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Lovastatin je inhibitor HMG-CoA reduktaze in se ga uporablja za zniZevanje
stopnje holesterola v krvi pri ljudeh. Raziskave njegove produkcije pri glivi
Aspergillus terreus var. aureus so potekale v dveh sklopih. V prvem sklopu smo
preucevali indukcijo kalitve spor v predfermentorski fazi s temperaturnim Sokom,
obdelavo s proteoliznimi encimi, mehansko obdelavo in inkubacijo v meSanici
aminokislin. Preverjali smo vpliv teh dejavnikov na pospesitev in sinhronizacijo
kalitve ter produkcijo lovastatina pri submerzni rasti. Ugotovili smo, da daljSa
izpostavljenost spor temperaturam nad 60 °C inhibira kalitev. HPLC analiza je
pokazala rahlo poviSano vsebnost lovastatina pri indukciji s temperaturnim Sokom
100 °C v trajanju 5 sekund v primerjavi s kontrolo. Opazili smo korelacijo med
filamentozno rastjo in poviSano vsebnostjo lovastatina. V drugem sklopu smo
proucevali mutagenezo z UV zarki, kolhicinom in benomilom. Za predselekcijo
mutant smo uporabili 2-deoksi-D-glukozo, lovastatin pri razli¢cnih koncentracijah
ter natrijev kloroacetat. Nadaljnje testiranje vzorcev smo izvedli s TLC, bioloskim
testiranjem na Neurospora crassa in HPLC. Pri mutagenezi z UV zarki in
kolhicinom smo uspeli pridobiti 5 mutant z izboljSano produkcijo lovastatina. Pri
najboljSem sevu smo izmerili skoraj 20 % boljSi donos. Benomil v koncentraciji
2 mg/l je v celoti inhibiral rast.
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Lovastatin is a HMG-CoA reductase inhibitor and is used for reducing the level of
blood cholesterol in humans. Our research of its production by Aspergillus terreus
var. aureus was carried out in two stages. In the first part we focused on the
induction of spore germination in pre-fermentation phase with a heat shock,
treatment with proteolytic enzymes, mechanical stress and incubation in a mixture
of amino acids. We examined their impact on speeding up and synchronizing
germination and consequently lovastatin production in submerged cultivation. We
noticed that prolonged exposure of spores to temperatures above 60 °C inhibited
germination. HPLC analysis showed a slightly elevated lovastatin level compared
to the control, when heat shock induction with 100 °C for 5 seconds was
performed. We also noticed that there is a correlation between the presence of
filamentous growth and increased levels of lovastatin. In the second part we studied
mutagenesis with UV rays, colchicine and benomyl. For the screening process,
rationalized selection with 2-deoxy-D-glucose, lovastatin at various concentrations,
and sodium chloroacetate was used. Further sample analysis was performed by
TLC, biological testing with Neurospora crassa and HPLC. We isolated 5 mutants
with improved lovastatin production after mutagenesis with UV rays and
colchicine. The best isolate showed almost 20 % improvement. Benomyl at
concentration of 2 mg/l completely inhibited growth.
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Slika 1: A. terreus: A: Kolonije na gojis¢u MEA po enem tednu, B: Podrobnejsi 3
posnetek kolonije (povecava 44x), C in D: konidiofori (povecava 920x),
E: konidiji (povecava 2330x) (Flannigan in sod., 2013).

Slika 2: Nastanek najbolj toksi¢ne in mutagene DNA lezije z UV zarCenjem 13
(Sinha in Héder, 2002).

Slika 3: Nastanek 6-4 fotoproduktov zaradi UV zarCenja. 6-4FP lahko 13
nastanjejo na 5'-T-C-3', 5'-C-C-3' in 5'-T-T-3', ne pa tudi na 5'-C-T-3'
mestih v DNA (Sinha in Hader, 2002).

Slika 4: Diagram biosinteze holesterola z oznacenim mestom delovanja statinov 24
na HMG-CoA reduktazo. Biosinteza holesterola je kompleksen proces,
ki vkljucuje ve¢ kot 30 encimov (Tobert, 2003).

Slika 5: Aktivno mesto cloveske HMG-CoA reduktaze v kompleksu z HMG, 25
CoA in NADP (Istvan in Deisenhofer, 2001).

Slika 6: Strukturna podobnost med HMG-CoA (levo) in statinom (Roche, 27
2005).

Slika 7: Strukture obrocCev pri statinih od leve proti desni: heksahidronaftilen, 28
pirol, indol, pirimidin, piridin, kinolin (Roche, 2005).

Slika 8: Strukturne formule nekaterih statinov od leve proti desni: kompaktin in 28
simvastatin (oba tip 1) ter fluvastatin, cerivastatin, atorvastatin in
rosuvastatin (vsi tip 2). HMG podobni del, ki je ohranjen pri vseh
statinih je rdece barve (Istvan in Deisenhofer, 2001).

Slika 9: Vezava rosuvastatina na HMG-CoA reduktazo (Istvan in Deisenhofer, 29
2001).

Slika 10:  Pot biosinteze lovastatina. Koraki, ki vkljucujejo PKS so v okvirjih s 31
prekinjeno ¢rto (Campbell in Vederas, 2010).

Slika 11:  Simvastatin (levo) in pravastatin (desno) (Sirtori, 2014). 31

Slika 12:  Fluvastatin (zgoraj levo), atorvastatin (zgoraj desno), rosuvastatin 32
(spodaj levo) in cerivastatin (spodaj desno) (Istvan in Deisenhofer,
2001).

Slika 13:  Pitavastatin (Sirtori, 2014). 32

Slika 14:  Sev A. terreus var. aureus 223 7,5 h po indukciji s temperaturnim 46
Sokom 5 min na 80 °C, 1000x imerzijska povecava.

Slika 15:  Sev A. terreus var. aureus 223 168 h po indukciji s temperaturnim 50
Sokom 5 min na 50 °C, 1000x imerzijska povecava.

Slika 16:  Morfoloska raznolikost monospornih kolonij A. terreus var. aureus — 52

2886 po UV mutagenezi, selekciji z 2-deoksi-D-glukozo ter 14 dnevni
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inkubaciji na gojis¢u LVB z glukozo; vzorci 1, 7, 20, 21, 38 in 39 od
leve proti desni in od zgoraj navzdol.

Slika 17:  Morfologija kolonij 4. terreus var. aureus 3073 po mutagenezi s 54
kolhicinom ter selekciji z lastnim metabolitom na gojis¢ih LVB z
lovastatinom v konénih koncentracijah 0,5 g/l, 0,75 g/l, 1 g/l od leve
proti desni (po 7 dnevni inkubaciji).

Slika 18:  Morfoloska raznolikost monospornih kolonij A. terreus var. aureus 55

3073 po mutagenezi s kolhicinom ter selekciji z lastnim metabolitom po
14 dnevni inkubaciji na gojis¢u LVB z lovastatinom v kon¢ni
koncentraciji 1 g/l.



Dobovsek, J. Proucevanje razli¢nih tehnik mutageneze pri glivi Aspergillus terreus. X111
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2016

2-dog®
6-4FP
7-ACA
AK
AT
BIC
CHO
CoA
CPD
CREA
CSL
DAOC
DH
DOG
DNA
FAS
FDA
FGSC
GC
GTP
HMG-CoA
HPLC

ICso
IPP
KR
KS
LDL
LVB
MBC
MCD
MEA
MT
MYA2
NADP

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

mutanta rezistentna na 2-deoksiglukozo

6-4 fotoprodukti

7-aminocefalosporanska kislina

aminokislina

adenin-timin

n-butilizocianat

ovarij kitajskega hrcka (angl. Chinese hampster ovary)

koencim A (angl. coenzyme A)

ciklobutan-pirimidinski dimeri

gojisce s kreatinom, sukrozo in agarjem (angl. creatine sucrose agar)
koruzni sirup (angl. corn steep liquor)

deacetoksicefalosporin

dehidrataza

2-deoksiglukoza

deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid)
mascobnokislinske sintaze (angl. fatty acid synthase)

Zvezni urad za zivila in zdravila (angl. Food and Drug Administration)
Fungal Genetics Stock Center

gvanin-citozin

gvanozin trifosfat

3-hidroksi-3-metilglutaril-koencim A

tekocCinska kromatografija visoke lo¢ljivosti (angl. high-performance liquid
chromatography)

molarna koncentracija statina, ki je potrebna za polovi¢no inhibicijo encima
izopentil pirofosfat

ketoreduktaza

B-ketosintaza

lipoproteini z nizko gostoto (angl. low-density lipoprotein)

gojisce z laktozo, koruznim sirupom, kvasom protevit in sojino moko
metil 2-benzimidazol karbamate (angl. methyl benzimidazol-2-carbamate)
modificirano gojis¢e Czapek Dox

gojisce s sladnim ekstraktom in agarjem (angl. malt extract agar)

metil transferaza

gojisce s sladnim in kvasnim ekstraktom (angl. malt yeast extarct agar)
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (angl. nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate)



Dobovsek, J. Proucevanje razli¢nih tehnik mutageneze pri glivi Aspergillus terreus.

Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2016

NADPH
NRPS
OATP

ORF
PDA
PKS
PMV

RNA
SAM
SDA
sed
SMURF

t1/2p
TLC
TLG

tRNA
TWEEN 80
Uuv

reduciran nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

neribosomske peptidne sintaze

membranski polipeptid, ki prenasa organske anione (angl. organic anion-
transporting polypeptide)

odprt bralni okvir (angl. open reading frame)

gojisce s krompirjem, dekstrozo in agarjem (angl. potato dextrose agar)
poliketidne sintaze

delez skupnega volumna gojisca, ki ga zaseda micelij po centrifugaciji
(angl. packed mycelial volume)

ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid)

S-adenozil-L-metionin

gojisce z dekstrozo, peptonom in agarjem (angl. Sabouraud dextrose agar)
sedimentacija

iskalnik genov za biosintezo sekundarnih metabolitov (angl. secondary
metabolite unique regions finder)

eliminacijski razpolovni Cas (faza beta)

tankoplastna kromatografija (angl. thin-layer chromatography)

gojisce z laktozo, glicerolom in polietilen sorbitol estrom (angl. tween
lactose glycerol)

prenasalna ribonukleinska kislina

polietilen sorbitol ester

ultravijoli¢no

X1V



Dobovsek, J. Proucevanje razli¢nih tehnik mutageneze pri glivi Aspergillus terreus. 1
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2016

1UVOD

Nitasta gliva Aspergillus terreus (A. terreus) je najpomembnejsi producent lovastatina, ki
se v medicini uporablja kot zdravilo za zniZevanje holesterola v krvi. Produkcija
lovastatina poteka v fermentacijskem gojis¢u pri submerzni kultivaciji (Hoog in sod.,
2000; Samson in sod., 2000). Morfoloske znacilnosti pri submerzni rasti vplivajo na
reologijo fermentacijske brozge in se neposredno odrazajo v produkciji sekundarnega
metabolita (EI-Enshasy, 1998).

Premer spor pri askomicetah ustreza logaritemsko normalni porazdelitvi (Otsuka in sod.,
2014). Kalitev spor poteka neusklajeno, ker se kli¢ne hife najprej pojavijo pri vecjih
sporah. Sinhronizacija kalitve spor je dejavnik, ki lahko pozitivno vpliva na produkcijo
lovastatina.

Klasicen pristop izboljSanja produkcije sekundarnih metabolitov pri gostiteljskih
organizmih je Se vedno mocno prisoten v fermentacijski industriji. Metoda vkljucuje
nakljuno mutagenezo producentskega seva ter selekcijo mutant s povecano produkcijo
zelenega sekundarnega metabolita. UV zarCenje inducira mutacije kot sta dimerizacija
pirimidinov in precne povezave v DNA (fotoprodukt 6-4) ter na DNA povzroci poskodbe v
obliki transverzij, delecij, premika bralnega okvirja in tranzicije GC v AT (Parekh in sod.,
2000). Kolhicin inducira poliploidijo in spremembe v strukturi kromosomov kot so
delecije, prelomi, fragmentacija (Arni in Hertner, 1997). Benomil povzro¢a anevploidijo,
genske mutacije in strukturne spremembe kromosomov (McCarroll in sod., 2002).

