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Gojisca, ki se uporabljajo v industriji, so zaradi viskoznosti in vsebnosti netopnih
delcev pogosto neprimerna za transkripcijske Studije. Zato smo v diplomskem delu,
kjer smo se ukvarjali z biosintezo FK506 (takrolimus) s pomoc¢jo mikroorganizma
Streptomyces tsukubaensis (NRRL 18488), poskusali optimizirati kemijsko
definirano gojisce, ki bo vsebovalo popolnoma topne surovine in bo hkrati §e vedno
omogocalo zadovoljive donose imunosupresorja FK506. Prvi del poskusa je
zajemal gojitev seva v industrijskem gojiScu, s katerim smo preverili produkcijo
FK506 v kompleksnemu gojis¢u. V drugem delu poskusa smo optimizirali vir
dusSika in fosforja v zacetnemu definiranemu produkcijskem gojis¢u (DPG). Kot vir
dusika smo uporabili amonijev sulfat, kot vir fosforja pa puferski sistem kalijevega
dihidrogen fosfata (KH,PO,) in dikalijevega hidrogen fosfata (K,HPOy). Bioproces
smo vodili v erlenmajerjevih steklenicah na stresalniku 6 dni pri 28 °C in 220 rpm.
Po koncani kultivaciji smo s pomoc¢jo metode HPLC dolocili vsebnost FK506.
Ugotovili smo, da dvig koncentracije amonijevega sulfata ne spodbuja produkcije
FK506 in nima vecjega vpliva na tvorbo biomase. Po drugi strani pa dodatek
fosfatnih ionov moc¢no spodbudi tako rast, kot tudi produkcijo FK506. Najboljso
produkcijo FK506, ki znasa 11,2 mg/L, smo zaznali pri koncentraciji 10,5 mmol/L
fosfatnih ionov.
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Industry-used media are often inappropriate for transcriptional studies due to
viscosity and the presence of insoluble particles. Therefore, the aim of this work
was to optimize a chemically defined medium, which would contain completely
soluble media components and would simultaneously ensure satisfactory yields of
the immunosuppressant FK506 (tacrolimus). We used microorganism Streptomyces
tsukubaensis (NRRL 18488) for the purpose of this study. The first part of the
experiment consisted cultivation of the strain in the complex industrial medium.
This allowed us to test the production of FK506 in a complex medium. In the
second part of the experiment, we attempted to increase FK506 yield in the starting
minimal production medium (DPG) by re-optimizing different selected sources of
nitrogen and phosphorus. Ammonium sulphate was used as a source of nitrogen
and for source of phosphate we used buffer system of potassium dihydrogen
phosphate (KH,PO,) and dipotassium hydrogen phosphate (K,HPO4). The
bioprocess was carried out on the shaker at 220 rpm in an Erlenmayer flasks for 6
days at 28 °C. The yield of FK506 was measured using HPLC method. Based on
our results, we can conclude that addition of ammonium sulfate to the DPG
medium does not increase production of FK506 and has no significant impact on
the biomass formation. On the other hand, addition of phosphate ions significantly
stimulates both growth and production of FK506. The highest yield of FK506 (11,2
mg/L) was achieved when phosphate ions concentration reached around 10,5
mmol/L.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

2TY = okrajSava za "triptone yeast extract media”. Enostavno gojisce, ki se uporablja za
namnozevanje bakterij.

actll-orf4 = specifiéni pozitivni regulator biosinteze antibiotika aktinorodina.

A-faktor = 2-izokapriloil-3R-hidroksimetil-y-butirolakton.

ATCC = American Type Culture Collection.

ATP = adenozin trifosfat.

CoA = koencimomA.

DNK = deoksiribonukleinska kislina.

FAS = encim, ki sodeluje pri sintezi mas¢obnih kislin.

FK506 = imunosupresant, imenovan tudi tacrolimus.

GDH = glutamat-dehidrogenaza.

GOGAT = glutamat-2-oksoglutarat-transaminaza.

HPLC = visokotla¢na tekoc¢inska kromatografija.

Kbp = kilo bazni pari.

LAL druzina = Large ATP-binding regulators of the LuxR family.

MOPS = 3-N-morpholine propanesulfonic acid, pufer, ki se uporablja za vzdrzevanje
konstantnega pH.

NRPS = neribosomska peptid sintaza.

PCR = verizna reakcija s polimerazo.

ppGpp = fosforiliran gvanin-nukleotid.

PKS = poliketid-sintaza.

RelA = ppGpp sintetaza.

SARP = regulatorni proteini antibiotikov streptomicet (Streptomyces antibiotic regulatory

proteins).
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XII

SLOVARCEK

Definirano gojis¢e = gojisce, za katerega poznamo natan¢no kemijsko sestavo (tudi
elemente v sledovih)

Imunosupresant = snov, ki zavira imunski odgovor z namenom preprecevanja zavracanja
presajenih organov, oz. za nadzor nad avtoimunskimi boleznimi

Kompleksno gojis¢e = gojisce, ki vsebuje poleg definiranih komponent Se naravne
komponente, ki kemijsko niso definirane

Poliketidi = so sekundarni metaboliti bakterij, gliv, rastlin in Zivali. Sintetizirajo se preko
kaskade dekarboksilacijskih kondenzacij krajSih organskih kislin, ki se predhodno

aktivirajo s koencimom A (CoA)
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1 UVOD

Potreba po uspeSnem presajanju organov se z dvigom zivljenjskega standarda in
podalj$evanjem Zivljenjske dobe populacije bistveno poveluje. Ze od prve uspesne
presaditve organov, leta 1950 (Petechuk, 2006), poskusajo razviti spojine, ki bi
prepreCevale zavraanje organov, ob minimalnih stranskih ucinkih. Z odkritjem
ciklosporina leta 1966 (Heuslera in Pletscherb, 2001) so se v tej veji medicine odprle nove
moznosti. Skoraj 20 let kasneje, 1984, so na Japonskem odkrili nov imunosupresor FK506
(tacrolimus), ki ga proizvaja Streptomyces tsukubaensis. Njegova aktivnost je v primerjavi
s ciklosporinom bistveno vi§ja, saj deluje pri 100x nizji koncentraciji (Kino in sod.,
1987b). Danes se ga v medicini uporablja predvsem za preprecevanje zavraanja organov
pri presaditvah jeter in ledvic. Uporablja se ga tudi za povrSinsko zdravljenje resnih
imunsko povezanih koznih boleznih, ki so povezane z imunskim sistemom (Bhuvana in

sod., 2010; Kumar in sod., 2008).

Zdravilne ucinkovine kot tudi druge sekundarne metabolite se v industriji proizvaja v
biorekatorjih. Ti lahko dosegajo volumne od 1 m’ pa tja do 500 m’ (Madigan in sod.,
2006). Zato se mikroorganizem (v naSem primeru S. tsukubaensis) najprej namnozi v
manjSih bioreaktorjih z vegetativnim gojis€em, dokler se ne doseze primeren volumen za
inokulacijo produkcijskega gojis¢a (10 % v/v). Produkcijsko gojis€e vsebuje tezje
razgradljive vire hranil, s katerimi se spodbudi sekundarni metabolizem. Ta gojisca, ki se
uporabljajo v industriji, so viskozna, kompleksna, in vsebujejo vecje Stevilo netopnih
snovi, kar bistveno vpliva na dobljene rezultate s spektrofotometriénimi metodami ter
metodami PCR v realnem casu. Netopne komponente je tezko lociti od nastale biomase,
kar otezuje meritve vsebnosti biomase in izolacijo kakovostne mRNA. Zaradi tega so
industrijska gojisca, ki se uporabljajo za industrijsko proizvodnjo, pogosto neprimerna za
Studij kinetike rasti biomase, kot tudi za Studij izrazanja genov vpletenih v biosintezo

FK506.
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Poglavitni namen naloge je bil razviti in optimizirati kemijsko-definirano gojisce, ki bo
vsebovalo popolnoma topne snovi, in bo hkrati Se vedno omogocalo zadovoljive donose

FK506 za potrebe Studija izrazanja genov vpletenih v biosintezo FK506.
1.1 DELOVNA HIPOTEZA

Kompleksna gojisca vsebujejo vir dusika in fosforja v obliki kompleksnih surovin, kot so
npr. sojina moka in razli¢ni proteinski hidrolizati. V kolikor teh surovin v gojiScu ni, je
potrebno te nadomestiti z anorganskimi viri dusika in fosforja. Nasa hipoteza je, da bo
mogoce z zamenjavo nekaterih kompleksnih komponent gojis¢a z enostavnimi in v vodi
popolnoma topnimi viri duSika in fosforja razviti gojisce, ki ne bo vsebovalo netopnih

komponent in hkrati Se vedno omogocalo zadovoljiv donos FK506.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 BAKTERIJE RODU Streptomyces

2.1.1 Taksonomija bakterij rodu Streptomyces

Druzino Streptomycetaceae ter rod Streptomyces so uvedli leta 1943, da bi uredili zmedo v
deblu Actinobacteria, predvsem med aktinimomicetami. Od tedaj naprej so streptomicete
opredelili kot po Gramu pozitivne bakterije z razvejanim, neseptiranim micelijem. Na
zratnem miceliju tvori ovalne do cilindricne spore v verizicah, ki so endogene in so
posledica segregacije protoplasta v sami hifi (Waksman in Henrici, 1943). Od ostalih
filamentoznih aktinomicet se lo¢i tudi po celicni steni okarakterizirani kot tip I sensu
(Lechevalier in Lechevalier, 1970), za katero je znacilna LL-diaminopimeli¢na kislina,
glicin ter odsotnost karakteristicnih sladkorjev. Na muraminskih ostankih je prisoten acetil

(Uchida in Seino, 1997).

Domena: BACTERIA
Deblo: Firmicutes
Razred: Actinobacteria
Podrazred:  Actinobacteridae
Red: Actinomycetales
Podred: Streptomycineae
Druzina: Streptomycetaceae

Rod: Streptomyces

Slika 1: Taksonomska opredelitev streptomicet (Madigan in sod., 2006)

2.1.2  Zivljenjski krog bakterij rodu Streptomyces

Streptomicete imajo kompleksen Zivljenjski krog (slika 2), kar je tudi vzrok za Stevilne
raziskave njihovega Zivljenjskega cikla, morfoloskih in fizioloskih lastnosti (Kieser in sod.,
2000). V ugodnih razmerah pri¢nejo iz spor izrasc¢ati hife, ki se razrastejo v micelij. Ta se

med vegetativno fazo tako razveja, da nastaja kompleksen preplet matriksa, oz.
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substratnega micelija. Filamenti v miceliju so obi¢ajno premera 0,5-1,0 um, razli¢no dolgi
in jim pogosto manjka precna stena. Rast opazamo na koncih filamentov. S staranjem
kolonije, oz. z nastopom neugodnih razmer (pomanjkanje hranil), se pricne proces
sporulacije z izraSanjem zra¢nega micelija. Ta tvori znalilne strukture, imenovane
sporofori. Ti nastajajo nad povrsino kolonije in tvorijo spore - konidije. Spore nastajajo
enostavno z oblikovanjem pre¢ne stene v ve¢ jedrnih sporoforih, ¢emur sledi locevanje
posameznih celic naravnost v spore in te sluzijo predvsem v razmnozevalne namene.
Elementi zra¢nega micelija se razlikujejo po obliki in ureditvi pri posameznih vrstah rodu
Streptomyces ter so eden od bistvenih kljuCev za razvrSCanje streptomicet v skupine.
Konidiji in sporofori so pogosto pigmentirani, kar prispeva k znacilni barvi zrele kolonije

(Madigan in sod., 2006).

Slika 2: Shema Zivljenjskega kroga vrste Streptomyces coelicolor A3(2) (Kieser in sod., 2000)
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Na sliki 2 je prikazan zivljenjski krog Streptomyces coelicolor A3(2), od kalitve spor in
izraS¢anja hif ter do razraS¢anja micelija, pojava zra¢nega micelija, septacije ter nazadnje
sprostitve spor. Na sliki so oznaceni pomembni regulatorni geni, ki sodelujejo v regulaciji
diferenciacije. Stranske puscice kazejo na fenotipe mutiranih sevov, ki imajo okvarjene

posamezne regulatorne gene (Kieser in sod., 2000).

2.1.3 Genom bakterij rodu Streptomyces

Genom streptomicet je pogosto linearen, z visokim delezem GC baznih parov. Teh je v
povprecju 70-74 molskih % (Kieser in sod., 2000). V celoti je bil najprej sekvenciran
genom modelnega organizma Streptomyces coelicolor. Velikost genoma je okoli 8,7 Mb.
Glede na lokacijo genov ga lahko razdelimo na tako imenovano »jedro«, regijo veliko 4,9
Mb, in levo in desno »roko« velikosti 1,5 in 2,3 Mb. V »jedru« so identificirali predvsem
gene, ki kodirajo za zivljenje pomembne proteine (replikacija, transkirpcija, translacija),
torej primarni metabolizem, na »rokah« pa so vecinoma nasli gene z adaptivno funkcijo
(rast na kompleksnih ogljikovih hidratih). Gensko zaporedje vsebuje 23 genskih grozdov,
kar predstavlja 4,5 % genoma, ki naj bi kodirali biosintetske encime za Sirok spekter
sekundarnih metabolitov. Vecina teh grozdov je lociranih na »rokah« genoma (Challis in

Hopwood, 2003) Error! Reference source not found..

2.1.4 Ekologija bakterij rodu Streptomyces

Streptomicete v naravi najpogosteje najdemo kot prostozivece saprofite na rastlinskem
materialu in rizosferi, ki je tanka plast zemlje v stiku z rastlinskimi koreninami. To je v
bistvu niSa, kjer pride do tesnih odnosov med rastlinami in bakterijami, ki kolonizirajo
rizosfero. Rastline bakterije oskrbujejo s potrebnimi hranili in tako omogocajo njihov
obstoj v rizosferi, koreninske izloCke pa bakterije uporabljajo kot substrat, kar omogoca
obstoj vecjemu Stevilu bakterij v rizosferi kot drugje v zemlji. Predvidevajo, da je za
uravnavanje teh procesov simbioze potrebno kompleksno gensko ozadje, ki ga
streptomicete tudi imajo (Challis in Hopwood, 2003). Poleg antagonisti¢nih lastnosti pa
streptomicetam daje prednost tudi razrast hif, s katerimi se raztezajo po substratu. V vlazni

zemlji se v primerjavi z gibljivimi bakterijami ta prednost izgubi (Kieser in sod., 2000).
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Streptomicete poseljujejo predvsem nevtralna, rahlo alkalna tla, ki dobro prepuscajo vodo,
kar kaZe na dobro prilagojenost na nizek vodni potencial. V tleh predstavljajo tja do 90 %
vseh aktinobakterij in imajo pomembno vlogo pri zacetnih stopnjah razkrajanja organskega
materiala (Schrempf, 2006). Da jih je v zemlji res veliko, prica tudi dejstvo, da je vonj, ki
ga poznamo kot vonj po prsti, v resnici posledica sinteze geozminov, molekul, ki jih

proizvajajo streptomicete (Madigan in sod., 2006).

