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Za povecanje donosa industrijsko pomembnih spojin lahko izbiramo med razli¢nimi
pristopi. Optimizacija gojis¢, selekcija sevov in uporaba genskega inZeniringa so le
nekateri od moznih nacinov za izboljSevanje donosov. V diplomskem delu smo
izbrali metodo selekcije. Selekcionirali smo izolate seva Streptomyces sp. K343-1
odporne na povecane koncentracije linolne kisline, ki daje prekurzorje za spojino
SBRO0501, toksi¢nih analogov linolne, izolate odporne na antibiotik polimiksin B, ki
imajo spremenjene lastnosti celicne membrane in izolate odporne na
2-deoksiglukozo, ki imajo deregurilan metabolizem linolne kisline. Ovrednotili smo
produkcijski potencial izoliranih sevov. Kon¢ni donos SBR0501 smo dolocali s
tekoCinsko kromatografijo visoke loc¢ljivosti (HPLC). Rezultati kazejo, da se je
kon¢ni donos SBRO501 v produkcijskem gojis¢u povecal pri sevih, ki so bili
predhodno izpostavljeni poveanim koncentracijam linolne kisline in polimiksina B.
Vendar donos ne narasca linearno z odpornostjo. V povpre¢ju so imeli izolati
odporni na linolno kislino povecano produkcijo spojine SBR0501 za 15 %, izolati
odporni na polimiksin B pa za 52 %. Tudi koncentracije analoga linolne kisline
2-bromoheksadekanojske kisline pri nasih poskusih so pozitivno vplivale na konéni
donos spojine SBR0501, saj so imeli izolati odporni na 5 pM koncentracije
2-bromoheksadekanojske kisline v povprecju povecano produkcijo za 29 %.
Pozitiven vpliv na donos ciljne spojine pa smo opazili tudi pri sevih odpornih na
2-deoksiglukozo. Izolati so imeli povecano produkcijo za 70 %. Na podlagi nasSih
rezultatov lahko zaklju¢imo, da lahko s selekcijo sevov dvignemo donos
sekundarnega metabolita, spojine SBR0O501.
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For the overproduction of industrial compounds we can choose from many different
approaches. Media design and process optimization, screening and genetic
alternations are just a few of the successfully applied technologies. In this work we
have selected strains of Streptomyces sp. K343-1 by exposing them to increased
concentrations of linoleic acid, which gives precursors for SBR0501, an esterase
inhibitor. We have also selected strains by exposing them to increased
concentrations of a toxic analogue of linoleic acid the antibiotic polymyxin B, which
might alter membrane structure, and also to increased concentrations of
2-deoxyglucose (DOG), which gives rise to glucose-de-repressed strains. We have
evaluated the production potential of the selected strains. Concentrations of
secondary metabolite were measured with HPLC. Our results indicate increased
production of SBR0501 in strains that were exposed to higher concentrations of
linoleic acid and polymyxin B. However yields were not in linear correlation with
the concentrations of these two compounds. On average strains that were resistant
to linoleic acid produced 15 % more SBR0501 and strains resistant to polymyxin B
produced 52 % more SBR0O501. Resistance to a 5 uM concentration of
2-bromohexadecanoic acid in our tests improved production of SBR0501 by 29 %.
The biggest improvement in SBR0501 production was achieved with resistance to
2-deoxyglucose as DOG resistant strains produced 70 % more SBR0501. Based on
HPLC results we can conclude that with strain selection we can improve yields of
the secondary metabolite SBRO501.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

2-BrP 2-bromoheksadekanojska kislina

ACV-tripeptid  peptid sestavljen iz L-amino-adipinske kisline, L-cisteina in L-valina

AMP adenozinmonofosfat

CAP catabolite activator protein = kataboli¢ni aktivatorski protein
CCR kataboli¢na represija z virom ogljika (carbon catabolite repression )
CoA koencim A

ddH20 2x destilirana voda

dH20 destilirana voda

DMSO dimetil sulfoksid

DOG 2-deoksiglukoza

HPLC tekocinska kromatografija visoke locljivosti

LPO lipidna peroksidacija

NMMB selekcijsko — minimalno gojisce (Hodgson, 1982)

pmz pod mejo zaznave

SP sporulacijsko gojisce

uv ultravijoli¢na svetloba
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SLOVARCEK

Analog — strukture, ki so si kemijsko sorodne, vendar ne identi¢ne
Kataboli¢na derepresija — pojav, pri katerem je prekinjena kataboli¢na represija

Kon¢ni donos spojine SBR0501 — koncentracija inhibitorja esteraz SBR0501 v
bioprocesni brozgi, katero proizvaja sev Streptomyces sp. K343-1

Inhibitor — vsaka snov, ki prepre¢i normalno delovanje encima, ne da bi unicila encim

Produkecijsko gojis¢e S:L=1:3 - produkcijsko gojisce, ki vsebuje 1 % (v/v) sojinega olja
in 3 % (v/v) linolne kisline

Produkcijsko gojis¢e S:L=3:1 - produkcijsko gojis€e, ki vsebuje 3 % (v/v) sojinega olja
in 1 % (v/v) linolne kisline
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1 UVOD

Sekundarni metaboliti so spojine, ki niso nujno potrebne za rast organizmov Vv
laboratorijskem okolju. Njihova dejanska vloga je Se vedno predmet razprav med
znanstveniki, verjetno pa je pri razli¢nih skupinah organizmov lahko zelo raznolika.

Za vecino mikroorganizmov je znacilno, da se tvorijo sekundarne metabolite v tako
imenovani idiofazi. To je faza rasti, ki sledi fazi pospeSene rasti (logaritemski fazi), nastopi
pa zaradi pomanjkanja hranil, npr. dusSika ali fosforja in lahko-metabolizirajocega vira
ogljika. Med sekundarne metabolite sodijo tudi inhibitorji esteraz, ki so potencialno
uporabni v medicini, saj esteraze razgrajujejo razlicna zdravila in tako vplivajo na njihovo
ucinkovitost. Z inhibitorji esteraz bi lahko zmanjsali delovanje karboksi esteraz ter tako
posledi¢no vplivali na ucinkovitost in stranske pojave aktivnih ucinkovin kot so npr.
zdravila proti raku (cepacitabin), heroin, kokain, lokalni anastetik prokain. Inhibitorje
esteraz proizvajajo tudi streptomicete (Urukalo, 2005).

Streptomiceta Streptomyces sp. K343-1 producira metabolit SBR0501, ki kaze zelo visoko
inhibitorno aktivnost do esteraz Ze pri mikromolarnih koncentracijah.

Z optimizacijo, gojisc€a in pogojev gojenja lahko znatno vplivamo na biosintezo in kon¢ni
donos sekundarnih metabolitov. Tako je Kirn (2005) pokazal, da dodatek mas¢obnih kislin
(olja) pozitivno vpliva na koncni donos spojine SBR0501 pri sevu Streptomyces sp. K343-
1.

1.1 NAMEN DELA

Mascobne kisline v gojis¢u mocno inducirajo biosintezo spojine SBR0501, vendar so tudi
toksi¢ne v ve¢jih koncentracijah (nad 3 mM), zato je bil cilj naloge izolirati mutante
Streptomyces sp. K343-1, ki bi bile odporne na povecane koncentracije linolne kisline
in/ali njenih analogov, ki lahko razen odpornosti vplivajo tudi na transport linolne kisline v
celico.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Linolna kislina je v vecjih koncentracijah toksi¢na za delovni organizem, a je nujno
potrebna za donos spojine SBR0501. Zato predvidevamo, da bi bilo mogoce dvigniti donos
ciljne spojine SBRO501 s sevi, ki so:

e odporni na povecano koncentracijo linolne kisline ali toksi¢nih analogov (npr.
2-bromoheksadekanojska kislina) ali imeli pove€an transport linolne kisline v
celico (povecana odpornost na linolno kislino)

e imajo spremenjene lastnosti celiéne membrane (npr. odporne na polimiksin B),

e imeli dereguliran metabolizem (katabolizem) linolne kisline (npr. deregulacija
kataboli¢ne represije, odpornost na 2-deoksiglukozo).

S tem namenom naj bi pripravili izolate seva Streptomyces sp. K343-1, ki naj bi prenesli
vecje koncentracije linolne kisline, 2-bromoheksadekanojske kisline ali pa bili odporni na
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povecane koncentracije 2-deoksiglukoze in polimiksina B in nato ovrednotili produkcijski
potencial na ta nacin izoliranih mutant.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 SEKUNDARNI METABOLITI

Sekundarni metaboliti so spojine, ki niso neposredno vkljuCene v rast, razvoj in
razmnoZzevanje organizmov, ki jih producirajo. Pozornost privabljajo zaradi zanimive in
znaCilne strukture, predvsem pa zaradi prakticne pomembnosti, tako v pozitivhem
(antibiotiki) kot v negativnem smislu (toksini) (Hiitter, 1986). Sekundarni metaboliti so
produkti mikroorganizmov, zivali in rastlin. Predpostavlja se, da je razpon bioloskih
aktivnosti sekundarnih metabolitov zelo Sirok. Sluzijo lahko kot signali »quorum«
zaznavanja, ki sprozijo diferenciacijo celic ali proizvodnjo patogenih determinant (Martin
in sod., 2005), lahko jim pomagajo preziveti v naravi (Vining, 1986), vplivajo lahko na
razmerje spolnega in nespolnega razvoja spor pri Aspergillus nidulans (Calvo in sod.,
2002), lahko so orozje proti tekmecem (Hiitter, 1986), lahko so virulentni dejavniki (Calvo
in sod., 2002), organizmu lahko dajejo dolgorotne prednosti pri prezivetju v bioloski
skupnosti in okolju (Doéhren in Grife, 1997), 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). Po eni od
teorij (Hodgson, 2000) je mozna bioloSka vloga sekundarnih metabolitov uravnavanje
neuravnotezenih pogojev rasti z odstranitvijo prekomernih koli¢in primarnih metabolitov,
ki nastanejo pod ugodnimi pogoji, npr. velika koli¢ina aminokislin. Ne glede na strukturo
sekundarnega metabolita lahko predpostavimo, da je odstranitev odve¢nih produktov v
korist celici (Hodgson, 2000).

Na splosno velja, da poteka biosinteza sekundarnih metabolitov ali v Casu rasti ali pod
posebnimi pogoji, ki niso povezani z maksimalno hitrostjo rasti (Hiitter, 1986). Se veg,
maksimalna proizvodnja sekundarnih metabolitov so opazili, kadar v gojis¢u zacne
primanjkovati hranil. S proizvodnjo sekundarnih metabolitov so pogosto povezane tudi
dolocene morfoloske spremembe (npr. tvorba spor) (Dohren in Grife, 1997).

Sekundarni metaboliti so pogosto sintetizirani v druzinah, to so skupine kemijsko sorodnih
komponent. Zihner (1979) meni, da zaradi majhnih razlik v strukturi ali biosintezni poti
lahko re¢emo, da je sekundarni metabolizem nekaks$no igrisce ali poligon evolucije. Vse
dokler razvojna pot ali metaboliti ne prinesejo gostitelju slabsega polozaja, ga ta obdrzi ali
prilagaja tekom ve¢ generacij (Zahner, 1979, citirano po Hiitter, 1986).

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

Primarni metaboliti Sekundarni metaboliti

Pomembni za rast Nepomembni za rast

Znana fizioloSka vloga Fizioloska vloga je tezko opredeljiva

Prisotni skozi ves Zivljenjski cikel Prisotni predvsem v omejenem delu razvojnega
cikla

Prisotni pod razlicnimi pogoji rasti Prisotnost mo¢no pogojena z rastnimi pogoji

Pogosto produkti z relativno enostavno | Pogosto produkti s kompleksno kemijsko

kemijsko strukturo strukturo
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Preglednica 2: Vloga sekundarnih metabolitov (Dohren in Grife, 1997)

Vloga v okolju Vloga v organizmu
Zascita pred ostalimi organizmi Regulacijski signali za morfogenezo
Regulacija komenzalizma in sobivanja Regulirajo parjenje

Zaicita pred Skodljivi vplivi okolja (UV) Detoksifikacija metabolitov

Pridobivanje elementov v sledovih

Detoksifikacija

2.1.1 Sekundarni metaboliti pri razli¢nih skupinah organizmov

Najvec€ je znanega o sekundarnih metabolitih mikroorganizmov. Veliko jih je bilo odkritih
med nacrtnim iskanjem novih biolosko aktivnih spojin za uporabo v medicini. Vecino jih
uvrs¢amo med antibiotike. Opisani so Se sekundarni metaboliti brez opredeljene
bioaktivnosti, ki so jih odkrili le zaradi njihovih znacilnosti kot vonj, barva... ( Vining,
1986).

Prokarionte, kot proizvajalce sekundarnih metabolitov, lahko po eni od teorij razdelimo v
skupine glede na strategijo preZivetja. Prva skupina, v katero sodijo aktinomicete, s
sekundarnimi metaboliti (antibiotiki) unic¢ijo tekmece. Ker pa so tekmeci v naravnem
okolju Stevil¢ni, je tudi razpon sekundarnih metabolitov streptomicet zelo Sirok. V drugo
skupino sodijo organizmi, ki za prezivetje izkoriS¢ajo hitro prilagajanje na drugacne
okoljske pogoje in ucinkovito izrabo hranil. Mednje sodijo enterobakterije (Vining, 1986).
Med evkarionti so najpomembnejSe nitaste glive, ki so razvile bogat in Sirok sekundarni
metabolizem. V primerjavi s prokarionti pa tvorijo vecceli¢ne glive manj sekundarnih
metabolitov (Vining, 1986).

Zelo raznoliki so tudi rastlinski sekundarni metaboliti. Predpostavlja se, da so vpleteni pri
za$¢iti pred mikroorganizmi, zajedalci in insekti, lahko so atraktani ali repelenti, za
detoksifikacijo toksinov (Dohren in Grife, 1997) ali pa za zasCito pred UV-sevanjem
(Yazaki, 2005). Najbolj znani so alkaloidi, veliko pa je tudi esencialnih olj (evgenol,
limonen), saponinov (triterpeni, steroidi), monoterpenov in flavonoidov (Wink, 2003;
Wallace, 2004). Zanimivo vprasanje pa je, ali naj uvrS¢amo te substance v primarne ali
sekundarne metabolite. Ceprav sodelujejo pri razmnoZevanju, tako da privabljajo ZuZelke,
nimajo pomembne vloge v metabolizmu (Vining, 1986).

V zivalskem kraljestvu najvec sekundarnih metabolitov tvorijo ¢lenonoZci in ostali insekti.
Najbolj poznani proizvajalci so pajki, kace, polzi, Skorpijoni. Pomen sekundarnih
metabolitov Zivali je predvsem zasc¢ita pred drugimi organizmi, imajo pa tudi vlogo pri
komunikaciji. Vklju€ujejo hlapne estre, feromone, snovi za oznacevanje ozemlja ter strupe
(Vining, 1986; Mebs, 2001).
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2.1.2 Delitev sekundarnih metabolitov glede na biosintezo

Obstajajo razliéni kriteriji, po katerih lahko delimo sekundarne metabolite v skupine. Pri
mnogih delitvah se upoSteva strukturno raznolikost, predvsem pri delitvi antibiotikov, ki so
razdeljeni na skupine kot npr. B-laktamski, peptidni, aminoglikozidni, makrolidni
antibiotiki, tetraciklini, ansamicini, ergotalkaloidi.

