisce TSB (Kieser in sod., 2000) smo uporabili za gojenje izbranih sevov za

izolacijo proteinov.
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Preglednica 9: Sestava tekodega gojis¢a TSB

Sestavina Koncentracija v gojis¢u (g/L) Proizvajalec
Kazein pepton 17 Biolife

Sojin pepton 3 Biolife
Glukoza 2,5 Merck

NaCl 5 Merck
KH,PO, 2,5 Merck

dH,O dollL

*Sterilizacija je potekala 30 min pri 121 °C in tlaku 120 kPa.
3.1.4.7 Trdno gojisce ABA
Trdno gojis¢e ABA smo uporabili za izvedbo bioloSkega testa z B. subtilis.

Preglednica 10: Sestava trdnega gojis¢a ABA

Sestavina Koncentracija v gojis¢u (g/L) Proizvajalec
»Antibiotic base agar A2« 25,5 Biolife
dH,O dollL

*pH 7,9; v vodni kopeli smo segreli do 80 °C in nato razlili po 0,5 L v 1 L steklenice. Sterilizacija je potekala

20 min pri 121 °C in tlaku 120 kPa.

3.1.5 Raztopine

Pri molekulskem kloniranju smo za namene postopkov PCR (1), ligacije (2), restrikcije (3)

in pripravo gelov za elektroforezo (4) uporabili naslednje pufre:

1. 6x nanaSalni pufer za DNA - »DNA loading buffer« (Fermentas)

2. T4 ligacijski pufer (Fermentas)

3. Restrikcijski pufer - »Fast digest buffer« (Fermentas)

4. 50x pufer TAE (tris acetatni pufer z EDTA) za gelsko elektroforezo

Preglednica 11: TAE pufer

Sestavina Koli¢ina Proizvajalec
Tris baza 242 g Merck
Ocetna kislina 57,1 mL Sigma

0,5M EDTA 100 mL /

dH,O dolL
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Preglednica 12: 0,5 M zalozna raztopina EDTA

Sestavina Koncentracija Proizvajalec
EDTA 146,1 Kemika
dH20 dollL

Pri izolaciji in analizi proteinov s prenosom western smo uporabili ve¢ razli¢nih raztopin:

Preglednica 13: 10x elektroforezni pufer za SDS-PAGE

Sestavina Koncentracija (g/L) Proizvajalec
Tris baza 30,3 Merck
Glicin 144 Sigma
natrijevega dodecil sulfat 10 Sigma
(SDS)

dH,O dollL

Preglednica 14: 10x zaloZna raztopina za prenasalni pufer

Sestavina Koncentracija (g/L) Proizvajalec
Tris baza 30,3 Merck
Glicin 1441 Sigma

dH,O dolL

*Sterilizacija 20 min pri 121 °C 120 kPa; shranili na 4 °C.

Preglednica 15: 10x Tris s soljo (TBS)

Sestavina Koncentracija (g/L) Proizvajalec
Tris baza 12,1 Merck

NaCl 87,8 Merck

dH,O dolL

* Sterilizacija 20 min pri 121 °C 120 kPa; shranili na 4 °C.
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Preglednica 16: 0,5 M zaloZna raztopina za fosfatni pufer

Raztopina Sestavina Koli¢ina Proizvajalec
0,5 M K;HPO, K,HPO, 17,42 ¢ Merck
dH,O do 200 mL
0,5 M KH,PO, KH,PO, 13,619 Riedel-de Haén
dH,O do 200 mL

*Dodali smo 0,5 M KH,PO, v 200 mL 0,5 M K,HPO, do pH 7,5.

Pufer za ¢iSCenje proteinov:

- 20 mM fosfatni pufer (iz 0,5 M zalozne raztopine za fosfatni pufer)

Preglednica 17: 100 mM zaloZna raztopina fenilmetilsufonil flourid (PMSF)

Sestavina Koli¢ina Proizvajalec
PMSF 174 mg Sigma
izopropanol do 10 mL Sigma

Preglednica 18: Pufer za proteinske vzorce

Sestavina Koncentracija (mM)
fosfatni pufer (iz 0,5 M zaloZne raztopine za fosfatni pufer) 100

EDTA (iz 0,5 M zalozna raztopina EDTA) 20

100 mM PMSF 2

Preglednica 19: Prenasalni pufer

Sestavina

Kolicina (mL)

Proizvajalec

10x zalozna raztopina za 100
prenasalni pufer
Metanol (MeOH) 200

dH,O dolL

/

Fluka

*Hranili smo na 4 oC; pufer moral biti ohlajen ob uporabi.
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Preglednica 20: 10x PBS

Sestavina Koncentracija (g/L) Proizvajalec
NaCl 8 Merck

KCI 2 Sigma
Na,HPO, 14,4 Sigma

KH,PO, 2,4 Riedel-de Haén
dH,O

*Voda do 800 mL , uravnali pH na 7,4, dolili vode do 1 L; sterilizacija je potekala 20 min pri 121 °C 120

kPa.

Preglednica 21: Raztopina za detekcijo proteinov na membranah

Sestavina Koli¢ina Proizvajalec
1 % ocetna kislina 30 mL Sigma
Ponceau S 0,039 Sigma

Preglednica 22: 1x TBS in 3 % mleko (TBSM)

Sestavina Koli¢ina

Proizvajalec

10x TBS 20 mL
Instant posneto mleko v prahu 6 g

dH,O do 200 mL

Pomurske mlekarne Murska
Sobota

Preglednica 23: Zalozna raztopina 1 % DAB:

Sestavina Koli¢ina Proizvajalec
3,3’-diaminobenzidine 0,1g Sigma
(DAB)

HCI 0,25 mL Sigma

dH,0O 10 mL

*Stresali smo 10 min oz. dokler se ni ve¢ina raztopila; hranili smo na —20 °C.
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Preglednica 24: Raztopina za detekcijo HRP (hrenova peroksidaza) aktivnosti

Sestavina Koli¢ina Proizvajalec
10x PBS 1mL /

H.0, 10 pL Sigma

1% DAB 500 pL

dH,O 9mL

*Uporabili takoj po pripravi.
3.1.6  Ostali materiali
3.1.6.1 Encimi

Encimi, ki smo jih uporabili pri delu, so:
- DNA-polimeraza - »Phusion High Fidelity DNA Polymerase« in »GC Phusion«
pufer (Finnzymes),
- DNA-polimeraza - »Taq DNA Polymerase« in 10x »Dream Taq buffer«
(Fermentars),
- T4 DNA ligaza in pripadajo¢ 10x ligacijski pufer (Fermentas),
- Restrikcijske endonukleaze Ndel, Xbal (Fermentas, FastDigest®).

3.1.6.2 Elektroforezni standardi

Elektroforezni standardi, ki smo jih uporabili pri delu (Slika 6):
- »GeneRuler DNA Ladder Mix«, 100-10000 bp (Fermentas),

- »Unstained protein molecular weight marker« (Fermentas).
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MW, kDa

(@) (b)

Slika 6: DNA in proteinski elektroforezni standardi.
(a) »GeneRuler DNA Ladder Mix« na 1 % agaroznem gelu z velikostmi standardo v bp. (b) proteinski
standard; »Unstained protein molecular weight marker« na 12,5 % poliakrilamidnem gelu v prisotnosti SDS

z velikostmi standardov v kDa.

3.1.6.3 Kompleti reagentov

Kompleti reagentov, ki smo jih uporabili pri delu:

- »GenElute Plasmid Miniprep Kit« (Sigma) - za izolacijo plazmidne DNA

»Bio-Rad protein assay« (Bio-Rad) - za merjenje koncentracije proteinov

- »Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System« (Promega) - za izolacijo DNA iz
agaroznega gela in ¢is¢enje PCR-produktov

- »GenElute Bacterial Genomic DNA Kit« (Sigma) - za izolacijo genomske DNA

3.1.6.4 Antibiotiki

V Preglednici 25 so navedeni antibiotiki, ki smo jih uporabili kot dodatek gojis¢em za

selekcijo zelenih sevov E. coli in S. erythraea. Izbira antibiotikov je bila odvisna od tipa

plazmida in lastnosti mikroorganizma.

Preglednica 25: Uporabljeni antibiotiki

Antibiotik

Koncentracija v gojis¢u (ug/mL)

Proizvajalec

Apramicin [Apr]
Nalidinska kislina [Nal. k.]
Kanamicin [Kn]
Kloramfenikol [Cm]

50

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
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Pri pripravi umeritvene krivulje za dolocitev koncentracije eritromicina na bioloskem testu
smo uporabili standardne raztopine (koncentracije 1, 2,5, 5, 10, 15, 20 in 25 ug/mL)
eritromicina (Calbiochem).

3.1.6.5 Protitelesa (Ab)

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

3.1.6.6 Ostale kemikalije, reagenti in materiali

Ostali materiali in kemikalije, ki smo jih uporabili pri delu:

6x nanasalni pufer za DNA (Fermentas), acetonitril (Sigma), agaroza (Sigma),
akrilamid:bisakrilamid (19:1) (Fluka), DMSO (intravezikalni dimetilsulfoksid; Sigma),
nitrocelulozna membrana (Sigma), APS (Sigma), Etanol (Sigma), NaOH (Sigma), fenol
(Sigma), barvilo SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen), TEMED (Sigma), Tris/HCI
(Merck), Tween (J.T. Baker).

3.1.6.7 Pomembnejse aparature

Aparature, ki smo jih uporabili pri delu:
- PCR-aparatura »Professional Thermocycler« (Biometra),
- aparatura za agarozno gelsko elektroforezo (Bio-Rad),
- aparatura za poliakrilamidno gelsko elektroforezo »Mini Protean Tetra Cell« (Bio-
Rad),
- aparatura za elektroprenos proteinov »Mini Trans-Blot Cell« (Bio-Rad),
- spektrofotometer »Infinite 200 Pro NanoQuant« (TECAN)),
- ultrazvocni razbijalnik »Labsonic« (Sartorius),
- malain velika centrifuga (Hettichlab),
- stresalnik Multitron HT (Infors),
- tehtnici PLJ 2100-2M in ALT 220-4NM (Kern & Sohn),
- elektroporator »MicroPulser« (Bio-Rad),
- pH-meter PHS 3D (Qingdao Flom Technology),
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grelec in magnetno mesalo Rotamix 500 (Tehtnica),
avtoklavi (Sutjeska in Medicinotehnika),
avtomatske pipete (Gilson),

brezprasna komora (Telstar),

hladilnik (4 °C) (LTH),

zamrzovalna omara (—20 °C) (LTH),

skrinja (-80 °C) (Heto),

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

digestorij (Med-Lab Rauh),

vodna kopel (UniEquip),

vrtinénik (IKA),

mikrovalovna pecica (Sanyo),

aparatura oz. kamera za slikanje gelov za elektroforezo (Bio-Rad),

hibridizacijska pecica (Biometra).

3.1.6.8 Uporabljena steklovina in potrosni material

Pri delu smo uporabili Se:

Case,

luknjace za agar plosce,

magneti,

merilni valji,

1,5 mL in 2 mL mikrocentrifugirke (Eppendorf)
nastavki za avtomatske pipete (Gilson),
petrijevke,

pincete,

plinski gorilnik,

palicke za razmazovanje,

15 mL in 50 mL centrifugirke (Falcon),
zobotrebci,

mikrotiterske plosc¢ice (Greiner),

filter papir pri prenosu western (Biorad).
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3.2 METODE

Delo je potekalo v treh sklopih. V prvem sklopu (molekularnobiolosko kloniranje) smo
pripravili plazmide, transformante in preverjali nain vstavitve v kromosom; v drugem
sklopu (mikrobioloski del) smo konstrukte s konjugacijo prenesli v bakterijo S. erythraea,
biolos§kim testom preverjali koli¢ino eritromicina in s prenosom western analizirali

izrazanje proteinov.
3.2.1  Molekularnobiolosko kloniranje
3.2.1.1 lzolacija genomske DNA iz kulture S. erythraea

Za pomnozitev gena SACE 5599 smo najprej izolirali genomsko DNA s kompletom
reagentov »GenElute Bacterial Genomic DNA Kit«. Ustrezno koli¢ino prekonoc¢ne
bakterijske kulture S. erythraea smo lizirali in se ob izolaciji genomske DNA drzali

navodil proizvajalca. Genomsko DNA smo v konénem koraku eluirali v 100 uL dH,O.
3.2.1.2 Pomnozevanje DNA z verizno reakcijo s polimerazo (PCR)

Verizna reakcija s polimerazo (PCR) je metoda, pri kateri z uporabo termostabilne DNA-
polimeraze, matricne DNA, prilegajocih se zacetnih oligonukleotidov ter primernega
puferskega sistema pomnozuje izbran del verige DNA. Princip metode temelji na treh
ponavljajocih se temperaturnih ciklih, odvisnih od nukleotidnega zaporedja, ki ga zelimo v
reakciji pomnoziti. S prvim korakom v temperaturnem obmod&ju med 93 °C in 98 °C
denaturiramo dvoverizno matricno DNA ter tako omogo¢imo vezavo zacetnih
oligonukleotidov na enoverizno DNA. V drugem koraku se pri temperaturi prileganja, ki je
odvisna od zaporedja prilegajo¢ih se baz, na enoverizno DNA veZejo zacetni
oligonukleotidi. V tretjem koraku polimeraza dodaja nukleotide v smeri 5' - 3' in tako
podaljsuje dvoverizno DNA pri temperaturi 72 °C. Cikel denaturacija, prileganja in
podaljSevanja pri PCR reakciji se ponovi med 30 in 40-krat, temu sledi 10 min inkubacije
pri 72 °C (konéno podaljsevanje - ang. final extension) (Sambrook in Russel, 2001).

PCR reakcije smo izvedli v PCR-aparaturi Professional Thermocycler s programom
reakcije, ki je zapisan v Preglednici 26. Reakcijsko meSanico izbrane matricne DNA,

prilegajocih se zacetnih oligonukleotidov, meSanice deoksiribonukleotidov (2 mM),
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DMSO, termostabilne DNA-polimeraze Phusion High Fidelity DNA in ustreznega pufra
smo pripravili v mikrocentrifugirkah z volumnom 200 pL, kot je prikazano v Preglednici
27.

Preglednica 26: Program PCR-reakcije za pomnozitev gena SACE-5599+HA-tag

Stopnja reakcije Cas T (°C) Stevilo ciklov
denaturacija 2 min 98 1

denaturacija 15s 98

prileganje zacetnih oligonukleotidov 30s 63/65 30
podaljSevanje verig 30s 72

kon¢no podaljsevaje 10 min 72 1

Preglednica 27: Sestava meSanice za PCR reakcijo.