Kot Ze povedano so streptomicete predvsem talni mikroorganizmi, vendar lahko nekatere
redke predstavnike izoliramo tudi iz sedimentov in vodnih obmo¢ji (Madigan in sod.,

2006).
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2.2 FIZIOLOGIJA BAKTERIJ RODU Streptomyces

Metabolizem streptomicet temelji na kemoorganotrofnem metabolizmu (Holt in sod.,
1994), kar pomeni, da izrabljajo organske spojine (katabolizem) kot vir energije in vir
osnovnih gradbenih elementov za biosintezo (anabolizem) makromolekul in ostalih
celi¢nih snovi. Streptomicete so striktni aerobi, zato moramo pri gojitvi v laboratorijskih
pogojih poskrbeti za dobro prezradevanje, kar velja predvsem za submerzno gojitev
(Madigan in sod., 2006). Sporulacija v tekocini vkljucuje oblikovanje specializiranih vej,
sporogenih hif, v katerih se tvorijo dvoplastna sporulacijska septa. Tako nastale spore S.
griseus so podobne sporam iz zra¢nih hif, vendar niso enake. Spore nastale v tekocini so
obcutljivejSe na razgradnjo z lizosomom, najverjetneje zaradi tanjSe stene (Kontro in sod.,
2005; Ohnishi in sod., 2002). Temperaturni optimum je v obmod&ju med 25 in 35 °C,
nekatere vrste pa lahko rastejo v psihrofilnem in termofilnem obmocju. Tudi pH obmocje

je Siroko, in sicer 6,5-8,0 (Holt in sod., 1994).

Streptomicete so prehransko nezahtevni mikroorganizmi, saj so nekateri izolati sposobni
uporabljati ¢ez 50 razli¢nih virov ogljika (Kieser in sod., 2000). Zaradi tega so izjemno
pomembne pri razgradnji in krozenju hranil v zemlji, Se posebej tiste vrste, ki lahko
razgrajujejo lignin, tanin ali celo gumo. Vecina streptomicet za rast ne potrebuje organskih
virov dusika, vitaminov ali rastnih hormonov, potrebujejo pa esencialne mineralne soli

(Kémpfer, 2006).

2.2.1 Viriogljika in regulacija biosinteze sekundarnih metabolitov
Ogljik v celici predstavlja 50 % suhe biomase (Eikelboom, 2000), zato je ta glavni element
med makroelementi. Streptomicete asimilirajo razli¢ne vire organskega ogljika in ga
uporabijo za tvorbo nove celicne mase. Uporabljajo predvsem ogljikove hidrate, alkohole,
mascobe, kot tudi aminokisline in aromatske spojine. Vecina izolatov proizvaja
izvenceli¢ne hidroliticne encime, ki omogocajo razgradnjo polisaharidov (npr. Skroba),

proteinov ter mas¢ob (Madigan in sod., 2006).
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Pri veCini streptomicet razgradnja glukoze poteka po poti Embden-Meyerhof-Parnas
(glikoliza). Le nekatere vrste, npr. Strptomyces antibioticus, razgrajujejo glukozo po poti
pentoza-fosfata, nobena pa ne uporablja Entner-Dourdoffove poti, kar je znacilno za vrste
rodu Pseudomonas. Nekatere streptomicete lahko med sekundarnim metabolizmom

preklopijo iz glikolize na pot pentoze-fosfata (Kieser in sod., 2000).

Viri ogljika so lazje (glukoza, fruktoza) ali tezje (lignin, celuloza) razgradljivi. Da sprva
izrabijo vir ogljika z najvecjim energijskim izkoristkom (glukoza), imajo streptomicete
razvit mehanizem katabolne represije (CCR — carbon catabolite repression). Ta preprecuje,
da bi bakterija sprva razgradila tezje razgradljiv vir ogljika, in na ta nacin omogoca
optimizirano stopnjo rasti v naravnih okoljih, kjer so prisotni kompleksni viri hranil
(Kieser in sod., 2000). Ceprav je malo znanega o mehanizmu katabolne represije pri
streptomicetah, obstajajo pomembne razlike med njimi in Gram negativnimi bakterijami.
Pri po Gramu negativnih bakterijah igrata glukoza-PTS in cikliéni AMP (cAMP)
pomembno regulatorno vlogo v katabolni represiji, medtem ko pri streptomicetah ne
(Ingram in sod., 1995; Kieser in sod., 2000). Glukoze permeaze, ki so jih odkrili v
Streptomyces coelicolor, niso del sistema PTS (fosfoenolpiruvat : sladkor fosfotransferazni
sistem) in niso vklju¢ene v CCR. Klju¢no vlogo v CCR streptomicet odigra glukokinaza
(GIkA). GIKA deluje na traskripcijskem nivoju, vendar verjetno ni DNA vezavni protein.
Najverjetneje sodeluje, oz. spreminja transkripcijske faktorje, ki so odgovorni za
uravnavanje ekspresije katabolnih genov, ki so pod CCR (Kieser in sod., 2000). Poleg glkA
naj bi pri CCR sodeloval tudi ccrAl (control of catabolite repression) (Ingram in sod.,
1995; Kieser in sod., 2000).

2.2.2 Viri duSika in regulacija biosinteze sekundarnih metabolitov

Drugi najbolj pogosti element v celici je duSik in predstavlja 14 % suhe biomase
(Eikelboom, 2000). V naravi zalogo dusika predstavlja predvsem anorganski dusik v obliki
amonijevega (amonijev sulfat) in nitratnega (KNOs) iona. Organski viri duSika so
predvsem aminokisline, glicin, urea, kompleksni organski viri pa sojina moka, kvasni

ekstrakt, itd. (Madigan in sod., 2006).
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Asimilacija anorganskega dusika poteka preko glutamin/glutamat sintezne poti. Glutamat
se sintetizira po dveh poteh. Pri prvi sodeluje glutamat dehidrogenaza (GDH), ki katalizira
reduktivno aminacijo a-ketoglutarata (na sliki 8 oznac¢en kot OG — oksogutarat). Ta pot
potece le, Ce je koncentracija amonijevega iona v gojiscu visoka (> 1 mM). Druga pot je
energijsko bolj potroSna saj glutamin sintetaza (GS) z izrabo enega ATP prenese amino
skupino na glutamat, da dobimo glutamin. Nato se ta amino skupina s pomoc¢jo glutamat
sintaze, oz. glutamat-2-oksoglutarat-transaminaze (GOGAT) prenese na o-ketoglutarat in
nastane glutamat. Te reakcije so klju¢nega pomena za bakterijsko celico, saj glutamat

priskrbi 85 % dusika, glutamin pa 15 % (White, 1995).

I N-sources ‘
X ' Prokaryotic cell
________________________________________ o s e e e e - e e e i
Glutamine synthetase . A 1V » Glutamate dehydrogenase
ATP NH.* NAD=H
NH,* + Glutamate — Glutamine 4 NH,* + 2-0G ———» Glutamate

GOGAT <
Glutamine +———* Glutamate

4 4

| N-containing compounds ‘

Slika 3: Asimilacija dusika (Wohlleben in sod., 2011)

Vecina preucevanih streptomicet tudi asimilira anorganski dusik preko glutamin sintetaze
(GS) in glutamat-2-oksoglutarat-transaminaze (GOGAT). Presenetljivo, pri njih najdemo
dva tipa glutamin sintetaze (GS): glutamin sintetazo I (GSI), ki jo najdemo pri prokariontih
in je regulirana z adenilacijo, in glutamin sintetazo II (GSII), ki je podobna evkariontski.
Asimilacija duSika preko glutamin sintetaze (GS) je energijsko potratna a ucinkovita pri
majhnih koncentracijah amonija. Vecina streptomicet lahko asimilira duSik preko
kompleksa glutamat — dehidrogenaze : glutamat — 2 — oksoglutarat — transaminaze
(GDH:GOGAT), ki ga imajo tudi druge bakterije. Ta pot je energijsko ugodnejSa, vendar

potece le ob visoki koncentraciji amonija. Pri nekaterih streptomicetah (S. clavuligerus in
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S. aureofaciens) niso odkrili glutamat-dehidrogenaze (GDH), zato domnevajo, da imajo za
asimilacijo duSika samo energijsko potraten kompleks glutamin sintetaze: glutamat — 2 —

oksoglutarat — transaminaze (GS-GOGAT) (Kieser in sod., 2000).

Sicer naj bi obstajala represija katabolizma aminokislin, vendar pri streptomicetah navadno
ne najdemo CCR vezane na katabolizem aminokislin tako kot pri enterobakterijah.
Represija z amonijevim ionom pa naj bi imela vpliv tako na katabolizem aminokislin kot
tudi na sekundarni metabolizem, vendar pa obe metabolni poti nista direktno povezana

(Kieser in sod., 2000).

2.2.3 Viri fosforja in regulacija biosinteze sekundarnih metabolitov

Tudi fosfor je pomemben za celice, saj sestavlja nukleotide (ATP, GTP), nukleinske
kisline (DNK, RNK), fosfolipide, itd., sodeluje pa tudi pri regulaciji sekundarnega
metabolizma. V celici predstavlja 3 % suhe teze (Eikelboom, 2000). Najpogostejsi vir
fosforja je fosfatni ion (kalijev dihidrogen fosfat, dikalijev hidrogen fosfat, dinatrijev

hidrogen fosfat) (Madigan in sod., 2006), organski vir pa je predvsem kvasni hidrolizat.

Bakterije so razvile signalni mehanizem za spodbuditev asimilacije fosfata, ko le-tega
primanjkuje v okolju. Pri S. lividans in S. coelicolor je to dvokomponentni sistem PhoR-
PhoP, podoben PhoR-PhoB pri Escerichia coli in Bacillus subtilis (Martin, 2004). PhoR je
membranski protein senzor kinaze, PhoP pa je odzivni regulator, ki se po fosforilaciji s
PhoR veze na tar¢na zaporedja DNK. Ko je v okolju zadostna koli¢ina fosfata, se le-ta
prenese v celico preko Pit transporterja z nizko afiniteto. Sestavljen je iz enega samega
transmembranskega proteina in deluje s pomocjo razlike v elektrokemijskem potencialu
(Ap) (White, 1995). Ob pomanjkanju fosfata pa se PhoR fosforilira (PhoR~P) in prenese
fosfat na nefosfoirliran PhoP. Nastali transkripcijski faktor (PhoP~P) nato sprozi
transkripcijo Stevilnih genov v PHO regulonu. Ob tem se prepiSe tudi gen phoA, ki ocitno
zavira nastajanje sekundarnih metabolitov, saj mutanti S. lividans z delecijo phoP ali phoR
ne tvorijo PhoA, proizvajajo pa prekomerno koli¢ino antibiotika aktinorhodina (Martin,

2004).

10
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2.2.4 Morfoloska diferenciacija in produkcija sekundarnih metabolitov

Procesa morfoloske diferenciacije in produkcije sekundarnih metabolitov sta podvrzena
kompleksni regulaciji (Kieser in sod., 2000). Procesa sta med seboj povezana (Bibb, 2005),
kar prikazuje slika 9, kjer igra A-faktor pri S. griseus pomembno vlogo regulacije, tako
proizvodnje antibiotikov (streptomicin, grixazone) kot tudi sporulacije. Ob ustreznem
signalu iz okolice (na sliki kot "?”) afsA gen omogoéi sintezo A-faktorja, najbolje
okarakteriziranega y-butirolaktona (Bibb, 2005). V zaletni fazi rasti je koncentracija A-
faktorja nizka. Protein ArpA je vezan na promotorsko regijo adpA in preprecuje njegovo
transkripcijo. Ko pa koncentracija A-faktroja doseze kriti€no mejo, se le-ta veze na ArpA,
promotorska regija adpA se sprosti in transkripcija tega genase sprozi. AdpA nato
spodbudi transkripcijo StrR, ki je specificen regulator produkcije streptomicina.
Transkripcijski aktivator AdpA aktivira tudi druge gene, ki sodelujejo pri nastanku
zra¢nega micelija (adaA, amfR) in septaciji hif (ssgA) (Kato in sod.,2004).

(2 ) —> (asA

l

 Afactor |

apA —— | adpA

StrR
[ streptomycin | | Grixazone | Sporulation

Slika 4: Regulatorna kaskada A-faktorja pri Streptomyces griseus (Bibb, 2005)

Pri morfoloski diferenciaciji sodelujejo Stevilni geni imenovani whi in bld. Bld geni so
pomembni pri razraS¢anju zra¢nega micelija v stacionarni fazi rasti in nekateri od njih naj
bi sodelovali tudi pri produkciji sekundarnih metabolitov (Kieser in sod., 2000; Bibb,
1996).
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2.3 SEKUNDARNI METABOLITI

Sekundarni metaboliti, imenovani tudi idioliti, so spojine, ki imajo dokaj razli¢no kemijsko
strukturo od primarnih metabolitov, iz katerih so sestavljeni (npr. sladkorji, amino kisline
in organske kisline). Proizvajajo jih Stevilni mikroorganizmi, za rast katerih niso nujno
potrebni, vendar na razlicne nacine sluzijo prezivetju (Demain, 1992). Na splo$no velja, da
poteka biosinteza sekundarnih metabolitov med posebno fazo rasti ali pod posebnimi
pogoji, ki niso povezani z maksimalno hitrostjo rasti (Hiitter, 1986). Se ve¢, maksimalno
proizvodnjo sekundarnih metabolitov so opazili, kadar v gojis¢u zacne primanjkovati
hranil. S proizvodnjo sekundarnih metabolitov se pogosto povezane tudi doloCene

morfoloske spremembe (npr. tvorba spor) (D6hren in Gréfe, 1997).