Druga delitev deli sekundarne metabolite glede na njihovo aktivnost. Tukaj so skupine:
snovi z antibioti¢no aktivnostjo (protibakterijska, protiglivna, protivirusna, protirakasta),
snovi s farmaloSko aktivnostjo (encimski inhibitorji, imunoloska aktivnost, biokemijska
aktivnost) in snovi za uporabo v agronomiji (pesticidi, herbicidi in insekticidi) (Berdy,
2005).

Primarni metabolizem zagotavlja gradbene enote za sekundarni metabolizem, pri tem pa se
doloceni intermediati uporabljajo pogosteje kot drugi (Vining, 1986).

Tako lahko delimo sekundarne metabolite v §tiri skupine (saharidi, peptidi, acilogenini,
nuklelogi) glede na gradbene enote iz katerih so sestavljeni. V peti skupini pa so spojine, ki
izhajajo iz vecih razli¢nih prekurzorjev.

e Saharidi: so spojine, ki imajo v osnovni strukturi monosaharide, oligosaharide in
polisaharide. Primarni gradnik je navadno glukoza. Modificirana je s relativno
kratkimi reakcijami in tvori produkte kot je npr. nojirimicin. Vecje modifikacije
tvorijo tudi oligosaharide, kot je npr. streptomicin.

ll‘ilH
TIIH NHCNH,
H,NCNH
CH
CH,OH
NH
OH OH
HO
OH
OH
streptomicin nojirimicin

Slika 1: Strukturi dveh saharidnih sekundarnih metabolitov (Vining, 1986)
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e Peptidi: ti pogosto nastanejo z modifikacijo aminokislin, npr. pirolnitrin (iz
triptofana). Vendar to ni edina pot, dobro je poznana tudi skupina oligopeptidnih
sekundarnih metabolitov, npr. tirocidin (antibiotik). Te spojine imajo vkljuc¢ene tudi
D-aminokisline. Peptidni sekundarni metaboliti lahko nastanejo tudi iz vmesnih
produktov biosinteze aminokislin, npr. kloramfenikol.

Sinteza peptidnih sekundarnih metabolitov je navadno neribosomska sinteza
proteinov, vendar ribosomsko sintetizirani peptidni sekundarni metaboliti niso

posebnost
HN— ﬁ— CHCl,
CH,
OH
p1r01n1tr1n kloramfenikol

Slika 2: Strukturi dveh peptidnih sekundarnih metabolitov (Vining, 1986)

HO OH H ol
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ACV-tripeptid r f
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izopenicilin N TJ\/\T m
/ J o —OH

cefalosporini

penicilin G ©/\ﬂ/ /]F_r;)<

/’“‘“OH

Slika 3: Biosinteza penicilina G (Birmingham, 2006)
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e Acilogenini: nastanejo iz aktiviranih acilnih prekurzorjev. Z zdruzitvijo tvorijo
razlicne strukture terpenov, steriodov in karotenoidov (geosmin, geraniol). To
vkljucuje Se poliketide, ki npr. eritromicin, tetracikline in cianidin (pigment).

N(CH3),

elvvecd

geosmln tetrac1k11n

Slika 4: Strukturi dveh acilogeninskih sekundarnih metabolitov (Vining, 1986)

e Nukleologi: to so sekundarni metaboliti z izrazito podobnostjo monomernim
komponentam nukleinskih kislin. So predvsem modificirani nukleotidi. Sem sodijo
spojine kot so npr. formicin in kafein.

NH., 0 /CH3
y HaC_ N
= N N
N /1\ | >
N /
X Y 0 N N
N |

Riboza CH3
formicin kafein

Slika 5: Strukturi dveh nukleolognih sekundarnih metabolitov (Vining, 1986)
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e MeSani: te ne moremo uvrstiti med ostale skupine, saj so zgrajeni iz razlinih
prekurzorjev iz zgornjih skupin. Med te uvrS§¢amo razne neesencialne porfirine,
razne kisline iz prekurzorjev Krebsovega cikla, spojine, ki so nastale z zdruzitvijo
aminokislin in acilnega prekurzorja.

O
OH

CHs

Irz

CHs

tenavzojska kislina

prodigiosin

Slika 6: Strukturi dveh mesanih sekundarnih metabolitov (Vining, 1986)
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2.2  AKTINOMICETE

2.2.1 Aktinomicete

Aktinomicete so velika skupina navadno filamentoznih po Gramu pozitivnih bakterij, ki
pogosto tvorijo razvejano mrezo filamentov oziroma tako imenovani micelij. Dimenzije
micelija aktinomicet so po velikosti podobne dimenzijam bakterij, po obliki pa so podobne
miceliju nitastih gliv. Vecina aktinomicet tvori spore, vendar se proces nastanka spor med
skupinami razlikuje (Madigan in sod., 2003).

Znane so postale kot proizvajalci antibiotiokov ter ostalih biolosko aktivnih spojin leta
1940, ko so odkrili aktinomicin, Se posebno pa leta 1943, ko so odkrili streptomcin, prvi
ucinkoviti antibiotik v zdravljenju tuberkuloze (Challis in Hopwood, 2003). Aktinomicete
proizvajajo 2/3 znanih antibiotikov, ki jih proizvajajo mikroorganizmi, in okoli 60 % vseh
ostalih sekundarnih metabolitov z biolosko aktivnostjo (Kieser in sod., 2000). K temu
delezu rod Streptomyces prispeva 70-80 %, ostale deleze prispevajo Saccharopolyspora,
Amycolatopsis, Micromonospora in Actinoplanes (Challis in Hopwood, 2003).

2.2.2 Taksonomija streptomicet

domena: BACTERIA
deblo: Firmicutes
razred: Actinobacteria
podrazred:  Actinobacteridae
red: Actinomycetales
podred: Streptomycineae
druzina: Streptomycetaceae
rod: Streptomyces

Slika 7: Taksonomska opredelitev streptomicet (Bergey in Holt, 1994)

2.2.3 Morfologija in Zivljenjski cikel

Kljub razli¢nim barvam kolonij lahko streptomicete na agarju enostavno prepoznamo po
nejasnih, hrapavih oblikah, znacilni barvi in kompaktni strukturi. Filamenti streptomicet so
obicajno premera 0,5-1,0 um, razli¢éno dolgi in jim pogosto manjka pre¢na stena med
vegetativno fazo rasti. Rast se pojavlja na koncih filamentov, kjer tudi pogosto pride do
razvejanja, kar privede do kompleksnega prepleta matriksa. S staranjem kolonije se
zacnejo tvoriti sporofori, zra¢ne hife, ki se dvigajo nad povrsino in tvorijo spore. Spore se
imenujejo konidiji in niso sorodni z endosporami bakterij rodu Bacillus in Clostridium.
Tvorijo se z nastankom precne stene v vecjedrnih sporoforih, ¢emur sledi locevanje
posameznih celic naravnost v spore. Spore 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.
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Konidiji in sporofori pogosto vsebujejo pigmente, ki dajejo znacilno barvo zreli koloniji
(Madigan in sod., 2003).
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Slika 8: Zivljenjski krog streptomicet (van Wezel, 2002)

2.2.4 Genom

Vsebnost GC-nukleotidnih parov pri streptomicetah je 70—74 % ali ve€. Odvisno od vrste
je velikost kromosomskega zapisa priblizno 7,8—8,0 Mb (Kieser in sod., 2000), lahko pa je
tudi vedji.

Nukleotidno zaporedje celotnega genoma Streptomyces coelicolor je bilo doloceno julija
leta 2001. Dolgo je 8.667.507 bp in naj bi vsebovalo 7825 genov, kar je priblizno dvakrat
ve¢ od E. coli. Je tudi najvecji sekvenciran bakterijski genom. Streptomyces avermitilis
ima sicer 9.025.608 bp, a ocenjujejo, da ima le 7575 odprtih bralnih okvirjev
(Streptomyces, 2006).

Vecina streptomicet vsebuje linearni kromosom. Velike delecije in podvojitve, ki se
pojavljajo s frekvenco 0,1-1 % so znacCilne za to skupino mikroorganizmov. Zaradi
terminalnih delecij na kromosomu se lahko poveZzeta dva konca in tvorita krozni
kromosom, ki je zmoZen podvojitve (Kieser in sod., 2000).

Vecina streptomicet vsebuje plazmide, tako linearne kot tudi krozne, ki so konjugativni in
se sami podvojujejo. So velikosti 10—-600 kb. Krozni so kovalentno zaprti krogi, ki so v ve¢
kopijah, ¢e so majhni, in v manj, ¢e so vecji. Vecina plazmidov ne nosi zapisa za sintezo
antibiotikov (Kieser in sod., 2000).

2.2.5 Ekologija in metabolizem

Streptomicete v naravi najpogosteje najdemo kot prostozivece saprofite v rizosferi (tanka
plast zemlje, ki je v kontaktu z rastlinskimi koreninami), kjer s svojimi antibiotiki $¢itijo
pred potencialnimi patogenimi mikroorganizmi (Challis in Hopwood, 2003) in celo v
vodnih obmoc¢jih (Madigan in sod., 2003). Znacilen vonj po zemlji je posledica sinteze
vrste metabolitov, ki jih imenujemo geosmini. Vecino streptomicet najdemo v alkalnih in
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nevtralnih tleh. Vec€ jih je v vodopropustnih tleh, kot so pesScena tla, kar kaze na to, da za
rast potrebujejo manjsi vodni potencial od ve€ine bakterij v zemlji (Madigan in sod.,
2003). Vecina streptomicet ima dokaj razlicne zahteve po virih ogljika. Uporabljajo lahko:
ogljikove hidrate, sladkorje, alkohole, mas¢obne in organske kisline, aminokisline in
aromatske spojine (Madigan in sod., 2003).

V naravi, kjer streptomicete zivijo predvsem v zemlji, je dovolj virov ogljika (kompleksni
polisaharidi), toda malo duSika. Posledicno imajo aktinomicete za ogljikove hidrate
razliéne kataboli¢ne poti. Zaradi pomanjkanja duSika ni presenetljivo, da ima biosinteza
aminokislin pri streptomicetah zelo redko inhibicijo s povratno zanko (Hodgson, 2000).
Kirn (2005) je pokazal, da dodatek maScobnih kislin (olja) pozitivno vpliva na donos
spojine SBRO501 pri sevu Streptomyces sp. K343-1, zato je proces razgradnje masc¢obnih
kislin pri streptomicetah omenjen v posebnem poglavju.

2.3 RAZGRADNJA MASCOBNIH KISLIN — 8-OKSIDACIJA

Produkti B-oksidacije so gradbeni elementi ciljnega produkta, spojine SBR0501. Masc¢obne
kisline se morajo za razgradnjo najprej aktivirati. Tako nasi¢ene kot nenasi¢ene masc¢obne
kisline se aktivirajo na enak nacin.

acil-CoA-sintetaza

Mascobna kislina (R-COO") + ATP + CoASH « > acil-CoA + AMP
Slika 9: Aktivacija mas¢obnih kislin (Boyer, 2005)

2.3.1 Reakcije B-oksidacije

Acil-CoA vstopi v spiralno pot B-oksidacije. Vsak popoln obrat spirale vkljucuje Stiri
encimsko katalizirane reakcije, ki vodijo do sprostitve acetil-CoA in verige masc¢obne
kisline, krajsSe za dva ogljikova atoma. Te reakcije so: (1) oksidacija enojne vezi med
dvema ogljikovima atomoma do dvojne vezi, v sodelovanju s FAD, (2) adicija vode na
dvojno vez z uvedbo hidroksilne skupine na enega od ogljikov, (3) oksidacija hidroksilne
skupine v prisotnosti NAD" do ketoskupine in (4) razcep vezi C-C in sprostitev acetil-
CoA. Stevilo obratov ne ustreza neposredno 3tevilu nastalih acetil-CoA, ker v zadnjem
obratu nastaneta dva acetil-CoA. Razgradnjo maScobnih kislin predstavljajo predvsem
oksidacijske reakcije (dve od stirih reakcij). Drugi dve sta reakciji nehidrolitiéne cepitve ob
adiciji na dvojno vez (Boyer, 2005) .
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Slika 10: Spiralna pot B-oksidacije mascobne kisline (Boyer, 2005)

2.3.2 B-oksidacija nenasi¢enih masc¢obnih Kislin

12

Mascobne kisline z dvojno vezjo nastanejo tudi kot intermediati v procesu B-oksidacije.
Vendar ima dvojna vez v intermediatu enoil-CoA konfiguracijo trans, medtem ko je
dvojna vez v naravnih mascobnih kislinah v konfiguraciji cis. Za popolno razgradnjo
nenasi¢enih mascobnih kislin zato potrebujemo poleg stirih encimov [-oksidacije e dva

pomozna encima.

Prvi je enoil-CoA-izomeraza in katalizira preureditev A’-dvojne vezi s cis konfiguracijo v
A*-dvojno vez s trans konfiguracijo. Drugi, 2,4-dienoil-CoA-reduktaza, pa s koencimom
NADPH pretvori intermediat trans-A?, cis-A* v trans-A’-enoil-CoA. Pri tej reakciji se ena

dvojna vez reducira in druga premakne (Boyer, 2005).
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Slika 11: Prikaz metabolizma nenasi¢ene mascobne kisline 16:2 (Boyer, 2005)

NADP*

2.4 DEJAVNIKI, KI VPLIVAJO NA PRODUKCIJO SEKUNDARNIH
METABOLITOV

13

Tvorba sekundarnih metabolitov je pogojena z dolocenimi dejavniki, kot so (Vining,

1986):

e Katabolicna represija z ogljikom: spojine, ki omogocajo hitro asimilacijo vira
ogljika zavirajo uporabo alternativnih virov ogljika. Visoka vsebnost glukoze v
gojiscu, ki je najbolj prouceni primer represije, zavira sintezo encimov, potrebnih

za metabolizem ostalih virov ogljika in za sintezo sekundarnih metabolitov.



Spes A. Vpliv mas&obnih kislin na biosintezo inhibitorja esteraze SBR0501 pri sevu Streptomyces sp. K343-1. 14
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2006

e [Kataboli¢na represija z dusikom: oblika, v kateri je celici dostopen dusik, predvsem
kot amonijev ion, mo¢no vpliva na donos sekundarnih metabolitov. SlabSe dostopni
viri verejtno spro$¢ajo amonijev ion le pocasi in omejujejo hitrost rasti celice.
Tak$no stanje, poznano kot delno stradanje dusSika, pozitivnho vpliva na sintezo
dolo¢enih sekundarnih metabolitov, npr. acilogeninov. Podobne uc¢inke so opazili
tudi pri dodatku raznih spojin, ki vezejo amonijev ion, npr. magnezijev fosfat. Te
vezejo amonijev ion v kompleks, iz katerega ga potem pocasi sprosc¢ajo in
omogocajo rast organizmu.

e Regulacija s fosfatom: organizmi tvorijo neznatne koli¢ine sekundarnih
metabolitov, ¢e je v gojiScu presezek fosfata. Glavna tarca regulacije s fosfatom naj
bi bila sinteza encimov sekundarnega metabolizma. Presezek fosfata zavira sintezo
dolocenih encimov, saj zavira sintezo fosfataz. Dvig znotrajcelicne koncentracije
ATP, za 2- do 3-krat, povzro¢i takoj$njo inhibicijo sinteze antibiotikov.

e Bioregulatorji: pri sintezi sekundarnih metabolitov so potrebne dolo¢ene molekule,
ki po strukturi niso povezane s sekundarnimi metaboliti, niti z njihovimi
intermediati. TakSen primer je A-faktor pri sintezi streptomicina. Mutante S.
griseus, ki nimajo A-faktorja, imajo blokiran mehanizem diferenciacije in ne
morejo sporulirati. Vendar je ta mehanizem prisoten le pri nekaterih vrstah in ni
sploSen. Vrsta S. coelicolor sporulira normalno tudi brez A-faktorja

2.5 IZBOLJISAVA DELOVNEGA ORGANIZMA

Izboljsava delovnega organizma vkljucuje fenotipske spremembe kot so npr. povecana
produkcija Zelenih metabolitov, odstranitev neZelenih metabolitov ali sprememba celicne
morfologije, ki omogoci lazjo loCitev organizma od produkta (Queener in Lively, 1986).