Komponenta Volumen (uL)
5x GC Phusion buffer 5

meSanica ANTP 2,5

5' zacetni oligonukleotid (SACE_5599-F) 1,25

3' zacetni oligonukleotid (SACE_5599-R-HA) 1,25

DMSO 0,75

matri¢na DNA (plazmid pVMES3) 0,25

Phusion polimeraza (2 U/ulL) 0,25

dH20 13,75

Skupni volumen 25

3.2.1.3 Elektroforeza DNA

Za elektroforezne reakcije smo potrebovali agarozni gel, ki smo ga pripravili tako, da smo
50x razred¢enemu TAE pufru dodali agarozo do kon¢ne koncentracije 0,8 % in meSanico
segreli v mikrovalovni pecici, tako da se je agaroza raztopila v pufru. Raztopino smo nato
nekoliko ohladili (~ 50 °C), dodali flourescenéno barvilo (»SYBR safe DNA gel stain«) in
jo vlili v stojalo za gel z vstavljenim glavnickom. Ko se je gel strdil, smo ga prenesli v

elektroforezno banjico, napolnjeno z 1x razred¢enim TAE pufrom in odstranili glavnicek.
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Vzorcem smo pred nanosom na elektroforezni gel dodali nanaSalni pufer, ki je obtezil
DNA, da se je ta usedla na dno jamice. VVzorce smo prenesli v jamice na elektroforezni gel
in dodali velikostni standard za kasnej$o identifikacijo produkta. Banjico smo nato za slabo

uro prikljucili na elektri¢no napetost (90 V za gel srednje velikosti (80 mL)).
3.2.1.4 Cis&enje produktov PCR

Produkte PCR reakcij smo locili z agarozno gelsko elektroforezo. Na 0,8 % agarozni gel
smo nanesli celoten volumen mesanice z dodanim nanasalnim pufrom ter tako locili
produkte pravih velikosti od prostih deoksiribonukleotidov, zacetnih oligonukleotidov in
ostalih necisto€. Del gela, ki je vseboval izbrano liso DNA, smo izrezali in odistili s
kompletom reagentov »Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System«. V vseh korakih

smo sledili navodilom proizvajalca in na koncu DNA eluirali v 50 uL dH,0.
3.2.1.5 Rezanje DNA z restrikcijskimi endonukleazami

Rezanje DNA z restrikcijskimi endonukleazami smo izvedli pri preverjanju izoliranih
plazmidov iz prekonocnih bakterijskih kultur za dolocitev uspesnosti ligacije pred
dolo¢evanjem nukleotidnega zaporedja in pri pripravi PCR produkta za ligacijo v vektorje.

Preglednica 28: Reakcijska zmes za rezanje plazmidne DNA z restrikcijskimi endonukleazami pri
preverjanju izoliranih plazmidov (a) in pri pripravi PCR produkta za ligacijo (b).

Komponenta Volumen (pL) (@)  Volumen (uL) (b)
10x restrikcijski pufer FD 1 5,2

restrikcijska endonukleaza 1 0,3 25

restrikcijska endonukleaza 2 0,3 25

DNA 3 42

dH,0 54

skupni volumen 10 52,2

3.2.1.6 Ligacija v vektor pSet152

Genski zapis SACE_5599-HA smo vnesli v ekspresijski vektor pSetl52. Po rezanju z
restrikcijskimi endonukleazami Ndel in Xbal (poglavje 3.2.1.5), smo encime inaktivirali
(25 min, 65 °C), ogistili (poglavje 3.2.1.4) ter ligirali v pripravljen vektor pSet152+ermE*
z in brez vezavnega mesta za ribosom (ang. ribosome biding site - RBS) (odprt z
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endonukleazama Ndel in Xbal) s prilegajo¢imi se konci. Ligacijsko zmes (Preglednica 29)
smo inkubirali pri temperaturi 4 °C preko no¢i. Po pripravi plazmidov smo s
sekvenciranjem pri zunanjem partnerju (Macrogen, J. Koreja) preverili Se nukleotidno

zaporedje.

Preglednica 29: Sestava meSanice za ligacijo inserta v vektor pSet152+ermE* z in brez RBS.

Komponenta Volumen (uL)
rezan insert (Ndel/Xbal) 10
rezan vektor (Ndel/Xbal) 1,5
ligacijski pufer 1,5
dH,O 15
ligaza T4 0,5
Skupni volumen 15

3.2.1.7 lzolacija plazmidne DNA

Iz prekono¢ne bakterijske kulture smo izolirali plazmidno DNA, tako da smo 2 mL kulture
5 min centrifugirali pri 14000 obr./min in celicno usedlino resuspendirali v primernem
pufru iz kompleta reagentov »GenElute Plasmid Miniprep Kit«. Med izolacijo plazmidne
DNA smo se v vseh korakih drzali navodil proizvajalca in v konénem koraku eluirali DNA
v 100 pL dH0.

3.2.1.8 Transformacija kompetentnih celic E. coli DH10b in E. coli ET12567 pUZ8002

Pri vseh postopkih smo v mikrocentrifugirkah najprej pripravili 1 mL medija 2TY.
Elektrokompetentne celice bakterij E. coli DH10B oz. E. coli ET1256 pUzZ8002 smo
transformirali z elektroporatorjem MicroPulser, ki je generiral elektri¢ni pulz (2 kV, 200
Q, 25 uF). Za posamezno transformacijo smo uporabili 40 uL elektrokompetentnih celic,
ki so bile zamrznjene pri —80 °C. Najprej smo jih odtajali na ledu, jim dodali 2 pL
pripravljene ligacijske o0z. plazmidne DNA in meSanico prenesli v kiveto za
elektroporacijo. Elektricni pulz je v membrani povzrocil tvorbo por, kar je omogocalo
privzem DNA v celice. Po koncani transformaciji smo transformirane celice resuspendirali
v 1 mL gojis¢a 2TY in jih 45 min inkubirali v vodni kopeli pri temperaturi 37 °C. Po
inkubaciji smo jih s 3 min centrifugiranjem pri 4500 obr./min zbrali na dnu, resuspendirali
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v manjSem volumnu (~ 100 mL) in nacepili na trdne 2TY plosce, ki so vsebovale ustrezne
antibiotike, kar je omogocalo selekcijo transformiranih celic. Plos¢e smo inkubirali preko
nodi pri 37 °C.

3.2.1.9 PCR na osnovi kolonije

PCR reakcijo na osnovi kolonije smo uporabili za preverjanje konjugant bakterije S.
erythraea, tako da smo analizirali uspe$nost in mesto vstavitve pSetl52 z izbranim
insertom SACE_5599-HA v kromosom izbranega organizma. Posamezno kolonijo smo s

konico nastavka na pipeti vnesli v zmes za PCR reakcijo (Preglednica 30) s primernimi
oligonukleotidi in izvedli PCR reakcijo pod pogoji opisanimi v Preglednici 31.

Preglednica 30: Sestava meSanice za PCR na osnovi kolonije.

Komponenta Volumen (pL)
10x Taq pufer 2,5

meSanica ANTP 2,5

5' zaCetni oligonukleotid 2

3' zaCetni oligonukleotid 2

DMSO 0,75

Taq polimeraza 0,2

matricna DNA (na konici nastavka) /

dH20 13,5

Skupni volumen 25

Preglednica 31: Program PCR reakcije za pomnozitev zapisov SACE 5599-HA v kombinaciji z razli¢nimi
promotorji (zagetni oligonukleotidi promotor SACE 5599-F, ermE*-F, HA-tag-R in SACE_5599-R).

Stopnja reakcije Cas T (°C) Stevilo ciklov
denaturacija 10 min 95 1

denaturacija 30s 95

prileganje zacetnih oligonukleotidov 30s 60/65/70 30
podaljSevanje verig 1 min 72

konc¢no podaljsevaje 10 min 72 1
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3.2.2  MikrobioloSke metode
3.2.2.1 Prekonoc¢ne kulture celic E.coli DH10p in E.coli ET12567 puZ8002

Transformante bakterij E. coli DH10B oz. E. coli ET12567 pUZ8002, ki so zrasle na
agarnih ploscah z ustreznimi antibiotiki, smo prenesli v 5 mL tekocega oz. 10 mL tekocega
gojis¢a 2TY z ustreznimi antibiotiki in jih preko noéi inkubirali na stresalniku pri 37 °C in
220 obr./min.

3.2.2.2 Konjugacija spor bakterije S. erythraea

Prapravljene plazmide smo v bakterije S. erythraea vneseli s konjugativnim prenosom iz
seva E. coli ET12567 pUZ6002. Gre za prenos delov DNA med bakterijama, ki sta v
neposrednem stiku preko celi¢nih struktur na povrsSini donorske celice, pilov, katerih
glavni gradnik je beljakovina pilin. Zapis zanj je v lokusu tra v plazmidu puz8002, ki je
vkljuen v donorsko bakterijo E. coli. Ta tehnika nam je omogocila konstrukcijo in
namnozevanje plazmidov v eksperimentalno prilagodljivih celicah in naknaden prenos v S.
erythraea.

Potek konjugacije

Bakterije E. coli ET12567 pUZ8002, transformirane z izbranim plazmidom pSet152, smo
inokulirali v 5 mL gojis¢a 2TY (z ustreznimi antibiotiki apramicin 50 pL/mL, kanamicin
25 pL/mL, kloramfenikol 10 pL/mL) in jih gojili preko no¢i na stresalniku pri temperaturi
37 °C ter 220 obr./min. Naslednje jutro smo z 1 mL prekono¢ne kulture inokulirali 20 mL
gojis¢a 2TY. Bakterije smo gojili do opticne gostote 0,4 pri 600 nm. Temu je sledil
postopek konjugacije, kjer smo pripravili celice. Kulturo celic (E. coli ET12567 pUZ8002)
smo najprej centrifugirali 10 min pri 4500 obr./min in nato Se 2x spirali s po 15 mL gojisca
2TY z vmesnimi centrifugiranji. Na koncu smo jih resuspendirali v 1 mL 2TY brez
antibiotikov. Med spiranjem E. coli, smo na ledu odtajali spore bakterije S. erythraea, ki
smo jih nato 2x spirali s po 1 mL 2TY gojiS¢a in vmesnim centrifugiranjem pri 5000
obr./min za 5 min. Na koncu smo spore resuspendirali v 1,6 mL 2TY in jih 10 min
inkubirali pri temperaturi 52 °C ter jih takoj za tem ohladili na ledu. Temu je sledila
zdruzitev celic in spor v volumskem razmerju 2,5:2 ter razmaz 350 uL suspenzije na

ploscée s trdnim gojis¢em SM-MgCl..
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Rast konjugant

Konjugante smo preko no¢i inkubirali pri temperaturi 28 °C. Zjutraj smo plosée stehtali in
jih prelili z raztopino nalidinske kisline do koncne koncentracije 25 ug/g gojisca. Z
nalidinsko kislino smo zavrli rast bakterij E. coli. Plos¢e smo ponovno inkubirali preko
no¢i pri temperaturi 28 °C. Naslednje jutro smo plo3ce prelili $e z raztopino apramicina do
konc¢ne koncentracije 50 mg/g gojisca. Z apramicinom smo dosegli selekcijo konjugant;
prezivele so le tiste, v katere se je prenesel in v kromosom integriral izbran plazmid.
Konjugante smo inkubirali nadaljnjih 12 dni (14 dni po postopku konjugacije) pri
temperaturi 28 °C.

3.2.2.3 Gojenje izbranih sevov S. erythraea na agarnih plos¢ah

Po 14 dneh inkubacije konjugant na gojis¢u SM-MgCl,, smo jih precepili na plosce
ABSM4 z apramicinom (50 pg/mL) in nalidinsko kislino (25 pg/mL). Po nadaljnjih 12-14
dneh inkubacije na 28 °C, smo kolonije (neodvisne klone) precepili na plos¢e ABSM4 z
apramicinom (50 ug/mL). Po nadaljnjih 14 dneh rasti na 28 °C so bile kolonije v fazi
sporulacije in pripravljene na inokulacijo v vegetativno gojis¢e. Socasno smo gojili tudi
kontrolne kolonije S. erythraea (WT in WT s plazmidom pSet152 brez gena SACE_5599).
Gojili smo jih tako, da smo spore nacepili na ABSM4 gojis¢e in po 14 dnevih v fazi
sporuliranja inokulirali v vegetativno gojisce.

Obicajno smo vse kolonije na plos¢ah ob inokulaciji v ABVM1 ponovno precepili na trdno
gojis¢e ABSM4, saj smo analitske metode izvedli v ve¢ ponovitvah v razli¢nih ¢asovnih

razmikih.

3.2.2.4 Gojenje izbranih sevov S. erythraea v tekoCem gojis¢u in vzorenje
fermentacijskih brozg

Fermentacijski proces v laboratorijskem merilu (stresalnik) smo izvedli tako, da smo
izbrane kolonije s plos¢e ABSM4 inokulirali v 5 mL tekocCega vegetativnega gojisca
ABVML1 z dodatkom apramicina (50 pg/mL). Gojenje je potekalo pri 28 °C in 220
obr./min. Po 48 urah gojenja smo z 10 % inokulumom (0,5 mL v primeru falkonk in 2,5
mL v primeru erlenmajeric) kulture v vegetativnem gojiScu inokulirali v produkcijsko
gojis¢e ABPMS8. Gojenje v ABPM8 gojiséu je potekalo 7 dni pri 28 °C in 220 obr./min.
Temu je sledila ekstrakcija eritromicina (poglavje 3.2.3.1).
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Iz enakih kultur smo pripravili tudi vzorce za analizo s prenosom western. V ta namen smo
kulture vzor¢ili v ve¢ Casovnih tockah. Proteinske lizate za analizo s prenosom western
smo pripravili tudi iz kultur, ki smo jih gojili v gojis¢u TSB. V tem primeru smo TSB
gojis¢e inokulirali iz ABSM4 plosée in vzorce pobrali po 4 dneh gojenja na 28 °C in 220
obr./min (poglavje 3.2.5).

Pri vzorcih, ki so bili inokulirani v erlenmajericah, smo v dolo¢enih serijah opravili tudi
merjenje pH in PMV (parcialni micelijski volumen). PMV smo merili tako, da smo 10 mL
biomase po 7 dnevni inokulaciji v ABPM8 11 minut centrifugirali na 3000 obr./min. Po
centrifugiranju smo odmerili delez posedlega micelija v celotni brozgi in izra¢unali
odstotek posedle biomase.