Za selekcijo mutant lahko uporabimo razlicne nacine pregledovanja izolatov, od
naklju¢nega pregledovanja do predselekcije z izvajanjem selekcijskega pritiska. Za
kvantitativno analizo vsebnosti lovastatina pri izbranih izolatih smo uporabili HPLC.

1.1 NAMEN RAZISKAVE

S selekcijo mutiranih mikrobnih izolatov pridobivamo seve z izrazenimi zelenimi
lastnostmi, kot so na primer: avksotrofija, odpornost ali ob¢utljivost na nekatere substance,
boljsa proizvodnja sekundarnih metabolitov, spremembe v strukturi kolonij ter peletne rasti
morfologijo glive A. terreus var. aureus in njeno produkcijo lovastatina. Uporabili smo
mutagenezo z obsevanjem z UV Zarki ter obdelavo s klastogenimi in anevgenimi
substancami. Pri selekciji kolonij mutirane celi¢ne populacije smo se osredotoCili na
njihove morfoloske in fizioloske lastnosti, ¢emur je sledil izbor s pomocjo selekcijskega
pritiska (analogi virov ogljika, lasten metabolit, toksi¢ne snovi) ter ocena vsebnosti
lovastatina s pomoc¢jo TLC, HPLC in bioloskega testiranja.

Preucevali smo tudi sinhronizacijo kalitve spor pri glivi 4. terreus var. aureus ter njen
ucinek na produkcijo lovastatina. Za obdelavo spor v predfermentorski fazi smo uporabili
razlicne postopke: temperaturni Sok, obdelava s proteolizni encimi, mehanska obdelava in
inkubacija v meSanici aminokislin.
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1.2 GLAVNE HIPOTEZE

Raziskava temelji na sledecih hipotezah:

- Razli¢ni postopki obdelave glivnih spor lahko vzpodbudijo razgradnjo hidrofobnega
ovoja spor, kar lahko posledi¢no pospesi in sinhronizira kalitev spor ter vpliva na
produkcijo lovastatina.

- UV zarki, kolhicin in benomil povzro¢ajo genske mutacije pri glivah in tudi pri 4.
terreus var. aureus. Ena od posledic je lahko deregulacija metabolizma in rezistenca na
katabolno represijo ter posledi¢no povecana produkcija lovastatina.

- Mutante glive A. terreus var. aureus s pridobljeno rezistenco na lasten metabolit in
natrijev kloroacetat bodo posledicno morda izkazovale tudi povecano produkcijo
lovastatina.

- Kolhicin pri glivah in tudi pri 4. terreus var. aureus povzroca avtopoliploidijo, benomil
pa delecijo kromosomov in gensko rekombinacijo.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 GLIVA Aspergillus terreus

A. terreus taksonomsko uvrS¢amo med askomicete: Ascomycota; Pezizomycotina;
Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Eurotiales; Aspergillaceae; Aspergillus; sekcija Terrei.
Rod Aspergillus smo uvrs¢ali v druzino Trichocomaceae, dokler Houbraken in Samson
(2011) nista predlagala razdelitve Trichocomaceae v tri locene druzine: Trichocomaceae,
Thermoascaceae in Aspergillaceae, kamor spada tudi Aspergillus.

A. terreus je nitasta gliva, ki raste na agarskem gojis¢u Czapek v obliki rumeno rjave do
cimetno rjave kolonije z gosto plastjo konidioforjev, ki temnijo s starostjo. Konidijske
glavice so kompaktne, stebricaste, velike 150-500 pm x 30-50 pum s podolgovatimi vezikli
premera 10-20 um. Konidijske celice so biseriatne z metulami velikosti 5-7 um x 2,0-
2,5 um in fialidami velikosti 5-7 um x 1,5-2,0 um. Konidiji imajo gladke stene, so
kroglasti do elipsoidni, brezbarvni do rahlo rumenkasti s premerom 1,5-2,5 um (Hoog in
sod., 2000; Samson in sod., 2000). Vse vrste znotraj sekcije Terrei so bile prvotno
obravnavane kot strogo anamorfne. Arabatzis in Velegraki (2013) sta leta 2013 prvic
objavila primer spolnega cikla pri 4. terreus.

Slika 1: A4. terreus: A: Kolonije na gojis¢u MEA po enem tednu, B: Podrobne;jsi posnetek kolonije (poveéava
44x), C in D: konidiofori (povecava 920x), E: konidiji (povecava 2330x) (Flannigan in sod., 2013).

Kolonije na agarskem gojisc¢u Czapek zrastejo pri 25 °C do premera 3,5-5,0 cm v sedmih
dneh. Na gojis¢u MEA rastejo podobno, vendar hitreje z gostejSo sporulacijo, medtem ko
na gojisc¢u CREA rastejo slabo (Hoog in sod., 2000; Samson in sod., 2000).
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A. terreus je v fermentacijski industriji pomemben producent lovastatina, ki se ga v
medicini uporablja za zniZevanje holesterola v krvi. Poleg lovastatina proizvaja A. terreus
Se nekatere druge metabolite: terrein, patulin, citrinin, citreoviridin. 4. ferreus najpogosteje
najdemo v zemlji, pogost pa je tudi v za¢imbah in krmi (Hoog in sod., 2000; Samson in
sod., 2000).

2.2 SUBMERZNA RAST NITASTIH GLIV
2.2.1 Kalitev spor

Zivljenjski ciklus pri nespolnem razmnoZevanju askomicet lahko razdelimo v tri faze:
kalitev spor, vegetativna rast in konidiogeneza. Kalitev spor vodi v nastanek hitro rastoce
hife (Mahadevan in Tatum, 1967). V vegetativni fazi se hife podaljSujejo z apikalno rastjo.
Aktivni so procesi: podvojevanje DNA, ekspresija encimov za razgradnjo in sintezo
celine stene ter transport podenot celi¢ne stene. Materinska in hcerinska celica se delita in
septirata. Z naraScajo¢im Stevilom rastocih apeksov prihaja do razvejanja hif, njihovega
prepletanja in nastanka micelija. V tej fazi je znalilna eksponenta rast celotne dolzine
micelija. (Gradivo, 2014)

Konidiogeneza je proces nastanka negibljivih nespolnih spor (konidijev). Konidiji se

tvorijo na konidiogenih celicah na konidioforju. Konidiji lahko nastanejo iz hife na dva

nacina:

1. Tali¢na konidiogeneza: najprej zraste hifa, ki se predeli s pre€nimi stenami in razpade v
posamezne oglate enote (artrokonidiji).

2. Blasti¢na konidiogeneza: na hifi se oblikuje konidiogena celica, na kateri v obliki brsta
nastane nova spora oziroma konidij (blastokonidiji) (Zalar in Gunde-Cimerman, 2002).

Kalitev spor lahko razdelimo v tri faze:

1. Aktivacija: Okoljski dejavniki, ki sprozijo kalitev spor se lahko razlikujejo med
razliénimi vrstami in tudi med tipi spor znotraj vrste. Univerzalni dejavniki, ki
aktivirajo kalitev so kisik, voda in ogljikov dioksid, dodatni faktorji vezani na dolo¢eno
okolje pa so predvsem nutrienti z nizko molekulsko maso (sladkorji, aminokisline) in
anorganske soli (Carlile in Watkinson, 1994; Griffin, 1994, cit. po D’Enfert, 1997).

2. Izotropna rast (nabrekanje): Prva morfoloska sprememba, ki jo lahko opazimo pri
kalitvi spor je vnos vode in rast celi¢ne stene (Griffin, 1994, cit. po D’Enfert, 1997).
Sprozijo se Stevilne metabolne aktivnosti vklju¢no z dihanjem ter RNA in proteinsko
sintezo. Premer celic v primerjavi z dormantnimi sporami se poveca za faktor dva in vec
(Van Etten in sod., 1983, cit. po D’Enfert, 1997).

3. Polarizirana rast: Na dolo¢eni stopnji kalitve pride do polariziranega prerazporejanja
celi¢ne stene in nastanka kli¢ne hife. Za zakljucek kalitve in zaCetek vegetativne rasti
smatramo stanje, ko sta Sirina in dolzina kli¢ne hife enaki (D’Enfert, 1997). Procesi
znacilni za kalitev se lahko pojavijo tudi, ko je klicna hifa Ze oblikovana (Schmit in
Brody, 1976).

Kalitev se pri¢ne takoj, ko pride spora v stik z vodo. Hidratacija predvidoma ne potrebuje
energije in povzro¢i izgubo zunanje hidrofobne plasti, raztapljanje ekstracelularnih
encimov ter vnos vode. Spremembe, ki potekajo znotraj celicne stene potrebujejo notranji
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ali zunanji vir energije (Schmit in Brody, 1976). Pojav kli¢ne hife zahteva zunanji vir
ogljika in nekatere anorganske soli (Mirkes, 1974).

Kalitev spor ni sinhronizirana, zato se procesi prekrivajo. Dolocene spore imajo na primer
ze kli¢no hifo medtem, ko so ostale Se v fazi nabrekanja. Pri nitasti glivi Neurospora
crassa (N. crassa) se hidratacija zgodi prej kot v 2 min po inokulaciji v tekoce gojisce.
Kalitvena hifa se praviloma pojavi najprej pri najvecjih sporah po priblizno 2,5 h. Na
oblikovanje kalitvene hife vplivajo: izbira seva, starost spor, sestava goji§¢a, temperatura,
koncentracija spor. Po 5 h inkubacije na stresalniku v minimalnem gojis¢u z glukozo pri

22 °C ima vecina spor kli¢no hifo. Sinteza makromulekul se pricne pred pojavom hife, na

kar kaze 1,6-krat povecCana suha biomasa po 2,5 h. Povprec¢na dolzina hife se povecuje

eksponentno s priblizno enakim podvojitvenim ¢asom kot teza suhe biomase. Biokemijske
procese med kalitvijo lahko razdelimo v tri skupine glede na cCas, ko se ti procesi odvijajo:

1. V prvih 20 min pride do izgube toplotne odpornost, razgradnje proste glutaminske
kisline, nastanka asparaginske in fy-aminobutanojske kisline, redukcije NADP in
oksidiranega glutationa, iniciacije RNA in proteinske sinteze.

2. V casu nastanka kli¢ne hife pride do iniciacije DNA sinteze in delitve jeder, oksidativne
fosforilacije v mitohondrijih, transporta encimov v mitihondrije, poviSanega nivoja
arginina in ornitina.

3. V kon¢ni fazi kalitve pride do sinteze in akumulacije hitina ter polimerov z
galaktozaminom v celi¢ni steni.

Nekateri od teh procesov so omejeni na fazo kalitve (hkratna razgradnja glutaminske

kisline in nastanek asparaginske kisline, redukcija ve¢ine NADP v NADPH, redukcija

oksidiranega glutationa in izguba toplotne rezistence), ostali pa so prisotni tudi med

vegetativno rastjo (Schmit in Brody, 1976).

Pri rasti V. crassa v minimalnem gojiscu z glukozo je kalitev spor asinhrona. Kli¢ne hife
se najprej pojavijo pri vecjih sporah verjetno zaradi njihove vec¢je zmoznosti za sintezo
proteinov, RNA,... Hidratacija in drugi procesi vkljueni v zacetno fazo kalitve so
predvidoma v veliki meri sinhronizirani. Sinhronizacijo kalitve so dosegli s predhodno
inkubacijo spor, najprej v minimalnem gojis¢u z 3,22 M etilen glikolom za 49 h, nato pa Se
v gojiscu z 10-kratno razred¢enim etilen glikolom za 35 min. Po 25 do 35 min se je
priblizno 70 % sporam pojavila kli¢na hifa. Inkubacija spor pri visokih koncentracijah
etilen glikola ali glicerola inhibira kalitev spor, ne pa tudi njihovega nabrekanja in
nekaterih procesov iz zgodnje faze kalitve (Bates in Wilson, 1974). Prav tako pride do
nabrekanja spor brez nastanka kli¢ne hife pri inkubaciji na minimalnem gojisc¢u z glukozo
in 1 mM cisteinom. Z odstranitvijo cisteina bi lahko sinhronizirali kalitev spor (Schmit in
Brody, 1976). Poskusi sinhronizacije kalitve s temperaturnimi Soki so se izkazali za
neuspesne (Bianchi in Turian, 1967).