Z izjemo zivilske industrije zelo malo komercialnih procesov uporablja divje tipe sevov,
izoliranih neposredno iz narave. Uporabljajo se mutanti, ki so prilagojeni na specifi¢en
proces. Ena od glavnih motivacij za razvoj industrijskih sevov je ekonomika, kajti donos
ciljnih produktov pri divjih tipov je navadno prenizek za biosintezo. ObseZen program
razvoja sevov lahko traja tudi vec let, donosi pa se lahko povecajo tudi za 100 in vec krat.
Uspesnost programa je odvisna od delovnega seva, procesa in narave ciljnega produkta , ki
jo pridobivamo (Crueger in Crueger, 1990).

Za stroskovno upravicen proces so potrebni sevi z izboljSanimi bioprocesnimi lastnostmi.
Odvisno od sistema so zazeleni sevi, ki imajo krajSi Cas bioprocesa, ne tvorijo nezelenih
pigmentov ali drugih stranskih produktov, imajo zmanjSane potrebe po kisiku ali lahko
uporabljajo cenejSe substrate.

Naravni izolati pogosto tvorijo meSanico kemijsko podobnih spojin, praviloma pa zelimo
mutante, ki tvorijo le eno spojino (Crueger in Crueger, 1990).
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2.5.1 Povecanje produkcije sekundarnih metabolitov

Bioaktivne molekule so moc¢no oksidirane in gledano z metabolicnega staliS¢a zelo
energetsko potratne molekule, zato jih naravni izolati v naravi tvorijo v majhnih koli¢inah
(Prosser in Tough, 1991).

Produkecijo sekundarnih metabolitov nadzira 5 razli¢nih skupin genov (Crueger in Crueger,
1990):

e Strukturni geni — kodirajo encime za biosintezo sekundarnih metabolitov.

e Regulatorni geni — sekundarnega metabolizma.

e Geni za odpornost — dajejo odpornost proizvajalcem antibiotikov na lastne

metabolite.
e (Geni za permeabilnost — nadzorujejo privzem in izloCanje spojin.
e Regulatorni geni — primarnega metabolizema in tako posredno tudi sekundarnega.

Spremembe v metabolizmu, ki lahko povzrocijo povecanje donosa (Ddhren in Grife, 1997;
Nielsen, 1998; Oksman-Caldentey in Inze, 2004):
- Eliminacija ozkih grl pri sintezi prekurzorjev oziroma gradbenih elementov, kateri
tvorijo sekundarni metabolit.
- Odprava negativne kataboli¢ne regulacije.
- Dvignjena odpornost organizma na lasten ciljni metabolit
- Odsotnost negativne povratne regulacije (»feedback regulation«) sekundarnih
metabolitov na lastno sintezo.
- Povecano izrazanje biosinteznih genov vklju¢enih v pot.
- Zmanjsan katabolizem (razgradnja) ciljne spojine.
- ZmanjSan pretok metabolitov skozi biosintezne poti, ki jih lahko na$ ciljni
metabolit deli z ostalimi sekundarnimi metaboliti.
- Povecana prepustnost membrane za prekurzorje zelenega produkta.

Obstaja ve¢ osnovnih genskih pristopov za izboljSanje donosa ciljnega produkta pri
biosinteznih postopkih, kot so npr. mutageneza, rekombinacija in kloniranje (Baltz,
1986a).

Selekcije, mutageneza in genske rekombinacije so znane in uporabne metode za izboljSanje
produkcije sekundarnih metabolitov pri aktinomicetah. Vendar ne dajo informacij o genih,
ki so pomembni za visoko produkcijo sekundarnih metabolitov. Gre za naklju¢ne mutacije,
ki jih navadno ni mogoce definirati (locirati) (Baltz in Hosted, 1996).

2.5.1.1 Selekcija

Selekcija je postopek, ko namerno gojimo mutante ali rekombinantne mikroorganizme v
pogojih, pri katerih lahko rastejo le tisti z ustreznim genotipom.

Direktna uporaba bogatitvenih postopkov za ve¢jo produkcijo sekundarnih metabolitov je
tezja. Selekcija mora biti posredna, saj so sekundarni metaboliti nepotrebni za preZivetje
celice (Queener in Lively, 1986). Kot primer selekcije lahko navedemo izolacijo seva, ki
¢e je odporen na ve¢ antibiotikov, proizvaja vecje koli¢ine nekega drugega sekundarnega
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metabolita. Tako se na primer proizvodnja aktinorodina poveca za 1,6-3-krat, e je sev
odporen na gentamicin, rifampin ali streptomicin. Se za 1,7-2,5-krat se poveca
proizvodnja, Ce je sev odporen na streptomicin in gentamicin ali streptomicin in rifampin.
V primerjavi z divjim tipom pa sev, odporen na vse tri antibiotike, proizvaja kar 48-krat
ve¢ aktinorodina (Hu in Ochi, 2001). Podobne poskuse je napravil tudi Tamehiro in sod.
(2003). Z odpornostjo na streptomicin, gentamicin in rifampin je dvignil produkcijo
salinomicina za 2,3-krat.

Posebni okoljski pogoji, toksicni za vecino celic, a netoksic¢ni za manjSino, se uporabljajo
za bogatitev celi¢ne populacije s spremenjenim fenotipom, ki pogosto vpliva tudi na
biosintezo Zelenega metabolita. Taksni selekcijski postopki se imenujejo bogatitveni
postopki. Razviti so na podlagi razumevanja celicnega metabolizma in Zelenega biosinteze
produkta (Queener in Lively, 1986).

2.5.1.2 Mutageneza

Mutacija je trajna sprememba enega ali ve¢ nukleotidov v DNA verigi. V vec€ini primerov
so mutacije Skodljive, vendar nekatere omogocijo organizmu boljSe prilagajanje okolju
(Parekh in sod., 2000).

Mutageneza je najbolj neposreden in najcenejSi postopek izboljSanja industrijskih
mikroorganizmov (Queener in Lively, 1986). Je tudi najbolj preprosta: ni potrebno veliko
znanja o genetiki in fiziologiji biosinteznih poti delovnega mikroorganizma, ki so vpleteni
v biosintezo zelenega produkta (Baltz, 1986a). Za izboljSano produkcijo industrijskih
sevov streptomicet se uporablja kemijsko ali radiacijsko inducirana mutageneza (Kieser in
sod., 2000). Izbira primernega mutagena in njegove koliCine je bistvenega pomena za
uspeh. Za vsak mutagen in organizem je potrebno ovrednotiti primernost mutagenega
sredstva in optimizirati koncentracije mutagena, ¢as izpostavitve in pogoje kultivacije, ki
dajejo najvecji donos (Queener in Lively, 1986).

Stopnja spontanih mutacij je navadno 1 od 10" ali 10°. Pojavljajo se vsi tipi mutacij:
insercije, delecije, transverzije, tranzicije, premiki bralnega okvirja... Z uporabo
mutagenih sredstev lahko frekvenco mutacij povedamo na 1 od 10° - 10° (Crueger in
Crueger, 1990).

Glavni cilj nakljuénih mutacij je poveCanje frekvence zelenih mutacij, obenem pa
zmanjS$ati frekvence ostalih negativnih mutacij, ki bi negativno vplivale na donos ciljnega
metabolita. Za pridobitev naklju¢nih mutacij se navadno uporabljajo fizikalna in kemijska
mutagena sredstva, ko so npr. UV svetloba, hidroksilamin, etil metansulfonat, metil
metansulfonat (Baltz, 1986b).
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Preglednica 3 : Vrste mutagenih sredstev in njihovo delovanje (Parekh in sod., 2000)

Mutageno sredstvo | Povzrofena mutacija Ucinek na DNA

Radiacija

X-zarki, gama zarki | Prelomi DNA Delecije, strukturne spremembe

UV Zarki Tvorba pirimidinskih dimerov | Transverzije, delecije, premik
bralnega okvirja

Kemikalije

5-Bromouracil Napacno parjenje baz Tranzicije

Hidroksilamin Deaminacija citozina Tranzicije

Etil metansulfonat Alkilacija citozina in adenina | Tranzicije

Etidijev bromid Interkalacija med dvema Premik bralnega okvirja

bazama
Bioloski dejavniki
Fagi, plazmidi Zamenjave baz, lomi DNK Delecije, insercije, podvajanje

Ko s pomocjo postopka selekcije in mutageneze pridobimo z mutacijo izboljsan sev, ga
uporabimo kot izhodni sev v novem ciklu selekcije in mutageneze (Parekh in sod., 2000).
Pridobljen sev, ki kaze povefan donos, se podrobno testira in statisticno ovrednoti.
Postopek mutageneze je kontinuiren proces, ki se ga najprej uporablja za doseganje
vecjega donosa, nato pa se z njim vzdrzuje selekcijski pritisk na seve.

2.5.1.3 Rekombinacija

Uporaba naravnega krizanja (natural mating) ali fuzije protoplastov za kombiniranje
zelenih genov iz razli¢nih mutiranih sevov je bila uspesna le poredko, pa Se te podatki so
tezko dostopni zaradi industrijskih skrivnosti (Kieser in sod., 2000). Fuzija protoplastov je
vsestranska tehnika za indukcijo rekombinacije. Veliko se uporablja za industrijske
mikroorganizme. Zahteva natancne postopke za nastanek protoplastov, fuzijo protoplastov
in za regeneracijo celic (Matsushima in Baltz, 1986). Genski inzeniring se uspesno
uporablja za izboljSanje produkcije primarnih metabolitov in ektracelularnih encimov,
prekomerna produkcija sekundarnih encimov pa je veliko bolj kompleksna zaradi
kompleksne in vecslojne celicne regulacije diferenciacije in produkcije sekundarnih
encimov (Parekh in sod., 2000).

Ena od strategij za izboljSanje produktivnosti uporabnih produktov z genskim inzenirstvom
je povecanje ekspresije kljuénih biosinteznih in regulatornih genov. Vendar ima ta
strategija lahko Sibko toCko, saj prehitro izrazanje sekundarnih metabolitov ali proteinov
zavre rast celic in posledicno koli¢ino Zelenega produkta. Zato je potrebno razviti
regulatorni sistem, ki bo zaviral ekpresijo tarénih genov, dokler celice ne doseZejo pravsnje
gostote, tedaj pa bo vkljucil ekspresijo genov (Herai in sod., 2004).

Z povecanjem ekspresije genov pcbC (izopenicilin-N-sintaza) in pcbDE (aciltransferaza)
pri sevu Penicillium chrysogenum povecamo donos penicilina za 40 % v primerjavi z
divjim tipom (Nielsen, 1998).
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2.5.1.4 Kataboli¢na represija

Kataboli¢na represija je v naravi Siroko razsirjen pojav. Lahko bi ga definirali kot represijo
encimske aktivnosti v prisotnosti razgradnjega produkta (katabolita). Ceprav je to lahko
kateri koli razgradnji produkt, je ve€ino zanimanja pritegnil mehanizem glukozne represije
(Kwakman in Postma, 1994).

Bakterije bodo preferencno razgradile heksoze, Ce rastejo v okolju z razlicnimi viri ogljika.
Ce je prisotna glukoza, jo bodo bakterije prednostno uporabile. Pojav se imenuje glukozna
represija. Glukoza z represijo transkripcije operonov (kot so lac, gal in ara) prepreci
uporabo alternativnih virov ogljika (Lewin, 2004). Studije so bile napravljene tako na
kvasovkah (Saccharomyces cerevisiae), na po Gramu negativnih bakterijah (Escherichia
coli, Salmonella typhimurium) in na po Gramu pozitivnih bakterijah (Bacillus subtilis,
Streptomyces coelicolor) (Kwakman in Postma, 1994).

Skupinska translokacija je transportni proces, pri katerem se pri prehodu skozi membrano
transportirana molekula kemijsko spremeni. Pri prehodu skozi membrano se monosaharidi
glukoza, manoza in fruktoza fosforilirajo s fosfotransferaznim sistemom (PTS) (slika 12).

Glukoza

C®

Glukoza 6-fosfat

Slika 12: Mehanizem fosfotransferaznega sistema (PTS) pri Escherichii coli (Madigan in sod., 2003)

Raziskave so pokazale, da je encim streptomicet ITa (imenovan tudi IIa“™) moéno podoben

encimu Ila pri E.coli (imenovan tudi [1a%"). Fosfotransferazi PTS sistema encim I in HPr
fosforilirata encim Ila (Kamionka in sod., 2002). Fosforiliran encim I1a®" fosforilira
glukozo. Nefosforiliran ITa“" inhibira kataboli¢ne encime in permeaze za sladkorje. Ker je
11a®" defosforiliran, ne more stimulirati adenilat-ciklaze in celi¢na koncentracija cAMP
ostane nizka. Pomanjkanje cAMP ne more aktivirati transkripcijskega dejavnika CAP, ki je
globalni aktivator genov pod katabolicno kontrolo (Kamionka in sod., 2002).

Hkratna izraba razli¢nih substratov bi povecala moznost navzkrizne inhibicije (intermediati
ene poti lahko vplivajo na encime druge poti), zaradi dodatnih metabolnih zank se kakSen
substrat lahko spremeni v produkt, dodatni encimi bi povzrocili gneco v citoplazmi,
dodatne poti bi lahko vplivale na razmerja klju¢nih intermediatov, tudi dodatni transportni
proteine bi povzrocili gneCo v membrani.
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2.5.1.5 Toksi¢ni metaboliti¢ni analogi

Namen uporabe toksi¢nih metaboliticnih analogov je inhibicija encima, ki je nujno
potreben za prezivetje celice in je vkljuCen v biosintezno pot ciljnega metabolita. Celice, ki
bi imele odpornost na vec¢je koncentracije takSnega analoga, naj bi prekomerno izrazale
gena za encim. To pa bi pomenilo povecan pretok metabolitov preko te biosintezne poti,
kar bi lahko pozitivno vplivalo na biosintezo ciljnega metabolita (Parekh in sod., 2000).

Poleg tega lahko z dodatkom analogov snovi, ki regulirajo lastno sintezo, dobimo mutanto
brez mehanizma s povratno zanko, ki tvori vecje koli¢ine metabolitov. Primer so biosinteza
aminokislin in vitaminov (Queener in Lively, 1986).

2.6 PRISTOPI ZA IZBOLJSANJE DONOSA SPOJINE SBR0501

Kirn (2005) je pokazal, da je za produkcijo spojine SBR0O501 najboljsi vir ogljika sojino
olje ali linolna kislina. V tej nalogi smo Zeleli preveriti vpliv ve¢jih koncentracij sojinega
olja ali linolne kisline na donos spojine SBR0O501.