3.2.3  Analiza produkcije eritromicina z bioloSkim testom
3.2.3.1 Ekstrakcija eritromicina brez soli

Prvi korak v postopku za dolo¢anje koncentracije eritromicina v fermentacijski brozgi
(poglavje 3.2.2.4) je ekstrakcija. V falkonko smo dodali 5g brozge in 5 mL acetonitrila (to
pomeni, da so vzorci 2x redceni) in stresali eno uro na 220 obr./min. Po konCanem
stresanju je sledilo centrifugiranje 3 minute na 4500 obr./min. Po kon¢anem centrifugiranju
smo s kapalko prenesli 2 mL supernatanta v novo mikrocentrifugirko in ponovno
centrifugirali 10 min na 14000 obr./min. VVzorce smo shranili na —20 °C.

3.2.3.2 Bioloski test z B. subtilis

Divji sev S. erythraea proizvaja nizke koncentracije eritromicina, zato je potrebna
obcutljiva metoda detekcije. Uporabili smo bioloski test z bakterijo B. subtilis. Za pripravo
bioloSkega testa je bilo najprej potrebno namnoziti kulturo B. subtilis. Za inokulacijo smo
uporabilo 100 puL zamrznjene kulture B. subtilis. Najprej smo jo odtajali in jo nato dodali v
erlenmajerico s 50 mL gojis¢a 2TY. Temu je sledila 18 urna inkubacija pri 28 °C in 220
obr./min (obi¢ajno preko noc¢i). Po 18 urah inokulacije, smo 50 mL kulture B. subtilis
prelili v falkonko in centrifugirali 10 min na 4500 obr./min. Po centrifugiranju smo odlili
supernatant in celice resupendirali v 25 mL sveZzega 2TY gojis¢a. Medtem smo ohladili
500 mL ABA gojis¢a na priblizno 50 °C in dodali 10 mL resuspendiranih celic. To smo
dobro premesali in razlili po 25 mL na plosco. Po razlitju smo plosce 2 uri inkubirali na 4

°C. Med inkubacijo smo pripravili ustrezne red¢itve ekstraktov (10x in 20x z acetonirilom)
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in lestvico standardov (koncentracije 1, 2,5, 5, 10, 15, 20 in 25 pg/mL eritromicina; z
metanolom). Po dveh urah smo v trdnem gojis¢u z luknjacem naredili 4 luknjice in nanesli
po 60 pL vzorca ali standarda na luknjico. Plo§¢e smo nato 2 uri inkubirali na 4 °C potem
pa $e 18 ur pri 37 °C. Temu je sledilo merjenje premera con (na 0,5 mm natanéno) in
priprava umeritvene krivulje (pri izrisu krivulje smo koncentracije logaritmirali)
standardnih koncentracij. Koncentracije eritromicina smo doloc€ili na podlagi umeritvene

krivulje.
3.24  Analiza in statisti¢éna obdelava rezultatov biolo§kega testa

Rezultate produkcije smo statisticno analizirali v programu IBM SSPS Statistics 20.
Podatke smo razvrstili v §tiri skupine (wtK, wtsK, hal, ha2) glede na vkljucen plazmid na
osnovi pSetl52+ermE*, ki smo ga vstavili s konjugacijo (poglavje 3.2.2.2). Posamezno
skupino smo nato obravnavali z izbranimi statisticnimi testi. Ugotoviti smo Zeleli

potencialno statisti¢no znacilno razliko v produkciji eritromicina.

Zaceli smo s preverjanjem prisotnosti osamelcev Vv posamezni skupini s pravilom o
oznacevanju osamelcev. Nato smo analizirali normalnost porazdelitve posamezne skupine
s testom Shapiro-Wilk, s testom Levene pa smo preverili ¢ homogenost varianc med
skupinami. Na podlagi dobljenih rezultatov smo za nadaljnjo analizo uporabili
neparametri¢ni test Kruskal-Walis, kateremu je sledilo Se testiranje s testom Mann-

Whitney ob upostevanju Bonferroni popravka ravni zaupanja.
3.2.4.1 Analiza osamelcev

S pravilom o oznacevanju osamelcev (Hoaglin in sod., 1986; Hoaglin in Iglewicz, 1987) je
mogoce predpostaviti prisotnost osamelcev, ne glede na to, ali je porazdelitev podatkov
normalna ali ne. Podatke se glede na mediano oz. srednjo vrednost razporedi v kvartile in
oznaci s Q2. QI predstavlja tisto vrednost, ki Steviléno razpolovi podatke pod mediano, Q3
pa vrednost, ki razpolovi podatke nad mediano. 50 % podatkov je med Q1 in Q3 in se

imenuje medkvartilno obmocje (ang. interquartile range - IQR).

Pri oznaCitvi osamelcev najprej dolo¢imo zgornjo in spodnjo mejo. Spodnja meja je
doloc¢ena z vrednostjo, ki ustreza Q1 — 2,2*IQR, zgornja pa z vrednostjo, ki ustreza Q3 +
2,2*IQR. V primeru, da kateri od podatkov preseze zgornjo ali spodnjo mejo, ga lahko

ozna¢imo kot potencialnega osamelca.
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3.2.4.2 Analiza normalne porazdelitve s testom Shapiro-Wilk

Test Shapiro-Wilk je statistiCen test s katerim dolo¢imo, ali podatki v izbrani skupini
ustrezajo normalni porazdelitvi. Za analizo mora skupina vsebovati od 3 do 2000 podatkov
(Royston, 1982). Podatke najprej razporedimo po velikostnem redu in nato vsakemu glede
na njegov polozaj pripiSemo konstanto aj. Konstanta je dolo¢ena na osnovi pricakovane

vrednosti podatkov, ki bi pripadali normalni porazdelitvi.

Test je definiran z enacbo:

(E?:l ﬂiﬂ’{z‘))g
>ic1(zi — T)? e

W=

a; - konstanta, X - vrednost na polozaju i, & - povpre¢na vrednost.

Preverjali smo hipotezo, Hy: podatki prihajajo iz populacije z normalno distribucijo, Hj:
podatki ne prihajajo iz populacije z normalno porazdelitvijo. Hy lahko zavrnemo, e

vrednost W ne preseze kritiéne meje in je pripadajo¢a vrednost P manj$a od mejne
vrednosti (Shapiro in Wilk, 1965).

3.2.4.3 Analiza homogenosti varianc s testom Levene
Test Levene smo uporabili za analizo homogenosti varianc k-skupin.

Test je definiran z enacbami:

(N—k) S Ni(Zi — Z.)*

W= : .
(k—1) 2k, 238 (Z — Zi)” (2

Y;. is a median of i-th group ...(3)
1 ko N; 1 Ni
Z :EZZZU Zz.: j‘\.r-_zzzj
i=1j=1 , ti=1 -~-(4)

N - Stevilo podatkov v vseh skupinah; k - Stevilo skupin; N;j - Stevilo podatkov v skupini i;
Zjj - absolutna razlika podatka j v skupini i od povprecja skupine i, Z.. - povprecje zbranih
podatkov Zjj vseh skupin; Z; - povprecje zbranih podatkov Zj; skupine i.
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Preverjamo hipotezo, Ho: variance vseh skupin so homogene, Hi: vsaj en par varianc
skupin ni homogen. Hy zavrnemo, ¢e dobljena vrednost W preseze zgornjo kriti¢no
vrednost F distribucije s k—1 in N—k prostostnih stopenj pri izbrani stopnji zaupanja (OlKkin,
1960; Brown in Forsythe, 1974).

3.2.4.4 Analiza podatkov z neparametri¢nim testom Kruskal-Walis

Test Kruskal-Walis je neparametricna metoda za analizo enakosti srednjih vrednosti
(median) ve¢ skupin. Test je osnovan na rangiranju podatkov (Kruskal in Wallis, 1987).
Najprej se podatke vseh skupin uredi po velikostnem redu in rangira z vrednostmi od 1 do
N. N je Stevilo vseh podatkov. Nato se vsakemu podatku namesto njegove osnovne
vrednosti dolo¢i vrednost ranga, ki ga je zasedel na lestvici. Za vsako skupino se izracuna
vsoto pripadajo¢ih rangov in potrdi oz. zavrze hipotezo Ho: skupine prihajajo iz iste
populacije. Ho lahko zavrnemo, ¢e dobljena vrednost H preseze kritiéno vrednost pri

izbrani stopnji zaupanja.

Test Kruskal-Walis je definiran z enacbo:

_ 12 rF R
H_—N[NHJE:% 3 +1) 5

N - Stevilo vseh podatkov; R; - rang podatka na mestu i; n; - stevilo vrednosti v skupini i.

V kolikor hipoteza Ho drzi, statistika testa Kruskal-Walis - H sledi %® (chi square)
porazdelitvi s k—1 prostostnih stopenj.

3.2.4.5 Analiza podatkov s testom Mann-Whitney

Test Mann-Whitney je neparametrien test (test-U) za primerjavo dveh neodvisnih skupin
preko njunih median. Test je prav tako osnovan na razvr$€anju in rangiranju podatkov iz
obeh skupin, tako da se jih najprej razvrsti po velikosti, nato pa vsakemu podatku pripise
vrednost ranga (od 1 do N; N je stevilo vseh podatkov). Za vsako skupino se iz dobljenih

rangov izracuna vsota rangov R.
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Test Mann-Whitney je definiran z enacbo:

?‘11_(?11 + 1}

Ur = It - 2 ..(6)

R - vsota rangov skupine 1, n; - stevilo podatkov v skupini I.

Preverjamo hipotezo, Ho: skupini prihajata iz enakih populacij. Hipotezo Ho lahko
zavrnemo, Vv kolikor dobljena vrednost z preseze kriti¢no vrednost pri izbrani stopnji
zaupanja (Mann in Whitney, 1947).

Ob predpostavki, da statistika-U sledi normalni distribuciji, se manjso od dobljenih

vrednosti uporabi za izraun z-vrednosti.

U—my miny o \/ﬂmg(m +np + 1)

T T, W 12 ' (D)

my - povprecna vrednost U; oy - standardni odklon U.
a) Korekcija Bonferroni

Pri uporabi testa Mann-Whitney za primerjavo ve¢ skupin, je potrebno za vsak par opraviti
po en test Mann-Whitney. Ker gre v tak§nem primeru za primerjavo k-neodvisnih skupin,
se verjetnost za napako tipa I, ki predstavlja sprejetje lazno pozitivnih rezultatov, povecuje
glede na Stevilo vseh izvedenih primerjav. Stopnja zaupanja (1—a) za zavrnitev Hp se s tem
sorazmerno zmanjsuje. Da se temu izognemo, je potrebno za analizo k-neodvisnih skupin s
testom Mann-Whitney uporabiti korekcijo vrednosti a s popravkom Bonferroni, ki
uposteva Stevilo vseh neodvisnih primerjav: agr = o / k) (Bland in Altman, 1995; Bhandari
in sod., 2003).

b) Velikost u¢inka (ang. effect size)

Velikost uc¢inka ovrednotimo s Pearsonovim korelacijskim koeficientom r. Za izracun r

faktorja se uporabi izraz:

=~

.(8)
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Vrednost r je med —1 in 1, kjer negativne vrednosti 0znaCujejo obratno sorazmerno
povezanost primerjanih skupin, vrednost 0 oznacuje, da med skupinama ni povezanosti,
pozitivne vrednost r pa oznacujejo sorazmerno povezanost primerjanih skupin (Cohen
1988; Field, 2013). Velikost ucinka je dolo¢ena z izratunano vrednostjo r:

r =|0,1| 2 majhen ucinek
r =|0,3| = srednje velik u¢inek
r =|0,5] = velik u¢inek

3.2.5 lzolacija in analiza proteinov konjugant S. eythraea
3.2.5.1 lzolacija proteinov

Za izolacijo proteinov smo pobrali 2 mL brozge, centrifugirali (3000 g, 5 min), odlili
supernatant in s kapalko resuspendirali v 2 mL pufra za ¢iS€enje proteinov (poglavje 3.1.5).
Temu je sledilo ponovno centrifugiranje (3000 g, 5 min). V primeru gojis¢a bogatega s
peptidi (ABPM8 gojisce), smo ¢iséenje ponovili 4x. Po ¢is¢enju smo odlili supernatant in
na vrtinéniku resupendirali usedlino v 0,5 mL pufra za proteinske vzorce (poglavje 3.1.5;
Preglednica 18). V primeru velike koli¢ine biomase (ABPM8 gojis¢e) smo dodali 1 mL
pufra. Nadaljevali smo z razbijanjem celic z ultrazvokom (4x 15 s s 30 s intervali; v
primeru 1 mL pufra 5x 15 s s 30 s intervali). Celi¢ni lizat smo 10 min centrifugiral pri

14000 obr./min na 4 °C in supernatant prenesli v novo mikrocentrifugirko. Za zaviranje

nezelene proteolize so bili vzorci ves ¢as na ledu.
3.2.5.2 Merjenje koncentracije proteinov z metodo po Bradfordu

Koncetracijo proteinov v vzorcih smo izmerili z metodo po Bradfordu. Za umeritveno
krivuljo smo pripravili red¢itve govejega serumskega albumina s koncentracijami od 0,2
mg/mL do 1,2 mg/mL. Za merjenje smo k 40 uL Bradfordovege reagenta dodali 160 pL
vode ter 4 pul vzorca, mesanico nekaj minut inkubirali pri sobni temperaturi in pomerili
absorbanco pri valovni dolZini 595 nm. Koncentracije proteinov smo dolocili na podlagi

izmerjenih absorbanc umeritvene krivulje.
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3.2.5.3 Detekcija HA-tag proteina s prenosom western

Detekcija proteinov s prenosom western obsega naslednje korake: denaturacija vzorcev,
elektroforezna loc¢ba s SDS-PAGE, prenos proteinov na nitrocelulozno membrano,
inkubacija s protitelesi in detekcija vezanih protiteles.

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

Za analizo proteinov smo najprej pripravili vzorce. K 50 ug proteinov smo dodali ustrezen
volumen 6x nanaSalnega pufra in 10 minut segrevali pri temperaturi 95 °C. V primeru
vzorcev iz ABPM8, smo dodali dvakrat ve¢ proteinov. Temu je sledilo centrifugiranje pri
14000 obr./min 5 min.

Za locitev proteinov po velikosti, smo pripravili poliakriamidni gel iz loCevalnega in
koncentracijskega dela razli¢énih zamreZenosti (Preglednica 32). Gelska elektroforeza je
potekala priblizno 45 min pri 25 mA na gel (uporabili smo elektroforezni pufer za SDS-
PAGE). Poleg vzorcev smo na gel nanesli tudi 7 puL standarda za dolo¢anje molekulske
mase proteinov.

Preglednica 32: Sestavine za poliakriamidni gel; lo¢evalni in koncentracijski del (za pripravo enega gela).