Preglednica 1: Znadilnosti primarnega in sekundarnega metabolizma mikroorganizmov (Hiitter, 1986)

Primarni metaboliti Sekundarni metaboliti
Pomembni za rast Nepomembni za rast
Znana fizioloSka vloga Fizioloska vloga je tezko opredeljiva

Prisotni predvsem v omejenem delu

Prisotni skozi ves Zivljenjski cikel . :
razvojnega cikla

o N . Prisotnost mo¢no pogojena z rastnimi
Prisotni pod razli¢nimi pogoji

pogoji
Pogosto produkti z relativno enostavno Pogosto produkti s kompleksno kemijsko
kemijsko strukturo strukturo

Sekundarni metaboliti so najverjetneje nastali v procesu evolucije iz genov primernega
metabolizma. To potrjuje podobnost med sinteznimi potmi primarnih in sekundarnih
metabolitov. Tak primer je sinteza poliketidov. Prva stopnja sinteze, kjer se acilni
prekurzorji povezujejo, je nedvomno sorodna sintezi lipidov v primarnem metabolizmu
(Vining, 1986). Sekundarni metabolizem se je v organizmih obdrzal zaradi dolgoro¢nih
prednosti pri prezivetju v bioloski skupnosti in okolju (Ddhren in Grife, 1997). Tako lahko

idioliti sluzijo kot signalni za zaznavanje kvoruma in sprozijo diferenciacijo celic ali




Skapin K. Vpliv izbranih virov dusika in fosforja na produkcijo FK506 pri sevu Streptomyces tsukubaensis.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega studija mikrobiologije, 2012

proizvodnjo patogenih determinant (Martin in sod., 2005), delujejo lahko kot kemijski
agensi, ki posredujejo interakcije med organizmi, oz. med organizmi in njihovim okoljem

(Vining, 1986), lahko imajo tudi vlogo pri transportu kovin (Challis in Hopwood, 2003).

2.3.1 Regulacija sekundarnega metabolizma pri bakterijah rodu Streptomyces

Biosintetske poti sekundarnih metabolitov so zelo natancno uravnavane z zunanjimi in
notranjimi signali, ki so posledica spreminjajocega se Zivljenjskega okolja in zapletenega
zivljenjskega cikla streptomicet (Bibb, 1996; Bibb, 2005). Prav to je verjetno razlog za
obstoj velikega Stevila genov, ki kodirajo regulatorne proteine, transportne beljakovine ter

encime, ki so potrebni za normalno delovanje celice (Hopwood, 2002).

Geni za biosintezo posameznih sekundarnih metabolitov so zdruzeni v tako imenovane
genske skupine, ki so lahko velike od nekaj do ¢ez 100 kbp. Vecina teh genskih skupin
vsebuje za biosintetsko pot specifi¢ne regulatorne gene, ki so pogosto odvisni od genov
potrebnih za produkcijo razlicnih sekundarnih metabolitov, ki jih ta sev proizvaja.
Streptomicete imajo razli¢ne druzine regulatornih proteinov, katerih delovanje je uravnano
tako z znotrajcelicnimi kot tudi zunajceli¢nimi signalnimi molekulami. Regulacija se tako
vr$i na transkripcijskem, translacijskem in post-translacijskem nivoju in tako tvori zelo

kompleksno regulatorno kaskado (Bibb, 2005).

Za spodbuditev biosinteze sekundarnih metabolitov ob pomanjkanju duSika imata z
ribosomom povezana ppGpp sintetaza (RelA) ter njen produkt gvanozin tetrafosfat
(ppGpp) pomembno regulatorno vlogo. Kot primer lahko navedemo indukcijo biosinteze
antibiotika aktinorhodina ob zmanjSani hitrosti rasti pri bakteriji Streptomyces coelicolor
(Hesketh in sod., 2001). Povecano izrazanje gensko spremenjenega relA sprozi izrazanje
gena actll-orf4, ki je specificni pozitivni regulator biosinteze omenjenega antibiotika
(Chakraburtty in Bibb, 1997). RelA je nujno potreben za sintezo aktinorhodina pri S.
coelicolor v ¢asu pomanjkanja duSika, ko pa primanjkuje fosfata, je odve¢. V takem
primeru mora obstajati signalizacijska pot, neodvisna od ppGpp (Chakraburtty in Bibb,
1997).
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Po drugi strani povecane koncentracije anorganskega fosfata v gojiSc¢u/okolju preprecujejo
biosintezo mnogih sekundarnih metabolitov. Mutacije dvokomponentnega sistema PhoR-
PhoP (Martin, 2004) v Streptomyces lividans povzrocijo zmanjsano aktivnost alkalne
fosfataze, omejen je transport fosfata in poveca pa se biosinteza aktinorhodina, kar
nakazuje, da fosforiliran PhoP verjetno preprecuje transkripcijo genov, ki so vpleteni v

biosintezo antibiotikov (Sola-Landa in sod., 2003).

Na biosintezo sekundarnih metabolitov vpliva tudi dotok prekurzorjev, oziroma gradbenih
enot iz primarnega metabolizma, ki pogosto inducirajo biosintezo sekundarnih
metabolitov. Regulirajo pa ga tudi nekatere druge majhne molekule iz okolice. Kot primer
lahko navedemo avto-induktorje kot so vy-butirolaktoni. Najbolj okarakteriziran -
butirolakton je tako imenovani A-faktor (2-izokapriloil-3R-hidroksimetil-y-butirolakton)
pri Streptomyces griseus. Ta deluje na ciljne beljakovine, ki so represorji in regulatorji
biosinteznih poti ter morfoloske diferenciacije, kot smo omenili v poglavju 2.1.2. Z vezavo
y-butirolaktonov na ciljne beljakovine pride do inhibicije njihove aktivnosti. O sami sintezi
y-butirolaktonov je znano relativno malo. Predvidevajo, da je sinteza povezana z neznanim
fizioloskim signalom, nakar y-butirolakton deluje kot analog homoserinskih laktonov, ki
sodelujejo v zaznavanju gostote celic. Verjetno pa njihova funkcija ni samo signaliziranje,
ampak tudi uravnavanje in usklajevanje sekundarnega metabolizma ter morfoloske

diferenciacije glede na razvoj micelijskih kolonij (Bibb, 2005).

Stevilni geni, ki specifi¢no uravnavajo biosintezne poti posameznih antibiotikov, pripadajo
druzini t.i. pot-specificnih regulatorjev SARP (angl. Streptomyces antibiotic regulatory
protein). Te gene najdemo v aktinomicetah, predvsem v strepomicetnih rodovih (Bibb,
2005). Ti transkriptorski aktivatorji imajo N-terminali del, ki ga najdemo tudi pri dobro
preucenih proteinih druzine OmpR druzine. Pogosto se nahajajo v genskih grozdih in
regulirajo na primer biosintezo aromatskih poliketidov, ribosomskih in neribosomskih
biosintetiziranih peptidov, poliketidov tip I, B-laktamov in azoksi komponent (Bibb, 2005).
Poleg SARP je Se LAL druzina, ki ima na N-terminalnim delu domeno za vezavo ATP, na
C-terminalnem delu pa domeno, ki je znacilna za druzino DNK-vezavnih proteinov, LuxR.

Od tod tudi anglesko ime druzine "Large ATP-binding regulators of the LuxR family”. Do
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sedaj so regulatorje iz druzine LAL odkrili pri 13 skupinah genov PKS tipa I in dveh
skupinah genov za glikopeptidna antibiotika (Bibb, 2005).

2.3.2 Znacdilnosti sekundarnih metabolitov

Posebnost sekundarnih metabolitov je njihova strukturna raznolikost. Ti se med seboj ne
razlikujejo le po kemijski zgradbi, ampak tudi po strukturni kompleksnosti (Vining, 1986).
Teh struktur je na prvi pogled veliko, toda vecina teh struktur pripada eni od Stevilnih
druZin, od katere ima vsaka posebno strukturno karakteristiko glede na pot, po kateri je
sintetizirana. Po strukturi lahko sekundarne metabolite razdelimo v naslednje skupine
(Hanson, 2003):

e Poliketidi (rapamicin, FK506) in mascobne kisline

e Peptidni antibiotiki

e Terpenoidi (terpentecin) in steroidi

e Fenilpropanoidi

e Alkaloidi (benhamycin)

e Posebne aminokisline in peptidi (A10255 B)

e Posebni ogljikovi hidrati

2.3.3 Sekundarni metaboliti iz skupine poliketidov

Poliketidi so velika druzina naravnih produktov z veliko strukturno raznolikostjo in
Sirokim spektrom farmakoloskih aktivnosti. Med njimi lahko najdemo veliko pomembnih
kliniénih zdravil kot so protibakterijske ucinkovine eritromicin in tetraciklin,
imunosupresanti FK506 in rapamicin, znizevalci holesterola lovastatin, protirakaste
ucinkovine daunorubicin in epotilon ter veliko drugih medicinsko in komercialno

pomembnih metabolitov (Kuscer in sod., 2005).

Ceprav so poliketidi strukturno razli¢ni, vsi nastanejo na podoben naéin. Sintetizirajo se
preko kaskade dekarboksilacijskih kondenzacij krajSih organskih kislin, ki se predhodno
aktivirajo s koencimom A (CoA). Sinteza se pri¢ne s kondenzacijo zacetne enote, ki je

najveckrat malonil-CoA oziroma acetil-CoA. Nadaljuje se s pripenjanjem podaljSevalnih
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enot, ki so najveckrat malonil-CoA ali metilmalonil-CoA, v verigo pa se lahko vgradijo
tudi Stevilne druge kratke organske kisline. Poleg njih strukturno raznolikost povecajo tudi
razliéni nacini kondenzacij posameznih enot. Kondenzacije katalizirajo poliketid sintaze

(PKS) (Baerson in Rimando, 2007).

Poliketid sintaze so vec-encimski kompleksi na katerih se postopno sestavlja poliketidna
veriga s pomocjo razli¢nih katalitiénih domen. Te domene navadno vedno vsebujejo vsaj
tri od nastetih podenot: KS (ketosintazna aktivnost), KR (ketoreduktazna aktivnost), ER
(enoilreduktazna aktivnost), DH (dehidratazna aktivnost), itd. Dodatno raznolikost v
strukture poliketidov vnaSajo Se razlike znotraj molekulske ciklizacije in od PKS

neodvisne modifikacije (post PKS modifikacije) (Baerson in Rimando, 2007).

fany acid

' polyketide
mmlmal’ PKS FA
(KS, KR,DH ER)

stm'ter unit extender unit

reduced polyketide

Slika 5: Shematski prikaz encimske aktivnosti poliketid sintaz in nastajanja poliketidne verige. 1z slike
je razvidno, kako posamezne podenote PKS Kkatalizirajo klju¢ne stopnje v biosintezi, in kako te

vplivajo na strukturo nastajajocega poliketida (Baerson in Rimando, 2007).
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2.3.4 Razdelitev poliketidnih sintaz glede na mehanizem biosinteze

Glede na strukturo in predvsem nacin delovanja PKS delimo v tri razrede. PKS tipa I so
strukturno analogne sintazam mascobnih kislin tipa I (FAS tip I), ki jih najdemo v glivah,
zivalih in nekaterih rastlinah. PKS tipa II so analogne FAS tipa II v bakterijah in vseh
vrstah rastlin. PKS III so evolucijsko oddaljene od ostalih dveh skupin in so strukturno ter
kataliticno veliko bolj enostavne, so pa tudi najmanj raziskane (Baerson in Rimando,

2007).

e PKS tipa I so modularni encimski kompleksi veliki 100—10.000 kDa. Sestavljeni so
iz ve¢ encimov z razlicnim Stevilom modulov, v katerih so urejene kataliti¢ne
enote. Tekom sinteze enega poliketida je vsak modul uporabljen le enkrat. Vsak tak
modul navadno vsebuje vsaj tri kataliticne enote - ketosintazno (KS) in
aciltransferazno (AT) domeno ter domeno, ki ji pravimo proteinski prenaSalec
acilne skupine (ACP). Te domene so nujne za sintezo poliketidne verige. Natan¢na
zgradba nastale verige je odvisna tudi od ostalih aktivnih domen, ki jih lahko
vsebuje modul, in sicer ketoreduktaze, enoilreduktaze, dehidrigenaze.

Dobra primera PKS tip I je PKS za biosintezo eritromicin A, ki ga proizvaja

Saccharopolyspora erythrea in FK506, ki ga proizvaja Streptomyces tsukubaensis.

e PKS tipa II so tudi ve¢-encimski kompleksi sestavljeni iz velikega Stevila manjsih
proteinov. Vsaka izmed teh proteinskih podenot poseduje svojo kataliti€no
aktivnost. Posamezni katalitini centri so med sintezo ene poliketidne verige
uporabljeni veckrat. Temu nacinu pravimo iterativni, ponavljajo¢i nacin sinteze.
Natan¢en mehanizem, ki doloca, kolikokrat bo katera izmed enot uporabljena pri
sintezi, ve¢inoma ni poznan.

Sekundarni metabolit sintetiziran s pomoc¢jo PKS tip II je actinorhoidin, ki ga

proizvaja Streptomyces coelicolor.

e PKS tipa III so strukturno najenostavnejSe in najmanjSe. Razen dveh tipov PKS, se
pri PKS tipa III vse reakcije katalizirajo na istem aktivnem mestu encima. Osnovna

gradbena enota je malonil-CoA. Nabor vseh moznih gradbenih enot, ki jih
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uporabljajo, je Sirsi kot pri ostalih dveh tipih. PKS tip III nima ACP domene, ki bi
skrbela za prenos nastajajocega poliketida med aktivnimi domenami. Deluje kot
homodimer in si poliketidno verigo enoti podajata med seboj (Baerson in Rimando,

2007).