Procesirana mascobna kislina (linolna kislina) je prekurzor ciljne spojine, zato smo z
odpornostjo na povecane koncentracije linolne kisline, 2-bromoheksadekanojske kisline in
polimiksin B, poskusali povecati donos spojine SBR0O501.

SOJINO OLJE
Sojino olje je dober vir linolne kisline.

Preglednica 4: Mascobno kislinska sestava sojinega olja (O'Brien, 1998)

Mascobna Kislina %
Linolna 53,7
Oleinska 23,3
Palmitinska 10,6
Linolenska 7,6
Stearinska 4,0
Ostale skupaj 0,8

2.6.1 Odpornost na povecane koncentracije linolne kisline

Linolna kislina mas¢obna kislina in kot takSna podvrzena celiénemu metabolizmu. Pri tem
pa se lahko tvorijo za celico toksi¢ne spojine. Poskusali smo izolirati seve, ki bi imeli vecjo
odpornost na linolno kislino, saj bi tako morda v gojis¢e dali ve¢ linolne kisline in tako
dvignili donos spojine SBR0O501.

Lipidi se oksidirajo po treh razlicnih mehanizmih: encimska oksidacija, neencimska z
radikali posredovana oksidacija in neencimska neradikalna oksidacija. Vsak tip tvori
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specificne produkte (Niki in sod., 2005). Nekateri izmed njih so esencialni za celico
(acetil-CoA iz B-oksidacije), drugi pa imajo tudi toksi¢ne ucinke.

2.6.1.1 Peroksidacija

Lipidna peroksidacija (LPO) je proces, v katerem se veckratnenasi¢ene masc¢obne (PUFA)
pretvorijo v lipidne hidroperokside (LOOH), katalizirajo pa ga encimi ali prosti radikali.
LOOHSs se ob prisotnosti dvovalentnih ionov razgradijo v radikale, ki inducirajo nastanek
Sirokega spektra reaktivnih komponent (Spiteller, 2001).

Toksi¢ni produkti peroksidacije

Primarni produkti lipidne peroksidacije so hidroperoksidi (Niki in sod., 2005).
Prekurzorski molekuli produktov lipidne peroskidacije linolne kisline sta 13-hidroperoksi-
9,11-oktadekadienojska kislina (13-HPODE) in 9-hidroperoksi-10,12-oktadekadienojska
kislina (9-HPODE). Iz njiju nastanejo razni produkti s toksi¢nimi ucinki: 4-hidroksi-2-
nonenal in 2,4-dekadienal, ki sta zelo toksi¢na za celice sesalcev, v rastlinah 4-hidroksi-2-
nonenal inhibira rast patogencev. 2-alkenali so genotoksi¢ni in inhibirajo rast gliv
(Spiteller in sod., 2001). Heksanal in ostali aldehidi zmanjSajo kalitev semen (Spiteller in
sod., 2001).

H H
C5H11_C=C\ C C— (CH2)7 COOH
H H

ol
H
H

C5H1 1_C=C\
H

2

é’ =C—(CH,);-COOH
H

SN,

—(CH,);COOH C;sH;;—C=C-C=C-CH—(CH,);- COOH
H H H
+0, +0,
+RH-R +RH-R
H H
2=C=C=C=C~(CHy);"COOH  C3H,;=C=C~C=C~C—(CHy)-COOH
By 11 HE g
Slika 13: Nastanek 13-hidroperoksi-9,11-oktadekadienojske kisline (13-HPODE) in 9-hidroperoksi-10,12-

oktadekadienojske kisline (9-HPODE) (Spiteller in sod., 2001)

Med ostalimi toksi¢nimi metaboliti so omenjeni e monoepoksidi. Monoepoksida 9,10-cis-
epoksioktadekenojska kislina (9,10-EOA) in 12,13-cis-epoksioktadekanojska kislina
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(12,13-EOA) ter diola 9,10-dihidroksioktadekanojska kislina (9,10-DHOA) in 12,13-
dihidroksioktadekanojska kislina (12,13-DHOA) inhibirajo prenos elektronov v transportni
verigi (Mitchell in sod., 2002).

Monoepoksidi linolne kisline se tvorijo z lipidno avtooksidacijo ali spontano pri reakciji
OH" skupine z linolno kislino. Levkotoksin je takSen derivat linolne kisline, ki pa je
toksicen, Ce se pretvori v levkotoksindiol. Ta negativno vpliva na transport natrija in kalija
preko membrane (Stimers in sod., 1999).

Drugi toksi¢ni vplivi linolne kisline

Med lipidno peroksidacijo nastanejo tudi aldehidi. Med koli¢insko najbolj zastopanimi je
ze omenjeni 4-hidroksi-2-nonenal. Aldehidi so zaradi velike reaktivnosti zelo toksi¢ni za
celico. Reagirajo lahko z aminokislinami, peptidi in proteini. S pospesitvijo depolimeracije
aktina in tubulina poSkodujejo citoskelet celice. Modificirajo proteosomske proteine in s
tem ovirajo razgradnjo Skodljivih proteinov v celici. Zaradi svoje velike reaktivnosti z
membranami jim spremenijo strukturo in fizikalno-kemijske lastnosti. Povecajo
permeabilnost membrane in povzrocijo razpad celicnih komunikacij (Davydov in sod.,
2004).

Mozno je tudi, da so nenasi¢ene mascobne kisline toksi¢ne za celice v fazi pospesene rasti.
Dodatek nenasic¢enih mascobnih kislin v gojis¢e pomeni povecano vgraditev teh gradnikov
v celicno membrano, ki zaradi tega postane zelo nestabilna (Carson in Daneo-Moore,
1980).

2.6.2 Odpornost na povecane koncentracije 2-bromoheksadekanojske kisline

2-bromoheksadekanojska kislina (2-BrP) je analog palmitata (Webb in sod., 2000).
Inhibira celi¢no rast v mnogo manjsih koncentracijah kot linolna kislina in ¢e bi izolirali
sev, odporen na vecje koncentracije 2-BrP, predpostavljamo, da bi lahko povecali
odpornost tudi na linolno kislino.

2.6.2.1 Delovanje a-bromomascobnih kislin kot model delovanja

o-bromomascobne kisline imajo skelet iz ogljikovih atomov, na katerega imajo pripeto
—COOH skupino in bromov (fluorov) atom na a-C atomu. Z vezavo z acil-CoA-sintetazo
preprecujejo tvorbo acil-CoA derivatov (Grillo in sod., 2001). Sevi, ki bi rasli ob
povecanih koncenteracijah a-bromo analogov mascobnih kislin, bi morali imeti povecane
koncentracije encima acil-CoA-sintetaze. Tako bi lahko hitreje metabolizirali mas¢obne
kisline, ki so prekurzorji ciljnega metabolita.

2.6.3 Odpornost na povecane koncentracije polimiksina B

TarCa delovanja polimiksina B je celitha membrana. S spremembo lastnosti celicne
membrane bi lahko vplivali na odpornost na linolno kislino.
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2.6.3.1 Toksi¢nost polimiksina B

Polimiksini so neribosomsko sintetizirani peptidi po Gramu-pozitivnih bakterij. Ceprav so
jih odkrili ze pred vec kot 50 leti, nacin njihovega delovanja Se ni popolnoma pojasnjen.
Stevilne $tudije pa nakazujejo njihovo delovanje na bakterijske citoplazmatske membrane
(Clausell in sod., 2003).

ZmanjSana prepustnost membran se kaze kot povecana odpornost na razli¢ne antibiotike.
Polikationski antibiotiki, kot je polimiksin B, povecajo prepustnost membrane (Rahaman
in sod., 1998). Vendar pa novejse Studije izkljuCujejo prepustnost membran kot nacin
delovanja teh antibiotikov. Osnova primarnega stresa povzrocenega z antibiotiki naj bi bila
sposobnost peptidov (antibiotikov) tvorbe povezav med fosfolipidi. Kationski polimiksini
imajo veliko afiniteto do kislih fosfolipidov. Tvorile naj bi se stabilne povezave med
vezikli anionskih fosfolipidov, med temi povezavami pa je hitra izmenjava fosfolipidov.
Ta izmenjava je zelo selektivna, saj lahko prehajajo le monoanionski fosfolipidi, ostale
komponente pa ne (Clausell in sod., 2003).

Polimiksin ima 5 pozitivnih nabojev, s katerimi se lahko poveze z negativnimi naboji dela
celicne membrane. Ko je doseZena kriticna koncetracija polimiksina na membrani, naj bi
se tvorile zaCasne odprtine/pore v dvosloju, skozi katere lahko nato polimiksin preide v
celico (Gutsmann in sod., 2005). Zato predpostavljamo, da bi lahko mutante odporne na
manjSe koncentracije polimiksina B imele neposredno, hitro in selektivno izmenjavo
fosfolipidov brez fuzij. Vecje koncetracije pa naj bi inducirale fuzijo membran, pri tem pa
pride do izgube vodne faze.

Pri manjSih koncentracijah (2 mol %) se pojavijo posamezni kontakti med vezikli, pri
vecjih koncentracijah (nad 2 mol %) pa pride do fuzije membran. Predpostavljamo, da pri
vecjih koncentracijah polimiksin B globlje prodre v lipidni dvosloj (Clausell in sod., 2003).

2.6.4 Odpornost na 2-deoksiglukozo

Glukoza preprecuje uporabo alternativnih virov ogljika s sistemom glukozne represije.
Tako lahko bakterije uporabljajo linolno kislino Sele, ko zmanjka glukoze (ali kakSnega
drugega preferencnega vira ogljika (C)). Linolna kislina se bo tedaj uporabljala kot vir C in
ne kot prekurzor ciljnega metabolita. 2-deoksiglukoza (DOG) je glukozni analog, ki se ne
metabolizira, a Se vedno aktivira glukozno represijo. Med sevi, ki bi bili odporni na
povecane koncentracije DOG, bi lahko izolirali mutante ki ne podleZejo kataboli¢ni
represiji z glukozo. Verjetno ne bi imeli sistema glukozne represije, ali pa bi izgubili
transportni sistem za prenos DOG v celico (Hodgson, 1982).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 DELOVNI POSTOPKI

Priprava trdnih selekcijskih

£0jis¢ 20,5, 1, 2,3 in 5 mM Redcitev spor
linolne kisline
v v
v
e ™
Nacepitev spor in kultivacija
(7 dni, 28 °C)
\ J
Y
(" . . . )
Precepitev zraslih kolonij na enako
gojisce za potrditev odpornosti,
kultivacija (7 dni, 28°C)

A 4

Precepitev zraslih kolonij na
sporulacijsko gojis¢e (SP) z 0,5, 1 in
2 % linolne kisline
kultivacija (7 dni, 28°C)

\ 4

Prenos spor iz SP gojis¢az 1 in 2 %

linolno kislino v vegetativno gojisce

in aerobna kultivacija na stresalniku
(1 dan, 28 °C, 275 min™")

A 4

Inokulacija produkcijskih gojis¢ z
10 % kulture iz vegetativnega gojisca
in aerobna kultivacija na stresalniku
(6 dni, 28°C, 275 min™)
J
A 4

e ™

Vzorcenje in priprava vzorcev za

analizo
- J
( A 4 N\
HPLC analiza

Slika 14: Hodogram poteka eksperimentalnega dela s kulturami odpornimi na linolno kislino
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Priprava trdnih selekcijskih

g0jis¢ s 5,6,7,8,9in 10 uM Redcitev spor
2-BrP
v v

v

( . . . . \
Nacepitev spor in kultivacija
(7 dni, 28 °C)

\ J

A 4
4 ] N

Precepitev zraslih kolonij na enako
gojisce za potrditev odpornosti,
kultivacija (7 dni, 28°C)

A 4

Precepitev zraslih kolonij na
sporulacijsko gojisce (SP) s 5, 25 in
50 uM 2-BrP
kultivacija (7 dni, 28°C)

A 4

- J
Prenos spor iz SP gojisca s 50 uM
2-BrP v vegetativno gojisce in
aerobna kultivacija na stresalniku
(1 dan, 28 °C, 275 min™)

A 4

Inokulacija produkcijskih gojis¢ z
10 % kulture iz vegetativnega gojisca
in aerobna kultivacija na stresalniku

(6 dni, 28°C, 275 min™")
\ 4
( . . . \
Vzorcenje in priprava vzorcev za
anlizo
- Y
( v )
HPLC analiza

Slika 15: Hodogram poteka eksperimentalnega dela s kulturami odpornimi na 2-bromoheksadekanojsko
kislino
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Priprava trdnih selekcijskih

gojis¢ s 5, 10, 12, 14, 16, 18, Redcitev spor
20 in 30 pg/ml polimiksina
B
v
Nacepitev spor in kultivacija
(7 dni, 28 °C)

\ 4

Precepitev zraslih kolonij na enako
gojisce za potrditev odpornosti,
kultivacija (7 dni, 28°C)

\ 4

Precepitev zraslih kolonij na
sporulacijsko gojisce (SP) s 10, 50 in
100 pg/ml polimiksina B
kultivacija (7 dni, 28°C)

A 4

[ /

. N
Prenos spor iz SP gojis¢a s 100 pg/ml
[ N

polimiksina B v vegetativno gojisce in
aerobna kultivacija na stresalniku
(1 dan, 28 °C, 275 min™")

J

A 4

Inokulacija produkcijskih gojis¢ z
10 % kulture iz vegetativnega gojiSca
in aerobna kultivacija na stresalniku
(6 dni, 28°C, 275 min™")

\4

( . . . \

Vzorcenje in priprava vzorcev za
analizo

\_ J
A\ 4

( N\

HPLC analiza
. J

Slika 16: Hodogram poteka eksperimentalnega dela s kulturami odpornimi na polimiksin B
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Priprava trdnih selekcijskih
20ji8¢ z 10 mM etil Redcitev spor
linoleatom ter 50 in 100 mM
2-deoksiglukozo

v v

v

s ™
Nacepitev spor in kultivacija
(7 dni, 28 °C)

\ J

A 4
(" . . . )

Precepitev zraslih kolonij na enako
gojisSce za potrditev odpornosti,
kultivacija (7 dni, 28°C)

A 4

Precepitev zraslih kolonij na
sporulacijsko gojis¢e (SP) s 100 mM
DOG in 10 mM etil linoleatom
kultivacija (7 dni, 28°C)

A 4

Prenos spor iz SP gojis¢a v
vegetativno gojisce in aerobna
kultivacija na stresalniku
(1 dan, 28 °C, 275 min™)

J

\ 4

Inokulacija produkcijskega gojisca z
10 % kulture iz vegetativnega gojisca
in aerobna kultivacija na stresalniku

(6 dni, 28°C, 275 min™")
A 4
( . . . \
Vzorcenje in priprava vzorcev za
analizo
- y
( v )
HPLC analiza

Slika 17: Hodogram poteka eksperimentalnega dela s kulturami odpornimi na 2-deoksiglukozo
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3.2 MATERIALI

3.2.1 Izolati

Izolat bakterij rodu Streptomyces sp. K343-1 smo dobili iz zbirke mikroorganizmov
tovarne zdravil Krka, d.d., Novo mesto

322 Gojiséa

3.2.2.1 Trdno minimalno gojisce

Preglednica 5: Sestava trdnega minimalnega gojis¢a NMMB (Hodgson, 1982)

Sestavina Koncentracija Proizvajalec Cistost
glicerol 10 mM

(NH4),SO4 1 g/l MERCK, Nemc¢ija p.a.
K,HPO, 0,5 g/l MERCK, Nemc¢ija p.a.
MgS04x7H,0 0,2 g/l SIGMA, Nemcija min. 99,0 %
FeSO4x7H,0 0,01g/1 KEMIKA, Hrvaska p.a.