Locevalni (15 %) gel Koncentracijski gel
30 % bis-akrilamid 2,82 mL 0,625 mL
1M Tris pH 8,8 1,875 mL /
1M Tris pH 6,8 / 1,25 mL
10 % SDS 75 uL 50 pL
APS 22,5 uL 15 uL
TEMED 11,25 L 7,5 uL
dH20 2,135 mL 3,075 mL

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

vlivanje koncentracijskega dela.
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b) Prenos proteinov na nitrocelulozno membrano

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

c) Detekcija HA-tag proteinov s specifi¢nimi protitelesi

Po prenosu smo preverili uspe$nost prenosa z raztopino za detekcijo proteinov na
membranah (poglavje 3.1.5, Preglednica 21). Oznacili smo polozaj lestvice molekulske
mase proteinov in nato sprali barvilo z dH,O (2-3 spiranja po nekaj minut). Temu je
sledila 40 min blokada v TBSM (poglavje 3.1.5, Preglednica 22) in hibridizacija primarnih
protiteles (protitelo + TBSM; 1:500, 5 mL). Hibridizacija je potekala ¢ez no¢ na sobni
temperaturi. Naslednji dan smo nadaljevali s spiranjem v 1x TBS (3x 10 min) in
hibridizacijo sekundarnih protiteles (protitelo + TBSM; 1:1000, 5 mL). Hibridizacija je

potekala 75 min na sobni temperaturi in za tem Se 4x spiranje v 1x TBS.
d) Detekcija vezanih protiteles z raztopino za detekcijo HRP aktivnosti

Primarna protitelesa so se vezala na HA-tag, sekundarna protitelesa pa so se vezala na
primarna protitelesa. Sekundarna protitelesa so bila konjugirana s hrenovo peroksidazo
(HRP). Za detekcijo vezanih protiteles smo uporabili raztopino DAB. DAB je v prisotnosti
peroksida reagiral s HRP, tako da smo dobili netopno rjavo liso na lokacijah, kjer so bila s
peroksidazo konjugirana protitelesa vezana na vzorce proteinov.



47

Tome M. Cezmerno izraZanje homologa regulatornega gena ImbU pri aktinomiceti Saccharopolyspora erythraea.
Mag. delo. (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnika fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

4 REZULTATI

Cilj magistrskega dela je bilo cezmerno izraziti gen SACE_5599 v WT sevu S. erythraea
in ugotoviti, ali Cezmerno izrazanje tega gena in posledi¢no poviSana sinteza proteina

vplivata na donos eritromicina v laboratorijskem merilu.
41  MOLEKULSKO KLONIRANJE

Z molekulskim kloniranjem smo pripravili plazmide. Vstavili smo zapis za protein
SACE_5599-HA z mo¢nim konstitutivnim promotorjem ermE*. Plazmid smo pripravili v
dveh razli¢icah, s promotorjem ermE* z vezavnim mestom za ribosom (ang. ribosome
biding site - RBS) - ermE*/RBS in ermE* brez vezavnega mesta za ribosom.

41.1 PomnoZevanje gena SACE 5599-HA s pomocjo reakcije PCR

Na zacetku raziskovalnega dela smo s PCR reakcijo namnozili nukleotidno zaporedje
SACE_5599 in mu dodali 9 aminokislin, ki sestavljajo HA-epitop (HA-tag) (poglavje
3.2.1.2). Za to reakcijo smo nacrtovali zacetna oligonukleotidna SACE 5599-F in
SACE_5599-R-HA. Pri reakciji PCR, kjer smo za matrico uporabili plazmid pVMES5S3,
smo pricakovali pomnozek, ki ustreza velikosti gena SACE 5599 in zapisu za HA-tag

(582 bp).

63°C 65°C L

N — 3000 bp

s — 1000 bp

e sssorn — .
SACE_5599 | 500bp

-u "

Slika 7: Analiza produktov reakcije PCR za pomnozitev gena SACE 5599-HA na 0,8 % agaroznem gelu pri
dveh razliénih temperaturah.
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Pri velikosti priblizno 600 bp sta vidni mocni lisi produktov (levo), ki smo jih pomnozili z zacetnima
oligonukleotidoma SACE_5599-F in SACE_5599-R-HA pri temperaturah 63 °C in 65 °C. Elektroforezni

standard velikosti (desno) je oznacen s ¢rko L.

Na Sliki 7 vidimo, da smo pridobili PCR produkt pri¢akovane velikosti (600 bp). Ker je
skupna dolzina gena in epitopa 582 bp, smo sklepali, da smo z SACE 5599-F in
SACE_5599-R-HA uspeli pomnoziti Zzeleni produkt pri obeh temperaturah.

4.1.2  Priprava plazmidnega konstrukta pSet152+ermE*+SACE_5599-HA

Za Cezmerno izrazanje pomnozenega gena SACE-5599-HA v S. erythraea smo morali
produkt PCR klonirati v plazmid pSet152 z mo¢nim konstitutivnim promotorjem erme*.
Vektor pSetl52 omogoca konjugativni prenos plazmida iz bakterije E. coli ET12567
puUZ8002 v kromosom S. erythraea, uporabljeni promotor ermE* pa omogoca
konstitutivno izrazanje kloniranih genov. Pred konjugacijo smo plazmide namnozili v
bakteriji E. coli DH10B in s sekvenciranjem pri zunanjem partnerju (Macrogen, J. Koreja)
potrdili pravilno zaporedje gena. S tem smo se prepricali, da med pomnozevanjem gena s

PCR reakcijo ni prislo do napak.
4.1.2.1 Plazmid pSet152+ermg*

Ekspresijski vektor pSet152 z dodanim moénim promotorjem ermE* smo uporabili kot
konjugativen plazmid za prenos gena SACE_5599-HA v kromosom S. erythraea.

Za konstrukcijo plazmida smo PCR produkt SACE_5599-HA po izolaciji iz reakcijske
zmesi (poglavje 3.2.1.4) rezali z restrikcijskima endonukleazama Ndel in Xbal (poglavje
3.2.1.5) in ga ligirali v ekspresijski vektor pSet152+ermE* (poglavje 3.2.1.6), ki smo ga
predhodno odprli  z enakima encimoma. Shema pridobljenih  plazmidov
pSet152+ermE*/RBS+SACE_5599-HA oz. pSet+ermE*+SACE_5599-HA je prikazana na
Sliki 8. Tako pripravljen plazmid smo najprej namnozili v bakterijah E. coli DH10p3
(poglavje 3.2.2.1). Iz izbranih transformant smo nato izolirali plazmidno DNA (poglavje
3.2.1.7), z restrikcijskimi endonukleazami preverili vstavitev inserta (poglavje 3.2.1.5) in s
sekvenciranjem potrdili pravilno nukleotidno zaporedje vstavljenega gena. S potrjenima
plazmidoma smo transformirali sev bakterije E. coli ET12567 puUZ8002.
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Xbal(465)
int
SACE 5599-HA tag
pSet152+5599-HA tag
Misc Feature 1 ~ 6900 bp
Ndel(2118)
Rep Origin 1 - Perm’
z ali brez RBS
Ecdil(=2678)

o

aac(3)IV

Slika 8: Shematski prikaz plazmidov pSetl52+ermE*/RBS+SACE_5599-HA in pSetl52+ermE*
+SACE_5599-HA

Gen int predstavlja gen za integrazo bakteriofaga ®C31, ki omogoca integracijo plazmida v kromosom
aktinomicete, RepOriginl je odsek za replikacijo plazmida v celicah E. coli, aac(3)IV omogoca rezistenco na
apramicin, Perm* pa predstavlja mocan konstitutivni promotor (ermg¥*).

- b pSet152+erme*
| «—
t . ’ pSet152+ermE/RBS

3000 bp -

1000 bp —

500 bp B2 F 2 vl 8 N« SACE_B599-HA

-

Slika 9: Preverjanje vstavitve gena SACE_5599-HA v ekspresijski vektor pSetl52+ermE*/RBS in
pSet152+ermE* na 0,8 % agaroznem gelu.

L - elektroforezni standard velikosti, vzorci od 1-5 - so naneSeni izolirani plazmidi po rezanju z
restrikcijskima  endonukleazama Ndel in Xbal. Plazmide pSetl52+ermE*/RBS+5599-HA in
pSet152+ermE*+5599-HA smo izolirali iz E. coli DH10p.



50

Tome M. Cezmerno izraZanje homologa regulatornega gena ImbU pri aktinomiceti Saccharopolyspora erythraea.
Mag. delo. (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnika fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

M N 5§ §$ 2 WUFL ¢ DWWV ¥ Y& QAR ¥ 5 DR Y RUER AIZE TAUZEL -
1 ARRCATATGA ATTCGTCGGC CTGGTTCCTC GGTGACTGGG TGGTCTACGGE GCAGGCGCGE TATTCGGATC GITTACCGGCG GGUCGATCGAG ACCGCCCGGC
TTTGTATACT TAAGCAGCCG GACCRAGGAG CCACTGACCC ACCAGATGCC CGTCCGCGCC ATRAGCCTAG CAATGGCCGC CCGCTAGCTC TGGCGGGCCG

D ¥y o T I R N Y AW ¥V AR R FE L 5 R E RDEK L 5 F QHHZA E V B
101 TCGATTACCA GACGATCCGC AACTACGCCT GGGTCGCCCGE GCGCTTCGAG CTGTCGCGGC GGCGCGACAA GUTGAGCTTC CAGCACCACG CCGAGGTCGC
AGCTAATGGT CTGCTAGGCG TTGATGCGGA CCCAGCGGGC CGCGRAAGCTC GACAGCGCCG CCGCGCTGTT CGACTCGAAG GTCGTGGTGC GGCTCCAGCG
A L P ¥V D Q Q DRW L DR A EEA GG W S R NQ L R Q H I RN &5 R L
201 CGCGCTGCCG GTCGACCAGC AGGACCGCTG GCTCGACCGC GCCGAGGAAG CCGGCTGGTC GCGCARACCAG CTCCGCCAGC ACATCCGCAA CAGCCGGCTG
GCGCGACGGEC CAGCTGGTCGE TCCTGGCGAC CGAGCTGGCGE CGGCTCCTTC GGCCGACCAG CGCGTTGETC GAGGCGGTCE TGTAGGCGIT GTCGGCCGAC

A V Q G A G 5 Vv E R A M P A I o Vv T S5 E R L E R W Q0 R A A E R A G 8§ -
301 GCCGTGCAGGE GCGCGGGCAG CGTCGAGCGG GCGATGCCCGE CCATCCAGGT GACCAGUGAG CGCCTGGAGT GUTGGCAGCE CGCCGCCGAG CGEGCGGGECA
CGGECACGTCC CGCGCCCGTC GCAGCTCGCC CGCTACGGGEC GGTAGGTCCA CTGGETCGCTC GCGGACCTCG CGACCEGICGC GCGGCGGCTC GCCCGCCCGT

5 I E s W I Vv A N L D 5 A A G R v L E E A D Q P B R Q Vv E A P R Q -
401 GCAGCATCGA GAGCTGGATC GTGGCCARACC TCGACTCGGEC CGCGEGCCGEC GTCCTGEAGGE AAGCCGACCA GUCCGCCCCGE CAGGTCGAGG CGCCCCGGECA
CGTCGTAGCT CTCGACCTAG CACCGGTTGG AGCTGAGCCG GCGCCCGGCG CAGGACCTCC TTCGGCTGGT CGGCGGGGCC GTCCAGCTCC GCGGGGCCGT

Xbal

- T E H P P R Q v E Q 2 H R L vV A R A X P Y D v P D XY A * F *

501 GACCGAGCAC CCTCCCCGCC AGGTCGAGCA GCAGCACCGG CAACTGGTCG CCCGGGCATA CCCGTACGAC GTCCCGGACT ACGCCTAATT CTAGAG
CTGGCTCGTG GGAGGGGCGGE TCCAGCTCGT CGTCGTGGCC GTTGACCAGC GGGCCCGTAT GGGCATGCTG CAGGGCCTGA TGCGGATTAA GATCTC

Slika 10: Nukleotidno in aminokislinsko zaporedje SACE_5599-HA.

4.1.3  Pridobitev konjugant S. erythraea z vstavljenima plazmidoma

S konjugativnim prenosom smo plazmida na osnhovi vektorja pSetl52+ermE* prenesli iz
donorskega seva bakterije E. coli ET12567 pUZ8002 v bakterijo S. erythraea (poglavje
3.2.2.2).

Plazmida pSetl52+ermE*/RBS+SACE_5599-HA in pSetl52+ermE*+SACE_5599-HA
smo najprej transformirali v celice E. coli ET12567, ki imajo plazmid pUZ8002 (poglavje
3.2.1.8) z zapisom za vse potrebne elemente za konjugativni prenos plazmidov v S.
erythraea. Transformacijsko zmes smo nacepili na plosée s selekcijskim gojiséem 2TY z
apramicinom, kanamicinom in kloramfenikolom. Rezistenca na apramicin je prisotna na
plazmidu pSetl52, rezistenca na kloramfenikol je prisotna v genomu E. coli ET12567,
rezistenco na kanamicin pa nosi plazmid puz8002.

Transformante E. coli ET12567 smo nagojili in uporabili za konjugacijo v S. eythraea
(poglavje 3.2.2.2). Postopek konjugacije je bil ucinkovit, saj smo za oba plazmida
pSet152+ermE*/RBS+SACE_5599-HA in pSetl52+ermE*+SACE_5599-HA na trdnih
S. erythraea. Kontrolne konjugante S. erythraea s plazmidom pSet152+ermE* brez gena
SACE_5599 so imeli raziskovalci v Acies Bio Ze pripravljene po enakem postopku.
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4.1.4  Preverjanje uspeSnosti konjugacije s PCR na osnovi kolonij

Za vse izbrane neodvisne konjugante S. erythraea smo uspesnost in mesto vstavitve
plazmida pSetl52+ermE* v kromosom preverili z metodo PCR na osnhovi kolonije
(poglavje 3.2.1.9). Za preverjanje uspesnosti vstavitve plazida z genom SACE_5599 smo
uporabili zacetni oligonukleotid ermE*-F (ki se prilega na zaporedju promotorja ermgE* v
uporabljenem plazmidu) in SACE_5599-R (pri¢akovana velikost je 746 bp). Za pozitivho
kontrolo smo uporabljali zacetna oligonukleotida SACE 5599-F in SACE_5599-R in
izolirano genomsko DNA naravnega seva S. erythraea. S tema oligonukleotidoma smo
pomnozili nativni gen SACE 5599 v genomu bakterije. Pricakovana velikost je bila enaka
velikosti gena SACE 5599, 555 bp. PomnoZeni produkti PCR so prikazani na Sliki 11.