Type | (erythromycin A):
ke [rhooledic) oot
DEBSA1 DEBS2 DEBS3

Type Il (actinorhodin):
EB@@B @@E}@B@B=

Type lll (tetrahydroxychalcone)
[=>

Slika 6: Primer organiziranosti genskega zapisa oziroma organizacije proteinskih kompleksov vseh

treh tipov PKS (Baerson in Rimando, 2007)

2.3.5 Splosno o FK506 (takrolimus)

FK506 oz. takrolimus sintetizira Streptomyces tsukubaensis, bakterija izolirana iz predela
Tsukuba severne Japonske, leta 1984. Molekulska masa strukture znasa 822 (Kunz in Hall,
1993) z molekularno formulo C44sHeoNO,xH,O (Tanaka in sod., 1987). FK506 pripada
skupini makrocikli¢nih poliketidov in je v vodi prakti€no netopen, topi pa se v metanolu,
etanolu, acetonu, kloroformu ter drugih polarnih topilih. Za razliko od analoga FK520, ki
ima na ogljikovem atomu C21 etilno skupino, ima FK506 alilno skupino(R-CH,-CH=CH,)
(Mo in sod., 2011).
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Slika 7: Struktura FK506 (Kino in sod., 1987a)

2.3.6 Biosinteza FK506

Biosinteza makrolaktonskega obroca FK506 vkljucuje ve¢ elongacijskih ciklov, ki so po
mehanizmu podobni korakom sinteze mascobnih kislin. S sekvenciranjem DNK
fragmenta, ki kodira skupino genov za biosintezo FK506, so odkrili gene za tri velike
proteine (fkbA, fkbB in fkbC), ki sestavljajo ve¢-encimski PKS kompleks. Ta encimski
kompleks uvr§€amo med poliketidne sintetaze tipa I (modularna PKS) (Motamedi in

Shafiee, 1998; Motamedi in sod., 1997).

Sinteza FK506 se pricne na encimu FkbB, ki je sestavljen iz 21 domen urejenih v 5
modulov, enega iniciacijskega in Stirih podaljSevalnih modulov. Sestavljen je iz 7540
aminokislin, po velikosti mu sledi FkbA z 6420 ter FkbC z 3592 aminokislinami. Od FkbB
sintezo prevzame FkbC z 11 domenami urejenimi v dva podaljSevalna modula. FkbA
encim pa zajema 19 kataliti¢nih domen zbranih v zadnje §tiri stopnje elongacije (Motamedi
in Shafiee, 1998; Motamedi in sod., 1997). Slika 6 prikazuje ta encimski kompleks, ki ima
vsega skupaj 51 funkcionalnih domen, s katerimi izvede iniciacijo in rast linearne
poliketidne verige (Motamedi in Shafiee, 1998). Ta potece v desetih korakih, kjer se Stiri
enote malonil-CoA vpletejo v verigo pri 3., 7., 8. in 10. modulu. Pet metilmalonil-CoA se
verigi priklju¢ijo v 1., 2.,5.,6. ter 9. modulu, v 4. pa en propilmalonil-CoA (Motamedi in

sod., 1997).
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Slika 8: Pot biosinteze FK506 (Motamedi in Shafiee, 1998)

Sama sinteza se pricne z izbiro zacetne enote dihidro-cikloheksan-karbonil-CoA
(Sikiminska kislina) na iniciacijskem modulu encima FkbB, zakljuc¢i pa s kondenzacijo
pipekolatne kisline s FkbP peptidno sintetazo, ki ji sledi ciklizacija makrolidnega obroca
(Mo in sod., 2011). Sikiminska kislina nastane s spojitvijo eritoze-4-fosfat in fosfoenol

piruvata, pipekolatna kislina pa se tvori iz aminokisline lizin kot kaZze slika 6.

2.3.7 Pomen FK506 v medicini

Prva publikacija (Kino in sod., 1987a), ki omenja pomembnost tega sekundarnega
metabolita, je izSla leta 1987. Dokazali so, da FK506 zavira imunski sistem tako, da
prepreci T-celicno aktivacijo oz. proliferacijo na nacin, da zavre produkcijo interlevkinov
(IL-2, IL-3) in interferonov (INF-y). Dokazali so tudi, da zavira poleg celi¢ne (limfociti T)
tudi humoralno imunost (proizvodnjo protiteles) in ima vecjo aktivnost od ciklosporina, saj
deluje pri 100x nizji koncentraciji (Kino in sod., 1987b). Je eden najaktivnejSih

imunosupresantov tako in vitro kot tudi in vivo.
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KasnejSe raziskave so pokazale, da se v tarcni celici FK506 veze na FKBP (FK506 vezavni
protein). Ta kompleks pa se veze na kalcinerum, Ca**/kalmodulin odvisna serin/treonin
fosfataza. Sestavljata jo kataliticna podenota A in regulatorna podenota B. Ta vezava
vpliva na TCR (T celi¢ni receptor) signalno transdukcijsko pot, tako da blokira s kalcijem
odvisno signalizacijsko pot, ki bi sicer pripeljala do jedrnega transporta NF-AT (nuclear
factor of activated T cell) citoplazemske podenote. NF-AT je eden mnogih transkripcijskih
faktorjev potrebnih za antigen-inducirano gensko ekspresijo. Na ta nafin se prepreci
nastajanje ze omenjenih interlevkinov in interferonov, ki sprozijo imunski odziv (Kunz in

Hall, 1993).

Slika 9: Kristalna struktura kompleksa obeh podenot kalcineruma ter kompleksa KFB12-FK506 (Klee
in sod., 1998). Kalcinerum A je prikazan kot rde¢, kalcinerum B kot vijolicast, FKB12 je obarvan

zeleno, FK506 pa z rumeno ter prikazan s krogli¢no strukturo

S temi izsledki je dobil FK506 pomembno vlogo pri terapiji po transplantacijah organov
(Kino in sod., 1987a). Kot zdravilo so ga registrirali leta 1993 na Japonskem, sedaj pa se
ga uporablja v 70 drzavah, kjer ga uporabljajo po transplantacijah ledvic, jeter, trebusnih
slinavk, kostnega mozga in celo srca za preprecevanje zavracanja teh organov. Uporabljajo
ga tudi za povrsinsko zdravljenje resnih imunsko povezanih koznih boleznih (Bhuvana in
sod., 2010). Raziskovalci navajajo, da deluje FK506 tudi protivirusno. Karpas in sodelavci

(1992) so dokazali, da bi lahko FK506 uporabili kot protivirusno zdravilo za AIDS, saj naj
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bi zmanjSal proizvodnjo HIV-1 s selektivnim zaviranjem replikacije v kroni¢no okuzenih T
celicah, hkrati pa zaradi nizke doze ne vpliva na zdrave celice. Drug primer protivirusnega
ucinkovanja navaja ¢lanek (Reis in sod., 2006), kjer naj bi FK506 zaviral replikacijo

virusov iz druzine Ortopoks.

2.4 VPLIV SESTAVIN GOJISCA NA PRODUKCIJO FK506

Za mikroorganizme je sinteza sekundarni metabolitov manjSega pomena kot hitrost rasti.
Zato sekundarni metabolizem poteCe Sele, ko je rast omejena z izrabo nutrientov ali
pomanjkanja esencialnih hranil. Le-tega skuSamo izzvati s tremi glavnimi limitnimi
substrati v gojiscu, kot so vir, oziroma vrsta vira ogljika, koncentracija dusika ter fosforja.
Druga hranila, Se posebej minerali kot sta zelezo in cink, tudi lahko vplivajo na produkcijo,

vendar ne vplivajo na to, kdaj bo sekundarni metabolizem potekel (Vining, 1986).

Za povecanje donosa FK506 s streptomicetami so se znanstveniki lotili s pristopi selekcije,
kako razli¢ni viri hranil vplivajo na produkcijo FK506 v kemijsko definiranem gojiscu

(Yoon in Choi, 1997).

2.4.1 Vpliv vira ogljika na biosintezo FK506

Kot Ze povedano (poglavje 2.2.1) streptomicete lahko izkori$¢ajo razlicne vire ogljika.
Yoon in Choi (1997) so dolocali vpliv topnega Skroba, acetata, laktata, glukoze ter drugih
sladkorjev. Ugotovili so, da glukoza najbolje spodbuja rast in hkrati daje dobro produkcijo
FK506. Tudi na topnem Skrobu je rast zadovoljiva, vendar je produkcija za 35 % manjsa.
Na vseh ostalih testiranih virih ogljika so streptomicete dobro rastle, vendar ni prislo do
poviSane produkcije FK506. Poskusi so zajemali tudi hkratno uporabo glukoze in topnega
Skroba, kar ni imelo ve¢jega vpliva na rast mikroorganizma, je pa povecalo produkcijo
FK506 za 45 % (Yoon in Choi, 1997). To nakazuje, da poviSane koncentracije glukoze ne
zavirajo produkcije FK506, kar se pri veini sekundarnih metabolitov zgodi (Vining,

1986).
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2.4.2 Vpliv vira duSika na biosintezo FK506

Dusik je pomemben element v celici, saj je sestavni del klju¢nih spojin, kot so
aminokisline, beljakovine, nukleinske kisline. Zato je pomembna izbira primernega vira, ki
bo dala dobro rast in produkcijo Zelenega sekundarnega metabolita. V Studiji, ki so jo
publicirali Yoon in Choi (1997), so testirali razli¢ne vire dusika in dokazali, da je bila rast
Streptomyces sp. MA6858 (ATCC 55098) najboljsa na amonijevem sulfatu, asparaginu in
glutaminu. Pri nobenem od teh virov duSika pa ni bila zaznana produkcija FK506. Z
viSanjem koncentracije amonijevega sulfata se je izboljSevala rast mikroorganizma,
povecala pa sta se tudi poraba glukoze in fosfata v mediju. Tako je produkcija FK506
inhibirana s presezkom lahko dostopnega dusika v gojiscu, kar dokazuje, da povecana rast
mikroorganizma in poveCana poraba nutrientov zavirata kljune encime v sintezi

antibiotikov (Yoon in Choi, 1997).

Ko so dodali laktat (sol organske kisline) v gojisce, ki je vsebovalo amonijev sulfat kot vir
dusika, se je produkcija obcutno povisala. To nakazuje, da laktat spodbuja produktivnost
FK506, ne pa rast mikroorganizma. Laktat v takem gojiScu sluzi kot vir prekurzorjev, saj

se pretvori v piruvat, ta pa v acetil-CoA (Yoon in Choi, 1997).

2.4.3 Vpliv vira fosforja na biosintezo FK506

Vse od leta 1970 je bilo objavljenih veliko znanstvenih §tudij, ki so opisovale negativen
vpliv povisanih koncentracij fosfata na produkcijo razlicnih sekundarnih metabolitov
(Martin, 2004). PoviSane koncentracije fosfata naj bi zmanjSale sintezo ali aktivnost
encimov, ki sodelujejo v sintezi fosforiliranih prekurzorjev (fosfotransferaz) in/ali
povecajo sintezo ali aktivnost encimov z defosforilacijsko aktivnostjo (fosfataz). Fosfat
lahko vpliva na raven fosforiliranih nukleotidov v celici s polifosfati (Hiitter, 1986).
Vsekakor pa so ob povisani koncentraciji fosfata zatrti geni PHO regulona in s tem tudi

produkcija sekundarnih metabolitov (White, 1995).

Martin in Demain (1980) trdita, da koncentracija fosfata od 0,3 do 300 mM spodbuja
celi¢no rast, medtem ko koncentracija nad 10 mM zavira biosintezo vecine antibiotikov.

Pri Studiji Yoon in Choi (1997) so v osnovno gojis¢e dodali naslednje koncentracije
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fosfata: 2,9; 10; 20; 30; 60; 80 mM. Pokazalo se je, da dodajanje fosfata tja do 60 mM ni
vplivalo na rast Streptomyces sp. MA6858, povecala se je le specificna izraba fosfata v
gojiscu. Prav tako se je povecala produkcija FK506 za 45 — 67 %, ko so dodali 10 in 30
mM fosfat. Pri dodatku 60 mM in 80 mM fosfata v gojisce pa se je produkcija znizala.
Yoon in Choi (1997) sta dokazala tudi, da se je ob dodatku amonijevega sulfata v medij z
10 in 30 mM fosfata, produkcija FK506 zmanjSala za 53—74 %. Amonijev sulfat kot edini

vir dusika Se bolj poudari negativni u¢inek povisane koncentracije fosfata.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 SHEMA DELA

Organizem:
Streptomyces
tsukubaensis,

sev F9, (NRRL 18488)

A 4

Priprava spor na trdnem
gojiscu ISP4:

7-10 dni,

T=26°C

Submerzna kultivacija v
gojiscu DVG, priprava
inokuluma

38 h, T=28 °C, 250 rpm

Submerzna kultivacija v
produkcijskem gojiscu
DPG

6 dni, T=28 °C, 250 rpm

Shranjevanje:
Suspendiranje spor v 30 %
glicerolu, T = -20 °C

VAN

A 4

Testiranje razli¢nih

koncentracij:

- Dusika (0; 0,5; 1; 2; 4
g/L)

- Fosforja (0; 0,25; 0,5; 1;
2 ¢g/L)

Slika 10: Shema eksperimentalnega dela v laboratoriju

Analitika: Vrednotenje
-pmV

- pH

- suha biomasa

Analitika: Vrednotenje

donosa FK506

Ekstrakcija FK506 z

metanolom

A 4

Vrednotenje donosa
FK506 s pomocjo

metode HPLC
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3.2 MATERIALI
3.2.1 Gojisca

e ISP4 (sporulacijsko gojiSce za streptomicete)
Gojis¢e ISP4 (Shirling in Gottlieb, 1966) smo uporabili za namnozitev spor Streptomyces
tsukubaensis, sev F9 (NRRL 18488). Pripravili smo ga tako, da smo topni $krob (raztopina
I) 20 min kuhali pri 80 °C ter nato dodali 50 mL raztopine II ter 20 g/L bakterioloskega
agarja (Biolife). Uravnali smo pH na 7,0 z 1 M NaOH ter avtoklavirali 20 min pri 121 °C
na 1,2 bara. Po avtoklaviranju smo steklenice zaprli do konca ter pustili, da so se ohladile
do 50 °C. Asepticno smo v brezpras$ni komori prelili gojis¢e v oznacene sterilne petrijeve

plosc¢e. Pustili smo jih na pultu, da so se strdile, nato pa shranili v hladilniku na 4 °C do

uporabe.