2.2.2. MorfoloSke znacilnosti

MorfoloSke znacilnosti nitastih mikroorganizmov, ki imajo pomemben vpliv na reoloske
lastnosti fermentacijske brozge, se neposredno odrazajo v produkciji in izloanju razli¢nih
mikrobnih metabolitov. Pri submerzni rasti lahko morfologija nitastih gliv variira od
diskretnih kompaktnih peletov hif do homogeno razprSenega micelija. Morfoloske razlike
so tesno povezane z razlikami v kinetiki rasti in fiziologiji. Dispergirana rast (razprsen



Dobovsek, J. Proucevanje razli¢nih tehnik mutageneze pri glivi Aspergillus terreus. 6
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2016

micelij) je ekvivalentna enocelicni, s homogeno porazdelitvijo biomase, substrata in
produktov ter konstantno eksponentno rastjo, ko je substratov v prebitku (El-Enshasy,
1998).

Filamentozna oblika micelija lahko povzroci zapletanje hif, tako da postane gojisc¢e zelo
viskozno in nenewtonsko. V regijah z visoko strizno hitrostjo (v blizini rotorja) je nizka
viskoznost, v regijah blizu stene pa zelo visoka. Visoka viskoznost in psevdoplastiCnost
suspenzije zmanjSuje prenos mase, toplote in otezuje mesanje. Le majhen del bioreaktorja
(okrog rotorja) vzdrzuje optimalno stanje. PoveCano meSanje izboljsa homogenost, vendar
je energetsko potratno in pogosto poskoduje celice zaradi velikih striznih sil (Van Suijdam
in Metz, 1981; Braun in Vecht-Lifshitz, 1991). Makroskopske lastnosti peletne oblike rasti
zmanjSanje viskoznosti, newtonske lastnosti gojis¢a z dobrim prenosom mase in toplote ter
lazje locevanje tekoc¢ine od biomase (Van Suijdam in sod., 1980). Makroskopske lastnosti
gojitvenega medija s peletno glivno rastjo kazejo homogenost v reoloskih znacilnostih. Na
mikroskopskem nivoju pa peleti kazejo doloeno heterogenost zaradi oblikovanja con z
razli¢no hifno gostoto znotraj peletov (Kobayashi in sod., 1973; Konig in Schiigerl, 1982;
Lawton in sod., 1989; Buschulte in sod., 1991; Pottel in Bellgardt, 1992, cit. po El-
Enshasy, 1998). Dokler obstaja zadostna oskrba s kisikom v vseh peletnih celicah, se
peletu povecuje gostota in velikost. Po doloCenem casu, pade koncentracija kisika v
srediSCu peleta na skoraj ni¢, kar omeji celicno rast na cono ob povrsini peleta. Omejitev
oskrbe s kisikom in odstranjevanja metabolnih produktov lahko vodi do sprememb
celicnega metabolizma in kinetike encimske ekskrecije (Hermersdorfer in sod., 1987).
Studije proizvodnje penicilina z uporabo peletov glive Penicillium chrysogenum (P.
chrysogenum) kazejo visoko rezistenco na prenos znotraj velikih peletov, kar povzroci
pomanjkanje kisika in avtolizo celic v srediScu peleta. Debelina sloja, ki vsebuje Zive
celice je konstantna, ne glede na velikost peleta (Schiigerl in sod., 1983; Wittler in sod.,
1986). Pri dovolj majhnih peletih (v premeru manjsi od 400 um) metabolno aktivna plast
zajema celoten pelet in vse celice imajo na voljo dovolj kisika (El-Enshasy, 1998).

Morfologija samega peleta vpliva na mikrobno rast, pri cemer lo¢imo dve skrajnosti. Prva
je rast v peletih, ki sestojijo iz gosto pakiranih hif, kjer je rast omejena z difuzijo snovi iz
tekoCe faze do sredine peleta in je neomejena rast mozna le pri hifah v zunanji coni.
Naras¢anje biomase (M) v fermentorju dolo¢imo po naslednji formuli:

M7 =kt + My (D)

kjer M, predstavlja zacetno biomaso, k konstanto, ¢ pa Cas. Ce predpostavimo, da kultura
vsebuje konstantno Stevilo n sfericnih peletov, z enakim polmerom 7 in gostoto p, z aktivno
zunanjo cono debeline w ter specifi¢no hitrostjo rasti hif ¢, potem konstanto & dolo¢imo po
naslednji formuli:

k= (4/3 mpn)"” uw .(2)
Konstanta k£ predstavlja stopnjo, s katero se povecuje radij peleta zaradi rasti. Ko pelet

preseze doloceno velikost se predpostavlja, da je rast omejena na periferno cono debeline
w, zaradi omejene stopnje penetracije rast omejujoc¢ih nutrientov. Druga skrajnost je
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dispergirana rast, kjer je micelij manj kompakten, bolj odprt in bolj filamentozen. V tem
primeru z meSanjem doseZzemo, da nutrienti in kisik dospejo do vseh hif, kar omogoca
eksponentno rast celotne biomase. Biomaso dolo¢imo po naslednji formuli:

M=¢"M, ...(3)

Taksno rast je lazje kontrolirati, saj se izpostavljene hife takoj odzovejo na spremenjene
pogoje pri manipulaciji gojis€a. Slabost bolj filamentozne rasti je povecana viskoznost.
sekundarnih metabolitov, saj lahko sama morfologija mo¢no vpliva na kon¢ni donos (EI-
Enshasy, 1998).

Glede na mehanizem nastanka, lo¢imo tri tipe peletov: koagulativne, nekoagulative in
pelete, ki nastanejo preko aglomeratov. Koagulativen tip nastane z aglomeracijo spor v
zgodnji fazi razvoja (med kalitvijo), kar privede do mreze prepletenih hif. TipiCen primer
je gliva Aspergillus niger. Pri nekoagulativem tipu ena spora povzroCi nastanek enega
peleta, tako da je Stevilo peletov enako Stevilu spor v inokulumu. V to skupino spadajo
nekatere vrste bakterij Streptomyces. Pri tretjem tipu nastane pelet iz aglomerata hif.
Predstavnik tretjega tipa je P. chrysogenum (Nielsen, 1996).

Na submerzno rast nitastih gliv vplivajo nasledn;ji dejavniki:

1. Od seva odvisni dejavniki: vrsta seva, koli¢ina in tip inokuluma, tip agregacije, sestava
celicne stene, hitrost rasti.

2. Sestava gojiSca: vrsta in koncentracija vira ogljika, vir dusika in fosfata, C/N razmerje,
prisotnost trdnih delcev, dodatki kompleksnih organskih spojin, polimerov,
surfaktantov, dvovalentnih kationov,...

3. Pogoji kultivacije: pH, temperatura, dostopnost kisika, raztopljeni CO,, mehanske sile,
oblika bioreaktorja,... (Elmayergi in sod., 1973; Mitard in Riba, 1988; Hotop in sod.,
1989; Smith in sod., 1990; Nielsen in sod., 1995).

Visoka koncentracija spor v inokulumu naceloma povzroc¢i disperzno rast micelija. Prav
tako disperzno rast obi¢ajno povzroci visoka koncentracija hranil. Pomanjkanje enega od
substratov (N, O;) inducira peletno rast. CO, ima mocan vpliv na morfologijo: bolj
razvejane, zadebeljene hife in celi¢ne stene (sinteza hitina). Pri meSanju zelo velike strizne
sile vodijo v fragmentacijo hif, kar vpliva na metabolizem in reologijo gojiSca.
Nehomogenost fermentacijske brozge v bioreaktorjih in tudi v laboratorijskem merilu
povzroCi nastanek mirujoCih predelov s pomanjkanjem hranil in diferenciacijo celic
(Gradivo, 2014). Mnogi dejavniki vplivajo eden na drugega, tako da jih ne moremo
obravnavati lo¢eno. Oblika bioreaktorja na primer vpliva na prenos kisika in mehanske sile
(Elmayergi in sod., 1973; Mitard in Riba, 1988; Hotop in sod., 1989; Smith in sod., 1990;
Nielsen in sod., 1995).

Nacin prezracevanja (zrak ali zrak obogaten s kisikom) in hitrost stresanja (300-800 rpm)
imata velik vpliv na morfologijo, premer peletov in produkcijo lovastatina pri submerzni
rasti A. terreus. Pri hitrosti stresanja nad 600 rpm pride do poSkodb peletov ter zmanjSanja
njihovega premera iz 1200 pm na 900 pum. Pri nizki hitrosti stresanja in prezracevanju z
zrakom obogatenim s kisikom nastanejo peleti s premerom 2500 pum in visoko produkcijo
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lovastatina. Majhni peleti imajo nizko produkcijo lovastatina ne glede na nacin
prezracevanja. Peleti z manj kompaktno, bolj odprto in filamentozno morfologijo so boljsi
producenti lovastatina v primerjavi z manjSimi, gostejSimi peleti (Casas Lopez in sod.,
2005).

2.3 METABOLNA REGULACIJA FERMENTACIJSKIH PROCESOV

Produkcija sekundarnih metabolitov se pricne ob koncu vegetativne rasti in praviloma
poteka preko stacionarne faze (idiofaza). Za razliko od primarnih, sekundarni metaboliti
niso nujno potrebni za rast in razmnozevanje. Pri sekundarnih metabolitih je mozen
nastanek njihove prekomerne produkcije (Madigan in Martinko, 2006). Regulatorni
mehanizmi omejujejo prekomerno produkcijo in izloCanje v okolje. Namen industrijske
fermentacije pa je izolirati seve s prekomerno produkcijo, jih dodatno deregulirati in s tem
omogociti velike donose Zelenega produkta kot so metaboliti ali encimi. Deregulacijo
producentskih organizmov dosezemo z manipulacijo hranil ter naklju¢no ali usmerjeno
mutagenezo regulatornih genov. Glavni mehanizmi, ki so vpleteni v regulacijo
fermentacijskih procesov so: indukcija, regulacija z viri ogljika, dusSika in fosforja ter
kontrola s povratno zvezo (Sanchez in Demain, 2002).

2.3.1 Regulatorni mehanizmi vkljuceni v biosintezo produktov fermentacije
2.3.1.1 Indukcija

Mikroorganizmi so v naravi izpostavljeni kemi¢nim in fizikalnim pogojem okolja, ki se
stalno spreminjajo. Na dolo¢eno stanje v okolju se mikroorganizem lahko prilagodi s
spremembami v koncentracijah strukturnih proteinov, transportnih proteinov, toksinov,
encimov, ... Koncentracija encima ali metabolita v celici je pogosto odvisna od prisotnosti
specifi¢ne spojine oziroma induktorja. Induktor sprozi produkcijo encima ali metabolita le,
ko je to potrebno. Induktor se veze z represorjem, ga s tem inaktivira in mu prepreci
blokado operatorja, s ¢imer je RNA polimerazi omogocena transkripcija gena encima
(Sanchez in Demain, 2002). Velikokrat je induktor tudi substrat za ta encim, na primer
laktoza za B galaktozidazo (Kaempfer in Magasanik, 1967). S pridobivanjem konstitutivnih
mutant, ki nimajo indukcijske kontrole, lahko znatno zmanjSamo stroSke fermentacije pri
komercialni produkciji encimov (Demain, 1971; Parekh in sod., 2000).

Pri stevilnih biosintetskih poteh so aminokisline induktorji pri produkciji sekundarnih
metabolitov, kot na primer glutamat pri nastanku penicilina G pri P. chrysogenum (Lara in
sod., 1982).