L 1 2 3 -
TG T
‘ " av 4 3 . e .

3000 bp

1000 bp

500 bp

Slika 11: Preverjanje uspesnosti vstavitve plazmida s PCR reakcijo na osnovi kolonije na 0,8 % agaroznem
gelu.

PCR-reakcije pomnozevanja vklju¢enih plazmidov v izbranem neodvisnem klonu S. erythraea. L -
elektroforezni standard velikosti; 1 - pozitivna kontrola z izbranim sevom wt 1.11 in zadetnima
oligonukleotidoma SACE_5599-F, SACE_5599-R; 2 - preverjanje uspes$nosti integracije v izbrani konjuganti
z zaetnima oligonukleotidoma ermE*-F in SACE_5599-R; 3 - pozitivna Kkontrola s plazmidom
pSet152+ermE*+SACE_5599-HA in zaCetnima oligonukleotidoma ermE*-F, SACE_5599-R; — - negativna
kontrola z naravnim sevom S. erythraea in zacetnima oligonukleotidoma erme*-F, SACE_5599-R.

Lisa pri vzorcu 3 na Sliki 11, kjer smo preverjali uspeSnost vstavitve, je pri¢akovane
velikosti (746 bp). Iz tega smo sklepali, da je v kromosomu bakterije prisotna dodatna
kopija gena SACE_5599, ki se nahaja neposredno za promotorjem ermE*, kar potrjuje
uspesno integracijo plazmida pSet152+ermE*+SACE_5599-HA v kromosom.
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415 Preverjanje nadina in mesta vstavitve plazmida pSetl52+ermE*+
SACE_5599-HA s PCR na osnovi kolonij

Z reakcijo PCR na osnovi kolonije (Slika 11) smo potrdili uspe$no integracijo plazmidnih
kontruktov v kromosom. Ta rezultat pa Se ne pove, ali se je plazmid vstavil s homologno
rekombinacijo na mesto naravne kopije gena SACE 5599 ali s pomocjo bakteriofagne
integraze v psevdo attB mesto v kromosomu S. erythraea. Za odgovor na to vprasanje smo
morali uporabiti zaCetna oligonukleotida, ki omogocata detekcijo dveh kopij gena

SACE_5599, od katerih ima ena e zaporedje HA-epitopa.

Za preverjanje nadina in mesta vstavitve plazmida pSet152+ermE* v kromosomsko DNA
smo uporabili zacetne oligonukleotide promotor SACE 5599-F (katerega zaporedje
sovpada z nativno promotorsko regijo pred genom SACE_5599 v S. erythraea), ermg*-F
(ki se prilega zaporedju uporabljenega konstitutivnega promotorja ermg*) in HA-tag-R (ki
se prilega zaporedju HA-epitopa, ki smo jo dodali na konec dodatno vstavljene kopije gena
SACE_5599). Zacetna oligonukleotida SACE 5599-F in SACE_5599-R sta sluzila za
pozitivno kontrolo. Pri vstavitvi v psevdointegracijsko mesto attB (Slika 12a, pri¢akovana
velikost 773 bp) se neposredno pred genom SACE_5599-HA nahaja mocan promotor
ermE™; pri vstavitvi preko homologne rekombinacije (Slika 12b, pri¢akovana velikost 857
bp) pa je pred dodatno kopijo gene SACE_5599-HA nativni promotor. Obe moznosti sta
shematsko prikazani na Sliki 12, kjer so tudi oznaCena mesta prileganja zacetnih
oligonukleotidov, s katerimi smo dolocili nadin in mesto vstavitve plazmidov
pSet152+ermE*+SACE_5599-HA in pSet152+ermE*/RBS+SACE_5599-HA v kromosom
bakterije S. eythraea.
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Slika 12: Shematski prikaz dveh moznih nacinov vstavitve plazmidov pSet152+ermg* +SACE_5599-HA in
pSetl52+ermE*/RBS +SACE_5599-HA v kromosom bakterije S. erythraea.

a) Gen int kodira protein integrazo. Ta omogoca vstavitev v psevdo att mesto (v kromosomu bakterije S.
erythraea) preko attP mesta na plazmidu. Oznadeni sta mesti in zaCetna oligonukleotida za preverjanje
vstavitve preko mehanizma z integrazo. ori - odsek za replikacijo plazmida v celicah E. coli; rez - rezistenca
na apramicin; ermE* - mocan konstitutiven promotor; 5599-HA - gen SACE_5599-HA: int - gen za
integrazo iz bakteriofaga ®C31M; attP - prepoznavno mesto attP za vstavitev v kromosom bakterije. b)
Vstavitev plazmida preko homologne rekombinacije med nativnim genom SACE 5599 in genom
SACE_5599-HA. Oznaceni sta mesti in zaéetna oligonukleotida za preverjanje vstavitve preko homologne
rekombinacije. n.pr - nativni promotor gena SACE_5599 v bakteriji S. erythraea; 5599 - gen SACE_5599 v
bakteriji S. eythraea.
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L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 wt - +

Slika 13: Preverjanje mesta vstavitve konstrukta s PCR reakcijo na osnovi kolonije z ermE*-F in HA-tag-R
(vzorci hal.1-1.15) na 0,8 % agaroznem gelu.

Opis: PCR-reakcije pomnoZevanja vkljuéenih plazmidov v izbranem neodvisnem klonu S. erythraea. L -
elektroforezni standard velikosti; 1-15 preverjanje uspes$nosti z izbranimi sevi hal.l do hal.15 z zadetnima
oligonukleotidoma ermE*-F in HA-tag-R; wt - kontrola z naravnim sevom S. erythraea z ermE*-F in HA-
tag-R; — - negativna kontrola; + - pozitivna kontrola s plazmidom pSetl152+ermE*+SACE_5599-HA z
ermE*-F in HA-tag-R.

Pri vseh izbranih sevih smo z zacetnima oligonukleotidoma ermE*-F in HA-tag-R dobili
lise ustrezne velikosti (773 bp). 1z tega smo sklepali, da se je v vseh izbranih kolonijah
konstrukt vstavil preko bakteriofagne integraze. Vstavljena dodatna kopija gena
SACE_5599-HA je torej pod transkripcijskim nadzorom mocnega konstitutivnega
promotorja ermE*. Pri preverjanju vstavitve s homologno rekombinacijo nismo dobili lise
pri nobenem izbranem sevu. Iz tega smo sklepali, da se je dodaten gen SACE_5599-HA

vstavil le preko bakteriofagne integraze.

Po preverjanju uspesnosti in mesta vstavitve plazmida smo izbrane seve razdelili v 4
skupine. Razdelili smo jih na podlagi vstavljenega plazmida.

Skupine kombinacij sevov in konstruktov:
- hal: S. erythraea NRRL23338 + pSetl52+ermE* +SACE_5599-HA
- ha2: S. erythraea NRRL23338 + pSet152+ermE*/RBS+SACE_5599-HA
- kontrola (wtsK): S. erythraea NRRL23338 + pSet152+ermE*
- kontrola (wtK): S. erythraea NRRL23338
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42  PRODUKCIJA ERITROMICINA V SEVIH S. erythraca Z DODATNO KOPIJO
GENA SACE_5599

4.2.1 Kultivacija konjugant S. eythraea in analiza produkcije eritromicina z

bioloskim testom

Pridobljene seve S. erythraea z dodatno kopijo gena SACE_5599 in ustrezne kontrolne
seve smo razdelili v ve¢ skupin. V skupini hal smo testirali 25 vzorcev, v ha2 20, v wtK
19 in v wtsK 14 vzorcev. lIzbrane konjugante in kolonije kontrolnih sevov smo najprej
gojili na trdnem sporulacijskem gojiscu ABSM4 (poglavje 3.2.2.3). Za analizo produkcije
eritromicina smo namnozili biomaso v teko¢em vegetativnem gojis¢u ABVML in jo nato
inokulirali v tekoce produkcijsko gojisce ABPM8 (poglavje 3.2.2.4). Gojenje smo ponovili
v ve¢ neodvisnih poskusih, kjer smo vsakega od neodvisnih klonov gojili v paralelkah. Po
kon¢anem gojenju smo opravili ekstrakcijo eritromicina brez soli (poglavje 3.2.3.1) ter z
mikrobioloSkim testom aktivnosti dolo¢ili koncentracije antibiotika (poglavje 3.2.3.2).
Uspesnost mikrobioloSkega testa smo preverjali z internim standardom. Rezultate
produkcije uspeSno opravljenih bioloskih testov smo statisticno obdelali s programom IBM
SSPS Statistics 20. Zbrane podatke smo glede na vstavljen plazmid razvrstili v Stiri
skupine (wtK, wtsK, hal, ha2) in jih analizirali z izbranimi statisti¢nimi testi (poglavje
3.2.4).

4.2.2  Statisticna obdelava podatkov produkcije eritromicina

Cilj statisticne obdelave podatkov je bil, da smo preverili, ali med posameznimi skupinami
obstajajo statisti¢no znacilne razlike v produkciji eritromicina. Najprej smo morali dolo¢iti
lastnosti vseh skupin, npr.: porazdelitev podatkov v skupini, homogenost varianc med
skupinami. Na podlagi teh lastnosti smo doloc¢ili, da sta za analizo razlik primerna
neparametri¢ni test Kruskal-Walis in post-test Mann-Whitney (kjer smo upostevali

Bonferronijevo korelacijo). Pri vseh statisti¢nih testih smo dolo¢ili 95 % stopnjo zaupanja.
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Preglednica 33: Povzetek rezultatov statistiCne analize podatkov.

Potek analize* | Skupina wtK wtsK | hal ha2

1) Konéno stevilo meritev 19 14 77 49
Analiza osamelcev

2) 0 0 1 0

(Stevilo osamelcev)

Test Shapiro-Wilk
3) o DA NE NE DA
(normalna distribucija)

Test Levene . -
4) ) Variance skupin niso homogene.
(homogenost varianc)

Vsaj dve skupini sta med seboj

5) Test Kruskal-Walis ) o
znacilno razlicni.
Test Mann-Whitney X X
6) (statisti¢no znacilno razli¢ne X X
skupine)** X X

* Oznaka v tem stolpcu se nana$a na potek analize, ki je razloZena v nadaljevanju.
** S simbolom X so oznaceni pari skupin, ki so na podlagi testov Mann-Whitney med seboj statistiéno

znacilno razli¢ni.

1) Odstranitev neustreznih podatkov

Najprej smo izlocili rezultate tistth bioloskih testov, pri katerih z razli¢nimi
koncentracijami internega standarda nismo dobili ustrezne umeritvene krivulje. Izlocili
smo tudi rezultate tistih vzorcev, pri katerih je pri postopku gojenja bakterij prislo do
ocitnih napak (okuzba), ki so vplivale na rast in produkcijo eritromicina. V Prilogi 1 je

preglednica produkcije eritromicina v neodvisnih klonih bakterije S. erythraea.
2) Preverjanje prisotnosti osamelcev s pravilom o oznacevanju osamelcev

Prisotnost osamelcev smo preverili s pravilom o oznac¢evanju osamelcev (poglavje 3.2.4.1).
Ugotovili smo, da en podatek pri skupini hal (hal.15, gojenje 1 - 203,95 mg/L) presega
doloCeno zgornjo mejo in tako predstavlja potencialnega osamelca. Podatek smo na
podlagi velikega odstopanja od ostalih pet podatkov tega neodvisnega klona (130,8,
126,35, 79,6, 70,54 in 128,57 mg/L) izlo¢ili iz nadaljnjih analiz (Priloga B).

3) Analiza normalne porazdelitve s testom Shapiro-Wilk
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S testom Shapiro-Wilk smo preverili, ali so posamezne skupine podatkov normalno
porazdeljene (poglavje 3.2.4.2). Ugotovili smo, da podatki v skupini wtsK in hal ne
ustrezajo normalni porazdelitvi, v ostalih dveh (wtK in ha2) pa normalni porazdelitvi
ustrezajo (Priloga C).

4) Analiza homogenosti varianc s testom Levene

S testom Levene smo preverili homogenost varianc med skupinami (poglavje 3.2.4.3).
Ugotovili smo, da variance skupin pri 95 % stopnji zaupanja med seboj niso homogene
(Priloga D).

5) Izbira ustreznega testa za analizo statisti¢no znacilnih razlik med skupinami

Izbirali smo med:

- parametri¢nim testom ANOVA s Tukey post-testom, ki se uporablja v primeru, ko
so podatki v vseh skupinah normalno porazdeljeni in so variance med skupinami
homogene;

- neparametricnim testom Kruskal-Walis s post-testom Mann-Whitney, ki se
uporablja v primeru, ¢e vsaj ena od skupin ni v normalni porazdelitvi, ali ¢e

variance med skupinami niso homogene.

Ugotovili smo, da podatki v skupinah wtsK in hal ne ustrezajo normalni porazdelitvi in da
variance med skupinami niso homogene. Zaradi tega smo za medsebojno primerjavo
skupin uporabili neparametri¢ni test Kruskal-Walis s post-testom Mann-Whitney in
Bonferronijevo korelacijo.

6) Analiza statisticno znacilnih razlik med skupinami z neparametri¢énim testom Kruskal-
Walis

S testom Kruskal-Walis (poglavje 3.2.4.4) smo ugotovili, da sta vsaj dve skupini med seboj
statisti¢no znacilno razli¢ni (Priloga E). Test Kruskal-Walis nam ne pove katere skupine se
med seboj statisticno znacilno razlikujejo. Da bi to ugotovili, smo uporabili Se serijo post-

testov Mann-Whitney z Bonferronijevo korelacijo.

7) Analiza statisticno znacilnih razlik med skupinami s post-testom Mann-Whitney in
Bonferronijevo korelacijo
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S testom Mann-Whitney smo med seboj posamicno primerjali vseh pet skupin. Zaradi
vecjega Stevila testov se povecuje verjetnost za sprejetje lazno pozitivnih rezultatov, zato
smo upostevali Se Bonferronijevo korelacijo stopnje zavrnitve testa (poglavje 3.2.4.5). 1z
rezultatov vseh testov Mann-Whitney smo ugotovili, da se pri izbrani stopnji zavrnitve o =
0,0125 med seboj statisti¢no znacilno razlikujejo trije pari skupin. Prvi par je wtK in ha2,
drugi par je wtsK in ha2, tretji par pa je hal in ha2 (Priloga F).

4.2.3  Rezultati produkcije eritromicina

Kon¢ni rezultati analize produkcije antibiotika eritromicin so prikazani v Preglednici 33.
Vsi podatki, ki smo jih pridobili pri uspesnih bioloskih testih, so zbrani v Prilogi 1.
Povprecne vrednosti in standardni odkloni posameznih skupin so izra¢unani iz podatkov,

ki so jim bili predhodno odstranjeni podatki okuzenih neodvisnih klonov.