Preglednica 2: Sestava ISP4 gojis¢a - raztopina I

26

Sestavina Koncentracija v gojis¢u Proizvajalec
Topni Skrob 10g Sigma

d H,O do 950 mL

Preglednica 3: Sestava ISP4 gojis¢a - raztopina I1

Sestavina Koncentracija v gojis¢u Proizvajalec
KoHPO, 10 g Merck
MgSO,4 x 7 H,O 10 g Sigma
NaCl 10g Merck
(NH4),SO4 20g Merck
CaCO; 20g Kalcit
Mineralna raztopina ISP4 10 mL

d H,O do 500 mL

*Sterilizacija traja 20 min pri 121 °C na 1,2 bara.

Preglednica 4: Sestava mineralne raztopine ISP4

Sestavina Koncentracija v gojis¢u Proizvajalec
MnCl, x 4 H,O 0,1g Merck
FeSO4 x 7 H,O 0,1g Kemika
ZnS0O4 x 7 H,O 0,1g Merck

d H,O do 100 mL
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e 2TY ("Triptone Yeast Extract Media")

Gojisce 2TY (Sambook in sod., 1989) smo uporabili za sledenje potencialnih okuzb med
bioprocesom. Na to gojis¢e smo nacepili vzorce S. tsukubaensis, za katere smo sumili, da
so bili tekom eksperimenta kontaminirani. Gojis¢e 2TY smo pripravili tako, da smo
natehtali vse navedene sestavine v preglednici 5, jim dodali ustrezno koli¢ino destilirane
vode ter avtoklavirali 20 min pri 121 °C na 1,2 bara. Po avtoklaviranju smo steklenice
zatisnili ter ohladili na 50 °C. Asepti¢no smo v brezprasni komori prelili gojis¢e v sterilne
oznacene petrijeve plosce. Pustili smo jih na pultu, da so se strdile, nato pa shranili v

hladilniku na 4 °C do uporabe.

Preglednica S: Sestava 2TY gojisca

Sestavina Koncentracija v gojis¢u Proizvajalec
Kazein pepton 16 g/l Biolife
Kvasni ekstrakt 10 g/L Sigma
NaCl 5g/L Mereck
Agar 20 g/L Biolife

*Sterilizacija traja 20 min pri 121 °C na 1,2 bara.

e VG3 ("Vegetativno gojisce 3")
Vegetativno gojis¢e 3 (Kumar in sod., 2008) se uporablja za namnozitev sevov
Streptomyces sp. za industrijsko proizvodnjo FK506. Mi smo ga uporabili za namnozitev
S. tsukubaensis. Gojis¢e smo pripravili tako, da smo sojino moko prekuhali v poloviéni
koli¢ini destilirane vode, dodali ostale sestavine, dobro premesali ter dolili destilirano vodo
do Zelenega volumna. Ko so se sestavine popolnoma raztopile smo uravnali pH na 7 z

NaOH, prelili v erlenmajerice ter avtoklavirali 20 min pri 121 °C na 1,2 bara.
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Preglednica 6: Sestava gojis¢a VG3

Sestavina Koncentracija v gojis¢u Proizvajalec
Sojina moka 2,5 ¢g/L Krka
Dekstrini 10 g/L Krka
Glukoza 1 g/L Merck
Kvasni ekstrakt 5¢g/L Biolife
Kazein hidrolizat 7 g/L Merck
KH,PO4 0,02 g/L Merck
NaCl 0,5 g/LL Merck
Mineralna raztopina VG3 1 mL/L

*Sterilizacija traja 20 min pri 121 °C na 1,2 bara.

Preglednica 7: Sestava mineralne raztopine VG3

Sestavina Koncentracija v gojis€u Proizvajalec
MnCl, x 4 H,O 0,5¢g Merck
FeSO4 x 7 H,O 25¢g Kemika
ZnS0O4 x 4 H,O 0,1g Merck
MgSO4 x 4 H,O 0,5¢g Sigma
CaCl, 20¢g Kemika

d H,O do 100 mL

e PG3 ("Produkcijsko gojisce 3”)
Produkcijsko gojisc¢e 3 (Kumar in sod., 2008) smo uporabili za produkcijo FK506. Po
namnozitvi v VG3 se 10 % inokuluma prenese v produkcijsko gojis¢e PG3, s katerim
spodbudimo nastajanje imunosupresorja FK506. Gojis¢e smo pripravili tako, da smo sprva
sojino moko prekuhali v polovi¢ni koli¢ini destilirane vode, dodali ostale sestavine ter
destilirano vodo do zelenega volumna. Ko so se sestavine popolnoma raztopile, smo

naravnali pH na 6,5 z NaOH, nalili gojis¢e v erlenmajerice ter avtoklavirali 20 min pri

121 °C na 1,2 bara.
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Preglednica 8: Sestava gojis¢a PG3

Sestavina Koncentracija v gojis¢u Proizvajalec
Dekstrini 90 g/LL Krka
Glukoza 5¢g/lL Merck
Sojina moka 10 g/L Krka

Sojin pepton 10 g/L Biolife
Glicerol 10 g/L Kemika
KH,PO4 1 g/L Merck
CaCOs 1 g/L Merck
Polietilen glikol 1 g/L Fluka

Lizin 2,5 g/L Sigma

*Sterilizacija traja 20 min pri 121 °C na 1,2 bara.

------

e DVG ("Definirano vegetativno gojisce

Definirano vegetativno gojisc¢e (modificirano po Yoon in Choi, 1997) se uporablja za
namnozitev S. tsukubaensis. Gojis¢e smo pripravili tako, da smo topni $krob kuhali 20 min
v polovi¢ni koli¢ini vode, nato dodali ostale sestavine ter destilirano vodo, naravnali pH na
7,00 z NaOH ter prelili v erlenmajerice po 96 mL gojis¢a avtoklavirali 20 min pri 121 °C
na 1,2 bara. Ko se je gojisce ohladilo smo dodali sterilno 50 % raztopino glukoze in sicer

4 mL v 96 mL gojisca.

Preglednica 9: Sestava gojis¢a DVG

Sestavina Koncentracija v gojisu Proizvajalec
Topen skrob 20 g/L Sigma
Glukoza 20 g/L Merck
Kvasni ekstrakt 20 g/LL Biolife
NaCl 0,5 g/L Merck
MgSO,4 x 7 H,O 0,5 g/LL Sigma
KNO; 1 g/LL Sigma
Mineralna raztopina DVG 1 mL/L

*Sterilizacija traja 20 min pri 121 °C na 1,2 bara.

Preglednica 10: Sestava mineralne raztopine DVG

Sestavina Koncentracija v gojis¢u Proizvajalec
FeSO4 x 7 H,O 0,5¢g Kemika
MnSO,4 x H,O 0,1g Merck
ZnS04 x 7 H,O 02¢g Merck
CaCl, x 2 H,O 04¢g Merck

d H,O do 20 mL
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e DPG ("Definirano produktivno gojisce )
Gojis¢e DPG (modificirano po Yoon in Choi, 1997) smo pripravili tako, da smo topni
Skrob kuhali 20 min v dveh tretjinah kon¢nega volumna destilirane vode, nato dodali ostale
sestavine ter destilirano vodo do zelenega volumna, naravnali pH na 6,80 z 1M NaOH,
prelili v erlenmajerice po 49 mL gojisca ter avtoklavirali 20 min pri 121 °C na 1,2 bara. Ko
se je gojisce ohladilo, smo dodali sterilno 50 % raztopino glukoze, in sicer | mL v 49 mL

gojisca.

Preglednica 11: Sestava gojis¢a DPG

Sestavina Koncentracija v gojiscu Proizvajalec
Topen Skrob 60 g/L Sigma
Glukoza 10 g/ Merck
L-levcin 2,624 g/ Fluka
Na- laktat (60%) 5,6 g/L Sigma
MOPS 10 g/L Sigma
NaCl 0,5 g/L Merck
MgSO4 x 7 H,O 0,5 g/LL Sigma
Lizin 2,5 g/L Sigma
FeSO4 x 7 H,O 0,025 g/L Kemika
Mineralna raztopina DPG ImL/L

*Sterilizacija traja 20 min pri 121 °C na 1,2 bara.

Preglednica 12: Sestava mineralne raztopine DPG

Sestavina Koncentracija v gojis¢u Proizvajalec
MnCl x 4 H,O 0,5¢g Merck
ZnS04 x 7 H,O lg Merck
CoCl, x 6 H,O 03¢g Sigma
CuSO4x 5 H,O 03¢g Sigma

d H,O do 100 mL

3.2.2 Raztopine

e Raztopina amonijevega sulfata
Amonijev sulfat smo uporabili kot dodaten vir dusika in v ta namen pripravili 1 molarno
raztopino. Za pripravo 50 mL raztopine smo natehtali 6,605 g amonijevega sulfata

((NH4)2SO4) z molekulsko tezo 132,02 g/mol. Da bi v posamezni erlenmajerici dosegli
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zeleno koncentracijo amonijevega sulfata, smo dodali razlicne volumne raztopine

amonijevega sulfata (preglednica 13). Volumen gojisca je 50 mL.

Preglednica 13: Volumen dodanega amonijevega sulfata glede na Zeleno koncentracijo

Zelena koncentracija (g/L) | Molarna koncentracija (mM) Volumen 1M raztopine (mL)
0,5 3,7 0,189
1 7,6 0,379
2 15,1 0,757
4 30,3 1,514

e Fosfatni pufer

Raztopino fosfatenga pufra smo uporabili kot dodaten vir fosforja tako, da smo razlicne
volumne fosfatnega pufra dodajali v poskusne erlenmajerice. Fosfatni pufer smo pripravili
iz kalijevega dihidrogen fosfata (KH,PO,) in dikalijevega hidrogen fosfata (K;HPOj).
Proizvajalec obeh kemikaliji je Merck. Ker nas zanima koncentracija fosfatnih ionov
(PO4>), smo to izrazili z molarnostjo, in sicer smo pripravili 331,6 mM raztopino fosfatnih
ionov. Za pripravo 1 L smo za natehtali 27,92 g KH,PO,4 in 22,08 g K,HPO,4. Tako
razmerje teh sestavin nam da Zelen pH in sicer 6,8. Preglednica 14 kaze volumen dodanega

fosfatnega pufra za 50 mL kon¢nega volumen gojisca.

Preglednica 14: Volumen dodanega fosfatnega pufra glede na Zeleno koncentracijo

Zelena koncentracija (g/L) | Molarna koncentracija (mM) | Volumen fosfatnega pufra (mL)
0,25 2,6 0,397
0,5 53 0,794
1 10,5 1,588
2 21,1 3,175

e Raztopina glukoze

Glukozo smo dodajali po avtoklaviranju, saj smo ugotovili, da po sterilizaciji zelo zniza
pH v bioprocesni brozgi. Pripravili smo 50 mL 50 % raztopine glukoze tako, da smo
raztopili 25 g glukoze v 20 mL destilirane vode. Ko se je glukoza popolnoma raztopila,
smo dodali vodo do 50 mL. Tako raztopino smo nato ob ognju prefiltrirali v sterilno falkon

centrifugirko in do uporabe shranili v hladilniku.
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e 30 % raztopina glicerola

Raztopino glicerola (Kemika) smo uporabili za shranjevanje spor S. tsukubaensis, sev F9
(NRRL 18488) v zamrzovalniku na -20 °C. Za pripravo 200 mL 30 % glicerola
potrebujemo 60 mL glicerola. Ker pa je precej viskozen, smo ga natehtali in njegovo maso
dolocili glede na njegovo gostoto (1,26 kg/L - navaja proizvajalec) ter dodali vodo do

kon¢nega volumna. Avtoklavirali smo ga na 121 °C, 1,2 bara, 20 min.
e Fizioloska raztopina

Uporabili smo jo za spiranje biomase pri postopku priprave suhe biomase. Koncentracija
NaCl (Merck) v raztopini je 9 mg/mL. Raztopino smo avtoklavirali na 121 °C, 1,2 bara,

20 min ter hranili v hladilniku.
e Metanol
Uporabili smo ga za ekstrakcijo FK506 iz procesne brozge. Proizvajalec je Merck.

3.2.3 Aparature

- Avtoklav Sutjeska

- Avtomatske pipete Gilson

- Brezprasna komora Iskra P1IO

- Centrifuga Tehtnica

- Mikrocentrifuga Beckman coulter

- Digestorij Med-lab Rauh

- Hladilnik (4 °C) Gorenje

- Inkubator Sutjeska

- Magnetno mesalo Ika works in Tehtnica
- Mikroskop Motic

- Mikrovalvna pecica Sayo

- pH meter Mettler Toledo Sevenmulti
- Plinski gorilnik

- Stresalnik HT Infors Multitron

- Susilnik Elektromedicina
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- SuSilna omara Elektreomedicina

- Tehtnica Sartorius excellence

- Analitska tehtnica Sartorius TE2145
- Vrtin¢nik Ika

3.2.4 Steklovina in ostali potroSni material

- Erlenmajerjeve steklenice (500 mL, 250 mL)

- Case (1500 mL, 500 mL, 50 mL)

- Merilni valj (1000 mL, 500 mL, 100 mL)

- Nastavki za avtomatske pipete (10 mL, 1 mL, 100 puL)
- Serumske epruvete

- Falkon kivete

- Plasti¢ne petrijevke Golias

- Steklene vijale za HPLC Supleco

- Mikrokivete Eppendorf (2 mL)

- Eze za enkratno uporabo

- Steklene hokejke

3.3 METODE DELA

3.3.1 Priprava osnovne suspenzije spor S. tsukubaensis

Pri poskusu smo delali s Streptomyces tsukubaensis, sev F9 (NRRL 18488). Sev je
prispevalo podjetje Acies Bio d.o.0.. Sprva smo izvedli redCitve spor za dolocanje
CFU/mL in za preverjanje sterilnosti. Pripravili smo si tudi zalogo spor za nadaljnje delo.
Redcitve smo konfluentno razmazali na gojis¢e ISP4 in inkubirali 10 dni na 26 °C. Nato
smo v brezprasni komori v petrijevke z redgitvijo 10~ dodali 2 mL 30 % glicerola ter s
cepilno zanko sprostili spore in jih s Pasteurjevo pipeto prenesli v sterilno falkon kiveto.
Spore smo nato centrifugirali pri 3.000 rpm 10 min, odstranili supernatant ter dolili svez
30 % glicerol do istega volumna, resuspendirali ter prenesli po 1 ml v mikrokivete.