2.3.1.2 Katabolna represija

Viri ogljika kot so skrob, glukoza ali melasa se pogosto uporabljajo kot substrati za rast pri
produkciji encimov, antibiotikov in drugih sekundarnih metabolitov s fermentacijo.
Katabolna represija je regulatorni mehanizem mikroorganizmov, ki omogoc¢a organizirano
in postopno porabo virov ogljika, kadar jih je v okolju prisotnih ve¢. V tem primeru celica
najprej katabolizira vir ogljika, s katerim najhitreje pridobi ogljik in energijo za rast, na
primer glukozo. Hkrati pride do represije sinteze razli¢nih encimov, ki so potrebni pri
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presnovi ostalih substratov, dokler ni vir glukoze do konca iz¢rpan. Pri bakterijah in glivah
poznamo veliko encimov in sekundarnih metabolitov reguliranih s katabolno represijo
(Sanchez in Demain, 2002). Produkcija a-amilaze pri glivi Aspergillus oryzae je
represirana z glukozo in acetatom (Barbesgaard in sod., 1992). Biosinteza B-laktamskega
antibiotika cefalosporina C pri glivi Acremonium chrysogenum (A. chrysogenum) je prav
tako represirana z glukozo. V tem primeru pride do zmanjSane transkripcije biosintetskih
genov pcbC in cefEF. Pri sevu s povecano produkcijo cefalosporina C pa do zmanjSanja
koncentracije produkta pcbC ne pride, kar kaze na povezavo med deregulacijo katabolne
represije in izboljSavo seva (Jekosch in Kiick, 2000).

Gram-pozitivne bakterije Streptomyces so pri produkciji sekundarnih metabolitov
obcutljive na katabolno represijo z glukozo, zato se pri fermentaciji ponavadi kot vir
ogljika uporabljajo polisaharidi (Skrob), oligosaharidi (laktoza) in mascobe (sojino olje). V
virov ogljika se prvi porabijo za namnozitev celic ob majhni produkciji sekundarnih
metabolitov, drugi pa nato v sledeci idiofazi (Ozcengiz in sod., 1990).

Povecanje produkcije metabolitov reguliranih s katabolno represijo lahko dosezemo z
znizanjem koncentracije represivnega vira ogljika, ki ga dodajamo pri fermentaciji. Sarzna
kultura z dohranjevanjem se pri industrijski fermentaciji uporablja, ker lahko koncentracijo
omejujoCega substrata ohranjamo na nizkem nivoju s ¢imer se izognemo represivnemu
ucinku visoke koncentracije substrata - to velja za proizvodnjo tistih produktov, ki niso
vezani na rastno fazo, kot je to primer s sekundarnimi metaboliti. Primer gojenja z
dohranjevanjem je produkcija penicilina. Kljuéen dejavnik je primerna hitrost
dohranjevanja. Med fazo aktivne rasti lahko presezek glukoze povzroci nastanek kislin in
vecjo potrebo po kisiku kot jo lahko zagotovi fermentor. Po drugi strani pa pomanjkanje
glukoze lahko vodi v porabo organskih duSikovih spojin v mediju kot vir ogljika, s ¢imer
se zvisa pH in nastane neustrezna biomasa (Stanbury in sod., 1995).

2.3.1.3 Regulacija z dusikom in fosfatom

Tako kot pri katabolni represiji z viri ogljika, imajo mikroorganizmi senzorne in
regulatorne mehanizme, ki jim omogocijo porabo najboljSega dostopnega vira duSika,
hkrati pa represijo presnove ostalih virov dusika. Regulacija z dusikom vpliva na sintezo
industrijsko pomembnih encimov, ki nastanejo s primarnim ali sekundarnim
metabolizmom (Merrick in Edwards, 1995; Shapiro, 1989). Produkcija sekundarnih
metabolitov je inhibirana z viri dusSika, ki se uporabljajo za fazo rasti, na primer amonijeve

.....

(prolin) (Sanchez in Demain, 2002).

Anorganski fosfat je v naravnem okolju eden glavnih rast omejujo¢ nutrientov. Pri
produkciji sekundarnih metabolitov deluje anorganski fosfat kot inhibitor ali represor
fosfataz, ki so vkljuCene v Stevilne biosintetske poti (Mansouri in sod., 1989).
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2.3.1.4 Regulacija s povratno zvezo

Regulacija s povratno zvezo je mehanizem samokontrolne metabolnih in biosintetskih poti.
Mehanizem lahko regulira aktivnost obstojecih encimov (povratna inhibicija) ali pa ustavi
njihovo sintezo (povratna represija). Vloga regulacije s povratno zvezo pri kontroli
primarnega in sekundarnega metabolizma je dobro poznana. Industrijsko pomembni
primarni metaboliti kot so aminokisline, nukleotidi in vitamini so regulirani na ta nacin.
Mnogi sekundarni metaboliti inhibirajo ali so represorji lastne biosinteze. Kanamicin
deluje kot represor acetiltransferaze vkljucene v njegov biosintetski proces, kloramfenikol
je represor arilamin sintetaze (Sanchez in Demain, 2002), anhidrotetraciklin oksigenaza je
inhibirana s strani tetraciklina (Behal in sod., 1983), gramicidin S inaktivira gramicidin S
sintetazni kompleks, ... (Stramondo in sod., 1981).

2.4 PRISTOPI ZA 1ZBOLJSANJE PRODUKCIJE SEKUNDARNIH METABOLITOV

Komercialen uspeh fermentacijskega procesa je odvisen od profitabilnosti produkta na
trgu. Pri tem so kljucni stroski izdelave na enoto produkta (Parekh, 1999, cit. po Parekh in
sod., 2000). Ena od poti, ki vodi k zmanjSanju stroSkov fermantacije je izboljSanje samega
delovanja fermentorja do njegovega optimuma Z ekonomskega vidika pa je Se bolj
zanimiva moznost izboljSave producentskega organizma. Izbira seva, ki proizvede vec
produkta iz iste koli¢ine surovine lahko zadovolji poveCane zahteve po proizvodnji brez
uporabe dodatnih fermentorjev oziroma bioreaktorjev. Po drugi strani pa lahko na ta nacin
sprostimo del kapacitet in sprozimo fermentacijo kakSnega drugega produkta. Prav tako
lahko znatno zniZajo stroske sevi, ki so sposobni izkori$¢ati cenejSe snovi, na primer Skrob
(Parekh in sod., 2000).

Metabolne poti pri industrijski fermentaciji so vefinoma zapletene, Se posebej pri
produkeciji sekundarnih metabolitov. Ob pomanjkljivem znanju o fiziologiji in genetiki teh
procesov, se je metoda nakljuéne mutageneze s selekcijo izkazala kot ucinkovit pristop k
izboljSavi producentskega organizma (Parekh, 1999, cit. po Parekh in sod., 2000). Te
metode se Se danes uspesno uporabljajo, Ceprav so v vecini primerov zelo zamudne zaradi
pregledovanja velikega Stevila mutant (Khetan, 1999). Klasi¢en nacin spreminjanja
mikroorganizmov torej temelji na naklju¢nem mutiranju ter kasnejsi selekciji mutant in je
bil v preteklosti Ze zelo uspesSen. Znan je primer 4000-krat povecane produkcije penicilina
glede na izhodni organizem (Peberdy, 1985, cit. po Parekh in sod., 2000). Novejsi pristopi
vkljucujejo metode kot so transpozicijska mutageneza, genska rekombinacija s fuzijo
protoplastov, tehnike rekombinantne DNA, usmerjena evolucija (Demain in Adrio, 2008;
Baltz, 2001), t. i. »omike« (genomika, metabolomika, transkriptomika, proteomika)
(Kumar Chaudhary in sod., 2013; Zhou in sod., 2011; Karnicar in sod., 2016) in druge.
Danasnje tehnike izboljSanja sevov zdruzujejo tako klasicne metode, kot tudi sodobna
dognanja molekularne genetike in biokemijskega inzeniringa.

Pri izboljsavi producentskih organizmov stremimo k sledeCim ciljem: ucinkovita
asimilacija poceni surovin, sprememba razmerij v prid Zelenim produktom in eliminacija
stranskih produktov, izboljSano izlocanje produkta, vecja toleranca do visokih koncentracij
produktov, kratek Cas fermentacije ter povecana produkcija lastnih ali tujih produktov po
genski modifikaciji. (Parekh, 2000). Povecana produkcija metabolitov je lahko posledica:
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- povisane koncentracije prekurzorjev,

- pomnozevanja, modifikacije ali delecije regulatornih genov,

- spreminjanja promotorjev, terminatorjev in regulatornih sekvenc,
- povecanja Stevila kopij genov za hitrost omejujoce encime,

- odstranitve nepotrebnih metabolnih poti (Strohl, 2001).

2.4.1 Klasicen pristop z naklju¢no mutagenezo

Metabolizem mikroorganizmov je zelo ucinkovito reguliran zato, da ne prihaja do
nepotrebne izgube energije in akumulacije intermediatov ter encimov potrebnih za njihovo
biosintezo. Z manjSimi spremembami v zaporedju DNA lahko razvijemo seve, ki pri
biosintezi encimov, klju¢nih za produkcijo Zelenega metabolita, nimajo tako striktne
regulacije (Parekh in sod., 2000).

Mutacija je trajna sprememba enega ali ve¢ nukleotidov na dolo¢enem mestu v verigi
DNA. Organizem z mutacijo imenujemo mutanta, proces oziroma skupino procesov, ki
privedejo do mutacije pa mutageneza. Mutacije lahko delimo po razli¢nih kljucih:
1. Glede na spremembo v Stevilu in zaporedju baznih parov lo¢imo:
- mutacije manjSega obsega kot so toCkovne substitucije, delecije in insercije enega ali
nekaj nukleotidov in
- mutacije vecCjega obsega kot so pomnozevanje oziroma duplikacije, delecije,
kromosomske premestitve in kromosomske inverzije, ki vplivajo na vecjo
kromosomsko regijo.
2. Glede na ucinek oziroma posledico, ki jo povzroc¢ijo lo¢imo:
- druga¢nosmiselne mutacije, kjer se kodon za neko aminokislino (AK) zamenja s
kodonom za neko drugo AK,
- nesmiselne mutacije, kjer se kodon za neko AK spremeni v stop kodon,
- nevtralne mutacije, kjer se kodon za neko AK zamenja s kodonom za AK iz iste
skupine in
- tihe mutacije, kjer se kodon sicer spremeni, a kodira Se vedno isto AK.
3. Glede na nastanek lo¢imo:
- spontane mutacije, ki so posledica normalnega celicnega delovanja in interakcij z
okoljem in
- inducirane mutacije, ki so posledica mutagenih dejavnikov (Madigan in Martinko,
2006).

Spontane mutacije imajo zelo nizko frekvenco (107°-10"%generacijo) in so v veéini
Skodljive. Dolocene mutacije pa omogocijo organizmu boljSo adaptacijo na okolje in
izboljSajo njegovo biokataliticno sposobnost. Z biotehnoloskega vidika je izziv izolirati
mutante, ki nosijo koristne mutacije (Parekh in sod., 2000).

Spreminjanje in izboljSanje sevov doseZzemo z inducirano mutagenezo, kar pomeni, da
genetski material izpostavimo razli¢nim fizikalnim ali kemijskim mutagenim dejavnikom,
ki poskodujejo DNA (preglednica 1). Nastale DNA lezije so lahko vzrok za pojav mutacij.
Cilj mutageneze pri pridobivanju izboljSanih sevov je visoka frekvenca zelenih mutacij v
populaciji, hkrati pa ¢im manjsa frekvenca neletalnih mutacij, ki lahko iznicijo efekt Zelene
mutacije. Ve€ina mutacij, ki vplivajo na produkcijo ima negativen ucinek, Se posebej pri
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visoko razvitih sevih. Strategija je torej dobiti visok odstotek prezivelih, ki imajo v
povpre¢ju zgolj eno mutacijo na mesto, ki vpliva na produkcijo. Uspesnost nakljucne
mutageneze in selekcije je odvisna od ve¢ dejavnikov: tipa kulture (na primer spore ali
konidiji), doziranja in ¢asa izpostavitve mutagenu, nacina poskodbe DNA, Stevila obdelav
z mutagenom, pogojev med in po obdelavi ter zaznavnosti obsega povecane produkcije
(Vinci in Byng, 1998).