Preglednica 34: Rezultati produkcije eritromicina v razli¢nih sevih bakterije S. erythraea

Oznaka Oznaka seva Povprecna Standardni Sprememba Sprememba
skupine vrednost odklon produkcije produkcije
eritromcina  (mg/L) eritromicina glede na wtsK
(mg/L) glede na wtKk (%)
(%)
wtK S. erythraea WT 63,8 22,3 - -
witsK S. erythraea pSet152 | 60,5 17,7 -5,2 -
ermg*
hal S. erythraea pSet152 | 70,5 31,4 10,5 16,5
erme*
SACE_5599HA
ha2 S. erythraea pSet152 | 85,2 21,9 33,5 40,8
ermE*/RBS
SACE_5599HA

Rezultati produkcije kazejo, da so neodvisni kloni iz skupine ha2 (konjugante S. erythraea
pSetl52 ermE*/RBS+SACE_5599-HA) v povprecju proizvajali najvecje koli¢ine
eritromicina (85,2 mg/L). Najnizjo koli¢ino sta proizvajali obe kontrolni skupini, in sicer

wtK (S. erythraea brez plazmida) s povpre¢no proizvodnjo 63,8 mg/L in wtsK (S.
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erythraea s plazmidom pSetl52 ermE* brez gena SACE_5599) malo manj (60,5 mg/L).
Skupina hal (konjugante S. erythraea pSetl52 ermE* SACE_5599-HA) pa je proizvajala
nekoliko ve¢ od kontrolnih skupin (70,5 mg/L), a skupine med seboj niso statisticno
razli¢ne. Vpliv prekomernega izrazanja gena SACE_5599 na produkcijo eritromicina v
skupinah hal in ha2 smo ovrednotili glede na koncentracije eritromicina v obeh kontrolnih

skupinah, saj se kontroli med seboj nista statisti¢no razlikovali.

Prekomerno izrazanje gena SACE_5599-HA je v primeru skupine ha2 (plazmid pSet152
ermE*/RBS SACE_5599HA, promotorska regija ermE* z vezavnim mestom za ribosom)
pozitivno vplivalo na produkcijo eritromicina. Povpre¢na vrednost eritromicina je bila
vi§ja od povprecne vrednosti v kontrolnih skupinah wtK in wtsK (za 33,5 % in 40,8 % v
enakem vrstnem redu). IzboljSanje pri skupini ha2 se statistiéno znacilno razlikuje od
produkcije pri obeh kontrolnih skupinah. Zanimivo je tudi, da je imela skupina ha2
statistiéno znacilno razliko tudi z drugo skupino konjugant hal (in sicer za 20,9 % vi§jo
produkcijo). Skupina hal je imela plazmid, ki je bil v promotorski regiji ermE* brez
vezavnega mesta za ribosom. Kljub temu ima tudi hal skupina vi§jo produkcijo od
kontrolnih skupin wtK in wtsK (10,5 % in 16,5 % v enakem vrstnem redu), a razlika ni

statisticno znacilna (Priloga F).

Slika 14 je grafi¢ni prikaz podatkov vseh skupin z grafikoni kvartilov. Iz grafikonov lahko
razberemo vrednosti median in povprecnih vrednosti. Grafikoni z doloenimi odseki
pregledno prikazejo distribucijo podatkov po skupinah. Odseki, ki grafikon opiSejo, so:
spodnja meja, ki predstavlja nad 5 % podatkov; meja nad 25 % podatkov - Q1; meja nad
50 % podatkov - Q2 ali mediana; meja nad 75 % podatkov - Q3 in zgornja meja pri 2,2 *

IQR. Poleg grafikona kvartilov je Se prikaz razprSenosti podatkov v posamezni skupini.
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Slika 14: Rezultati produkcije antibiotika eritromicina prikazani z grafikoni kvartilov in razpr$enostjo
podatkov.

Kvadrat v sredini vsakega grafikona je oznacena povpre¢na vrednost, sredinska vodoravna
¢rta je mediana. Grafikoni so razdeljeni na pet odsekov. Na odseku nad in pod mediano do
vodoravnih ¢rt je IQR (50 % podatkov). Statisti¢no znacilno razli¢ne skupine podatkov ha2
z wtK, ha2 z wtsK in h2 z hal so oznacene z zvezdico. Iz grafi¢ne predstavitve podatkov je

razvidno, da se razporeditev pri skupini ha2 o€itno razlikuje od ostalih treh.
4.3  ANALIZA SINTEZE PROTEINOV S PRENOSOM WESTERN

Po analizi produkcije eritromicina v razli¢nih sevih bakterije S. erythraea smo zeleli
potrditi Se sintezo dodatne kopije proteina SACE_5599-HA z metodo prenosa western.
Izbrali smo razliéne neodvisne klone (razli¢ne skupine konjugant bakterije S. erythraea s
konstruktom pSetl52+ermE*+SACE_5599-HA o0z. pSetl52+ermE*/RBS+SACE_5599-
HA), izolirali proteine (poglavje 3.2.5.1) in izmerili njihovo koncentracijo (poglavje
3.2.5.2). Izolirane proteinske ekstrakte ustrezne koncentracije smo locili na 15 %

poliakrilamidnem gelu ob prisotnosti SDS (poglavje 3.2.5.3 a). Temu je sledil prenos
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proteinov na nitrocelulozno membrano (poglavje 3.2.5.3 b). Po prenosu smo vedno
preverili uspesnost le-tega z barvanjem s Ponceau S. (Slika 15). Temu je sledila vezava
primarnih in sekundarnih protiteles. Na sekundarnih protitelesih je bil konjugiran encim
HRP. V vecini primerov smo detekcijo specificno vezanih protiteles opravili z raztopino za
detekcijo HRP aktivnosti (poglavje 3.2.5.3 ¢ in d), v enem primeru pa smo s pomocjo
raziskovalcev na Institutu Jozef Stefan opravili Se detekcijo s kemiluminiscencno reakcijo.
Pricakovana velikost proteina je bila 21,47 kDa. Za pozitivno kontrolo smo uporabljali
lizat s proteinom EryK, ki je imel dodan epitop HA (EryK-HA). Pozitivho kontrolo so
predhodno pripravili raziskovalci v laboratoriju Acies Bio. Pri¢akovana velikost kontrole
je 44,85 kDa.

116,0 kDa
66,2 kDa

45,0 kDa

35,0 kDa

25,0 kDa

Pri¢akovana

velikost
18,4 kDa

14,4 kDa

Slika 15: Preverjanje prenosa proteinov na nitrocelulozno membrano z barvanjem s Ponceau S.

Na sliki je prikazan uspesen prenos proteinov na nitrocelulozno membrano. L - proteinski standard velikosti;
1-8 vzorci proteinov iz neodvisnih klonov (hal.3, hal.6, hal.7, hal.8, hal.9, hal.12, hal.13, hal.14 in
hal.15 v enakem vrstnem redu) z integriranim plazmidom Set152+ermE*+SACE_5599-HA; + - pozitivna
kontrola EryK-HA.
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ABPMB8) na nitrocelulozni membrani.

Na sliki je prikazana nitrocelulozna membrana po detekciji specifi¢nih protiteles, konjugiranih z encimom
HRP z raztopino za detekcijo HRP aktivnosti. L - proteinski standard velikosti; + - pozitivna kontrola EryK-
HA; 2—4 - vzorci proteinov iz neodvisnih klonov (hal.3, hal.9 in hal.15 v enakem vrstnem redu) gojenih 4
dni v TSB goji§¢u; 6-9 - vzorci proteinov iz neodvisnih klonov (hal.3, hal.7, hal.9 in hal.15 v enakem
vrstnem redu) gojenih 3 dni v ABPMS.

+ wt 5 4 3 2 1 L

116,0 kDa
66,2 kDa

45,0 kDa

35,0 kDa

25,0 kDa

18,4 kDa
14,4 kDa

Slika 17: Detekcija SACE_5599-HA z metodo prenosa western (vzorec hal.11 iz gojis¢a ABPM8, ¢asovno
vzorcenje) na nitrocelulozni membrani.

Na sliki je prikazana nitrocelulozna membrana po detekciji specifiénih protiteles, konjugiranih z encimom
HRP z raztopino za detekcijo HRP aktivnosti. L - proteinski standard velikosti; + - pozitivna kontrola; wt -
negativna kontrola, 3. dan vzoréenja S. erythraea s plazmidom pSet152+ermE*brez gena SACE_5599; 1-5 -
vzorci proteinov iz neodvisnega klona hal.11, ki je bil gojen v ABPM8 gojiséu, vzorcilo se jih je ¢asovno,
zacelo s 3. dnevom gojenja (vzorec 1), 4. dnevom (vzorec 2) in tako naprej do 7. dne (vzorec 5).
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Slika 18: Detekcija SACE_5599-HA z metodo prenosa western (vzorci hal skupine iz gojis¢éa ABPM8) na
nitrocelulozni membrani.

Na sliki je prikazana nitrocelulozna membrana po detekciji specifi¢nih protiteles, konjugiranih z encimom
HRP z raztopino za detekcijo HRP aktivnosti. L - proteinski standard velikosti; + - pozitivna kontrola EryK-
HA,; 1-7 - vzorci proteinov iz neodvisnih klonov (hal.16, hal.17, hal.18, hal.20, hal.21, hal.23 in hal.24 v
enakem vrstnem redu) gojenih 3 dni v ABPM8; wt - negativna kontrola, proteini 3. dan vzorenja S.
erythraea s plazmidom pSet152+ermE* brez gena SACE_5599.
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Slika 19: Detekcija SACE_5599-HA z metodo prenosa western (vzorci ha2 skupine iz gojis¢a ABPMS8) na
nitrocelulozni membrani.

Na sliki je prikazana nitrocelulozna membrana po detekciji specifi¢nih protiteles, konjugiranih z encimom
HRP z raztopino za detekcijo HRP aktivnosti. L - proteinski standard velikosti; + - pozitivna kontrola EryK-
HA; 1-8 - vzorci proteinov iz neodvisnih klonov (ha2.2, ha2.3, ha2.4, ha2.6, ha2.8, ha2.9, ha2.10 in ha2.11 v
enakem vrstnem redu) gojenih 3 dni v ABPM8.



65

Tome M. Cezmerno izraZanje homologa regulatornega gena ImbU pri aktinomiceti Saccharopolyspora erythraea.
Mag. delo. (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

116,0 kDa
66,2 kDa

45,0 kDa
35,0 kDa

25,0 kDa

18,4 kDa
14,4 kDa

Slika 20: Detekcija SACE_5599-HA z metodo prenosa western (vzorci hal skupine iz gojis¢a ABPM8) na
razvitem filmu po kemiluminiscenéni reakciji.

Na sliki je prikazan razviti film po detekciji specifiénih protiteles konjugiranih z encimom HRP s
kemiluminiscenéno reakcijo. L - proteinski standard velikosti; + - pozitivna kontrola EryK-HA; 1-7 - vzorci
proteinov iz neodvisnih klonov (hal.1, hal.3, hal.5, hal.8, hal.11, hal.14 in hal.15 v enakem vrstnem redu)
gojenih 3 dni v ABPMS; 8 - negativna kontrola, proteini iz 3. vzordenja S. erythraea s plazmidom
pSet152+ermE™* brez gena SACE_5599.

Opravili smo veliko ponovitev in razlicnih kombinacij z vsemi skupinami konjugant.
Vedno smo dobili podobne rezultate. Pozitivna kontrola nam je sluzila kot indikator, da
prenos western opravljamo uspesno, kljub temu pa nam v proteinskih lizatih ni uspelo
detektirati proteina SACE_5599-HA. Rezultati kazejo, da se je protein SACE_5599-HA
izrazal v zelo majhnih koli¢inah. Glede na uporabljen mocan promotor ermE* je to
presenetljivo, ocitno pa te koli¢ine zadostujejo za dvig donosa, kar je tudi v skladu z naso

osrednjo hipotezo in zelo verjetno regulatorno vlogo SACE_5599.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
51 RAZPRAVA

S. erythraea je bakterija, ki se uporablja za industrijsko proizvodnjo eritromicina,
sekundarnega metabolita, ki sodi med komercialno pomembne makrolidne antibiotike.
Visoko donosni sevi, ki se uporabljajo v industrijskih bioprocesih, so rezultat dolgoletne
selekcije sevov, v katere so vnasali mutacije s pomoc¢jo mutageneze s kemijskimi in
fizikalnimi postopki. Te metode so se izkazale za zelo uspeSne, saj je pri nekaterih
mikroorganizmih pri§lo tudi do ve¢ stokratnega povecanja donosa ciljnega metabolita
glede na izhodni sev. Zal pa na ta nadin pridobljeni sevi ne omogocajo vpogleda v
regulatorne in metabolne mehanizme, ki omogocajo tako povecane donose metabolitov.
Posebej slabo poznani so ostali regulatorni mehanizmi, ki omogoc¢ajo povecanje donosa
eritromicina, saj ima genom S. erythraea ve¢ kot tiso¢ predvidenih regulatornih genov,
genska skupina za biosintezo tega antibiotika pa nima regulatornih genov.

Raziskovalci Acies Bio, Biotehniske fakultete in Instituta Jozef Stefan so zato s
primerjalnim proteomskim pristopom identificirali proteine, pri katerih je raven sinteze v
visoko donosnem industrijskem sevu S. erythraea bistveno visja kot v naravnem sevu S.
erythraea NRRL23338. Identificirali so ve¢je $tevilo diferencialno izrazenih proteinov,
vendar pa dejanski vpliv posameznih diferencialno izraZzenih proteinov na donos produkta
ostaja nepoznan. Cilj te naloge je bil Cezmerno izraziti gen, ki Kkodira enega od
diferencialno izrazenih proteinov (SACE_5599) v divjem tipu S. erythraea NRRL23338 in
ugotoviti, ali je ¢ezmerno izraZanje tega gena, in posledi¢no proteina, vzrocno-posledicno

povezano z donosom eritromicina v laboratorijskem merilu.