Primerno ozna¢ene smo nato zamrznili.
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3.3.2 Razvoj laboratorijskega bioprocesa

Poskus je bil razdeljen na tri dele. Prvi del je zajemal gojitev seva F9 v VG3 in PG3 (glej
poglavje 3.2.1), s katerim smo Zeleli preveriti produkcijo FK506 v kompleksnem gojiscu.
V drugem in tretjem delu poskusa smo Zeleli testiranemu definiranemu produktivnemu
gojiscu (DPG) Se povisati produktivnost z dodajanjem izbranih virov dusika in fosforja.
Tako je drugi del poskusa zajemal definirano produktivno gojis¢e (DPG) (glej poglavje
3.2.1), kateremu smo dodajali razlicne koncentracije amonijevega sulfata, v tretjem delu
poskusa pa smo definiranemu produktivnemu gojis¢u (DPG) dodali razli¢ne koncentracije

fosfatnega pufra. Priprava obeh raztopin je opisana v poglavju 3.2.2.

3.3.3 Priprava gojis¢

e Industrijsko gojisce VG3in PG3
Pripravili smo dve 500 ml erlenmajerici z 100 mL vegetativnega gojis¢a VG3 ter po
inokulaciji postavili na stresalnik 220 rpm, na 28 °C za 30 h. Po enodnevni inkubaciji smo
vsako erlenmajerico vzorcili za spremljanje pmV, pH ter ostanka suhe biomase. 5 mL VG3
smo nato inokulirali v 50 mL PG3 ter nadaljevali stresanje na 220 rpm, na 28 °C za 6 dni.

Na ta dan smo ponovno vzor¢ili, izvedli pa smo tudi ekstrakcijo FK506 z metanolom.

e Testirano gojis¢e DVG in DPG
Za vsak poskus smo pripravili dve 500 mL erlenmajerici z 100 mL vegetativnega gojisca
DVG. Vsako smo inokulirali z 1 mL spor in dodali sterilno raztopino glukoze (glej
poglavje 3.2.1 za natanc¢nejS$i opis priprave gojiS¢). Erlenmajerici smo oznacili ter jih
stresali na stresalniku z 220 rpm, pri 28 °C za 36 h. Po inkubaciji smo obe erlenmajerici
vzor¢ili za spremljanje pmV, pH ter ostanka suhe biomase. Pred inokulacijo v
produkcijsko gojisée smo vsebino obeh erlenmajeric zdruzili. Poizkus smo nadaljevali z
50 mL produkcijskega gojis€a v 250 mL erlenmajericah, v katere smo dodali 5 mL
inokuluma. Vsak poskus je zajemal 5 ponovitev s 5 razlicnimi koncentracijami
amonijevega sulfata oz. fosfatnega pufra. Produktivnemu gojis¢u smo dodajali razli¢ne
volumne amonijevega sulfata oz. fosfatnega pufra, da smo dosegli zelene koncentracije
(glej poglavje 3.2.2). Vsaki erlenmajerici smo po avtoklaviranju dodali 5 mL inokuluma

ter 1 mL sterilne raztopine glukoze (1 mL v 49 mL gojisca) ter jih postavili na stresalnik z
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220 rpm, na 28 °C za 6 dni. Sesti dan kultivacije smo ponovno vzoréili in iz gojica

ekstrahirali FK506.

3.3.4 Dolocanje vsebnosti FK506

Po koncani inkubaciji smo vzor¢€ili v paralelkah z volumnom 5 mL ter vsakemu vzorcu
dodali enak volumen metanola (5 mL). Vzorce smo stresali na stresalniku 1 h na 220 rpm,
pri 28 °C. Ko se je vsebina posedla, smo s Pasteurjevo kapalko prenesli 1,5 mL zgornje
faze v mikrokivete. Centrifugirali smo jih na 14.000 rpm 10 min ter prenesli 700 pL

supernatanta v vijale za HPLC. Do analize smo jih shranili v zamrzovalniku na -20 °C.

3.3.5 Dolocanje bioprocesnih parametrov

Za spremljanje rasti celic ter poteka bioprocesa smo spremljali naslednje osnovne

parametre:

e pH vrednost

Po zakljucku vsakega bioprocesa smo izmerili pH vrednost brozge s pH metrom.

e pmV
Rast micelija 0z. biomase smo izrazili s hitro metodo pmV (packed mycelial volume) kot
navaja Yoon in Choi (1997). Odvzeli samo 10 mL vzorca brozge in prenesli v oznacene
serumske epruvete, jih zamasili ter centrifugirali na 3.000 rpm 10 min. Takoj po zakljuc¢ku
centrifugiranja smo odcitali volumen celic, ki so se usedle na dno epruvete. Ta parameter

je predstavljen kot % celi¢ne biomase.

e Suhi ostanek biomase

Za dolo¢anje suhega ostanka biomase smo mikrokivete stehtali. Vzorc¢ili smo po 1 mL
brozge. Ostanke gojis¢a smo 2x sprali tako, da smo po centrifugiranju supernatant
odstranili, dodali fizioloSko raztopino, resuspendirali ter ponovno centrifugirali na
8.000 rpm, 10 min. Tako pripravljene vzorce smo susili 48 h na 80 °C ter jih po kon¢anem
suSenju ponovno stehtali. Maso suhega ostanka biomase smo dobili iz razlike med maso

mikrokivet po susenju in maso mikrokivet pred susenjem.
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3.3.6 Dolocanje vsebnosti FK506 s pomo¢jo metode HPLC

HPLC vzorce smo analizirali na Acies Bio d.o.0.. Za analizo smo uporabili HPLC
aparaturo Nucleosil EC100-3 C18 (150x4 mm, 3um, Machery-Nagel, Nemcija), s kolono z
reverzno fazo. Za mobilno fazo smo uporabili acetonitril. Valovna dolzina za detekcijo
FK506 je bila nastavljena na 210 nm, pretok pa na 1,5 mL/min. Pik FK506 smo prepoznali
s pomocjo zunanjega standarda FK506, (Lek d.d.). Za obdelavo podatkov smo uporabili

program ChromeQuest.

3.3.7 Statisticna obdelava

Razlike med kontrolnimi (gojiS¢a brez dodanega amonijevega sulfata oz. fosfatnega pufra)
in eksperimentalnimi skupinami, smo statisticno obdelali s Studentovim T-testom s
pomocjo spletnega orodja (Student's T-Test, 2011). Kot statisticno znacilne smo smatrali
razlike pri katerih je bila p vrednost manjsa od 0,05 (p < 0,05). Pri obdelavi podatkov smo
izbrali skupino z neenakimi variancami ter eno repni t-test. Vrednosti zbrane v tabelah, ki

so v prilogi.
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4 REZULTATI

Namen diplomske naloge je bil razviti in optimizirati kemijsko-definirano gojisce, ki bo
vsebovalo popolnoma topne surovine in bo hkrati e vedno omogocalo zadovoljive donose
FK506. Pri poskusu smo uporabili mikroorganizem Streptomyces tsukubaensis (NRRL
18488).

Industrijska gojis¢a za proizvodnjo FK506 so kompleksna, saj so viri dusika in fosforja
kompleksne surovine, kot npr. sojina moka in razli¢ni proteinski hidrolizati. Te surovine se
ne raztapljajo popolnoma, zaradi ¢esar je gojisce viskozno z netopnimi delci. Le-ti bistveno
vplivajo na dobljene rezultate s spektrofotometri¢imi metodami ter metodo PCR v realnem
casu, ki se pogosto uporabljajo pri raziskavah na podro¢ju razumevanja izrazanja ciljnih
genov. Kompleksne vire duSika in fosforja smo tako odstranili in zamenjali z

anorganskimi, v vodi popolnoma topnimi viri.

Pri poskusu smo zeleli dolociti koncentracijo anorganskega dusika in fosforja, ki bo
omogocil najboljso produkcijo FK506. Za vir dusika smo uporabili amonijev sulfat, kot vir
fosforja pa fosfatni pufer. Sprva smo preverili donos FK506 v industrijskem gojis¢u (PG3);
takSnemu donosu smo se Zeleli priblizati tudi v definiranem gojis¢u. Nato smo nadaljevali
s testiranjem razli¢nih koncentracij duSika in fosforja v definiranem gojis¢u DPG

modificiranem po Yoon in Choi (1997).

4.1 PRODUKCIJA FK506 V KOMPLEKSNEM GOJISCU

Poskus smo priceli s testiranjem donosa seva v industrijskem gojis¢u PG3 za proizvodnjo
FK506 (Kumar in sod., 2008). Najprej smo kulturo S. tsukubaensis namnozili v gojis¢u
VG3 (poglavje 3.2.1) in nato 10 % kulture inokulirali v produkcijsko gojis¢e PG3. Poskus
v erlenmajericah smo izvedli dvakrat, prvi¢ v S§tirih ponovitvah, drugi¢ le v eni. Vsi
rezultati so zbrani v preglednici 15. S poskusom smo dosegli donos FK506 okoli 35,1

mg/L s standardnim odklonom 9,5.
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Preglednica 15: Rezultati parametrov bioprocesa vodenega v erlenmajerjevih steklenicah z

industrijskim gojis¢em (PG3)

HPLC rezultati - ¢ Suha biomasa
Poskus | £K506) (me/L) (mg/mL) pmV (%) pH
1. 32,0 24,5 24 6,37
1. 39,6 26,9 18 6,31
1. 44,6 26,0 24 6,00
1. 39,1 25,0 6,24
2, 20,0 24
Povprecje 35,1 25,6 23 6,23
Standardni
odklon 9,5 1,1 3,0 0,2

Izvedli smo tudi dva poskusa v falkon kivetah in sicer prvi¢ v osmih ponovitvah, drugic v
sedmih ponovitvah. Vsi rezultati so zbrani v preglednici 16. Produkcija FK506 je v falkon

kivetah povprecno znaSala 45,1 mg/L s standardnim odklonom 9,9.

Preglednica 16: HPLC rezultati bioprocesa vodenega v falkon kivetah z industrijskim gojis¢em (PG3)

c (FK506) (mg/L)
Poskus 1. 2.
46,6 29,7
46,7 34,0
47,6 342
Rezultati 48,3 359
HPLC 49,1 38,5
57,1 39,1
58,6 46,4
64,6
Povprecje
(m% /L)J 45,1
Standardni
odklon 2,9
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Kot je razvidno iz rezultatov, PG3 gojis¢e omogoca zadovoljive in reproducibilne donose.
Vendar je glede na naravo kompleksnega gojisca, ki vsebuje netopne komponente, zelo
tezko separirati nastalo biomaso od netopnih komponent gojis¢a. Zato smo v nadaljevanju
poskusili izloditi iz sestave gojiSca tiste komponente, ki so netopne, kar pa vkljucuje sojino

moko, kvasni ekstrakt, hidrolizat kazeina in kalcijev karbonat.

4.2 VPLIV DUSIKA NA PRODUKCIJO FK506

Vpliv dusika na produkcijo FK506 smo izvedli na modificiranem gojis¢u DPG po Yoon in
Choi (1997). Kompleksne vire hranil kot so sojina moka, kvasni ekstrakt, hidrolizat
kazeina smo zamenjali s kemijsko definiranimi viri. Tako sta bila vir ogljika topen Skrob in

glukoza, vir duSika pa amonijev sulfat.

Z dodatkom anorganskega vira duSika smo poskusili spodbuditi tvorbo biomase in
posledi¢no tudi donos FK506. Preverili smo, katera koncentracija amonijevega sulfata
najbolje vpliva na rast in produkcijo. Tako smo testirali naslednje koncentracije

amonijevega sulfata: 0; 0,5; 1; 2 ter 4 g/L.

4.2.1 Produkcija FK506 z izbranim virom duSika

Po vsakem zaklju€enem biosinteznem procesu smo procesno brozgo obdelali z dodatkom
metanola (poglavje 3.3.4) in s pomoc¢jo HPLC metode dolocili vsebnost FK506, kot je

opisano v poglavju 3.3.6.

Na sliki 11 je prikazana produkcija FK506 glede na koncentracijo amonijevega sulfata. V
testnem gojiscu (brez amonijevega sulfata) je le ta znasala 3,9 mg/L v ostalih vzorcih pa bil
razpon med 3,4 in 3,6 g/L, kar je obCutno manj kot v kompleksnem gojis¢u. Dodatek
amonijevega sulfata ni vplival na donos imunosupresanta, ne glede na koncentracijo
dodanega amonijevega duSika, kar smo tudi statisticno dokazali. P-vrednost je pri vseh

poskusih vecja od 0,05 (0,073 <p > 0,497), kar pomeni, da ni statisti¢no znacilno.
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Slika 11: Produkcija FK506 glede na koncentracijo amonijevega sulfata v gojisc¢u

4.2.2 Vpliv izbranega vira duSika na tvorbo biomase

e Vpliv koncentracije izbranega vira duSika na pmV vrednosti ob koncu

biosinteznega procesa (vsebnost mokre biomase)

Po vsaki ponovitvi biosinteznega procesa smo odvzeli 10 mL brozge ter dolocili vsebnost
celi¢ne biomase (poglavje 3.3.5). Ta parameter (mokra biomasa) nam je omogocil hitro

(manj kot 30 min) ovrednotenje tvorbe biomase v primerjavi z merjenjem suhe biomase.

Na sliki 12 je prikazana pmV vrednost glede na koncentracijo amonijevega sulfata. V
testnem gojiScu (brez amonijevega sulfata) je pmV 19 %. Pri mokri biomasi sta poskusa z
vi§jima koncentracijama amonijevega sulfata statisti¢no neznacilna (p = 0,468 in 0,475).
Poskusa z nizjima koncentraciji sta statisticno znacilna (manj kot 0,05), vendar sta v
primerjavi z osnovnim gojis¢em vrednosti pmV nizji, kar pomeni, da z dodatkom

amonijevega sulfata nismo izboljsali tvorbo biomase.
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Slika 12: Vsebnost pmV (mokre biomase) glede na koncentracijo amonijevega sulfata v gojis¢u

e Vpliv koncentracije izbranega vira dusika na suho biomaso ob koncu biosinteznega

procesa

Postopek dolocitve suhe biomase je dolgotrajnejsi, saj so rezultati znani po dveh dnevih.
Postopek omogoca bolj realne meritve biomase, saj z izpiranjem odstranimo nezelene
produkte iz supernatanta. Zato nam je suha biomasa sluzila za primerjavo z vrednostjo

mokre biomase (pmV).