Preglednica 1: Uporaba mutagenih dejavnikov pri izboljSavi sevov (Parekh in sod., 2000).

Mutagen dejavnik Indukcija mutacije Vpliv na DNA Rf: .1atlven
ucinek
X zarki, gama zarki prekinitev ene ali obeh delecije, strukturne .
AT . velik
(ionizirajoCe Zarcenje) verig DNA spremembe
Jarden dimerizacija transverzije, delecije,
arcenje oL y .
UV sarki pirimidinov, pre¢ne prer'nl.k bralne.ga” srednii
povezave v DNA okvirja, tranzicija GC
(fotoprodukt 6-4) v AT
5-klorouracil, N . tranzicija GC v AT in .
5 bromouracil napacno parjenje baz AT v GC majhen
2-aminopurin gﬁ)&ke pri podvajanju majhen
Analogi baz hidroksilamin (NH,OH) deaminacija citozina tranzicija GCv AT majhen
dvosmerne
nitritna kislina (HNO,) = deaminacija A, Cin G :igﬁ;ﬁ;ﬂ eé(éefij;’ srednji
in/ali AT v GC
Alkilirajoci N-nitrosogvanidin alkilacija C in A tranzicija GC v AT velik
agenti etil metanosulfonat alkilacija C in A tranzicija GC v AT velik
di-(2-kloroetil)-sulfid
premik bralnega
Interkalirajoci  etidijev bromid, interkaliranje med okvirja, izguba .
agenti akridinska barvila dvema baznima paroma  plazmidov in majhen
mikrodelecije
Bioloski agenti fagi, plaz.n.llidi, DNA bazn.e ;amenjave, QGlecij e, duplikacije, velik
transpozicije prekinitve DNA sercije

2.4.1.1 UV mutageneza

UV Zarcenje delimo glede na valovno dolzino v tri razrede: UVA (315-400 nm), UVB
(280-315 nm) in UVC (200-280 nm). UVC najbolj ucinkovito inducira poskodbe DNA.
Vecina laboratorijev pri preucevanju UV mutageneze uporablja umetni vir UVC in sicer
zarnice, ki emitirajo pri 254 nm. Dve najpogostejsi mutageni in citotoksi¢ni DNA leziji, ki
jih inducira UV zarcenje sta ciklobutan-pirimidinski dimeri (CPD) in 6-4 fotoprodukti (6-
4FP) ter njihovi Dewarjevi izomeri. Dewarjevi izomeri nastanejo s fotoizomerizacijo 6-
4FP pri valovnih dolzinah nad 290 nm. Poskodbe DNA nastanejo z direktno absorbcijo UV
na dipirimidinskih mestih. CPD predstavljajo 70-80 %, 6-4FP pa 20-30 % poSkodb
povzrocenih z UV (Clingen in sod., 1995; Yoon in sod., 2000). Obe vrsti omenjenih lezij
deformirata DNA heliks in s tem onemogocita normalno delovanje DNA polimeraze.
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Slika 2: Nastanek najbolj toksi¢ne in mutagene DNA lezije z UV zarCenjem (Sinha in Hiader, 2002). Dimer
nastane med dvema sosednjima pirimidinoma: timin-timin ciklobutan-pirimidinski dimer (A) in timin-citozin
dimer (B). Fotoreaktivacija je reakcija pri kateri fotoliaza ob prisotnosti svetlobe (300-450 nm) katalizira
cepitev pirimidinskih dimerov in vzpostavi prvotno stanje.

312 nm

Dewar TT

Slika 3: Nastanek 6-4 fotoproduktov zaradi UV Zar¢enja. 6-4FP lahko nastanejo na 5'-T-C-3', 5'-C-C-3"in 5'-
T-T-3', ne pa tudi na 5'-C-T-3" mestih v DNA (Sinha in Héder, 2002).
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2.4.1.2 Kolhicin in benomil

Kolhicin je heterociklicen alkaloid, ki se z veliko afiniteto veZe na tubulin in s tem prepreci
sintezo mikrotubulov (Mons in sod., 2000). Arni in Hertner (1997) sta s tretiranjem CHO
(ovarij kitajskega hrcka) celic s kolhicinom preucevala njegov vpliv na indukcijo
strukturnih sprememb kromosomov, poliploidizacijo celic in mitoti¢ni indeks. Pri nizjih
koncentracijah je kolhicin induciral poliploidijo in povecanje mitoticnega indeksa, ni pa
prislo do strukturnih sprememb kromosomov. Pri vi§jih koncentracijah je kolhicin deloval
kot klastogen, saj je prislo pri diploidnih, predvsem pa pri tetraploidnih celicah, do
Stevilnih sprememb v strukturi kromosomov (delecije, prelomi, fragmentacija). Tinwell in
Ashby (1991) sta postavila tezo, da kolhicin DNA ne poskoduje direktno, ampak so
strukturne spremembe kromosomov posledica toksi¢nosti na delitveno vreteno in/ali
kinetohore.

Umetno inducirana avtopoliploidija lahko kvantitativno in kvalitativno ucinkuje na
produkcijo sekundarnih metabolitov. Pri rozi Petunia '"Mitchell' so proucevali ucinek s
kolhicinom inducirane poliploidije na produkcijo Sestih flavonolov. Skupna koncentracija
flavonolov je pri vseh citotipih (haploid, diploid, tetraploid) ostala nespremenjena, pri dveh
od Sestih flavonolov pa je priSlo do znatnih razlik v koncentraciji pri razli¢nih citotipih
(Griesbach in Kamo, 1996). Pri rastlinah je znanih Se vec primerov, kjer je prislo do
kvantitativnih razlik med citotipi po inducirani poliploidiji (Mears, 1980, cit. po Griesbach
in Kamo, 1996). Tetraploid koruze Zea mays je na primer dosegel 5-krat vecjo produkcijo
karotenoidov na celico, to je 2,5-krat vec¢jo na gen, v primerjavi s svojim diploidnim
prednikom (Randolph in Hand, 1940).

Benomil je benzimidazolna spojina, katere metabolna produkta sta metil 2-benzimidazol
karbamate (MBC), komercialno poznan kot karbendazim, in n-butilizocianat (BIC).
Benomil in MBC v prokariotih nista aktivna, rezultati o genskih mutacijah pri kvasovki
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) pa so si nasprotujoCi. Benomil konsistentno
inducira anevploidijo pri S. cerevisiae in glivi Aspergillus nidulans (A. nidulans). Pri
rastlinah benomil povzroca genske mutacije pri jeémenu Hordeum sp., strukturne
spremembe kromosomov pa so ugotovili pri Hordeum, stroCnici Vicia faba in cebuli
Allium cepa. Pri vinski muSici Drosophila melanogaster benomil in MBC nista kazala
aktivnosti. Benomil in MBC se pri glivah veZeta na tubulin in inhibirata polimerizacijo
tubulina (verjetno s preprecitvijo vezave GTP). Zaradi poskodb delitvenega vretena pride
do napak pri segregaciji kromosomov in anevploidije pri hcerinskih celicah (McCarroll in
sod., 2002).

Pri poskusu pridobitve celuloznega hiperproducenta 7richoderma reesei so Toyama in sod.
leta 2001 uporabili tehniko avtopoliploidizacije in haploidizacije. Kolhicin povzroci
nastanek avtopoliploidnih jeder z zaustavitvijo mitoze, haploidizacijski reagent benomil pa
povzroci gensko rekombinacijo pomnoZzenih genov pri glivi Trichoderma (Toyama in sod.,
2002).
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2.4.1.3 DNA popravljalni mehanizmi

Natancen prenos genske informacije celice na svoje hcerinske celice je kljucen za
prezivetje organizmov. TakSen prenos zahteva izredno natan¢nost pri podvajanju DNA in
porazdelitvi kromosomov ter sposobnost prezivetja spontanih in induciranih poskodb DNA
s ¢im manj$im Stevilom mutacij (Zhou in Elledge, 2000). Organizmi so razvili u¢inkovite
DNA popravljalne mehanizme za odpravo DNA lezij. Specializirani popravljalni proteini
stalno pregledujejo genom in sprozijo popravljanje DNA, ko naletijo na lezije kot so na
primer neujemanje baz, apurinsko ali apirimidinsko mesto in strukturno spremenjene baze
(Carell in Epple, 1998). Do mutacij ne pride, ¢e so napake v DNA odpravljene pred
delitvijo celice ali Ce so poskodbe letalne. Poznamo ve¢ mehanizmov, ki popravljajo DNA:
1. Mehanizmi, ki neposredno popravljajo poSkodbe: fotoreaktivacija, mehanizem za
odstranitev metilne skupine na O” gvanina.
2. Mehanizmi, ki posredno popravljajo poskodbe: sistemi popravljanja z izrezovanjem
baze, sistemi popravljanja z izrezovanjem nukleotidov.
3. Postreplikacijsko popravljanje: popravljanje na mestih nekomplementarnih baz,
popravljanje z rekombinacijo.
4. Inducirano popravljanje: sistem SOS (Lehninger in sod., 1993).

V vecini primerov popravljalni mehanizmi zagotavljajo popravljanje brez napak, kadar pa
pride do tezjih poskodb DNA, postane popravljanje podvrzeno napakam. Sistem SOS je
mehanizem, ki ga inducirajo ve¢je poskodbe DNA (enovijacna DNA, produkti razgradnje
DNA). Ta sistem omogoca podvajanje preko DNA lezij, ki blokirajo obi¢ajne DNA
polimeraze. Ker je parjenje baz na mestih kjer so lezije velikokrat nepravilno, prihaja pri
popravljanju do napak in povecanega Stevila mutacij (Lehninger in sod., 1993).

2.4.2 Novejsi pristopi
2.4.2.1 Rekombinacija s fuzijo protoplastov

Rekombinacija s fuzijo protoplastov je Se posebej uporabna v kombinaciji s
konvencionalnimi metodami mutageneze. IzboljSamo lahko mutante, pri katerih so se po
vec generacijah mutageneze nakopicile genetske okvare. Primer je fuzija protoplastov med
sevoma glive A. chrysogenum, ki proizvajata cefalosporin C. Rekombinacija
nizkoproduktivnega, hitro rasto¢ega, sporogenega seva, ki potrebuje metionin ter
visokoproduktivnega, pocasi rastoCega, asporogenega seva z rastjo na nizkocenovnem
anorganskem sulfatu je proizvedla rekombinanto, ki je bila hitro rastoca, sporogena ter je
proizvajala 40 % vec antibiotika na anorganskem sulfatu (Hamlyn in Ball, 1979, cit. po
Demain in Adrio, 2008). Homologna rekombinacija med sorodnima sevoma lahko izboljsa
produkcijo sekundarnega metabolita pri rekombinanti v primerjavi z divjim tipom. To
lahko dosezemo z rekombinacijo med divjim tipom, ki ima nizko produkcijo zelenega
sekundarnega metabolita in Ze izboljSanim sevom, ki ima visoko produkcijo sorodnega
metabolita (Baltz, 2001).
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2.4.2.2 Transpozicija

Regulatorni elementi lahko vplivajo na proizvodnjo sekundarnih metabolitov pozitivno ali
negativno (Bibb, 1996). Insercijska inaktivacija negativnih regulatornih genov povzroci
poveCan donos, inaktivacija pozitivnih regulatornih genov pa zmanjSan donos.
Transpozone lahko uporabimo tudi za inaktivacijo konkuren¢nih metabolnih poti, ki
porabljajo klju¢ne prekurzorje. Transpozone, ki imajo promotorsko aktivnost lahko
izkoristimo za nakljuéno vstavljanje promotorjev po kromosomu. Transpozicijska
mutageneza pri Streptomyces roseosporus je pokazala, da lahko s transpozicijo Tn5099
povzro¢imo povecano proizvodnjo daptomicina (McHenney in Baltz, 1996). Fenotip
mutante je lahko posledica prenosnega promotorja, inaktivacije negativnega regulatornega
elementa ali inaktivacije konkuren¢nega metabolnega procesa (Baltz, 2001).