1 M NaH,PO4xH,O: 15 ml/l

K,HPO, pufer (5:7)

bakterioloski agar 20 g/l BIOLIFE, Italija

dH,O dopolnimo do skupnega volumna 11

3.2.2.2 Trdno sporulacijsko gojisce

Preglednica 6: Sestava trdnega sporulacijskega gojis¢a - modificirano ISP4 gojisce (Atlas, 1993)

Sestavina Koncentracija (g/1) Proizvajalec
koruzni Skrob 30 Cerestar
dekstrin* 40 Fidelinka
sojina moka* 30 Carbill Foods
amonijev sulfat 2 Merck
kalcijev karbonat 6 Kalcit
bakterioloski agar 15 Biolife

pitna voda

dopolnimo do skupnega volumna 11

* dekstrin in sojina moka sta dodana ISP4 gojis¢u
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3.2.2.3 Vegetativno gojisce

Preglednica 7: Sestava vegetativnega goji§¢a - modificirano obogateno gojis¢e z glicerolom (Atlas, 1993)

Sestavina Koncentracija (g/1) Proizvajalec

sojina moka* 10 Carbill Foods

glicerol 20 Pan Century Oleochemicals
kvasni ekstrakt 5 Sigma

pitna voda dopolnimo do skupnega volumna 11

* s0jino moko smo uporabili namesto peptona

3.2.2.4 Produkcijsko gojisce

Preglednica 8: Sestava produkcijskega gojisca - modificirano obogateno gojisce z glicerolom (Atlas, 1993)

Sestavina Koncentracija (g/1) Proizvajalec
sojin lecitin*® 14 Degussa
glicerol 20 Pan Century Oleochemicals
sojina moka** 32 Carbill Foods
kalcijev karbonat 2 Kalcit

MES hidrat 2 Sigma
(4-morfolinetansulfoni¢na

kislina)

sojino olje* 10/30 Cognis
linolna kislina 10/30 Cognis

pitna voda dopolnimo do skupnega volumna 11

* s0jino olje in sojin lecitin sta dodana gojiScu z glicerolom

** s0jino moko smo uporabili namesto peptona

3.2.3 Raztopine in pufri

3.2.3.1 Priprava 1 M NaH,PO4xH,0 : K;HPO4 pufra (5:7)

V steklenico zatehtamo 69 g in dopolnimo do 500 ml z destilirano vodo. V drugo
steklenico zatehtamo 87 g in dopolnimo do 500 ml z destilirano vodo.

V gojis¢e dodajamo v razmerju 5:7 (6,25 ml raztopine NaH,POsxH,O in 8,75 ml
raztopine K,HPOy4 na liter gojisca)

3.2.3.2 Priprava zalozne raztopine emulgatorja (5 g/100 ml)

V erlernmajerjevo steklenico zatehtamo 5 g emulgatorja in dopolnimo do 100 ml z
destilirano vodo. Na magnetnem meSalu meSamo, dokler se emulgator ne raztopi.
Avtoklaviramo 20 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,1 bara.
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3.2.3.3 Priprava mobilne faze za HPLC

Acetonitril : 0,1 % (v/v) raztopina fosforne kisline (70:30):
V merilni valj odmerimo 300 ml ddH20, 300 ul ortofosforne kisline (85 %) in dopolnimo
z acetonitirilom do 1 1. Filtriramo skozi membranski filter 0,45 pm.

3.2.3.4 Priprava zalozne raztopine polimiksina B (1 mg/ml)

Raztopino pripravimo v falkon kiveti, kamor zatehtamo 10 mg polimiksin B sulfata
(Sigma), ga raztopimo v 10 ml dH2O in prefiltriramo skozi 0,2 pum membranski filter.

3.2.3.5 Priprava zaloZne raztopine 2-bromoheksadekanojske kisline (1 mM)

Raztopino pripravimo v falkon kiveti. Zatehtamo 1 mg 2-bromoheksadekanojske kisline
(97 %, Aldrich) in jo raztopimo v 3 ml DMSO. Raztopino 2-bromoheksadekanojske kisline
smo dodali v gojis¢e v eno odstotni koncentraciji (v/v), ki Se ni toksi¢na.

3.2.3.6 Priprava zaloZne raztopine 2-DOG (2 mM)
Zatehtamo 0,656 g 2-DOG (Acros Organics) in jo raztopimo v 2 ml destilirane vode.

Pri eksperimentalnemu delu smo uporabljali Se naslednje reagente:

Metanol (p.a., Merck)

DMSO (min. 99,9 %, Sigma)
Acetonitril (HPLC kvaliteta, J. T. Baker)
Emulgator Triton X-100 (Merck)
Emulgator Tween 80 (Merck)
Emulgator Pemulen TR1 (BF Goodrich)
Etil linoleat (Sigma)



Spes A. Vpliv mas&obnih kislin na biosintezo inhibitorja esteraze SBR0501 pri sevu Streptomyces sp. K343-1. 30
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2006

3.24 Oprema

Preglednica 9: Seznam laboratorijske opreme

Aparatura

Oznaka modela

Proizvajalec

avtoklav

SU 300

Sutjeska, Srbija in Crna gora

avtomatske pipete

P1, P10, P100, P200,
P1000

Gilson, Francija

brezprasna komora

PIO SMBC 122

Iskra, Slovenija

centrifuga 5415C Eppendorf, Nemcija
digestorij

filtrirna naprava Sartorius, Nemcija

hladilnik SK 405 LTH, Slovenija

inkubator Sutjeska, Srbija in Crna gora
magnetno mesalo RH basic 2 IKA Works, Brazilija
mikrovalovna pecica Sanyo

pH meter Sevenmulti Mettler Toledo, Svica
sistem HPLC Thermo Separation Products
stresalnik Vrvi-403 Tehtnica, Slovenija

suSilnik SO-250S Elektromedica, Slovenija

analitska tehtnica

Sartorius, analytic

Sartorius, Nemcija

tehtnica

Sartorius, excellence

Sartorius, Nemcija

vakuumska ¢rpalka

Typ.1.20 00 02

Veb Reglerwerk, Nemcija

vodna kopel

Heto, Danska

vrtinénik

Vibromix 104 EV

Tehtnica, Slovenija

zmrzovalnik

LTH, Slovenija

3.2.5 Steklovina in potro$ni material

Case
Epruvete
Merilni valji

Petrijevke
Steklenice

Nastavki za pipete

Erlenmajerjeve steklenice (250, 500, 1000 ml)
Falkon kivete (12 in 50 ml)

Cevke za prenos (Transfertubes) (Spectrum, ZDA)
Viale (Thermo Separation Products)
Membranski filtri (Millipore, Irska)
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3.3 METODE DELA

3.3.1 Priprava gojis¢

3.3.1.1 Trdno selekcijsko gojisce

Zatehtali smo vse sestavine (to¢ka 3.2.2.1) razen glicerola in agarja, dodali destilirano
vodo in mesSali na magnetnem mesalu. Po dodatku agarja smo gojisce sterilizirali. Posebe;j
smo sterilizirali glicerol, ki smo ga po sterilizaciji v brezpras$ni komori dodali v ohlajeno
gojisce, premesali in razlili na petrijeve plosce. Po dodatku glicerola smo dodali Se razlicne
inhibtorje in po potrebi emulgator.

3.3.1.2 Trdno sporulacijsko gojisce

Vse sestavine (tocka 3.2.2.2) razen agarja smo zatehtali, dodali vodovodno vodo in
segrevali do 85 °C ob mesSanju na magnetnem mesalu. Ko je temperatura dosegla 85 °C
smo prestavili na navadno mesalo (brez segrevanja) ter pocakali, da se je gojis¢e ohladilo.
Dodali smo agar, premesali, da se je raztopil, in sterilizirali. Po sterilizaciji smo gojisce
ohladili in v brezprasni komori razlili na petrijeve ploSce. Po sterilizaciji smo v gojisce
dodali razli¢ne inhibitorje in po potrebi emulgator.

3.3.1.3 Vegetativno gojisce za pripravo cepiva

Glicerol smo zatehtali v stekleno ¢aso, dodali vodovodno vodo ter ob segrevanju mesali,
dokler se glicerol ni raztopil. Med meSanjem smo pocasi dodali sojino moko in kvasni
ekstrakt. Ko je bilo gojis¢e homogeno, smo uravnali pH na 7,0. Potrebne alikvote (5 ml)
smo odpipetirali v falkon kivete. Na falkon kivete smo z gumicami pricvrstili krpice iz
blaga in vse sterilizirali.

3.3.1.4 Tekoce produkcijsko gojisce

V stekleno ¢aSo smo zatehtali sojin lecitin in glicerol. Dodali smo vodovodno vodo in ob
segrevanju mesali na magnetnem mesalu. Ko sta se lecitin in glicerol raztopila, smo nehali
segrevati in med meSanjem pocasi dodali Se sojino moko, kalcijev karbonat in MES.
Uravnali smo pH (7,4) ter v falkon kivete, v katere smo predhodno pipetirali ustrezne
koli¢ine sojinega olja in linolne kisline, pipetirali alikvote gojis¢a (5 ml). Na falkon kivete
smo z gumicami pricvrstili krpice iz blaga in vse sterilizirali.

Uporabljali smo dve razli€ici produkcijskega gojis€a. Prvo gojisce je vsebovalo 1 % (v/v)
sojinega olja in 3 % (v/v) linolne kisline, drugo pa 3 % (v/v) sojinega olja in 1 % (v/v)
linolne kisline.

cev v

1,1 bara.
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3.3.2 Potek dela

Na selekcijsko gojisce z inhibitorjem v razlicnih koncentracijah smo nacepili 50 ul spor.
Po potrebi smo spore tudi desetisko red¢ili. Kot kontrolo smo uporabili selekcijsko gojisce
brez inhibitorja. Kulture smo inkubirali pri temperaturi 28 °C. Kolonije, ki so zrasle pri
najvecjih koncentracijah inhibitorjev smo precepili na identi¢no selekcijsko gojisée in tako
potrdili, da so selekcionirane kulture zares odporne na uporabljeno koncentracijo
inhibitorja. Izbrane kolonije smo precepili na sporulacijska gojis¢a z inhibitorjem.
Koncentracije inhibitorja so bile tokrat 5- in 10-krat vec¢je kot v selekcijskem gojiscu. 1z
sporulacijskega gojis¢a smo spore s pomocjo cevk za prenos prenesli v vegetativno
gojise. Sledila je aerobna kultivacija na stresalniku pri temperaturi 28 °C in 275 min™. Po
24 urni kultivaciji na vegetativnem gojis¢u smo inokulirali produkcijsko gojis¢e z 10 %
kulture iz vegetativnega gojisca. Naslednjih Sest dni je potekala aerobna kultivacija na
stresalniku pri temperaturi 28 °C in 275 min™. Po kon&ani kultivaciji smo od vsake kulture
vzeli tri vzorce po 0,5 ml in jih do analize shranili v zamrzovalniku pri temperaturi -20 °C.
Celotno delo s kulturami je bilo opravljeno asepticno ob gorilniku v brezprasni komori.

3.3.3 Priprava vzorcev za analizo

Vzorce kultur smo za analizo odmrznili na sobni temperaturi. Dodali smo jim metanol v
razmerju 1:10 in ekstrahirali eno uro na sobni temperaturi. Odvzeli smo 1 ml metanolnega
ekstrakta vzorca, ga prenesli v novo Eppendorfovo epruveto in centrifugirali 10 minut pri
12000 min™ (centrifuga 5415C, Eppendorf, Nem&ija). Supernatant smo prenesli vialo in
analizirali s HPLC napravo.

3.3.4 Kbvantitativno ovrednotenje koli¢ine inhibitorjev s tekocinsko kromatografijo
visoke locljivosti

V sistem HPLC smo vstavili kolono Inertisil ODS2 (125 mm X 4,0 mm, delci premera
5 um) in jo spirali z mobilno fazo. V vzorcu volumna 10 pl, injiciranega z uporabo
vzorcevalnika, smo s 6-minutno metodo pri temperaturi 50 °C in pretoku 2,0 ml/min z
uporabo UV-detektorja pri 200 nm dolocali koncentracijo inhibitorja.

Za umerjanje opisanega analitskega postopka smo uporabili metodo zunanjih standardov,
kjer je bila povrSina dolocenega vrha standardna mera za koncentracijo. Kot standard smo
uporabili izolirano inhibitorno spojino izolata K343-10 (SBR0501).
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4 REZULTATI

Skladno z delovno hipotezo smo skusali povecati donos spojine SBR0501. Z razlicnimi
pristopi smo od aprila 2005 do oktobra 2005 poskusali izboljSati donos selekcioninih sevov
streptomicet. Delo je obsegalo 562 ur.

S selekcijo smo Zeleli pridobiti mutante, ki bi bile odporne na povefane koncentracije
linolne kisline, polimiksina B, 2-bromoheksadekanojske kisline in 2-deoksiglukoze.
Omenjene substance smo dodajali v razli¢nih koncentracijah v trdna minimalna gojisca
NMMB, ugotavljali njihov vpliv na rast sevov in na kon¢ni donos spojine SBR0501.

4.1.1 Vpliv emulgatorja

Linolna kislina je slabo topna v vodi. Za dobro porazdelitev (disperzijo) kisline v gojis¢u
smo dodali razlicne emulgatorje. To so povrSinsko aktivne snovi, ki navadno vplivajo na
strukturo in posledi¢no tudi na delovanje celicne membrane. Zato smo preverili uc¢inek
samih emulgatorjev na seve. Testirali smo tri razli¢ne emulgatorje in sicer Pemulen, Triton
X-100 in Tween 80, vsakega v dodatku 0,05, 0,1 in 0,25 % (v/v). Ovrednotili smo vpliv
emulgatorjev na rast ciljnega mikroorganizma na trdnem selekcijskem gojiscu (Preglednica
10).

Preglednica 10: Vpliv emulgatorjev na rast sevov

volumski delez 0,05 % 0,1 % 0,25 %
emulgator
Pemulen prerascena plosca posamezne ni rasti
kolonije
Triton X-100 ni rasti ni rasti ni rasti
Tween 80 prerasc¢ena plos¢a | prerascena plosca | prerascena plosca

Na podlagi rezultatov smo se odlocili za uporabo Tween 80 v koncentraciji 0,25 % (v/v).
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4.1.2 Kultivacija na selekcijskem gojis¢u z linolno Kkislino
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Slika 18: Prezivelost v odvisnosti od koncentracije linolne kisline

Slika 18 prikazuje vpliv koncentracije linolne kisline na prezivetje seva K343-1 na trdnem
selekcijskem gojiscu. Na ploscah z 0,5 mM koncentracijo linolne kisline smo dolo¢ili
31 odstotno prezivelost. Stevilo prezivelih celic je $¢ naprej upadalo tako pri dodatku 1
mM linolne kisline (prezivelost 15 %), 2 mM linolne kisline (prezivelost 0,2 %), 3 mM
linolne kisline (prezivelost 3,8 %) in 5 mM linolne kisline (prezivelost 0,001 %).