Na sliki 13 je prikazana vsebnost suhe biomase glede na koncentracijo amonijevega sulfata
po koncani kultivaciji. V osnovnem gojis¢u (brez amonijevega sulfata) je suha biomasa
13,8 mg/mL. Poskusa s koncentracijo 1 in 4 g/L amonijevega sulfata sta statisti¢no
neznacilna (p = 0,166 in 0,152), kar pomeni da z dodatkom le-tega nismo spodbudili
tvorbo biomase. Poskusa z 0,5 in 2 g/L amonijevega sulfata pa sta statisticno znacilna (p <
0,05), vendar je v obeh primerih tvorba biomase v primerjavi z osnovnim gojis¢em

nekoliko manjsa.
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Slika 13: Kon¢na vsebnost suhe biomasa glede na koncentracijo amonijevega sulfata v gojis¢u

Iz slik 12 in 13 je razvidno, da sta vrednosti mokre (pmV) in suhe biomase primerljivi.
Zato lahko zaklju¢imo, da dodatek amonijevega sulfata nima signifikantnega vpliva na

tvorbo biomase.

4.2.3 Regulacija pH vrednosti gojiS¢a z uporabo puferskega sistema

pH vrednost brozge v ¢asu biosinteznega procesa lahko vpliva na kon¢ni donos FK506. V
eksperimentih, ki se izvajajo v erlenmajerjevih steklenicah na stresalniku, je tezko
regulirati pH vrednost v Casu biosinteznega postopka. Industrijska gojis¢a v ta namen
vsebujejo CaCO;. Z njegovo odstranitvijo v testnem gojiS€u, smo uravnavanje pH
vrednosti Se dodatno onemogocili. Zato smo za potrebe uravnavanja puferskega sistema v
sestavo gojis¢a uvedli dodatek MOPS (3-N-morpholine propanesulfonic acid). Ta naj bi
prepreceval preveliko nihanje pH med samim bioprocesom ter tako omogocil nemoteno

rast naSemu mikroorganizmu.
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Po koncani kultivaciji je pH osnovnega gojisca 7,98. Pri poskusih z dodanim amonijevim
sulfatom so kon¢ni pH niZji in ne preseZejo 7,73. Pomembno je, da so vse pH vrednosti Se
vedno v nevtralnem pH obmocju. Previsok pH bi lahko povzrocil razpad FK506, kar bi

vodilo v napacne rezultate o vsebnosti FK506 v bioprocesni brozgi.
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Slika 14: pH vrednost brozge z dodanim MOPS pri razli¢nih koncentracijah amonijevega sulfata po 6.

dnevih kultivacije
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4.3 VPLIV FOSFORJA NA PRODUKCIJO FK506

Fosfor je pomemben sestavni del celiénih komponent. Zato smo se odlocili, da testiramo
vpliv dodatnega vira fosforja (anorganski vir), in sicer v obliki fosfatnega pufra, kar naj bi
hkrati tudi vplivalo na pH vrednost brozge v Casu biosinteznega procesa. pH vrednost
fosfatnega pufra znaSa 6,80, podobno kot zacetna pH vrednost same brozge. Za pripravo
fosfatnega pufra smo uporabili puferski sistem kalijevega dihidrogen fosfata (KH,POj) in
dikalijevega hidrogen fosfata (K,HPO,). Ker nas je zanimal vpliv fosfatnih ionov na
produkcijo FK506 in vpliv na ostale parametre biosinteznega procesa, smo koncentracijo
le-teh izrazili v mM. Tako so testirane koncentracije naslednje: 0; 2,6; 5,3; 10,5 ter 21,1

mmol/L fosfatnih ionov.

4.3.1 Produkcija FKS506 z izbranim virom fosforja

Po vsakem koncanem biosinteznem procesu smo vzorec fermentacijske brozge obdelali z
metanolom in vsebnost FK506 ovrednotili s pomoc¢jo HPLC metode. Dodatek fosfatnih
ionov pozitivno vpliva na kon¢ni donos FK506 in razlike med pridobljenimi koli¢inami
FK506 so statisticno znacilne (p < 0,05) razen pri eksperimentalni varianti z 2,6 mmol/L
fosfatnih ionov, ki se ni statisticno znacilno razlikovala od kontrole (p = 0,208).
Optimalen donos FK506 smo tako dosegli pri 10,5 mM koncentraciji fosfatnih ionov, ko
smo prvic uspeli preseci mejo vsebnosti 10 mg/L FK506, in sicer 11,2 mg/L. Produkcija je

visoka tudi pri koncentraciji 21,1 mM fosfatnih ionov, ko le-ta znasa 9,8 mg/L.
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Slika 15: Produkcija FK506 glede na koncentracijo fosfatnega iona v gojis¢u

4.3.2 Vpliv koncentracije fosfatnega iona na tvorbo biomase

e Vpliv koncentracije fosfatnega iona na pmV vrednost ob koncu biosinteznega

procesa (vsebnosti mokre biomase)

Tudi pri teh poskusih smo dolocili pmV vrednost ob koncu bioprocesa. Na sliki 16 je
razvidno, da je vsebnost biomase (pmV) ob koncu procesa narascala z vi§jo koncentracijo
fosfatnega iona. Najvi§ja pmV vrednost je dosezena pri dodatku fosfatnega pufra nad 5,3

mmol/L. Pri tej vrednosti je tudi donos FK506 ob koncu procesa najvisji.
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Slika 16: Vsebnost mokre biomase (pmYV) glede na koncentracijo fosfatnega iona v gojis¢u
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e Vpliv koncentracije fosfatnega iona na suho biomaso ob koncu biosinteznega
procesa

Parametra za suho biomaso in vsebnost pmV sta primerljiva (slika 17). Z viSanjem

koncentracije fosfatnih ionov se vsebnost suhe kot tudi mokre biomase (pmV) povecuje.

40,0
35,0
=
E 300
=
E 250
2 200 il
£
-
£ 150
=
= 10,0
W
5,0
0,0 T T T T
a 26 53 10,5 211
Koncentracija POy
(mmol/L)

Slika 17: Kon¢na vsebnost suhe biomase glede na koncentracijo fosfatnega iona v gojisc¢u
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4.3.1 Regulacija pH vrednosti goji§¢a z uporabo puferskega sistema

pH vrednost brozge ob koncu procesa v gojis¢u z visjo vrednostjo fosfatnega iona je
nekoliko nizja, kar kaze na povecanje aktivnosti metabolnih procesov. Vendar je dodatek
bioloSkega pufra MOPS Se vedno uspeS$no uravnaval pH vrednost gojiS¢a z poviSano
koncentracijo fosfatnih ionov, da so se kon¢ne vrednosti pH Se vedno gibale v nevtralnem

pH obmocju, kot je razvidno is slike 18.
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Slika 18: pH vrednost brozge z dodanim MOPS pri razli¢nih koncentracijah fosfatnega iona po 6.

dnevih kultivacije
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5 RAZPRAVA

Poglavitni namen diplomske naloge je bila optimizacija definiranega gojisca, ki vsebuje
popolnoma topne surovine in bi hkrati Se vedno omogocalo relativno visoke donose
FK506. FK506 oz. takrolimus je imunosupresant z velikim pomenom v medicini (Kino in
sod., 1987a; Bhuvana in sod., 2010; Karpas in sod., 1992). Zaradi tega so raziskave na
podro¢ju razumevanja izrazanja ciljnih genov, ki so vpleteni v regulacijo in sintezo FK506,
zelo pomembne. V ta namen bi nasSe optimizirano gojisce, ki vsebuje le topne komponente,
omogocilo bolj optimalne postopke pri izvedbi S§tudij, v katerih se uporabljajo
spektrofotometri¢ne metode ter metode PCR v realnem ¢asu, hkrati pa bo omogocilo boljse
razumevanje biosinteznega procesa za produkcijo FK506 s pomoc¢jo produkcijskega seva

S.tsukubaensis.

5.1 INDUSTRIJSKO GOJISCE

Industrijsko gojisce je kompleksno, saj vsebuje vire hranil, katerim ne moremo natan¢no
dolociti sestavo. V naSem primeru sta to sojina moka in sojin pepton. Industrijsko gojisce
pa vsebuje Se netopne komponente (npr. CaCOs;), ki tudi pogosto motijo pri izolaciji
mRNA in meritvah razliénih parametrov. Streptomyces tsukubaensis, F9 (NRRL 18488), v
industrijskem gojis¢u omogoca reproducibilnost in kon¢ne donose okoli 35 mg/L. Kot Ze
povedano smo nekaj poskusov v kompleksnem gojiscu izvedli tudi v falkon kivetah, v
katerih je produkcija znaSala 45,1 mg/L, ker je za veC kot 10 % boljSe od produkcije v
erlenmajericah. BoljSa aeracija in ve¢ja izguba vode (izparevanje), je verjetno tudi Se

dodaten razlog za nekoliko visje donose v falkonovih kivetah.
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5.2 ZAMENJAVA KOMPLEKSNEGA VIRA DUSIKA (SOJINE MOKE) Z
AMONIJEVIM SULFATOM IN VPLIV KONCENTRACIJE AMONIJEVEGA
SULFATA NA PRODUKCIJO FK506

Kompleksne, slabo topne vire duSika (sojina moka in sojin pepton) smo zamenjali z
anorganskim virom duSika, in sicer z amonijevim sulfatom. Testirali smo, katera
koncentracija amonijevega sulfata bistveno vpliva na produkcijo FK506. Uporabili smo
naslednje Stiri koncentracije in sicer 0,5, 1, 2 in 4 g/L. Rezultati so pokazali, da je
povprecna produkcija osnovnega gojisca, ki ne vsebuje amonijevega sulfata, okrog 3,9
mg/L, kar je glede na donose dobljene z industrijskim gojisS¢em zelo nizko. Z dodajanjem
razli¢nih koncentraciji amonijevega sulfata ni bilo vidnejSih sprememb v produkciji. Pri
koncentraciji amonijevega sulfata v vrednosti 1 g/L je produkcija enaka gojiscu brez
amonijevega sulfata. Z viSanjem koncentracije dodatnega vira duSika nismo izboljsali

produkcije.

Amonijev sulfat je po literaturi sode¢ dober spodbujevalec tvorbe biomase (Yoon in Choi,
1997). V naSem gojis¢u, modificiranem po tem clanku, pa lahko trdimo, da to ni tako. Z
dodatkom amonijevega sulfata pri koncentraciji 2 g/L lahko glede na naSe rezultate
ugotovimo pozitiven u¢inek na tvorbo biomase, kjer je tvorba biomase veliko boljsa. Pri
ostalih koncentracijah pa ni videti, da bi povecana koncentracija amonijevega sulfata
spodbujala tvorbo biomase. Sklepamo lahko, da je tvorba biomase slaba zaradi odsotnosti
vira fosforja ali pa je v osnovnem gojis¢u Ze zadostna koncentracija dusika. Enako kot za
biomaso velja tudi za donos FK506. Visje koncentracije amonijevega sulfata niso

omogocale vi§jega donosa FK506.
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Pri bioprocesu smo dolocali tudi pH gojis¢a, s katerim smo Zeleli spremljati potek
bioprocesa. Pri osnovnem procesu je vrednost koncnega pH 7,98, pri ostalih koncentracijah
nekoliko nizji, okrog 7,64. Poskusi so pokazali, da pH vrednost od zacetne vrednosti 6,8
skozi cel bioproces narasca. Po literaturi (Kino in sod., 1987a) kon¢ni pH preseze zacetno
pH vrednost, kar je v skladu z nasimi rezultati. Po literaturi pa kon¢ni pH ne preseze za 1
vrednost, kakor pri naSih rezultatih. Vi§ji pH je lahko pokazatelj slabega delovanja
puferskega sistema ali pa znizane aktivnosti metabolnih procesov, kar bi sovpadalo z nizko

vsebnostjo FK506 in nizko koncentracijo biomase.

Torej, lahko zaklju¢imo, da povecevanje vsebnosti anorganskega duSika ne deluje
pozitivno na donos FK506. Torej, dusik verjetno ni limitirajo¢ faktor pri razvoju tega

bioprocesa v danih pogojih gojenja.

5.3 VPLIV FOSFATNEGA IONA NA PRODUKCIJO FK506

Martin in Demain (1980) trdita, da koncentracija fosfata nad 10 mM zavira biosintezo
vecine antibiotikov, vendar to ne velja za FK506. Yoon in Choi (1997) sta dosegla
najboljSo produkcijo FK506 z dodatkom 10 in 30 mM fosfatnih ionov, kar smo dokazali
tudi mi, saj smo zabelezili najboljSo produkcijo, 11,2 mg/L, pri dodatku 10,5 mM fosfatnih
ionov. Ze z dodatkom fosfatnih ionov v koncentraciji 5,3 mM, se je produkcija FK506
poveca za ve€ kot 100 %. Tako lahko trdimo, da uporaba visje koncentracije fosfatnega
iona v gojis¢u pozitivno vpliva na produkcijo FK506, saj v osnovnem gojis¢u ni bilo

dodatnih virov fosforja.

Martin in Demain (1980) trdita tudi, da koncentracija fosfata od 0,3 do 300 mM spodbuja
celicno rast. V nasem primeru je dodatek fosfatnega pufra bistveno povecala tvorbo
biomase, kar je nekoliko v nasprotju s ¢lankom Yoon in Choi (1997), kjer dodatek fosfata

tjia do 60 mM ne vpliva na tvorbo biomase. Najvec¢ji donos biomase dosezemo pri

v e
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FK506. To je lepo razvidno iz rezultatov meritev suhe biomase, kot tudi iz mokre biomase

(pmV).