2.4.2.3 Metode rekombinantne DNA

Tehnologija rekombinantne DNA vkljucuje izolacijo tar¢nih genov, vezavo na vektorsko
DNA s pomocjo ustreznih encimov ter prenos in izrazanje teh genov v primernem
gostiteljskem organizmu. Postopek imenujemo gensko kloniranje in poteka v sedmih
korakih: 1. izbira gostitelja in vektorja, 2. priprava vektorske DNA, 3. priprava DNA za
kloniranje, 4. oblikovanje rekombinantne DNA, 5. vnos rekombinantne DNA v gostitelja,
6. selekcija organizmov, ki vsebujejo rekombinantno DNA in 7. selekcija klonov, ki
vsebujejo rekombinanto DNA s tar¢nimi geni (imajo Zelene bioloske lastnost) (Watson in
sod., 2007).

Tehnike genskega inzeniringa uporabljamo za pridobivanje rekombinantnih proteinov in
spremembo metabolnih vzorcev producentskih organizmov. Rekombinantni proteini so
produkti transgenov, nekateri z lastno komercialno vrednostjo, na primer inzulin,
interferoni, rastni hormoni. Metabolni inZeniring je usmerjeno izboljSanje produkcije
metabolitov ali celi¢nih lastnosti z modifikacijo specifi¢nih biokemijskih reakcij ali uvedbo
novih reakcij z uporabo tehnologije rekombinantne DNA (Stephanopoulos, 1999; Nielsen,
2001).

2.4.2.3.1 Manipulacija strukturnih genov

Eden od pristopov metabolnega inzeniringa je pomnozevanje celotne metabolne poti. Pri
Streptomyces lactamgens so s kloniranjem celotne skupine genov odgovorne za biosintezo
cefamicina 2- do 3-krat povecali donos antibiotika (Chen in sod., 1988). Bolj obicajna
praksa je pomnozevanje posameznih genov ali manjSega segmenta biosintetske poti, Se
posebno Ce ta segment vsebuje gen za hitrost omejujo¢ encim (Khetan, 1999).

Producenti antibiotikov imajo mehanizme rezistence za zascito pred lastnim metabolitom.
Ti mehanizmi so: inaktivacija produkta s kemicno modifikacijo, mesto specificno
modifikacijo ali vezavo ter zmanjSanje znotrajcelicne koncentracije produkta s sistemom
¢rpalk ali nizko permeabilnostjo za antibiotik (Cundliffe, 1989). Geni za rezistenco so
obi¢ajno grupirani skupaj z geni za biosintezo antibiotika ter se izrazajo soodvisno.
Streptomyces kanamyceticus (S. kanamyceticus) je producent kanamicina, aminoglikozid
6'-N-acetiltransferaza pa z N-acetilacijo omogocCa rezistenco proti temu antibiotiku.
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Crameri in Davies (1986) sta klonirala gen za aminoglikozid 6'-N-acetiltransferazo in ga na
visoko replikativnem plazmidnem vektorju plJ702 wvnesla v gostiteljski sev S.
kanamyceticus. Transformiran sev je imel 3- do 4-krat vecjo produkcijo kanamicina, prav
tako pa je kazal povecano rezistenco proti temu antibiotiku.

Izlocanje sekundarnega metabolita v fermentacijsko brozgo lahko poteka z aktivnim ali
pasivnim transportom (olajSani transport). Brez aktivnega transporta so za ekskrecijo
potrebne visoke znotrajceline koncentracije produkta, ki lahko povzrocijo fizioloske
spremembe v citoplazi (na primer pH). IzboljSanje transportnega sistema z gensko
manipulacijo lahko pripomore k ve¢jemu donosu pri produkciji sekundarnih metabolitov
(Khetan, 1999).

2.4.2.3.2 Manipulacija regulatornih genov

Regulacija biosinteze sekundarnih metabolitov poteka na genskem in biokemijskem
nivoju. Regulacija na biokemijskem nivoju je kontrola encimske aktivnosti, kar vkljucuje
aktivacijo, inaktivacijo in povratno inhibicijo. Mikroorganizmi prav tako kontrolirajo tok
prekurzorjev in kofaktorjev v sekundarne metabolite, da se ti ne porabljajo, ko so potrebni
za celicno rast. Tak tip kontrole se razlikuje od konvencionalne indukcije, represije in
povratne inhibicije, ker nanjo vpliva celotna metabolna mreza, ne samo ena biosintetska
pot (Khetan, 1999).

Vecina regulatornih molekul, ki kontrolirajo produkcijo je znotrajceli¢nih, obstajajo pa tudi
zunajceliéne s hormonom podobnimi lastnostmi, ki na primer inducirajo produkcijo
antibiotikov in sporulacijo sosednih celic (Beppu, 1995).

Pri metabolnem inzeniringu se za manipulacijo regulatornih genov uporabljajo razli¢ni
pristopi, ki vodijo k vecji produktivnosti. Eden od pristopov je pomnozevanje Stevila kopij
pozitivnih regulatornih genov. Ti geni kodirajo aktivatorske proteine, ki se vezejo na
promotorje strukturnih genov za biosintezo sekundarnih metabolitov. Povecana
koncentracija produktov pozitivnih regulatornih genov lahko vodi k povecani transkripciji
biosintetskih genov ter posledi¢no ve¢ji produkeiji sekundarnih metabolitov. Drugi pristop
je delecija negativnih regulatorjev (represorjev), kar povzroci konstitutivno ekspresijo
biosintetskih genov (Khetan, 1999).

2.4.2.3.3 InZeniring dobro okarakteriziranih metabolnih poti

V kolikor so dobro poznani hitrost omejujo¢i encimi biosintetske poti lahko s
pomnozevanjem njihovih genov dosezemo povecano produkcijo. Prav tako lahko z
menjavo promotorja hitrost omejujocega encima pove¢amo nivo transkripcije in encimsko
aktivnost. Oba pristopa sta ucinkovita, ¢e encim ni premoc¢no reguliran s povratno
inhibicijo. Pri A. nidulans se je z zamenjavo promotorja, mo¢no povecala ekspresija ACV
sintetaze. Sev z novim inducibilnim etanol dehidrogenaznim promotorjem je pri rasti z
induktorjem ciklopentanonom proizvajal do 30-krat ve¢ penicilina kot divji tip (Kennedy
in Turner, 1996).
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Pri divergentno razvejanih metabolnih poteh ena od vej vodi do zelenega produkta, med
tem ko ostale poti zgolj porabljajo vire. Intermediate biosintetske reakcije lahko
kanaliziramo do kon¢nega produkta z blokado nezazelenih poti ali poveCanjem hitrosti
reakcije v smeri kon¢nega produkta. Gliva Cephalosporium acremonium (C. acremonium)
je producent cefalosporina C. Pri njegovi biosintezi se v fermentacijski brozgi kopici
intermediat penicilin N. Ekskrecijo penicilina N lahko zmanjSamo s povecano ekspresijo
encima deacetoksicefalosporina C (DAOC). Transformanti, ki so jim s plazmidnim
vektorjem vnesli gen za DAOC sintazo kazejo 15 % boljSo produkcijo cefalosporina C
brez znotrajceli¢ne akumulacije penicilina N (Skatrud, 1992). Veje, ki vodijo do nastanka
stranskih produktov, lahko blokiramo z inaktivacijo prvega encima ali pa z delecijo
celotnih stranskih poti (Khetan, 1999). Pri Streptomyces avermitilis so uporabili tehnike
naklju¢ne mutageneze, rekombinacijo s fuzijo protoplastov, inaktivacijo s transpozicijo in
gensko kloniranje, da so odstranili osem stranskih produktov pri produkciji avermektina
B2a (Ikeda in Omura, 1995).

Sekundarni metaboliti so pogosto dodatno procesirani z biotransformacijo ali kemi¢no
konverzijo, da bi pridobili Zelene lastnosti. Z vnosom genov za encime tujih organizmov v
producentski organizem se lahko izognemo naknadnim procesom. Navadno se za gostitelja
uporabi ze visoko produktiven sev. 7-aminocefalosporanska kislina (7-ACA) predstavlja
ogrodno strukturo delno sinteti¢nih cefalosporinov in je kemi¢no ali encimsko pripravljena
iz cefalosporinov z odstranitvijo D-a-aminoadipilne stranske verige. V C. acremonium so
vnesli dva heterologna bakterijska gena za D-amino oksidazo in cefalosporin acilazo za
produkcijo 7-ACA iz cefalosporina C. Za ekspresijo v glivnem sevu sta bila gena
modificirana z adicijo ekspresijskih signalov iz gena za alkalno proteazo pri C.
acremonium. Konc¢ni rezultat je bil izboljSan sev z dodanim segmentom biosintetske poti
za produkcijo 7-ACA (Isogai in sod., 1991). Pri Stevilnih glivnih producentih se
heterologna ekspresija uporablja za kompletno metabolno pot pri produkciji nenativnih
antibiotikov (Smith in sod., 1990).

2.4.2.4 Usmerjena evolucija

Usmerjena evolucija (znana tudi kot uporabna molekulska evolucija ali usmerjena
molekulska evolucija) je nacin za iskanje variant obstojecih encimov, ki so bolj u¢inkoviti
od teh, ki se pojavljajo v naravi (Skandalis in sod., 1997; Kuchner in Arnold, 1997;
Arnold, 1998). Metoda posnema cikel naravne evolucije v laboratorijskem okolju, kjer z
vsakim ciklom pridobimo novo generacijo mutant med katerimi izberemo tiste, ki imajo
zelene lastnosti. Ta princip je bil uporabljen za izboljSanje lastnosti hitrost omejujocih
encimov pri biosintezi naravnih produktov. Postopek vkljucuje naklju¢no mutagenezo,
gensko rekombinacijo in metode hitre selekcije (Arnold, 2001). Klju¢na omejitev tega
pristopa pri izboljSavi producentskih organizmov je pojav nezazelenih mutacij v vsakem
ciklu (Zhao in sod., 2002) Gen lovD pri A. terreus kodira encim, ki pri biosintezi
lovastatina katalizira prenos 2-metilbutirata iz poliketidne sintaze LovF na monakolin J. Z
metodo usmerjene evolucije so pridobili LovD mutanto z 29 tockovnimi mutacijami, ki je
imela 1000-krat bolj u¢inkovito sintezo simvastatina v primerjavi z divjim tipom (Jimenez-
Oses in sod., 2014).
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2.4.2.5 Genomika, metabolomika, transkriptomika, proteomika

Tehnologije t. i. »omik« se ukvarjajo z globalno analizo vseh genov in njihovih produktov
(RNA, proteini, metaboliti) pri dolo¢enem organizmu (Kumar Chaudhary in sod., 2013).
Glavna prednost genomskih analiz producentskih organizmov je identifikacija vseh genov
prisotnih pri metabolizmu sekundarnih metabolitov. Dostopnost genomskih sekvenc olajsa
predvidevanja pri rekonstrukciji katabolnih in biosintetskih poti, transportnih mehanizmov,
regulacije genov,... (Overbeek in sod., 1997; Overbeek in sod., 1999; Selkov in sod., 1997;
Selkov in sod., 1998; Turner, 2010). Genomske analize vrst znotraj rodu Aspergillus so
pokazale, da je Stevilo genov, ki kodirajo sekundarne metabolite, veliko vec¢je od
dejanskega Stevila odkritih sekundarnih metabolitov (Guo in Wang, 2014). Geni glivnih
sekundarnih metabolitov so na kromosomu zbrani v gru¢ah in so med seboj pogosto loceni
z manj kot 2 kb (Keller in sod., 2005). Sev A. terreus NIH2624, izoliran iz pacienta, je
sekvencionirala skupina za glivno genomiko na institutu Broad. Analiza s programskim
orodjem SMURF (iskalnik genov za biosintezo sekundarnih metabolitov) je pokazala, da
ima A. terreus NIH2624 28 genov za poliketidne sintaze (PKS), 22 genov za neribosomske
peptidne sintaze (NRPS), 1 gen za hibrid PKS/NRPS, 2 PKS-podobna gena in 15 NRPS-
podobnih genov (Khaldi in sod., 2010).