Zrasle kolonije smo precepili na plos¢e z enakimi koncentracijami linolne kisline, iz
katerih so bile izolirane, zato, da bi potrdili rast na tej koncentraciji. Kolonije, ki so zrasle
na plos¢ah z 0,5 in 1 mM koncentracijo linolne kisline, so po precepitvi ponovno zrasle.
Kolonije, ki smo jih izolirali na plo§¢ah z 2 mM linolno kislino po ponovnem precepljanju
niso tvorile popolnoma konfluentne rasti, kolonije s ploS¢ s 3 mM linolno kislino so tvorile
zgolj posamezne kolonije, tiste s ploS¢ s 5 mM linolno kislino pa sploh niso zrasle.

Kolonije, ki so zrasle na trdnem selekcijskem gojis¢u z 1 mM in 2 mM linolno kislino, smo
precepili tudi na enako gojisce brez glicerola. Te kolonije naj bi uporabljale linolno kislino
kot edini vir ogljika. Dobili smo nekaj kolonij, ki smo jih ponovno precepili na enako
gojisce.



Spes A. Vpliv mas&obnih kislin na biosintezo inhibitorja esteraze SBR0501 pri sevu Streptomyces sp. K343-1. 35
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2006

4.1.3 Rezultati teko¢inske kromatografije visoke locljivosti

Z analizo standarda smo dolocili retencijski ¢as spojine SBR0501, ki je bil priblizno
3,46 minute. Na podlagi te ocene smo pri vzorcih dolocCili temu najblizji vrh na
kromatogramu in raCunalnik je iz povrSine izra¢unal koncetracije spojine SBR0501 v
vzorcih. Na sliki 19 je na levi strani kromatogram standarda, na desni strani pa
kromatogram enega izmed vzorcev.
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Slika 19: HPLC kromatograma standarda (levo) in vzorca L44 (desno)

4.1.4 Odpornost Streptomyces sp. K343-1 na linolno Kislino in vpliv na donos
SBR0501

Pri dodatku razli¢nih koncentracij linolne kisline v sporulacijska gojisca je bila prezivelost
sevov odvisna od dodane koncentracije linolne kisline. Pri dodatku 0,5 % in 1 % linolne
kisline je bila prezivelost 100 %, pri dodatku 2 % linolne kisline pa 53 %. Zaradi
primerjave vpliva linolne kisline v sporulacijskem gojis¢u na donos spojine SBR0501 smo
testirali izolate iz sporulacijskega gojis¢a z 1 in 2 % linolno kislino.
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B gojis€e s 3 % (v/v) sojinega olja in 1 % (v/v) linolne kisline
1 gojis€e z 1 % (v/v) sojinega olja in 3 % (v/v) linolne kisline

Slika 20: Donos spojine SBR0501 izolatov odpornih na linolno kislino

Slika 20 prikazuje donose spojine SBR0501 posameznih sevov odpornih na linolno kislino.
V preglednici 11 so naSteti dodatki v selekcijska in sporulacijska gojis¢a, na katerih so
zrasli te sevi in na sliki 21 so sevi zdruzZeni v skupine glede na predhodno izpostavljenost

linolni kislini.

Preglednica 11: Dodatki v selekcijska in sporulacijska gojisca, iz katerih smo izolirali seve

Oznaka seva Selekcijsko gojisce Sporulacijsko gojisce

Linolna kislina Glicerol Linolna kislina
L31 1 mM 10 mM 2 %
132 1 mM 10 mM 2%
L33 1 mM 10 mM 1 %
134 1 mM 10 mM 1 %
L41 ImM / 2%
L42 ImM / 1 %
L43 ImM / 1 %
L44 ImM / 1 %
L52 2mM 10 mM 2%
L53 2mM 10 mM 1 %
L54 2mM 10 mM 2%
L55 2mM 10 mM 1 %
L62 2mM / 2%
L63 2mM / 2%
L64 2mM / 2 %
K1 / / /
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izolati

B gojis€e s 3 % (v/v) sojinega olja in 1 % (v/v) linolne kisline
E1gojis€e z 1 % (v/v) sojinega olja in 3 % (v/v) linolne kisline

Slika 21: Povprecne vrednosti donosa spojine SBR0501 izolatov odpornih na linolno kislino

Na sliki 21 vidimo, da je v produkcijskem gojis¢u s 3 % (v/v) sojinega olja in 1 % (v/v)
linolne kisline donos spojine SBR0501 izolatov odpornih na 1 mM linolno kislino v
selekcijskem gojiscu v povprecju boljsi kot pri kontrolnih sevih in izolatih odpornih na
2 mM linolno kislino v selekcijskem gojis¢u. Ob dodatku 10 mM glicerola je bil donos
vecji za 11 %, brez glicerola pa za 15 %. Odpornost na 2 mM linolno kislino je zmanjSala
donos spojine SBR0O501 in sicer za 57 % ob dodatku 10 mM glicerola in za 5 % brez
dodatka glicerola v selekcijsko gojisce (Priloga A).

V produkcijskem gojis¢u z 1 % (v/v) sojinega olja in 3 % (v/v) linolne kisline je donos
spojine SBR0501 izolatov manjsi kot pri kontrolnih sevih. Pri sevih odpornih na 1 mM
linolno kislino v selekcijskem gojis¢u z dodatkom 10 mM glicerola je bil donos manjsi za
47 %, brez glicerola pa za 41 %. Odpornost na 2 mM linolno kislino v selekcijskem
gojiscu je zmanjSala donos za 77 % ob dodatku 10 mM glicerola in za 60 % brez dodanega
glicerola (Priloga B).
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4.1.5 Kaultivacija na selekcijskem gojiS¢u z 2-bromoheksadekanojsko kislino

120

100 <
S 80 -
'g 60 -
3
I 40 -

- \

(0] ; ; ; > < < &
(0] 2 4 6 8 10 12

koncentracija 2BrP (uM)

Slika 22: Prezivelost v odvisnosti od koncentracije 2-BrP

Slika 22 prikazuje vpliv koncentracije 2-bromoheksadekanojske kisline (2-BrP) na
prezivetje sevov. 2-BrP je analog maScobne kisline, ki smo ga testirali. V
koncentracijskem obmoc¢ju med 50 uM in 500 uM je bila inhibicija rasti popolna.
Ugotovili smo, da 2-BrP inhibira rast v 1000-krat manjS$ih koncentracijah kot linolna
kislina. Prezivelost na plos¢ah s 5 uM koncentracijo 2-BrP je bila 66 % in je padala do
0,02 % pri dodatku 10 uM 2-BrP. Po precepljanju na enaka gojiSca, iz katerih so bile
kolonije izolirane, Stevilne kolonije niso zrasle, podobno kot pri eksperimentu z linolno
kislino. Pri plos¢ah s 5 uM koncentracijo 2-BrP smo po precepljanju opazili konfluentno
rast, na plos¢ah z 10 uM koncentracijo 2-BrP pa le posamezne kolonije. Ocenili smo, da 5
do 8 uM koncentracija 2-BrP na plo¢ah omogoca izolacijo uporabnih kolonij in smo zato
le te tudi dalje testirali.

4.1.6 Odpornost Streptomyces sp. K343-1 na 2-bromoheksadekanojsko kislino in
vpliv na donos SBR0501

Na sporulacijskem gojis¢u s 50 uM 2-BrP so zrasli vsi sevi. Sevov, ki so zrasli na
sporulacijskem gojiscu z 5 uM ali 25 uM 2-BrP, tako nismo testirali, saj naj bi bili sevi iz
sporulacijskega gojis¢a s 50 mM 2-BrP bolj odporni na 2-BrP. Na sliki 23 so prikazani

.....

koncentracijami 2-BrP.
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E1gojis€e z 1 % (v/v) sojinega olja in 3 % (v/v) linolne kisline

Slika 23: Donos spojine SBR0501 izolatov odpornih na 2-BrP

Sevi s slike 23 so zdruzeni v skupine in prikazani na sliki 24. Seva K31 in K33 sta kontroli
in v gojis€u nista imeli 2-BrP. Izolati od B21 do B26 so bili izolirani na selekcijskem
gojis¢u s 5 uM 2-BrP, izolati od B31 do B38 na selekcijskem gojis¢u s 6 uM 2-BrP, izolati
od B42 do B48 na selekcijskem gojis€u s 7 uM 2-BrP ter izolata B51 in B53 na
selekcijskem gojis¢u z 8 uM 2-BrP.
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Slika 24: Povpreéne vrednosti donosa spojine SBR0501 izolatov odpornih na 2-BrP
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Ze pri kontrolnih sevih smo opazili, da razmerje med sojinim oljem in linolno kislino
vpliva na donos spojine SBR0501. Donos kontrolnih sevov je boljsi v gojiscu, v katerem je
bilo 1 % (v/v) sojinega olja in 3 % (v/v) linolne kisline.

V produkcijskem gojiscu s 3 % (v/v) sojinega olja in 1 % (v/v) linolne kisline (S:L=3:1) je
imela vecina selekcioniranih izolatov v povpre¢ju boljsi donos spojine SBR0501 od
kontrolnih sevov. Pri izolatih, odpornimi na 5 uM koncentracijo 2-BrP, je bil povprecen
donos vecji za 29 %, pri izolatih, odpornimi na 6 uM koncentracijo 2-BrP, je bil vecji za
9 %, pri izolatih, odpornimi na 7 uM koncentracije 2-BrP, je bil vecji za 4 %. Najvecji
donos je bil pri izolatih, odpornimi na 8 uM koncentracije 2-BrP, in sicer je bil od
kontrolnih sevov vecji za 32 % (Priloga C). Pri gojis¢u S:L=3:1 je povecana odpornost na
2-BrP pozitivno vplivala na donos spojine SBR0501.

Nasprotno so v produkcijskem gojis€u z 1 % (v/v) sojinega olja in 3 % (v/v) linolne kisline
(S:L=1:3) imeli izolati odporni na razli¢ne koncentracije 2-BrP na selekcijskem gojiscu v
povprecju enak ali manjsi donos kot kontrolni sevi (Priloga D). Pri izolatih, odpornimi na
5 uM koncentracijo 2-BrP, je bil povpre€en donos manjsi za 4 %, pri izolatih, odpornimi
na 6 pM koncentracijo 2-BrP, je bil manjsi za 15 %, pri izolatih, odpornimi na 7 uM
koncentracije 2-BrP, je bil vecji za 5 % ter za 1 % manj$i pri izolatih, odpornimi na 8 uM
koncentracije 2-BrP (Priloga D).

4.1.7 Kaultivacija na selekcijskem gojiS¢u s polimiksinom B
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Slika 25: Prezivelost v odvisnosti od koncentracije polimiksina B

Slika 25 prikazuje vpliv koncentracije polimiksina B na prezivetje sevov. Polimiksin B je
pri koncentraciji 5 pg/ml na plo§¢ah inhibiral rast 54 % sevov. Pri koncentraciji 20 pg/ml
polimiksina B je bila preZivelost 0,4 odstotka, pri 30 pug/ml pa le 0,003 %. Za nadaljnje
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teste smo uporabili le seve, ki so zrasli po 5-6 dneh pri koncentracijah 10, 20 in 30 pg/ml.
Po Sestem dnevu inkubacije se je namre¢ pojavilo mnogo majhnih kolonij, kar je verjetno
posledica razgradnje polimiksina B. Za razliko od testov, pri katerih smo uporabili linolno
kislino in 2-BrP, pa je bila rast vseh polimiksin B-odpornih kolonij po precepljanju na
plos¢e z enako koncentracijo polimiksina B konfluentna, kar potrjuje, da so bile vse
kolonije zares odporne na polimiksin.

4.1.8 Odpornost Streptomyces sp. K343-1 na polimiksin B in vpliv na donos
SBR0501

.....

izolati. Za nadaljna testiranja smo uporabili le izolate, ki so zrasli s 100 pg/ml polimiksina
B v sporulacijskem gojis€u. Na sliki 25 so prikazani konc¢ni donosi spojine SBR0501
izolatov iz tega gojisca.
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Slika 26: Donos spojine SBR0501 izolatov odpornih na polimiksin B

Sevi s slike 26 so zdruZzeni po skupinah in predstavljeni na sliki 27. Seva K21 in K22 sta
kontroli in v selekcijskem gojis¢u nista imeli polimiksina B. Sevi od P11 do P16 so bili
izolirani iz selekcijskega gojis¢a z 10 pg/ml polimiksina B, sevi od P21 do P24 iz
selekcijskega gojis€a z 20 pg/ml polimiksina B ter sevi od P31 do P34 iz selekcijskega
gojisca s 30 pg/ml polimiksina B.
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Slika 27: Povprecne vrednosti donosa spojine SBR0501 izolatov odpornih na polimiksin B

V produkcijskem gojis€u, ki je vsebovalo 3 % (v/v) sojinega olja in 1 % (v/v) linolne
kisline, so imeli sevi, odporni na 10 pg/ml polimiksina B v selekcijskem gojiscu, v
povpre¢ju za 5 % vecji donos spojine SBR0O501 od kontrolnih sevov. Pri sevih odpornih na
20 pg/ml in 30 pg/ml polimiksina B v selekcijskem gojis€u, pa se je donos v povprecju
zmanj$al za 25 oz. 23 % (Priloga E).

V produkcijskem gojis€u, ki je vsebovalo 1 % (v/v) sojinega olja in 3 % (v/v) linolne
kisline, so imeli vsi selekcionirani sevi boljSe donose spojine SBR0501 od kontrolnih
sevov. Sevi, odporni na 10 pg/ml polimiksina B, so imeli v povprecju za 52 % vecji donos,
sevi, odporni na 20 pg/ml polimiksina B, v povpre¢ju za 42 % vecjega, sevi, odporni na
30 pg/ml polimiksina B, pa v povprecju za 23 % vecji donos kot kontrolni sevi (Priloga F).
Tako se donos spojine s povec¢ano odpornostjo na polimiksin B zmanjsuje.

4.1.9 Kultivacija na selekcijskem gojis¢u z DOG

Selekcijo odpornih sevov na 2-DOG smo izvedli na selekcijskem gojiscu, ki je vsebovalo
100 mM 2-DOG in 10 mM etil linoleat. Na vsaki plos¢i je zraslo nekaj posameznih
kolonij. Na plos¢o smo nacepili 5x10° spor, povpreéno pa nam je zraslo 5 kolonij.
Povprecna prezivelost je bila 0,0001 %. DOG-odporne kolonije smo za potrditev
odpornosti precepili na enako gojisée. Ce so ponovno zrasle, smo jih precepili na
sporulacijsko gojisce ter jih testirali na donos spojine SBR0501. Kot kontrolo smo
uporabili nekaj kolonij, ki so zrasle na gojis¢u brez DOG.
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4.1.10 Odpornost Streptomyces sp. K343-1 na 2-deoksiglukozo in vpliv na donos
SBR0501

Na donos spojine SBR0501 smo testirali seve, ki naj bi imeli kataboli¢no derepresijo. Za
njihovo selekcijo smo uporabili seve, ki so zrasli na gojis¢u s 100 mM 2-DOG in 10 mM
etil linoleata. Na podlagi predhodnih poskusov donosa spojine SBROSO] v produkcijskih

.....

linolne kisline, ki je omogocalo vecje donose.