Predhodno odkriti homologi proteina SACE_5599 v drugih aktinomicetah so veéinoma
oznaceni kot hipoteticni regulatorni proteini, a mehanizmi njihovega delovanja niso
poznani. Prvi je bil opisan homolog iz S. lincolnensis, ki ga kodira gen ImbU. Ta ima redek
kodon TTA, ki je posredno povezan z regulacijo biosinteze sekundarnih metabolitov
(Leskiw in sod., 1993). Gen ImbU je del genske skupine, ki je odgovorna za sintezo
linkomicina. Na podlagi tega so mu dolocili hipoteticno regulatorno vlogo (Peschke in
sod., 1995). Tudi vsi ostali homologi so del genskih skupin za sintezo sekundarnih
metabolitov in zanje predvidevajo regulatorno vlogo (Pojer in sod., 2002; Eustaquio in
sod., 2003; Ma in sod., 2011). Vecina homologov (le NovE - 6,85 pH) ima prav tako kot
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SACE 5599 visoko izoelektrocno tocko (nad 8 pH), kar nakazuje zmoznost vezave na
nukleinsko kislino in potencialno regulatorno vlogo pri transkripciji ali translaciji. Pri
inaktivaciji homologa novE, se je produkcija novobicina zmanjsala za ve¢ kot 90 %, iz
Cesar so sklepali, da protein nima esencialne kataliticne vloge pri biosintezi, ima pa
pomemben vpliv na donos. Ta rezultat Se dodatno nakazuje na regulatorno vlogo te

skupine genov/proteinov (Eustaquio in sod., 2003).

Za razliko od homologov ImbU in novE, ki sta znotraj biosinteznih genskih skupin, je gen
SACE_5599 priblizno 2,7 Mbp stran od genske skupine za biosintezo eritromicina (ery) in
nima redkega TTA kodona, zato smo za potrditev vlioge SACE_5599 na donos
eritromicina izvedli dodatne eksperimente. Genska skupina ery za biosintezo eritromicina
v S. erythraea nima specificnega regulatornega gena, kljub temu pa je transkripcija te
genske skupine tekom biosinteze usklajena in natan¢no regulirana (Lum in sod., 2004).
Identifikacija regulatornih mehanizmov tega zelo pomembnega antibiotika je Ze dolgo zelo
zanimivo znanstveno vprasanje, ki ima iz vidika razvoja izbolj$anih industrijskih visoko
donosnih sevov tudi velik ekonomski pomen. Skupina Chng in sod. (2008) je uspela
odkriti do sedaj edini znani regulator, pleiotropni regulator BIdD, ki regulira transkripcijo
genov za biosintezo eritromicina, hkrati pa tudi dolo¢ene morfoloske spremembe v S.
erythraea. Gen bldD in genska skupina ery sta v kromosomu S. erythraea priblizno 1,5
Mbp narazen, kar nakazuje, da je lahko regulatorni gen izven genske skupine, ki jo regulira
in kar bi lahko veljalo tudi za SACE_5599, ki je predmet tega magistrskega dela.

Naslednji korak v potrditvi vpliva SACE_5599 na donos eritromicina so predstavljali
laboratorijski eksperimenti za preverjanje osnovne hipoteze, da bo Cezmerno izrazanje
potencialnega regulatornega gena SACE_5599 v naravnem sevu S. erythraea imelo vpliv
na donos eritromicina v laboratorijskem merilu. Gen SACE_5599 z dodanim
hemaglutininskim epitopom-HA smo v naravnem sevu izrazili pod kontrolo moc¢nega
konstitutivnega promotorja ermE*. Z metodami molekulskega kloniranja smo na podlagi
plazmida pSet152 pripravili dva razli¢na plazmida (z in brez vezavnega mesta za ribosom -
RBS), ki smo ju s konjugativnim prenosom vnesli v bakterijo S. erythraea in tako dobili
naslednje skupine sevov, za katere smo nato dolo¢ili donos eritromicina v laboratorijskem
merilu:

- hal: S. erythraea NRRL23338 + pSet152+ermE* +SACE_5599-HA,

- ha2: S. erythraea NRRL23338 + pSet152+ermE*/RBS+SACE_5599-HA,

- wtsK: S. erythraea NRRL23338 + pSet152+ermE*,
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- wtK: S. erythraea NRRL23338.

Kot kontrolni sev smo uporabili divji tip bakterije S. erythraea NRRL23338 (wtK). Za
dodatno kontrolo smo uporabili tudi sev z vstavljenim plazmidom pSet152+ermE* brez
vklju¢enimi plazmidi vpliva na produktivnost in rast. Razvoj rezistence namre¢ do neke
mere fiziolosko obremeni mikroorganizem in nekoliko upocasni zacetno rast oz. podaljsa
fazo prilagajanja. Skupina wtsK tako predstavlja realnejSo kontrolo, saj so sevi iz skupin

hal in ha2 prav tako fiziolosko obremenjeni z izrazanjem dejavnikov rezistence.

Da bi ovrednotili vpliv ¢ezmernega izrazanja SACE 5599 na produkcijo sekundarnega
metabolita eritromicina, smo vse pridobljene neodvisne klone gojili v laboratorijskem
merilu, z bioloskim testom dolocili koncentracije proizvedenega eritromicina (poglavje
4.2.1) in podatke statisti¢cno obdelali (poglavje 4.2.2). 1z dobljenih rezultatov je razvidno,
da je produkcija eritromicina v kontrolnih skupinah sevov (wtK, wtsK) nizja od produkcije
v obeh ostalih skupinah, hkrati pa je opaziti tudi, da je v neodvisnih klonih brez vezavnega
mesta za ribosom (hal) produkcija nizja kot v skupini, kjer je plazmid vseboval tudi
vezavno mesto za ribosom (ha2) (poglavje 4.2.3).

1z rezultatov je razvidno, da so med povpre¢no vsebnostjo eritromicina znotraj merjenja
produkcije posameznega seva vidna nihanja (priloga A), kar je posledica obicajne visoke
bioloske variabilnosti pri kultivaciji aktinomicet, ki so povezne s kompleksno fiziologijo te

skupine bakterij, in majhnimi razlikami v eksperimentalnih pogojih (avtoklaviranje gojis¢

in pogoji kultivacije, ekstrakcije, ter analize z bioloSkim testom).

Vstavitev zapisa SACE_5599-HA in njegovo ¢ezmerno izrazanje pod kontrolo mo¢nega
konstitutivnega promotorja ermE* je pozitivno vplivalo na produkcijo eritromicina, saj sta
povprecni vrednosti antibiotika v obeh skupinah (hal, ha2) za 16,5 % oz. 40,8 % visji od
povprecne vrednosti eritromicina v kontrolni skupini wtsK (poglavje 4.2.3). Razlike v
donosu pa so relativno majhne, saj se je samo skupina ha2 statisticno znacilno razlikovala
od kontrolnih skupin. Primerjava produkcije eritromicina med skupinama hal in ha2
pokaze, da je bil povprecen donos eritromicina v skupini ha2 za 20,9 % visji kot v skupini
hal in da je razlika statisti¢no znacilna. Na podlagi tega rezultata lahko sklepamo, da pride
zaradi vkljucitve vezavnega mesta do bolj ucinkovite translacije in posledicno do vecjega

ucinka ¢ezmerno sintetiziranega proteina SACE_5599. Kontrolna skupina wtK je imela
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nekoliko vi§jo produkcijo (za 5,2 %) od kontrolne skupine wtsK, kar je v skladu s
predpostavko, da razvoj rezistence nekoliko obremeni mikroorganizem. Vendar ta razlika

ni bila statisti¢no znacilna.

Na podlagi rezultatov lahko sklepamo, da nam je uspelo potrditi vpliv ¢ezmerno
izrazenega homolognega gena SACE 5599 na produkcijo eritromicina v bakteriji S.
erythraea. To do neke mere potrjuje naso osnovno hipotezo - s ¢ezmerno ekspresijo
potencialno regulatornega proteina smo uspeli povisati produkcijo sekundarnega
metabolita. Dodaten nacin potrditve bi bila inaktivacija nativnega gena SACE 5599, po
moznosti v visoko donosnem industrijskem sevu, saj divji sev S. erythraea proizvaja
relativno nizke koncentracije in razlike bi bile tezko merljive, v primeru industrijskega
seva pa bi bile te razlike verjetno veliko bolj izrazite. S tem pristopom je skupina
Eustaquio in sod. (2003) potrdila vpliv in dodatno predpostavila regulatorno vlogo
homologa novE, saj se je produkcija novobicina zmanjsala za ve¢ kot 90 %. Vendar Se
vedno ne moremo z gotovostjo trditi, da ima SACE_5599 regulatorno vlogo. Za
nedvoumno potrditev regulatorne vloge bi bile potrebne dodatne raziskave. Potrebno bi
bilo dokazati vezavo izoliranega proteina SACE_5599 na DNA ali RNA, vendar ne nujno
na gene za biosintezo eritromicina - SACE_5599 lahko regulira druge gene, ki so
pomembni za donos, na primer gene za oskrbo s substrati. Na ta nacin je skupina Chng in

sod. (2008) potrdila vliogo proteina BIdD kot transkripcijskega regulatorja v S. erythraea.

Kljub poviSanju donosa eritromicina nam s prenosom western ni uspelo dokazati
produkcije proteina SACE_5599-HA v konjugantah na proteinskem nivoju. Opravili smo
ve¢ ponovitev, spreminjali pogoje prenosa, uporabili razli¢ne nacine detekcije (z raztopino
za detekcijo HRP aktivnosti in s kemiluminiscen¢no reakcijo), a rezultat je bil vedno enak
- pozitivna kontrola prenosa western je dokazovala uspeSno izvedbo eksperimenta,
proteina SACE_5599-HA pa nismo detektirali. 1z tega smo sklepali, da je bila produkcija
prenizka, posledi¢no pa je bila koncentracija proteina pod mejo detekcije. Nacin, kako bi
mogoce lahko izboljSali detekcijo, je s ¢iS€enjem proteinskih ekstraktov preko afinitetne

kromatografije, kar pa bi bistveno preseglo predviden obseg dela v okviru te naloge.

Edini primer, ko smo s kemiluminiscen¢no reakcijo lahko detektirali produkcijo proteina
SACE_5599-HA, je bil proteinski ekstrakt visoko donosnega seva S. erythraea, v katerega
smo prav tako vnesli dodatno kopijo gena pod mocnim konstitutivnim promotorjem
ermE*. Na podlagi tega rezultata sklepamo, da je raven sinteze proteina SACE_5599 del
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kompleksnejse regulatorne mreze, kot je na primer dobro poznana ragulatorna mreza za
biosintezo tilozina pri Streptomyces fradiae, kjer se ob vezavi dolocenih ¢lenov preneha
represija, s tem se omogoci izrazanje ostalih regulatornih genov in tako pride do aktivacije
biosinteze (Stratigopoulos in sod., 2004). Zato v primeru visoko donosnega seva sklepamo,
da je represija doloc¢enih ¢lenov v regulaciji prekinjena/oslabljena, tako da ne pride do

negativne regulacije cezmernega izrazanja gena SACE_5599.

Da bi potrdili uspeSno transkripcijo vstavljenega gena SACE 5599-HA, smo v
sodelovanju z Nacionalnim institutom za biologijo opravili Se transkriptomsko analizo
izrazanja mRNA v konjugiranih sevih S. erythraea. Rezultati so pokazali, da smo v
konjugantah (skupini hal in ha2 v primerjavi s kontrolami wtK in wtsK) uspeli nekoliko
poviSati izrazanje tega gena, a je bila raven izrazanja Se vedno veliko niZja od ravni, ki jo
dosegajo visoko donosni sevi. Ta rezultat je bil presenetljiv, saj je mo¢no konstitutivno
delovanje promotorja ermE* dobro poznano (Bibb in sod., 1985; Lefers, 2004), zato smo
pricakovali, da bodo ravni izrazanja podobno visoke ali Se visje kot pri visoko donosnem
sevu. Po drugi strani pa ti rezultati kazejo, da je gen/protein SACE 5599 morda udeleZen v
kompleksnejSo regulatorno mrezo, kjer pride do doloCenih posttranskripcijskih vezav oz.
represije. Mozno je, da je pri skupinah hal in ha2 ¢ezmerno izraZzanje gena SACE 5599-
HA negativno regulirano s strani drugih proteinov, ki so del kompleksnej$e regulatorne
mreze. Vseeno pa smo z uporabljenim sistemom za ¢ezmerno izrazanje koli¢ino proteina
SACE_5599 dovolj povisali, da smo lahko opazili razlike v produkciji eritromicina. Da bi
potrdili morebitni vpliv regulatorne mrezZe na translacijo SACE 5599, bi lahko v nadaljnjih
Studijah pripravili sinteti¢ni gen s spremenjenim nukleotidnim zaporedjem in ohranjenim
aminokislinskim zaporedjem SACE_5599. Izrazanje takega gena bi lahko preprecilo
morebitne vplive negativne posttranskripcijske regulacije, kar bi omogocilo jasnejSe

ovrednotenje vpliva ravni izrazanja SACE 5599 na donos eritromicina.

V okviru nadaljnjih §tudij tega proteina bi bilo smiselno inaktivirati gen SACE_5599 v
visoko donosnem sevu in opazovati vpliv inaktivacije na donos antibiotika. V prihodnje bo
klju¢na tudi potrditev regulatorne vloge proteina SACE 5599 oz. njegovih homologov v
drugih aktinomicetah. Za natan¢no karakterizacijo mehanizma delovanja teh proteinov bi
morali enega od njih izraziti in izolirati kot rekombinantni protein ter opraviti Studije
interakcije tega proteina s promotorskimi regijami klju¢nih genov, ki sodelujejo v

biosinteznem procesu.
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5.2  SKLEPI

Z molekulskim kloniranjem smo pripravili dva nova plazmida na osnovi pSet152
ermE* z zapisom za gen SACE_5599 z dodanim hemaglutininskim epitopom-HA na
karboksiterminalnem delu proteina, ki ga kodira. En plazmid je vseboval vezavno
mesto za ribosom v promotorski regiji, drugi ne.

- Z metodo PCR na osnovi kolonij smo potrdili uspesnost in mesto vstavitve nasega

plazmida v kromosom bakterije S. erythraea NRRL23338.

- Z analizo produkcije eritromicina in s statisticno obdelavo podatkov smo uspeli
ovrednotiti vpliv ¢ezmernega izrazanja gena SACE 5599-HA v bakteriji S. erythraea
NRRL23338.

- Cezmerno izrazanje gena je pozitivno vplivalo na produkcijo eritromicina v bakteriji S.
erythraea NRRL23338. Razlika v produkciji je bila statisticno znacilna v primeru
skupine konjugant, pri katerih je promotorska regija vsebovala tudi vezavno mesto za
ribosom (skupina ha2).

- Neodvisni kloni skupine ha2 so imeli v povprecju 40,8 % visjo produkcijo eritromicina

kot neodvisni kloni s plazmidom pSet152 ermE* brez gena SACE_5599.