Metabolom zajema celoten nabor metabolitov pri dolocenem bioloskem vzorcu, ki je lahko
organel, celica, tkivo, organ ali celoten organizem. Metaboliti so vsi produkti metabolnih
poti in njihovi intermediati (Nielsen in Jewett, 2007, cit. po Topfer in sod., 2015).
Metabolomske analize stremijo k identifikaciji in kvantifikaciji celotne zbirke metabolitov
v bioloSkem vzorcu (Oliver in sod., 1998). Ker je spekter metabolitov, glede na njihove
fizikalno-kemijske lastnosti in koncentracijo, izredno Sirok, ni enotne metodologije za
simultano merjenje celotnega metaboloma (Nobeli in Thornton, 2006). Izraz metabolomika
se tako nanasa na skupino analiticnih tehnologij za kvantitativno merjenje posameznih
delov metaboloma (Redestig in sod., 2011, cit. po Topfer in sod., 2015). A. terreus je
najbolj znan kot producent lovastatina, vendar so pri njem odkrili Se Stevilne druge
sekundarne metabolite: sulokrin, teretonin, asterikinon, butirolaktoni, dehidrokurvularin,
asperfuranon, terein, tereiCna kislina, teritrem, acetilaranotin, aspulvinon, azonalenin,
izoflavipucin (Guo in Wang, 2014), aspernolid B (Haritakun in sod., 2010), citrinin, (+)-
geodin (Borata in Bizukojc, 2014). Wang in sod. (2011) so pri sevu 4. terreus PT06-2, ki
je rasel v pogojih s poviSano slanostjo izolirali in identificirali tri nove sekundarne
metabolite: teremid A, teremid B in terelakton.

Transkriptomika se ukvarja z globalno analizo izrazanja RNA nekega organizma s
tehnologijo mikromrez, ki omogoc¢ajo kvantifikacijo nivoja transkripcije (De Saizieu in
sod., 1998; Tao in sod., 1999). Z asociacijsko analizo transkripcijskih in metabolnih
profilov producentskih sevov lahko identificiramo gene, katerih ekspresija je najbolj tesno
povezana s produkcijo metabolita. Tak pristop se uporablja kadar so genomske analize
producentskih sevov nepopolne. Na osnovi integracije transkripcijskega in metabolnega
profila 21 sevov A. terreus, ki proizvajajo razlicne ravni lovastatina in 19 sevov, ki
proizvajajo (+)- geodin, so lahko Askenazi in sod. (2003), bolj uc¢inkovito dolocili
smernice nadaljnjega metabolnega inzeniringa za izboljSanje proizvodnje lovastatina.
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Proteomika analizira izrazanje proteoma v dolo¢enem bioloSkem stanju (Kim in sod.,
2007). Proteom je celoten nabor proteinov, ki se v danem trenutku in pod definiranimi
pogoji izrazajo pri doloCenem tipu celice ali organizma. Pri analizi proteoma se izvajajo
kvalitativne in kvantitativne meritve velikega Stevila proteinov, ki neposredno vplivajo na
celi¢no biokemijo. Meritve nam omogocajo podrobnejSo analizo trenutnega stanja celice
ali sistemskih sprememb v ¢asu rasti, razvoja in odziva na okoljske dejavnike (Bhadauria
in sod., 2007). Citoplazmatska proteomika preucuje celoten celi¢en proteom,
subproteomika pa se osredotoCa le na njegov del, na primer proteine celicne membrane,
mitohondrija ali sekrecijske proteine (sekretom) (Kim in sod., 2007). Han in sod., (2010)
so preucevali ekstracelularne proteine, ki jih izloCa A. ferreus pri rasti na glukozi, Skrobu in
sukrozi. Najvec¢ proteinov so izolirali pri rasti na sukrozi, najmanj pa pri glukozi. Sekretom
so veCinoma sestavljali hidrolitiéni proteini, kot so: glikozidaze, amilaze, amidaze,
proteaze, celulaze, glutaminaze,...

Tehnologije »omik« pri izboljSavi sevov omogocajo:
1. Identifikacijo sekvenc in organizacije vseh genov:
- struktura operonov in poti regulatornih elementov.
2. Identifikacijo genov vseh sekundarnih metabolitov:
- strukturni geni,
- regulatorni geni.
Identifikacijo konkuren¢nih metabolnih poti.
Identifikacijo potencialnih virov za prekurzorje in kofaktorje.
. Identifikacijo regulatornih genov nepovezanih z geni sekundarnih metabolitov:
- sigma faktorji,
- promotorji,
- globalni regulatorni geni.
6. Identifikacijo manjkajocih genov.
7. ldentifikacijo drugih genov / elementov za manipulacijo:
- plazmidi, fagi, insercjske sekvence,
- kandidatna nevtralna mesta,
- restrikcija / modifikacija.
8. OlajSano izbira tar¢ za genski inZeniring.

IS

9. Olajsano kloniranje, prekinitev in duplikacijo tarénih genov (Baltz, 2001).

2.4.3 Metode za selekcijo izboljSanih producentov
2.4.3.1 Naklju¢no pregledovanje

Po mutagenezi prezivele celice v populaciji naklju¢no izberemo in testiramo njihovo
zmoznost produkcije Zelenega metabolita. Pri pregledovanju vecjega Stevila mutant
ponavadi pridemo do identifikacije izboljSane mutante (Parekh in sod., 2000). Bolj kot je
kompleksna regulacija in biosinteza, veC sevov je potrebno pregledati. Mutante z zelo
visokimi donosi so praviloma bolj redke, od tistih z majhnimi. Metoda velja za delovno
intenzivno, Se posebej pri ro¢ni obdelavi vzorcev. Glavni koraki v delovnem poteku so:
mutant v vegetativna gojis¢a, prenos kulture v fermentacijsko gojisce in analiza vzorcev po
fermentaciji (Queener in Lively, 1986).
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2.4.3.1.1 Avtomatizirano pregledovanje

Za rast kultur pri ronem pregledovanju uporabljamo standardne posode kot so
erlenmajerice ali epruvete. Z zmanjSanjem materiala se lahko celoten procesa avtomatizira
(Parekh in sod., 2000).

Za povecanje ucinkovitosti naklju¢nega pregledovanja potrebujemo metodo pri kateri ¢im
vecje Stevilo vzorcev pregledamo v ¢im krajsem ¢asu. To lahko dosezemo z avtomatizacijo
skladis¢enju vzorcev. Pri takem industrijskem sistemu je sterilno gojis¢e robotsko
razdeljeno v posebno oblikovane module s po sto epruvetami (Vinci in Byng, 1998).

Posamezni kloni so detektirani preko opti¢nega sistema in preneseni iz agarskih gojiS¢ v
vegetativna tekoca gojiS€a. Robot je prav tako sposoben inokulirati fermentacijsko gojisce
iz vegetativnega. Ekstrakcija iz fermentacijske brozge in analize s HPLC so prav tako
avtomatizirani. Avtomatizacija olajSa pridobivanje in prenos podatkov ter omogoca
statisticno analizo za nadaljnjo optimizacijo procesa. Za uspesSnost avtomatiziranega
programa je potrebna prisotnost izkuSenega mikrobiologa ter stalno spremljanje in
ocenjevanje metode. S tem zagotovimo, da vsi vidiki avtomatizacije delujejo ucinkovito in
brez prevelike variabilnosti. Glavna slabost robotiziranega sistema je visok strosek
investicije in vzdrzevanja opreme (Nolan, 1986).

2.4.3.1.2 Analitiéne metode

Za selekcijo izboljSanih sevov morajo analiticne metode omogocati natan¢ne in hitre
meritve Zelenega produkta. Za ekonomic¢no pregledovanje velikega Stevila vzorcev je
potrebno poiskati ravnotezje med natancnostjo in hitrostjo. Pri analizi sekundarnih
metabolitov sta se uveljavili metodi tankoplastne kromatografije (TLC) in HPLC. Obe
metodi potrebujeta predhodno ekstrakcijo sekundarnega metabolita iz fermentacijske
brozge (Parekh in sod., 2000).

2.4.3.1.3 Hitra detekcija

Pri metodi s hitro detekcijo pregledujemo mutirane seve vizualno, glede na prisotnost ali
odsotnost specificne encimske aktivnosti. Selekcija poteka na ploS¢ah z gojisem, ki
vsebuje selektivni reagent, barvni indikator ali indikatorski organizem (biolosko testiranje)
(Parekh in sod., 2000).

2.4.3.1.3.1 Biolosko testiranje

Biolosko testiranje je na splosno katerakoli kvantitativna metoda, pri kateri uporabljamo
indikatorski organizem z namenom testiranja in analize. Najpogosteje se uporablja za
meritev snovi, ki se v vzorcu pojavljajo v sledovih. Uporabi se organizem, za katerega
proucevana snov (na primer esencialni rastni faktor) doloca celokupni obseg rasti tega
organizma. Po inkubaciji pod standardnimi pogoji merimo obseg rasti, ki je sorazmeren
koli¢ini preuc¢evane snovi v gojiS€u oziroma vzorcu. Postopek ponavljamo z razli¢nimi
koncentracijami proucevane snovi, iz dobljenih podatkov pa lahko nariSemo standardno
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krivuljo (graf odvisnosti obsega rasti v primerjavi s koncentracijo proucevane snovi). Tako
dolo¢imo koncentracijo snovi neznanega vzorca (Gorenc, 2002).

Biolosko testiranje se pogosto uporablja tudi za merjenje koncentracij protimikrobnih
snovi. Izolacija in pregledovanje producenta protimikrobne snovi poteka z gojenjem na
ustreznem mediju ob uporabi indikatorskega organizma. Producenta razmazemo po
povrsini trdnega gojisS¢a in inkubiramo do primerne velikosti kolonij, nato plosce prelijemo
z indikatorskim organizmom in nadaljujemo z inkubacijo. Pojav con inhibicije oziroma
nesposobnost indikatorskega organizma, da raste v blizini mnozic¢ne rasti (kolonija, preplet
hif ipd.) producenta kaze, da ta kolonija proizvaja protimikrobno snov, na katero je
indikatorski organizem obcutljiv (Gorenc, 2002).

Kumar in sod. (2000) so med rutinskim pregledom protiglivnih snovi opazili, da je sev N.
crassa obcutljiv na B-hidroksi kislino lovastatina. Gorenc (2002) je to lastnost uporabil pri
razvoju metode bioloSkega testiranja z N. crassa za hitro pregledovanje sevov A. ferreus,
ki proizvajajo lovastatin.

2.4.3.2 Racionalizirana selekcija

Uporaba predselekcije in racionalizirane selekcije omogoca izboljSanje ucinkovitosti
celotnega procesa pregledovanja mutant. Ker je v populaciji celic, ki so bile podvrzene
mutagenim dejavnikom, tudi veliko Stevilo nemutiranih starSevskih celic, je mozno s
predselekcijo izlo€iti precej vecje Stevilo pravih mutant, tudi tistih, z Zelenim fenotipom.
Tako lahko z enakim Stevilom pregledanih izolatov kot pri naklju¢nem pregledovanju
dobimo boljSe rezultate z manj dela (Queener in Lively, 1986). Racionaliziran pristop pri
pregledovanju sevov zahteva doloCeno znanje o biosintezi produkta in regulaciji
biosintetske poti (Queener in sod., 1978). V veliko primerih dodajamo gojis€em toksi¢ne
snovi, ki ustavijo rast obcutljivih starSevskih sevov, rezistentne mutante pa se lahko
razmnozujejo (Vezina in sod., 1979).