Testirali smo 44 sevov s potencialno kataboli¢no derepresijo in vecina kataboli¢no
derepresiranih sevov je v povpre¢ju imela boljsi donos spojine SBR0501 kot kontrolni
sevi. Donosi posameznih sevov so prikazani na sliki 28, iz priloge G pa lahko izraCunamo,
da je donos v povprecju boljsi kar za 70 %.
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Slika 28: Donos spojine SBR0501 izolatov odpornih na 2-deoksiglukozo
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Mascobne kisline v gojis¢u moc¢no inducirajo biosintezo spojine SBR0501, vendar so tudi
toksicne v vecjih koncentracijah (nad 3 mM), zato je bil cilj naloge izolirati mutante
Streptomyces sp. K343-1, ki so odporne na povecane koncentracije linolne kisline, 2-BrP,
polimiksina B ter preucitev vloge kataboli¢ne represije na donos Zelene spojine.

5.1.1 Vpliv zascite sporulacijskega gojisc¢a

Selekcionirane seve smo nacepili na sporulacijska gojis¢a. Sporulacijsko gojisce je t.i.
kompleksno gojisce, ki vsebuje sestavine naravnega izvora, kot so sojina moka, koruzni
Skrob in dekstrini. Zato navadno ne poznamo natan¢no sestavo kompleksnih gojisc.
ohranitve selekcijskega pritiska v sporulacijsko gojis¢e dodali vecje koncentracije
inhibitorjev.

V poskusih z linolno kislino, ki jih je opravil Mitchell (Mitchell in sod., 2002) na celicah
insektov Sf-21, je bila prezivelost pod 3 % ze pri 100 uM koncentracijah linolne kisline. V
istih poskusih je bilo ugotovljeno Se, da pri dodatku 500 uM BSA (goveji serumski
albumin) in 100 uM koncentracije linolne kisline celice ohranijo enako prezivelost, kot
kontrolne celice. Pri naSih poskusih smo ugotovili, da dodatek 1 % (v/v) linolne kisline v
sporulacijskem gojis¢u ne vpliva na preZivelost bakterije Streptomyces sp. K343-1,
dodatek 2 % (v/v) linolne kisline pa zmanj$a prezivelost za 47 %.

5.1.2 Odpornost Streptomyces sp. K343-1 na linolno Kkislino, 2-
bromoheksadekanojsko Kkislino, polimiksin B in 2-deoksiglukozo ter vpliv na
donos SBR0501

Nas prvi cilj je bil ugotoviti, kolik§ne koncentracije linolne kisline v selekcijskem gojiscu
lahko tolerira sev Streptomices sp. K343-1. Ugotovili smo, da je Zze pri 2 mM (0,056 %
v/v) koncentraciji linolne kisline v selekcijskem gojiScu preZivelost 0,2 % (slika 18) .
Banchio in Gramajo (1997) sta za Streptomyces coliecolor ugotovila, da so koncentracije
razlicnih mascobnih kislin, na katerih bakterija raste, med 0,02 % in 0,1 %. Pri naSih
poskusih je bila koncentracija linolne kisline, pri kateri je Se rasla bakterija Streptomyces
sp. K343-1 znotraj teh meja.

Pri¢akovali smo, da bodo sevi s povecano odpornostjo na linolno kislino imeli boljsi donos
spojine SBRO501. Pri¢akovanja so se potrdila le pri izolatih, ki smo jih izolirali na
primeru, ko smo uporabili produkcijsko gojis¢e s 3 % (v/v) sojinega olja in 1 % (v/v)
linolne kisline (sliki 20 in 21).
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Ti sevi so bili izmed vseh testiranih sevov izpostavljeni najmanj$im koncentracijam linolne
kisline. Sevi s sporulacijskega gojis¢a z 2 % (v/v) linolno kislino so v produkcijskem
gojiséu s 3 % (v/v) sojinim oljem in 1 % (v/v) linolne kisline imeli v povprecju enake
donose SBR0501 kot kontrolni sevi. Trend, ki ga tukaj opazimo in se nadaljuje tudi pri
ostalih sevih (sliki 20 in 21), nam kaze, da izpostavljenost ve¢jim koncentracijam linolne
kisline negativno vpliva na donos spojine SBR0501.

Predvidevamo lahko, da se poSkodbe, ki jih povzrocijo toksi¢ni produkti razgradnje linolne
kisline, kopicijo in negativno vplivajo na donos ciljnega metabolita. Sekundarni metaboliti
pa za prezivetje celic niso nujni, zato verjetno celice porabljajo svojo energijo za odpravo
poskodb, ne pa za tvorbo nepotrebnih spojin.

2-bromoheksadekanojska kislina je toksi¢ni analog palmitinske kisline, ki ireverzibilno
inhibira B-oksidacijo mascobnih kislin (Fong in sod., 1997). Inhibira acil-CoA-sintetazo
(Grillo in sod., 2001).

Sevi, ki bi bili odporni na povecane koncentracije 2-BrP, bi verjetno imeli ve¢ encimov [3-
oksidacije. Z odstranitvijo inhibitorja bi lahko ti sevi procesirali ve¢je koncentracije linolne
kisline. Tako bi dobili ve¢ prekurzorjev ciljnega metabolita in posledicno ve¢ same spojine
SBRO501.

Na slikah 22 in 23 lahko vidimo, da je donos spojine SBR0501 pri izolatih, odpornimi na
2-BrP, vedji pri dodatku vecje kolic¢ine linolne kisline v produkcijsko gojisce (S:L=1:3). To
bi lahko pripisali dejstvu, da je v sojinem olju manj same linolne kisline (glej preglednico
4) in tako imajo celice manj substrata za tvorbo ciljnega metabolita.

Selekcionirani sevi, odporni na 2-BrP, so imeli bolj$i donos spojine SBR0501 v primerjavi
s kontrolnimi sevi le v primeru, ko smo uporabili produkcijsko gojisée s 3 % (v/v) sojinega
olja in 1 % (v/v) linolne kisline. Nasprotno, v produkcijskem gojis¢u z 1 % (v/v) sojinega
olja in 3 % (v/v) linolne kisline pa so imeli selekcionirani sevi v povpre¢ju enak donos kot
kontrolni sevi.

Ena od razlag je, da nekateri sevi, odporni na 2-BrP, v resnici niso imeli vecjih
koncentracij encimov [3-oksidacijskega ciklusa, temve¢ so imeli inhibiran transportni
sistem za prenos 2-BrP v celico. S takSno inhibicijo bi lahko preziveli ob visokih
koncentracijah 2-BrP, saj 2-BrP ne bi priSel v celico, kjer bi lahko inhibiral celi¢ne
procese.

Glede na donose kontrolnih sevov ostalih kultivacij pa je moZna Se ena razlaga. Na slikah
20, 21, 26 in 27 vidimo, da je donos kontrol v produkcijskem gojiscu z 1 % (v/v) sojinega
olja in 3 % (v/v) linolne kisline med seboj podoben, na slikah 23 in 24 pa je 2-krat vedji.
Zato je mozno, da smo tu naredili eksperimentalno napako in da imajo sevi dejansko boljsi
donos spojine SBR0501.

Od sestave celi¢ne stene je odvisno, kaksna koncentracija polimksina B je potrebna, da bo
inhibirala celi¢no rast. Po Gramu negativne bakterije so manj odporne in pri njih je MICoyy,
koncentracija, ki inhibira rast 90 % bakterij, med 2 in 16 pg/ml. Po Gramu pozitivne
bakterije imajo debelejSo plast peptidoglikana v celi¢ni steni in velike molekule tezje
prodrejo do mesta delovanja, ki je v tem primeru celicna membrana. Za te bakterije je
MICyy vecja od 20 pg/ml, kar je odvisno od posameznega organizma. Streptomyces sp.
K343-1 pripada k po Gramu pozitivnim bakterijam in smo zato pricakovali, da odpornost
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na vecje koncentracije polimiksina B lahko vpliva na prepustnost membrane in na donos
nase ciljne spojine (Savage in sod., 2002).

V literaturi najdemo opis poskusov, pri katerih so donos sekundarnega metabolita povecali
s povecano odpornostjo na antibiotike. Med drugim sta Hu in Ochi (2001) z odpornostjo
Streptomyces coelicolor na en antibiotik dvignila donos sekundarnega metabolita
aktinorodina za 1,6-3-krat. Pri tem je bilo le med 13 in 18 % sevov taksnih, ki so imeli
povecano odpornost na antibiotik. Pri sevih odpornih na tri razlicne antibiotike je bil donos
celo za 48-krat vecji od kontrolnega seva.

Testirali smo izolate Streptomyces sp. K343-1, ki so bili odporni na 10, 20 in 30 pg/ml
polimiksina B v selekcijskem gojiscu. Na slikah 26 in 27 lahko vidimo, da se donos
spojine SBR0O501 v gojiscu s 3 % (v/v) sojinega olja in 1 % (v/v) linolne kisline pri sevih,
odpornih na polimiksin B, ne spremeni v pozitivnem smislu, saj je manjsi tudi za 25 %. V
gojiscu s 1 % (v/v) sojinega olja in 3 % (v/v) linolne kisline pa je bil donos pri sevih
odpornih na 10 pg/ml polimiksina B, kar za 52 % vec¢ji, kot pri kontrolnih sevih. Z
naras¢anjem odpornosti na polimiksin B pa donos rahlo padal, vendar je Se vedno vecji kot
pri kontrolnih sevih. Pri odpornosti na polimiksin B se lahko spremeni permeabilnost
membrane, kar verjetno povzroc€i vecji vnos linolne kisline v celico, predvsem v gojiscu z
ve¢ linolne kisline, kjer je vecji koncentracijski gradient. Mozno pa je tudi, da so izolati
imeli okvarjen mehanizem za vnos polimiksina B v celico in je bila odpornost posledica
tega pojava. Poznano je, da transport dolgoveriznih maS¢obnih kislin pri vecjih
koncentracijah poteka z difuzijo (Banchio in Gramajo, 1997).

Bakterije rodu Streptomyces lahko uporabljajo Sirok spekter razli¢nih hranil. V primarnem
metabolizmu so razli¢ne metabolne poti podvrzene kataboli¢ni represiji z virom ogljika,
kar preprecuje ucinkovito porabo sekundarnih virov ogljika v prisotnosti enostavnih virov
ogljika (npr. glukoze, glicerola). Za regulacijo porabe enostavnih virov ogljika je kljucen
encim glukoza-kinaza, ki aktivira glukozo. Odporni mutanti bakterij Streptomyces na
toksi¢en analog glukoze 2-deoksiglukozo (DOG) imajo lahko neaktiven encim glukoza-
kinazo in zato ne morejo uporabljati glukozo kot vir ogljika, kakor tudi nimajo represije z
glukozo v prisotnost drugih virov ogljika, npr. glicerola (Ingram in Westpheling, 1995).

Donos spojine SBR0501 izolatov Streptomyces sp. K343-1 odpornimi na 2-deoksiglukozo
je v primerjavi s kontrolnimi sevi boljsi za 70 % (Slika 28). Sevi, ki nimajo kataboli¢ne
represije v razlicnih metabolnih poteh — pri porabi enostavnih sladkorjev, glicerola...,
prenesejo vecje zaCetne koncentracije vira C (linolne, glicerola), kakor tudi prej za¢nejo
porabljati sekundarni vir C, tako pride prej do tvorbe sekundarnih metabolitov (Saito in
sod., 1998), kar verjetno vodi do vec¢jega kon¢nega donosa spojine SBR0501.
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5.2 SKLEPI

V diplomskem delu smo skladno z delovno hipotezo pripravili seve Streptomyces sp.
K343-1 odpornimi na linolno kislino, 2-bromoheksadekanojsko kislino, polimiksin B in
2-deoksiglukozo ter ovrednotili vpliv tovrstnih izolatov seva Streptomyces sp. K343-1 na
donos spojine SBR0501. Na podlagi dobljenih rezultatov lahko podamo naslednje sklepe:

e Sestava produkcijskega gojis€a oz. razmerje med sojinim oljem in linolno kislino
vpliva na donos spojine SBR0501. Kot boljSe se je pokazalo gojis¢e z vecjo

vsebnostjo linolne kisline (S:L=1:3).

e Odpornost izolatov na linolno kislino nima bistvenega vpliva oz. celo negativho
deluje na donos spojine SBR0O501.

e QOdpornost izolatov na analog linolne kisline, 2-bromoheksadekanojsko kislino
lahko izboljsa donos spojine SBR0501 za 29 %.

e Odpornost izolatov na polimiksin B izbolj$a donos spojine SBR0501 tudi za 52 %,
vendar donos ne narasc¢a linearno z odpornostjo.

e Izolati, odporni na 2-DOG, imajo za 70 % vecji donos spojine SBR0501.
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6 POVZETEK

Sekundarni metaboliti so spojine, ki za organizme niso nujno potrebni v laboratorijskih
pogojih. Njihova vloga Se ni povsem natan¢no dolocena, zaradi njihovih lastnosti in
potencialne uporabne v medicini, pa so predmet Stevilnih raziskav. Med najbolj znane
proizvajalce sekundarnih metabolitov se uvr$¢ajo bakterije reda Actinomycetales. Znotraj
tega reda pa so bakterije rodu Streptomyces najbolj pogosti proizvajalci sekundarnih
metabolitov. Med drugim Streptomyces sp. K343-1 proizvaja sekundarni metabolit,
inhibitor esteraz SBR0501, prekurzorji zanj pa so masScobne kisline, Se posebej linolna
kislina. Donos sekundarnih metabolitov pri naravnih sevih je navadno nizek. Na
proizvodnjo sekundarnih metabolitov vpliva ve¢ razli¢nih dejavnikov, kot so npr.
pomanjkanje hranil, kataboli¢na represija z ogljikom in dusikom in regulacija s fosforjem.
Za ekonomsko upravi¢eno proizvodnjo sekundarnih metabolitov potrebujemo seve, ki
omogocajo vec¢je donose teh spojin. Obstajajo razli¢ni pristopi, kako lahko dvigujemo
donose, kot so optimizacija gojis¢, selekcija sevov in uporaba genskega inZeniringa. V
diplomskem delu smo izbrali pristop s selekcijo. Izolirali smo seve, ki so bili odporni na
povecane koncentracije linolne kisline, saj naj bi vecje koli¢ine linolne kisline zagotovile
ve¢ prekurzorskih molekul za SBR0501. Prav tako naj bi celice odporne na povecane
koncentracije polimiksina B imele spremenjene lastnosti celiéne membrane in bi
omogocale vecji vnos linolne kisline v celice. 1zolati odporni na 2-bromoheksadekanojsko
kislino naj bi imeli povecane koncentracije encima acil-CoA-sintetaze. Tako bi lahko
hitreje metabolizirali mascobne kisline, ki so prekurzorji ciljnega metabolita. Izolati,
odporni na 2-deoksiglukozo, pa naj bi imeli kataboli¢no derepresijo in bi lahko hitreje
zaceli uporabljati sekundarni vir ogljika — linolno kislino. Uporabljali smo dve vrsti
produkcijskega gojisca in sicer z 1 % (v/v) linolne kisline in 3 % (v/v) sojinega olja ter
drugo s 3 % (v/v) linolne kisline in 1 % (v/v) sojinega olja. Nasi izsledki kazejo, da
dodatek vecjih koncentracij linolne kisline v produkcijsko gojis€e pozitivno vpliva na
donos spojine SBR0501, razen pri izolatih, odpornimi na linolno kislino. Pri teh izolatih
smo opazili, da ve¢je koncentracije linolne kisline v produkcijskem gojisc¢u negativno
vplivajo na kon¢ni donos spojine SBR0501. Najvecje donose, za 15 % ve€je od kontrol,
smo dobili pri izolatih v produkcijskem gojiscu s 3 % (v/v) sojinega olja in 1 % (v/v)
linolne kisline, izolirani pa so bili iz sporulacijskega gojis€a s 1 % (v/v) linolno kislino.
Tekom testiranja so bili torej izpostavljeni najmanj$im koncentracijam linolne kisline.
Odpornost na 2-bromoheksadekanojsko kislino je povecala donos v primeru odpornosti na
5in 8 uM 2-BrP in sicer za 30 % v produkcijskem gojiscu s 3 % (v/v) sojinim oljem in 1
% (v/v) linolno kislino. V ostalih primerih je bil donos enak ali manj$i od kontrol.
Odpornost na polimiksin B pozitivno vpliva na donos spojine SBR0501, vendar donos ne
nara$ca linearno z odpornostjo. Odpornost na 10 pg/ml polimiksina B zveca donos za 52
%, na 20 pg/ml za 42 % in na 30 pg/ml za 23 % v primerjavi s kontrolami. Odpornost na
2-deoksiglukozo se je izkazala kot pozitiven vpliv na donos spojine SBR0501, saj se je
donos SBRO501 zvecal za 70 % v primerjavi s kontrolnimi sevi. Izolati naj bi imeli
kataboli¢no derepresijo, ali pa niso imeli transportnega sistema za DOG (Hodgson, 1982).
Ce je prislo do kataboli¢ne derepresije je prav hitreji vnos linolne kisline v celice verjetno
vzrok boljSega donosa. Na podlagi rezultatov lahko potrdimo delovno hipotezo, da smo
uspeli izolirati seve Streptomyces sp. K343-1, ki so imeli povec¢an donos spojine SBR0O501.
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PRILOGE