- Cezmerno izrazenega gena SACE_5599-HA nam ni uspelo detektirati na proteinskem
nivoju s prenosom western.
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6 POVZETEK

S primerjavo proteomov naravnega seva Saccharopolyspora erythraea NRRL23338 in
visoko donosnega industrijskega seva S. eythraea je raziskovalcem iz Acies Bio,
Biotehniske fakultete in Instituta Jozef Stefan uspelo identificirati proteine, ki imajo
razli¢no raven sinteze med produkcijo eritromicina v izbranih sevih. Identificirani proteini
tako predstavljajo potencialne kandidate za izboljSavo oz. razumevanje kompleksnega
procesa regulacije in metabolizma eritromicina. Prav proces regulacije je pri biosintezi
eritromicina relativno slabo poznan (Lum in sod., 2004; Chng in sod., 2008) in
identifikacija dolo¢enih regulatornih mehanizmov bi lahko prinesla nova dognanja pri
pripravi pomembnih visoko donosnih industrijskih sevov.

Po identifikaciji dolocenih kandidatov, je potrebno te okarakterizirati. V sklopu
magistrskega dela smo ovrednotili vpliv Cezmernega izrazanja enega od kandidatov,
SACE_5599, na produkcijo eritromicina v naravnem sevu bakterije S. erythraea. Glede na
to, da je SACE 5599 pri visoko donosnem sevu veliko bolj izrazen kot pri naravnem sevu,
smo sklepali, da bo ¢ezmerno izrazanje poviSalo produkcijo eritromicina. Eksperimentalno
smo to dosegli tako, da smo pripravili plazmide na osnovi pSetl52 ermE* z zapisom za
gen SACE_5599-HA in jih konjugirali v naravni sev S. erythraea NRRL23338. Promotor
ermE* je mocan konstitutivni promotor, ki je zagotavljal ¢ezmerno izrazanje gena
SACE_5599-HA. Temu je sledila analiza produkcije v laboratorijskem merilu in statisti¢na
obdelava pridobljenih rezultatov.

V skupini ha2 (promotorska regija z mestom vezave na ribosom) smo uspeli zaznati
statistiéno znacilno povisanje produkcije eritromicina glede na kontrolne seve, in sicer
produkcija je bila vi§ja za 40,8 %. To je potrdilo, da je Cezmerno izraZanje tega gena
vzro¢no-posledi¢no povezano z donosom eritromicina. To je Se posebej zanimivo, saj so
homologi proteina, ki jih kodira gen SACE_5599, opisani kot hipoteti¢ni regulatorni
proteini (Peschke in sod., 1995; Pojer in sod., 2002; Eustaquio in sod., 2003; Ma in sod.,
2011). Po teh sklepih sode¢ (in po transkriptomski analizi ter analizi ¢ezmernega izrazanja
SACE_5599-HA v visoko donosnem sevu, ki nista bili del tega magistrskega dela, vendar
del SirSega raziskovalnega projekta v podjetju Acies Bio) ne moremo zavre¢i domneve, da
imamo opravka z dolo¢im tipom regulacije produkcije eritromicina. Poleg tega pa ne
moremo samo s temi rezultati zagotovo potrditi regulatorne vloge, niti ne za kaksen tip
regulacije bi lahko §lo. Glede na to, da smo s transkriptomsko analizo opazilo, da nam ni
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uspelo povisati ravni izrazanja na raven v visoko donosnem sevu, lahko sklepamo, da je

gen SACE_5599 mogoce udelezen v kompleksnejSo regulatorno mrezo.

Poleg povisanja v produkciji smo Zzeleli opaziti in z gotovostjo potrditi izrazanje
vstavljenega zapisa za protein SACE_5599. Tega smo se lotili tako, da smo zapisu
SACE_5599 dodali zapis za hemaglutininskim epitopom-HA na karboksiterminalnem delu
kodirajo¢ega proteina. Ta bi nam lahko omogocal detekcijo v proteinskih ekstraktih s
prenosom western, vendar do tega ni priSlo. Razloge se lahko iS¢e v Se vedno prenizki
produkciji proteina, ki bi bila potrebna za mejo detekcije. Kljub temu smo uspe$no
dokazali pozitiven vpliv na produkcijo eritromicina in to je bila osrednja naloga
magistrskega dela.

SACE 5599 ostaja zanimiv kandidat za nadaljnje $tudije. V prihodnje bo klju¢na potrditev
regulatorne vloge proteina in natanéna karakterizacija mehanizma delovanja - Studije
interakcije s promotorskimi regijami kljuénih genov, ki sodelujejo v biosinteznem procesu,
to je od oskrbe s prekurzorji v primarnem metabolizmu do specifi¢nih interakcij v genski

skupini za eritromicin.
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PRILOGE

Priloga A: Produkcija eritromicina v neodvisnih klonih S. erythraea.

Oznaka skupine Sev Neodvisni klon | Gojenje (mg/L) | Povpreéna vrednost (mg/L) Stand?rrr?glll_(;dklon
WK1 33,00
18,15
WtK2 37,15
WiK3 57,15
53,50
e 71,05
69,90
104,95
wtK5 '
wt S. erythraea 112,90 63,8 22,3
57,98
Wke 54,14
76,52
wK7 56,03
74,45
wike 69,93
55,03
wek9 60,12
73,30
wtK10 76.73
WisK1 49,36
47,36
wisK2 55,26
52,46
WisK3 49,20
S. erythraea 43,24
wts pSet152 60,5 17,7
erme* wtsK4 98,20
94,30
60,00
wisK5 58,00
54,41
Wiské 41,41
74,45
witsK7 69.03
hal.16 46,95
35,00
hal.l7 38,40
37,20
hal.18 81,55
S.erythraea 25,90
hal pSet152 hal.19 59,10 70,5 314
erme 5350
SACE_5599-HA :
hal.20 79,65
74,60
hal.22 72,30
87,90
hal.24 8505
85,05
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Nadaljevanje Priloge A: Produkcije eritromicina v neodvisnih klonih S. erythraea.

Oznaka Neodvisni Gojenje 1 Gojenje 2 Gojenje 3 Povprecna Standardn
skupine Sev klon (mg/L) (mg/L) (ma/L) vrednost 1 odklon
(mg/L) (mg/L)
124,80 89,29
45,35
hal.l 114,55 102,36
103,85
77,85 39,21
hal.2
61,15
91,15 48,48
hal.3 103,85
61,75
55,75 48,35
hal.4
50,65
78,05 39,69
hal.5 176,45 107,25
80,35
26,4 39,69
hal.6
17,85
21,35 63,79
hal.7
38,3
S.erythraea
pSet152 129,15 29,53
hal erme* hal.8 110,85 70,5 314
SACE_5599-
HA 84,20
45,70 55,23
hal.9
42,90 69,63
58,65 40,10
hal.10
66,65 44,32
121,6 42,53
hal.11 114,75 49,68
68,05
47,55 37,99
hal.12
53,60 70,09
78,45 52,70
hal.13
79,30 63,06
77,05 85,82
93,90
hal.14 103,75 91,10
82,90
203,95* 70,54
hal.15 130,80 79,60 128,57
126,35

*Rezultat smo izlocili na podlagi analize osamelcev.
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Nadaljevanje Priloge A: Produkcije eritromicina v neodvisnih klonih S. erythraea.

63,55

Oznaka Sev Neodvisni Gojenje 1 Gojenje 2 Povpreéna Standardni
skupine klon (mg/L) (mg/L) vrednost (mg/L) odklon (mg/L)
105,5 82,8
wt3.1
85,05 85,5
115,15 77,3
wit3.2
85,05 77,3
wt3.3 81,85
79,15
wt3.4
81,85
109,05 91,55
wt3.6
109,05 101,6
51,45
wt3.8
61,4
wt3.9 55,25
59,4
wt3.10
57,05
46,05
S. erythraea Wi3.11
pSet152 46,05
ha2 ermE*/RBS 885 85,2 21,9
SACE_5599- Wi3.12 '
HA 73,45
55,05
wt3.13
57,15
74,4 98,5
wt3.14
109,8 101,6
105,05 77,3
wt3.15
105,05 82,55
101,5 101,6
wt3.16
81,85 118,7
108,8
wt3.17 109,05
129,4
97,8 112,9
wt3.18
84,7 117,3
51,3
wt3.19
63,85
68,3
wt3.20
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Priloga B: Preverjanje prisotnosti osamelcev s pravilom o ozna¢evanju osamelcev

S pravilom o oznacevanju osamelcev smo najprej izra¢unali zgornjo (Q3 + 2,2*IQR) in
spodnjo mejo (Q1 - 2,2*IQR).

Preglednica B1: Izraéunani zgornja in spodnja meja za posamezno skupino podatkov.

Oznaka skupine  Zgornjameja  Spodnja meja

wtK 119,132 9,458

witsK 120,164 -0,364
hal 183,349 —49,229
ha2 190,795 -19,67

S podatki iz Priloge A smo preverili, ¢e je kateri izven teh meja. V skupini hal smo
identificirali 1 osamelec (hal.15, gojenje 1 - 203,95 mg/L) in ga na podlagi velikega
odstopanja od ostalih petih podatkov tega neodvisnega klona (130,8, 126,35, 79,6, 70,54 in
128,57 mg/L) izlo¢ili iz nadaljnje analize.
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Priloga C: Analiza normalne porazdelitve s testom Shapiro-Wilk

Za vsako skupino smo naredili test Shapiro-wilk (poglavje 3.2.4.2) in s tem preverili, ¢e so
vzorci normalno porazdeljeni.

Preglednica C1: Rezultati testa Shapiro-Wilk za analizo normalne porazdelitve.

Oznaka skupine DF W statistika  Prob<wW

wtK 9 0,948 0,325
witsK 8 0,721 0,024
hal 77 0,957 0,011
ha2 49 0,961 0,109

Opis: DF - prostostne stopnje

Iz rezultatov je razvidno, da podatki iz skupin wtsK in hal ne predstavljajo populacij z
normalno porazdelitvijo. V ostalih dveh skupinah (wtK in ha2) pa predstavljajo populacije
z normalno porazdelitvijo.

Hipotezo Ho: vzorci prihajajo iz populacije z normalno porazdelitvijo, lahko zavrnemo, ¢e

je pripadajoca vrednost P manjsa od mejne vrednosti a = 0,05.
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Priloga D: Analiza homogenosti varianc s testom Levene

Za primerjavo k-skupin podatkov med seboj s parametri¢nimi testi (ANOVA) je potrebno
zadostiti predpogoju homogenosti varianc. To smo preverili s testom Levene (poglavje
3.2.4.3).

Preglednica D1: Rezultati testa Levene za analizo homogenosti.

DF SS Kvadratna F-vrednost Prob>F
vrednost
model 3 11413,407 3804,469 5,307 0,007
napaka 111113,981 716,864

Opis: DF - prostostne stopnje, SS - vsote kvadratov, F-vrednost - rezultat testa.

Dobljena vrednost F testa Levene presega kriti¢no vrednost F-distribucije s k-1 in N-k
prostostnih stopenj, pri izbirni stopnji zaupanja 95 % in pripadajoca vrednost P je manjsa
od mejne vrednosti oo = 0,05. Zato lahko zavrnemo hipotezo HO: variance skupin so

homogene, in zaklju¢imo, da variance skupin med seboj niso homogene.
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Priloga E: Analiza statisticno znacilnih razlik med skupinami z neparametri¢nim

testom Kruskal-Walis

Ugotovili smo, da podatki vseh skupin niso normalno porazdeljeni in da variance med
njimi niso homogene. Zaradi teh lastnosti smo za nadaljnji korak izbrali neparametricni
test Kruskal-Walis (poglavje 3.2.4.4). Z njim smo preverjali, ¢e sta vsaj dve skupini med

seboj statisti¢no razli¢ni.

Preglednica E1: Rezultati testa Kruskal-Walis.

N Povprecni rang
wtK 19 64,45
wisK 14 56,79
hal 77 73,98
ha2 49 102,12
H(x») | DF Prob > H (x%)
18,355 3 0,000

Opis: N - §tevilo podatkov v skupini, DF - prostostne skupine, H - statistika testa, ki sledi distribuciji y°.

Hipotezo Ho: skupine prihajajo iz iste populacije, lahko zavrnemo, ker je dobljena vrednost
H presegla kritiéno vrednost distribucije ¥ pri 95 % stopnji zaupanja in je pripadajoca

vrednost P manjSa od mejne vrednosti o = 0,05.

Izvedeli smo, da sta vsaj dve skupini med seboj statisti¢no znacilno razli¢ni, ne pa tudi
kateri dve. Da bi to izvedeli, smo uporabili e neparametri¢ni post-test Mann-Whitney z
Bonferronijevo korelacijo ravni zavrnitve.



Tome M. Cezmerno izrazanje homologa regulatornega gena ImbU pri aktinomiceti Saccharopolyspora erythraea.
Mag. naloga. (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2013

Priloga F: Analiza statisticno znacilnih razlik med skupinami s post-testom Mann-
Whitney in Bonferronijevo korelacijo

Test Mann-Whitney (poglavje 3.2.4.5) smo uporabili, da smo izvedeli, katere skupine so si
med seboj statistino znacilno razli¢ne. Izvedli smo ga tako, da smo naredili po en test za
vsak par primerjanih skupin. Z uporabo Bonferronijeve korelacije ravni zavrnitve glede na
Stevilo vseh primerjav, smo ob 95 % stopnji zaupanja dolocili kritiéno vrednost zavrnitve

a = 0,0125.

Preglednica F1: Rezultati testov Mann-Whitney

Test Mann-Whitney | N Srednji rang  Vsota rangov | U Z Prob>|U] r

. m:K 12 iﬁf} gig 107 0,947 0,344 -0,167
2 ha |77 asa 8155 6555  -0,699 0,485 0,077
R O S S e e it
* \rqve:iK % j%g 2254 457 -0,902 0,367 —0,097
" he a smas
° E:; ZZ, ?2‘1‘2 g;gg 1265 -3,110 0,002 —0,28"

Opis: N - stevilo podatkov v skupini, U - statistika testa, ki sledi normalni distribuciji, Z - pripadajoca Z-
vrednost testa, r - koeficient velikosti efekta, * - oznaka znagilno razli¢nih skupin pri stopnji o = 0,0125, * -
majhen vpliv (r < [+/-0,31), ™ - srednje velik vpliv (r < 1+/-0,51), ~ - velik vpliv (r > 1+/-0,51).

Skupina ha2 je statisti¢no razli¢na od skupin hal (Bfgor p < 0,0125, r <-0,3|), wtsK (Bfcorr
p <0,0125, r > |-0,5]) in wtK (Bfcorr p < 0,0125, r < |-0,5|). Ostale skupine med seboj niso

statistiéno znacilno razli¢ne.