Dvig koncentracije fosfatnega iona je v danih pogojih bistveno dvignil donos FK506, iz
Cesar lahko sklepamo, da je fosfor pomemben za produkcijo, kot tudi za samo rast. Torej je
verjetno poglaviten razlog za donos FK506 v naSih eksperimentih izboljSana tvorba
biomase. Tudi pH vrednost je v gojiscu z vis§jo vrednostjo fosforja ob koncu bioprocesa
nizja, kar kaze na povecano metabolno aktivnost, na ra¢un katere je prislo do dviga tvorbe

biomase.
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6 SKLEPI

e Dodatek amonijevega sulfata k definiranemu produkcijskemu gojis¢u (DPG) ne
deluje pozitivno na tvorbo biomase in produkcijo FK506, kar je v nasprotju z

literaturnimi podatki.

e Dodatek fosforja k definiranemu produkcijskemu gojis¢u (DPG) poveca donos

biomase in donos FK506.

e Donos v DPG gojiscu je bil najboljsi (11,2 mg/L) ob dodatkom 10,5 mmol/L

fosfatnih ionov.
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7 POVZETEK

Streptomicete so pomembna skupina bakteriji, saj so 50 % vsem izoliranim vrstam
dokazali sposobnost biosinteze sekundarnih metabolitov (Madigan in sod., 2006). So
izjemno pomemben vir biolosko aktivnih snovi tudi v moderni medicini, kjer je potreba po
zdravilnih u¢inkovinah vse vec¢ja. Eden od pomembnih sekundarnih metabolitov so tudi
imnosupresanti, spojine, ki zavirajo imunski sistem in s tem omogocajo uspesne presaditve
organov. V diplomski nalogi smo se posvetili imunosupresantu FK506 (tacrolimus), ki je v
medicini pogosto uporabljen. Z raziskovanjem se njegovo podro¢je ne omejuje vec le na
post operativno terapijo, ampak tudi na zdravljenje nekaterih avtoimunskih bolezni,
mogoca bi bila tudi zdravljenja virusnih obolenj (Bhuvana in sod., 2010; Karpas in sod.,

1992; Reis in sod., 2006)

Z diplomskim delom smo zeleli optimizirati definirano gojisce, ki bi vsebovalo popolnoma
topne surovine in bi hkrati Se vedno omogocalo visoke donose FK506. Njegova uporaba bi
za spektrofotometri¢ne metode ter metode PCR v realnem ¢asu omogocale boljSo analizo v
kakovost raziskav na podroCju razumevanja izrazanja ciljnih genov, ki so vpleteni v

regulacijo in biosintezo FK506.

Pri poskusih smo uporabili S. tsukubaensis, sev F9 (NRRL 18488). Sprva smo testirali
donosnost v industrijskem gojiS¢u, nato pa smo poskusali izboljSati definirano gojisce z
dodatkom razli¢nih koncentracij amonijevega sulfata in fosfatnega pufra. Po koncani
inkubacij in ekstrakciji FK506, smo njegovo vsebnost dolocili s HPLC metodo, za
spremljanje poteka bioprocesa pa smo dolocali ¢ mokro (pmV) in suho biomaso ter pH

gojisca.

Ugotovili smo, da dodatek amonijevega sulfata ne spodbuja tvorbe biomase in biosintezo
FK506 in nasploh nima vecjega vpliva na rast mikroorganizma. Sklepamo lahko, da je
tvorba biomase slaba zaradi odsotnosti vira fosforja ali pa je v osnovnem gojiscu ze

zadostna koncentracija dusSika. Po drugi strani pa smo ugotovili, da smo z dodajanjem
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fosfatnih ionov spodbudili tako rast kakor tudi produkcijo FK506 (takrolimusa). Dolocili
smo optimalno koncentracijo fosfatnega iona, ki znasa 10,5 mmol/L in omogoc¢a kon¢ne
donose FK506 okoli 11,2 mg/L, kar Ze zadostuje za potrebe Studij izraZzanja genov pri sevu

S. tsukubaensis.
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PRILOGE

Priloga A: Produkcija FK506 glede na koncentracijo amonijevega sulfata v gojiscu

Koncentracija
amonijevega 0 0,5 1 2 4 g/L
sulfata
1,6 39122 34129 33 2,5 1,5 3,6
1,7 39122 3529 33 2,7 1,5 3.8
1,8 411125 36129 33 2,7 1,5 3,8
1,8 45125 37130 34 2,7 1,6 3.8
1,9 4825 37130 35 2,8 1,6 3,9
2,1 48 [ 26 39|30 3,6 3,0 1,7 4,0
2,1 49|26 40|30 40 3,0 2,1 4,1
23 50 (26 41|30 58 3,0 2,1 45
24 51 (26 42|30 6,0 3,1 24 5,1
Rezultati 24 52|31 49|31 68 3,1 2,5 5,5
HPLC - 24 52 (32 52|32 70 3,2 2,8 5,7
koncentracija | 25 52 |33 62 |32 72| 33 |30 ss|mF
FK506 127 52|34 65 5,6 33 62
2,7 54 6,4 34
2,8 5,6 6,9
2,8 5,6
33 58
34 59
3,5 59
3,5 6,0
3,7 6,0
3,7 6,0
Povprecje 3,9 3,5 39 3,6 3,4 mg/L
Standardni
odklon 1,5 1,1 1,5 1,4 1,5
p vrednost* 0,139 0,497 0,255 0,073

*Primerjava kontrolne (gojiS¢e brez dodanega amonijevega sulfata) skupine s testno skupino
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Priloga B: Kon¢na mokra biomasa (pmV) glede na koncentracijo amonijevega sulfata v gojis¢u

Koncentracija
amonijevega 0 0,5 1 2 4 g/L
sulfata
14 20 9 13 10 10 10
14 20 9 14 12 12 12
14 20 9 14 14 22 14
14 22| 10 14 14 24 22
15 22| 10 14 15 24 24
15 22| 10 14 15 24 24
. 16 22 | 11 15 16 24
Rezultati | 10 0y | 1p 46 16 24 %
pmV
17 22 | 12 19 18
18 22 | 12 19 20
18 22 12 20 22
20 22 [ 12 20 22
20 22 | 13 20
20 22 | 13 22
20
Povprecje 19 14 17 19 19 %
Standardni
odklon 3,0 3,8 3,7 6,5 6,1
p vrednost* < 0,001 0,013 0,468 0,475

*Primerjava kontrolne (gojis¢e brez dodanega amonijevega sulfata) skupine s testno skupino
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Priloga C: Kon¢na suha biomasa glede na koncentracijo amonijevega sulfata v gojiscu

Koncentracija
amonijevega 0,5 1 2 4 g/L
sulfata
10,7 13,9] 92 11,4 10,9 12,5 11,9
10,7 14,0 9,2 11,8 11,0 13,2 12,9
10,7 14,3 9,2 12,1 11,5 14,1 13,6
11,0 14,41 9,5 123 12,5 14,9 14,1
11,0 14,8] 9,6 12,4 12,7 15,2 14,2
11,0 14,8 (10,0 12,7 12,8 15,9 15,1
11,1 14,8 (10,2 13,0 12,8 15,9 15,7
' 11,1 15,0104 13,1 12,9 16,3 15,9
Rezultati | 115 455|106 133] 133 16,9 164  |me/mL
suhe biomase
11,9 15,8(10,8 13,8 13,6 17,8
12,2 16,5]109 17,3 14,3 19,0
12,5 16,7 (11,0 16,3
12,9 16,7 16,4
13,0 16,9
13,4 16,9
13,5 17,5
13,8 17,6
Povprecje 13,8 11,5 13,2 15,6 14,4 mg/mL
Standardni
odklon 2,2 1,9 1,7 1,9 1,5
p vrednost < 0,001 0,166 0,007 0,152

*Primerjava kontrolne (gojiS¢e brez dodanega amonijevega sulfata) skupine s testno skupino
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Priloga D: pH vrednost brozge z dodanim MOPS pri razli¢nih koncentracijah amonijevega sulfata po

6. dnevih kultivacije

Koncentracija
amonijevega 0 0,5 1 2 4 g/L
sulfata
7,59 8,077,222 7,52(737 8,15 7,40 7,23
7,60 8,07 (7,27 7,53(7,39 8,16 7,28 7,15
7,61 8,14 (7,28 7,58 (7,42 8,18 7,29 7,15
7,62 8,15(7,29 7,58 7,43 8§18 7,29 7,17
7,63 8,15(7,30 7,60(7,43 8,18 7,29 7,18
7,64 8,15(7,30 7,857,444 8,20 7,31 7,19
7,65 8,16 (732 7,85|(747 822 7,36 7,20
7,65 8,16 (7,32 7,86 (748 7,60 7,46
7,67 8,16 (7,33 7,89 7,52 7,62 7,47
Rezultati pH | 7,68 8,18 [ 7,35 7,89 | 7,54 7,62 7,51
7,78 8,19 7,36 7,89 | 7,55 7,63 7,51
7,83 8,20 (7,47 8,20( 7,57 7,63 7,66
7,97 821|748 8221758 8,03 7,90
7,99 821|749 8,28| 7,59 8,04 7,96
7,99 8,22 (7,50 8,29 (7,80 8,05 7,97
8,00 822 (7,51 829|780 8,06 7,97
8,05 824 (7,51 829|780 8,07 7,98
8,06 8,25 8,07 7,98
8,06
Povprecje 7,98 7,64 7,73 7,65 7,54
Standardni
odklon 0,2 0,4 0,3 0,3 0,3
p vrednost < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

*Primerjava kontrolne (gojiS¢e brez dodanega amonijevega sulfata) skupine s testno skupino
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Priloga E: Produkcija FK506 glede na koncentracijo fosfatnega iona v gojiscu

Koncentracija 0 2.6 53 10,5 21,1 |mmol/L
POy
16 39 |25 37|52 80 88 |74 9.l
17 39|25 38|56 80 89 |77 9.l
18 41|26 38|61 81 9,1 77 91
18 45|26 42|66 81 95 |78 92
19 48|29 42|71 83 96 |81 95
21 48 |31 44|73 84 98 |83 96
21 49|31 48|74 84| 100 |83 101
23 50|33 54|76 85| 103 |86 106
24 5133 54|76 85| 104 |87 113
Regultai | 24 5233 54|77 86| 106 |88 118
HPLC- |24 52034 56|77 88| 116 |88 120
koncentracija | 2.5 52 | 34 57|77 88 17 |so 123 | ™t
FK506 2,7 52|34 58|77 89 1,9 |89 129
27 5434 59|79 98| 120 |90 132
28 56134 59079 99| 123 |90 134
28 56|35 65 136 |90 143
33 58 | 37 13,8
34 59 14.4
35 59
35 6,0
37 6,0
3,7 6,0
Povprecje 39 4,1 7.9 11,2 9,8 mg/L
Standardni
S 15 12 1.0 17 1,9
p vrednost 0,208 <0,001 | <0001 | <0,001

*Primerjava kontrolne (gojiS¢e brez dodanega fosfatnega iona) skupine s testno skupino
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Priloga F: Kon¢na mokra biomasa (pmV) glede na koncentracijo fosfatnega iona v gojisc¢u

Koncentracija 0 2.6 53 10,5 21,1 |mmol/L
PO,
13 20| 19 22 28 46 50 26
13 20|20 22 30 50 50 50
14 20|20 22 30 50 50 50
14 22|20 22 36 50 50 50
14 22020 2 40 50 50 50
14 22|20 2 42 50 50 50
15 2|2 2 46 50 50 50
s 2|20 24 50 50 50 50
Rezultati | (00 5y | 55 25 50 50 50 50 %
pmV
17 2|2 30 50 50 50
17 22 50
18 22 50
18 22 50
20 22 50
20 22
20 22
20
Povprecje 19,0 22 39 50 48 %
Standardni
B 33 2.4 8.6 0.9 6.0
p vrednost <0001 | <0001 | <0001 | <0001

*Primerjava kontrolne (gojiS¢e brez dodanega fosfatnega iona) skupine s testno skupino
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Priloga G: Koné¢na suha biomasa glede na koncentracijo fosfatnega iona v gojis¢u

Koncentracija 2.6 53 10,5 21,1 |mmol/L
PO,

107 139|121 183|161 27.5|245 305|249 31,0

10,7 140137 191]163 275|250 30.6|264 32,0

10,7 143 (152 192]234 277|254 312|274 325

11,0 144|153 195|269 284|269 313|279 328

11,0 148|155 195]27.1 285|283 31,8283 329

11,0 148|157 208|274 295|287 323|284 335

11,1 148|163 21,0 20.6 329290 336

|11 150166 22,6 30,1 363297 354

Rezultati 45 4551167 27,0 304 39,1300 357 | mgmL
suhe biomase

11,9 158|171 272

122 165

125 16,7

129 16,7

130 169

134 169

13,5 17,5

138 17.6
Povprecje 13,8 18,4 25,5 30,3 30,6 mg/mL
Standardni
B 2.2 3.9 4.6 3,7 3.1
p vrednost <0001 | <0001 | <0001 | <0,001

*Primerjava kontrolne (gojiS¢e brez dodanega fosfatnega iona) skupine s testno skupino
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Priloga H: pH vrednost brozge z dodanim MOPS pri razli¢nih koncentracijah fosfatnega iona po 6.

dnevih kultivacije

Koncentracija| 2.6 5.3 10,5 211 |mmol/L
PO4
759 8,07 698 6,57 |6,58 6,78]6,71 6,82
760 8,07| 748 6,61 |6,58 6,796,772 6,82
761 814| 775 6,67 |6,58 680|672 6,82
762 815| 776 6,67 |6,59 680|672 6,83
763 815| 17,76 6,68 |6,59 6,80]|6,73 6,83
764 815| 7,77 6,68 |6,67 680|679 6383
765 8,16 7,78 6,70 | 6,67 680|680 6,84
765 8,16| 7,78 6,77 |6,67 680|681 6,84
767 8,16| 783 6,77 |6,67 680|681 6,86
Rezultati pH | 7,68 8,18 |  7.87 6,78 | 6,69 681|682 6,90
778 819| 7.88 6,78
783 820| 7,90 6,78
797 821 | 7,94 7,79
799 821| 7,95
799 822| 795
8,00 822| 796
8,05 824 | 796
8,06 825| 799
8,06
Povprecje 7,98 7,79 6,79 6,71 6,80
Stﬁ‘;ﬂi‘gﬂm 0,24 0,24 0,31 0,09 0,05
p vrednost < 0,001 < 0,001 <0,001 <0,001

*Primerjava kontrolne (gojis¢e brez dodanega fosfatnega iona) skupine s testno skupino
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