Priloga A: Kon¢ni donos spojine SBR0501 v produkcijskem gojiscu, ki je vsebovalo 3 %
sojinega olja in 1 % linolne kisline (S:L=3:1)

SBR0501(ug/ml) v produkcijskem
gojiscu sprememba
Oznaka Rast na Rast na donosa (%)
seva NMMB z: SPz Paralelke glede na
kontrolo
A B C | povpretje | SD

L31 1 mM linolna 2% linolne 142 | 179 | 196 172 28 7

+ 10 mM glicerol
L32 1 mM linolna 2% linolne 162 | 159 | 170 164 6 2

+ 10 mM glicerol
L33 1 mM linolna 1% linolne 169 | 200 | 209 193 21 20

+ 10 mM glicerol
L34 1 mM linolna 1% linolne 185 | 168 | 201 185 17 15

+10 mM glicerol
L41 1 mM linolna 2% linolne 156 | 172 | 173 167 10 4
L42 1 mM linolna 1% linolne 208 | 165 | 194 189 22 18
L43 1 mM linolna 1% linolne 202 | 210 | 170 194 21 21
L44 1 mM linolna 1% linolne 215 | 181 | 196 197 17 23
L52 2 mM linolna 2% linolne 174 | 223 | 175 191 28 19

+ 10 mM glicerol
L53 2 mM linolna 1% linolne 5% | 65 | 58 60 5 -63

+ 10 mM glicerol
L54 2 mM linolna 2% linolne pmz | 23 | pmz 23 -86

+10 mM glicerol
L55 2 mM linolna 1% linolne pmz | pmz | 4 4 -98

+ 10 mM glicerol
L62 2 mM linolna 2% linolne 141 | 151 | 158 150 9 -7
L63 2 mM linolna 2% linolne 145 | 155 | 154 151 6 -6
L64 2 mM linolna 2% linolne 167 | 136 | 160 154 16 -4
K1 kontrola kontrola 162 | 154 | 166 161 6




Priloga B: Konéni donos spojine SBR0501 v produkcijskem gojiscu, ki je vsebovalo 1 %
sojinega olja in 3 % linolne kisline (S:L=1:3)

SBR0501(ug/ml) v produkcijskem gojiS¢u

Oznaka Rast na Rast na sprememba
seva NMMB z: SPz paralelke donosa (%)
glede na
A B C povpre¢je | SD kontrolo
L31 1 mM linolna 2% linolne 9% | 122 70 96 26 -53
+ 10 mM glicerol
L32 1 mM linolna 2% linolne 104 | 85 78 89 13 -57
+10 mM glicerol
L33 1 mM linolna 1% linolne 81 97 76 85 11 -59
+ 10 mM glicerol
L34 1 mM linolna 1% linolne 183 | 134 | 176 164 27 -20
+ 10 mM glicerol
L41 1 mM linolna 2% linolne 118 | 98 139 118 21 -42
L42 1 mM linolna 1% linolne 106 | 109 89 101 11 -51
L43 1 mM linolna 1% linolne 120 | 137 | 134 130 9 -37
L44 1 mM linolna 1% linolne 155 | 149 | 113 139 23 -32
L52 2 mM linolna 2% linolne 157 | 175 | 166 166 9 -19
+ 10 mM glicerol
L53 2 mM linolna 1% linolne 6 14 | pmz 10 6 -95
+10 mM glicerol
L54 2 mM linolna 2% linolne pmz | pmz 8 8 -96
+ 10 mM glicerol
L55 2 mM linolna 1% linolne 4 2 pmz 3 1 -99
+ 10 mM glicerol
L63 2 mM linolna 2% linolne 86 | 65 81 77 11 -62
L64 2 mM linolna 2% linolne 86 95 79 87 8 -58
K1 Kontrola kontrola 173 | 219 | 225 206 28




Priloga C: Konéni donos spojine SBR0501 v produkcijskem gojiscu, ki je vsebovalo 3 %
sojinega olja in 1 % linolne kisline (S:L=3:1)

SBR0501(ug/ml) v produkcijskem gojiS¢u

Oznaka Rast na Rast na sprememba
seva NMMB z: SPz paralelke donosa (%)
glede na
A B C povprecje SD kontrolo
B21 5uM2-BrP | 25 uM 2-BrP 492 491 459 481 19 65
B24 5uM2-BrP | 25 uM 2-BrP 262 352 256 290 54 -1
B25 S5uM2-BrP | 25uM 2-BrP 354 442 399 398 44 36
B26 5uM2-BrP | 25uM 2-BrP 346 313 353 337 21 15
B31 6 uM2-BrP | 25 uM 2-BrP 219 337 321 292 64 0
B34 6 uM 2-BrP | 25 uM 2-BrP 236 268 235 246 19 -16
B36 6 uM 2-BrP | 25 uM 2-BrP 293 109 377 260 137 -1
B38 6 uM 2-BrP | 25 uM 2-BrP 464 430 528 474 50 62
B42 7uM2-BrP | 25 uM 2-BrP 347 462 432 414 60 42
B44 7uM2BrP | 25 uM 2-BrP 228 300 146 225 77 -23
B46 7uM2-BrP | 25 uM 2-BrP 376 290 267 31 57 6
B48 7uM2-BrP | 25 uM 2-BrP 252 268 281 267 14 9
B51 8 uM2-BrP | 25 uM 2-BrP 432 421 390 414 22 42
B53 8 uM 2-BrP | 25 uM 2-BrP 345 282 269 299 41 2
B54 8 uM 2-BrP | 25 uM 2-BrP 486 481 376 448 62 53
K31 kontrola kontrola 295 275 283 284 11 -3
K33 kontrola kontrola 353 287 259 300 48 3
povprecje kontrol 292




Priloga D: Kon¢ni donos spojine SBR0501 v produkcijskem gojisc€u, ki je vsebovalo 1 %
sojinega olja in 3 % linolne kisline (S:L=1:3)

SBR0501(ug/ml) v produkcijskem gojiScu

Oznaka Rast na Rast na sprememba
seva NMMB z: SPz paralelke donosa (%)
glede na
A B C povprecje | SD kontrolo
B21 5uM2-BrP | 25 uM 2-BrP 377 274 336 329 52 -32
B24 5uM2-BrP | 25 uM 2-BrP 440 572 532 515 68 6
B25 S5uM2-BrP | 25 uM 2-BrP 522 576 440 513 68 6
B26 5uM2-BrP | 25 uM 2-BrP 518 510 466 498 28 3
B31 6 uM 2-BrP | 25 uM 2-BrP 439 208 569 405 183 -16
B34 6 uM 2-BrP | 25 uM 2-BrP 326 343 293 321 26 -34
B36 6 uM 2-BrP | 25 uM 2-BrP 537 607 436 526 86 9
B38 6 uM 2-BrP | 25 uM 2-BrP 443 359 363 388 47 -20
B42 7uM2-BrP | 25 uM 2-BrP 635 468 542 549 84 13
B44 7uM2-BrP | 25 uM 2-BrP 426 479 440 449 27 -7
B46 7uM2-BrP | 25 uM 2-BrP 523 545 489 519 28 7
B48 7uM2-BrP | 25 uM 2-BrP 557 522 446 508 57 5
B51 8 uM2-BrP | 25 uM 2-BrP 573 508 503 528 39 9
B53 8 uM 2-BrP | 25 uM 2-BrP 417 406 471 432 35 -11
K31 kontrola kontrola 495 463 451 470 23 -3
K33 kontrola kontrola 387 558 548 498 96 3
povpredje kontrol 484




Priloga E: Kon¢ni donos spojine SBR0501 v produkcijskem gojiscu, ki je vsebovalo 3 %

sojinega olja in 1 % linolne kisline (S:L=3:1)

SBR0501(ug/ml) v produkcijskem gojiScu

Oznaka Rast na Rast na sprememba
seva NMMB z: SPz paralelke donosa (%)
glede na
A B C povpredje | SD kontrolo

P11 10 pg/ml 100 pg/ml 258 207 228 231 26 13
polimiksina B polimiksina B

P12 10 pig/ml 100 pg/ml 202 234 187 208 24 1
polimiksina B polimiksina B

P13 10 pg/ml 100 pg/ml 158 271 143 191 70 -7
polimiksina B polimiksina B

P14 10 pg/ml 100 pg/ml 154 174 163 164 10 -20
polimiksina B polimiksina B

P15 10 pg/ml 100 pg/ml 307 269 231 269 38 31
polimiksina B polimiksina B

P16 10 pg/ml 100 pg/ml 214 199 276 230 41 12
polimiksina B polimiksina B

P21 20 pg/ml 100 pg/ml 218 228 110 185 66 -10
polimiksina B polimiksina B

P22 20 pg/ml 100 pg/ml 211 166 121 166 45 -19
polimiksina B polimiksina B

P23 20 pg/mi 100 pg/ml 116 190 227 178 56 -13
polimiksina B polimiksina B

P24 20 pg/ml 100 pg/ml 31 69 166 89 70 -57
polimiksina B polimiksina B

P31 30 pg/ml 100 pg/ml 238 111 192 181 64 -12
polimiksina B polimiksina B

P32 30 pg/ml 100 pg/ml 92 109 103 101 9 -50
polimiksina B polimiksina B

P33 30 pg/mi 100 pg/ml 208 120 44 124 82 -40
polimiksina B polimiksina B

P34 30 pg/ml 100 pg/ml 149 213 339 234 97 14
polimiksina B polimiksina B

K21 kontrola kontrola 224 81 191 165 75 -19

K22 kontrola kontrola 269 301 164 245 72 19

povprecje kontrol 205




Priloga F: Konéni donos spojine SBR0501 v produkcijskem gojiscu, ki je vsebovalo 1 %

sojinega olja in 3 % linolne kisline (S:L=1:3)

SBR0501(ug/ml) v produkcijskem gojiScu

Oznaka Rast na Rast na sprememba
seva NMMB z: SPz paralelke donosa (%)
glede na
A B C povpreéje | SD kontrolo

10 pg/ml 100 pg/ml

P11 polimiksina B polimiksina B 589 415 274 426 158 61
10 pig/ml 100 pg/ml

P12 polimiksina B polimiksina B 486 502 530 506 22 91
10 pg/ml 100 pg/ml

P13 polimiksina B polimiksina B 342 360 450 384 58 45
10 pg/ml 100 pg/ml

P14 polimiksina B polimiksina B 0 0 10 3 6 -99
10 pg/ml 100 pg/ml

P15 polimiksina B polimiksina B 242 496 222 320 153 21
10 pg/ml 100 pg/ml

P16 polimiksina B polimiksina B 380 335 478 398 73 50
20 pg/ml 100 pg/ml

P21 polimiksina B polimiksina B 362 383 418 388 29 47
20 pg/ml 100 pg/ml

P22 polimiksina B polimiksina B 377 453 428 419 39 59
20 pg/ml 100 pg/ml

P23 polimiksina B polimiksina B 429 459 512 466 42 76
20 pg/ml 100 pg/ml

P24 polimiksina B polimiksina B 134 275 340 250 105 -6
30 pg/ml 100 pg/ml

P31 polimiksina B polimiksina B 210 412 347 323 103 22
30 pg/ml 100 pg/ml

P32 polimiksina B polimiksina B 318 283 358 320 38 21
30 pg/ml 100 pg/ml

P33 polimiksina B polimiksina B 478 279 275 344 117 30
30 pg/ml 100 pg/ml

P34 polimiksina B polimiksina B 353 381 261 332 63 25
kontrola kontrola

K21 453 185 208 282 149 7
kontrola kontrola

K22 99 / 394 247 205 -7

povprecje kontrol 264




Priloga G: Kon¢ni donos spojine SBR0501 v produkcijskem gojisc€u, ki je vsebovalo 1 %

sojinega olja in 3 % linolne kisline (S:L=1:3)

SBR0501(ug/ml) v produkcijskem sprememba
gojiscu donosa (%)
Oznaka Rast na NMMB z: paralelke glede na
seva kontrolo
| povpreéje | SD
K Kontrola 173 [ 219 [ 225 | 206 28
D1 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 396 416 406 14 97
D2 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 247 319 283 51 37
D3 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 418 403 411 11 99
D4 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 368 374 371 4 80
D5 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 299 292 296 5 43
D6 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 487 491 489 3 137
D7 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 431 464 448 23 117
D8 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 340 258 299 58 45
D9 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 396 344 370 37 80
D10 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 463 482 473 13 129
D11 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 346 220 283 89 37
D12 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 408 368 388 28 88
D13 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 18 0 9 13 -96
D14 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 295 227 261 48 27
D15 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 449 253 351 139 70
D16 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 200 283 242 59 17
D17 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 400 409 405 6 96
D18 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 504 376 440 91 114
D19 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 395 306 351 63 70
D20 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 455 444 450 8 118
D21 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 461 365 413 68 100
D22 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 405 347 376 41 83
D23 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 392 466 429 52 108
D24 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 22 13 18 6 -92
D25 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 390 287 339 73 64
D26 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 338 427 383 63 86
D27 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 447 389 418 41 103
D28 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 445 491 468 33 127
D29 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 337 399 368 44 79
D30 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 479 438 459 29 123
D31 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 466 386 426 57 107
D32 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 417 406 16 97
D33 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 395 363 301 88 46
D34 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 288 137 213 107 3
D35 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 11 8 10 2 -95
D36 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 426 307 367 84 78
D37 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 363 388 376 18 82
D38 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 444 466 455 16 121
D39 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 248 434 341 132 66




Priloga G : nadaljevanje

D40 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 467 388 428 56 108
D41 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 480 469 475 8 130
D42 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 158 146 152 8 -26
D43 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 377 405 391 20 90
D44 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 384 380 382 3 85
D45 100 mM DOG + 10 mM etil linoleat 302 440 371 98 80
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