2.4.3.2.1 Avksotrofni sevi

Avksotrofi so mutante, ki so izgubile doloen encim v biosintetski poti in za rast
potrebujejo dolocen nutrient (Madigan in Martinko, 2006). Izolacija mutant blokiranih po
eni poti lahko vodi k akumulaciji enostavnih produktov kot so aminokisline, nukleotidi in
vitamini, ki so sintetizirani po drugih poteh. Vecina avksotrofnih sevov ima slab donos
antibiotikov, vendar nekateri prototrofni revertanti kazejo povecano produkcijo
antibiotikov kot je na primer tetraciklin (Queener in sod., 1978).

2.4.3.2.2 Deregulirane mutante

Izolacijo mutant z dereguliranim metabolizmom doseZemo s selekcijo sevov neobcutljivih
na dolo¢en metabolni analog. Slabost te metode je, da je potrebno testirati veliko analogov
primarnih metabolitov, pri ¢emer nekateri od njih sploh ne inhibirjo rasti ali pa jo
inhibirajo pri visokih koncentracijah (Parekh in sod., 2000).



Dobovsek, J. Proucevanje razli¢nih tehnik mutageneze pri glivi Aspergillus terreus. 23
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2016

2.4.3.2.3 Mutante rezistente na povratno inhibicjo

Pri mnogih mikroorganizmih konc¢ni produkti, ki se akumulirajo v celici, inhibirajo
encimsko aktivnost dolo¢ene metabolne poti. Koncéni produkt lahko povzroci
konformacijske spremembe z vezavo na specifi¢no (alostericno) mesto na encimu, s ¢imer
ga inhibira. Mutacija v strukturnem genu spremeni vezavno mesto encima in tako prepreci
inhibicijo. S takim postopkom so razvili mutanto, ki je imela povecano produkcijo
kitasamicina (Vezina in sod., 1979). Na enak nacin so izolirali seve bakterij Arthrobcter,
Bacillus, Streptomyces in Corynebacterium ter glive Aspergillus, ki imajo povecamo
produkcijo aminokislin, nukleotidov in vitaminov (Wang in sod., 1979, cit. po Parekh in
sod., 2000).

2.4.3.2.4 Mutante rezistente na represijo

Vec¢ mutant razli¢nih sevov Streptomyces je bilo izoliranih na osnovi sposobnosti rasti na
razli¢nih virih ogljika v prisotnosti nerazgradljivega glukoznega analoga 2-deoksiglukoze
(DOG). 2-dog® mutante nimajo glukokinazne aktivnosti ali pa je ta mo&no zmanj$ana.
2-dog" genotip izraza pleiotropno neobéutljivost na katabolno represijo (Angell in sod.,
1992; Hodgson, 1982; Segura in sod., 1996; Seno in Chater, 1983). Obcutljivost na DOG,
glukokinazna aktivnost in represija z glukozo so bile pri 2-dog" mutantah povrnjene z
insercijo 2,9 kb DNA fragmenta kloniranega iz divjega tipa Streptomyces coelicolor v
mutiran sev (Ikeda in sod., 1984). Neobéutljivost 2-dog" mutant (brez glukokinaze) na
represijo velja tudi za druge represivne vire ogljika kot so galaktoza, arabinoza, glutamat in
citrat. Te spojine niso metabolizirane s strani glukokinaze (Kwakman in Postma, 1994),
vendar potrebujejo njeno prisotnost, da povzrocijo represijo. Iz tega lahko sklepamo, da
ima glukokinaza regulatorno vlogo pri katabolni represiji (Saito in sod., 1998).

Pri Streptomyces je produkcija ekstracelularnih encimov kot so agaraza (Servin-Gonzalez
in sod., 1994) a-amilaza, proteaza, (Yang in Wang, 1999) celulaza, (Walter in Schremp,
1996) hitinaza, (Delic in sod., 1992; Gupta in sod., 1995) B-galaktozidaza (Segura in sod.,
1996) regulirana z katabolno represijo. S selekcijo mutant rezistentnih na inhibicijo rasti z
glukoznimi analogi lahko pridobimo deregulirane producente teh encimov, ki so rezistentni
na katabolno represijo (Sanchez in Demain, 2002). Glukozni analogi se uporabljajo pri
izolaciji mutant s povecano produkcijo tudi pri glivah, na primer A4. ferreus pri proizvodnji
glukoamilaz (Ghosh in sod., 1991).

2.5 BIOSINTEZA HOLESTEROLA

Nekaj manj kot polovica vsega holesterola v telesu izhaja iz biosinteze de novo. Biosinteza
v jetrih doprinese priblizno 10 %, v Crevesju pa okoli 15 % k vsakodnevni produkciji
holesterola. Encimi, ki so vkljueni v biosintezo se nahajajo v citoplazmi, mikrosomih
(endoplazmatski retikulum) in peroksisomih. Holesterol se po plazmi prenasa z
lipoproteini pretezno v obliki holesterol estra. V jetrih sintetiziran holesterol in zauziti
holesterol, ki ga jetra ne porabijo, se transportira v serum z lipoproteinom LDL. Nalaganje
holesterola in drugih mascob na stene arterij (proces znan kot arterioskleroza) zmanjSuje
pretok krvi ter s tem dostop kisika do mozganov, srca in drugi drugih delov telesa.
ZmanjSanje stopnje holesterola v krvi lahko prepreci razvoj bolezni koronarnih arterij.
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Eden od nacinov je dieta ter povecana telesna aktivnost, druga moznost pa je terapija z
zdravili, ki inhibirajo biosintezo holesterola (statini). Lo¢imo pet glavnih stopenj biosinteze
holesterola:

Dva acetil-CoA se pretvorita v 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA).
HMG-CoA se pretvori v mevalonat.

Mevalonat se pretvori v izopentil pirofosfat (IPP).

IPP se pretvori v skvalen.

Skvalen se pretvori v holesterol (King, 2016).

SNk W=

Pretvorbo HMG-CoA v mevalonat katalizira encim 3-hidroksi-3-metilglutaril koencim A
reduktaza (HMG-CoA reduktaza), ki je klju¢ni, hitrost omejujoci encim pri biosintezi
holesterola (Alberts in sod., 1980; Alberts, 1990).
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Slika 4: Diagram biosinteze holesterola z ozna¢enim mestom delovanja statinov na HMG-CoA reduktazo.
Biosinteza holesterola je kompleksen proces, ki vkljucuje ve¢ kot 30 encimov (Tobert, 2003).
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2.5.1 HMG-CoA reduktaza

HMG-CoA reduktaza pri evkariotih je vezana na endoplazmatski retikulum, pri prokariotih
pa je topna in se nahaja v citoplazmi (Friesen in Rodwell, 2004).

Na osnovi filogenetske analize s poravnavanjem aminokislinskih sekvenc kataliticne
domene lo¢imo dva razreda HMG-CoA reduktaz. V I razred spadajo HMG-CoA reduktaze
evkariotov in nekaterih arhej, v II razred pa dolocenih bakterij in arhej (Bochar in sod.,
1999). Pri evkariotih je kataliticna domena zelo dobro ohranjena, domena membranskega
sidra slabo, arheje in nekatere bakterije pa domene za membransko sidro sploh nimajo
(Friesen in Rodwell, 2004).

HMG-CoA reduktaze razli¢nih organizmov so multimeri od vrste specificnega Stevila
enakih monomerov (Istvan in sod., 2000; Istvan in Deisenhofer, 2001). Cloveska HMG-
CoA reduktaza kristalizira kot tetramer iz enakih monomer, za svojo reakcijo pa potrebuje
koencim v obliki NADPH. Aktivno mesto HMG-CoA reduktaze je na vmesnem delu
homodimera, to je med prvim monomerom, ki veze nikotinamid dinukleotid in drugim
monomerom, ki veze HMG-CoA. Cloveska HMG-CoA reduktaza ima cis-zanko, ki
povezuje HMG-CoA vezavno mesto z NADPH vezavnim mestom (Istvan, 2001).

cis-zanka

Deisenhofer, 2001). Aktivno mesto se nahaja na vmesnem delu med dvema monomeroma. Prvi monomer je
obarvan rumeno, drugi monomer pa je v modri barvi. Stranske verige aminokislinskih ostankov, ki so v
kontaktu s substratoma so prikazane s skeletnim modelom (posamezne kratice oznacujejo aminokislinske
ostanke kot sledi: A, alanin; C, cistein; D, aspartat; E, glutamat; F, fenilalanin; G, glicin; H, histidin; I,
izolevcin; K, lizin; L, levcin; M, metionin; N, asparagin; P, prolin; Q, glutamin; R, arginin; S, serin; T,
treonin; V, valin; W, triptofan; Y, tirozin). Sekundarne strukture so oznacene s ¢rnimi oznakami. HMG in
CoA sta obarvana vijoliéno, NADP pa zeleno. Za ponazoritev volumna substratov so uporabljene prosojne
krogle s polmerom 1,6 A preko skeletnega modela.
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Reakecija, ki jo katalizira ¢loveska HMG-CoA reduktaza je:
(S)-HMG-CoA + 2NADPH + 2H" — (R)-mevalonat + 2NADP" + CoA-SH.

Oznaki (S) in (R) se nanasSata na stereokemijo substrata in produkta, ker je reakcija
stereospecificna in (R)-HMG-CoA izomer ni substrat ¢loveske HMG-CoA reduktaze.
Reakcija poteka v treh stopnjah in vklju¢uje dve redukcijski reakciji ter oblikovanje
encimsko vezanih intermediatov mevaldil-CoA in mevaldehid:

Stopnja 1: HMG-CoA + NADPH + H™ — [mevaldil-CoA] + NADP"
Stopnja 2: [mevaldil-CoA] — [mevaldehid] + CoA-SH

Stopnja 3: [mevaldehid] + NADPH + H" — mevalonat + NADP"
(Bochar in sod., 1999, cit. po Friesen in Rodwell, 2004).

Ceprav obstajajo mnogi konéni produkti metabolizma mevalonata, ki svoje poti ne konéajo
v holesterolu, je delez mevalonata, ki se porabi za njihovo sintezo, majhen, vecina pa se
pretvori prav v holesterol (Gorenc, 2002). Mevalonat je prekurzor nekaterih pomembnih
izoprenoidnih intermediatov kot so ubikinon, doliholi ter preniliranih proteinov in
izopentilne tRNA (Goldstein in Brown, 1990). Inhibitorji HMG-CoA reduktaze (statini)
ucinkovito znizujejo stopnjo holesterola v krvi pri ljudeh s tem, ko zmanjSujejo njegovo
produkecijo v jetrih (Alberts in sod., 1980; Alberts, 1990). Z blokado HMG-CoA reduktaze
bi lahko statini zmanj$ali koncentracijo ubikinona Co-Q-10 v krvi. Dokon¢nih dokazov, ki
bi povezovali zmanjSan nivo Co-Q-10 v tkivu s statinsko terapijo pri ljudeh, Se nimamo
(Hargreaves in sod., 2005; Nawarskas, 2005). Nepravilno delovanje mevalonat kinaze, ne
pa tudi encimov, ki ji sledijo pri biosintezi holesterola, je povezano s skeletno miopatijo
(Baker, 2005). Posledi¢no se razvoj novih zdravil za zniZevanje holesterola osredotoc¢a na
ucinkovine, ki bi pri metabolni poti mevalonata delovale po razcepu farnezil pirofosfata
(Korosec in sod., 2008).

2.6 POLIKETIDI

Poliketidi, ki jih sintetizirajo mnoge bakterije, glive in rastline, so zelo raznolika skupina
sekundarnih metabolitov tako po strukturi kot po bioloski aktivnosti. Med njimi najdemo
klinicno pomembne substance kot so antibiotiki (eritromicin), imunosupresanti (FK 506),
ucinkovine za zniZevanje holesterola (lovastatin), proti glivne in proti zajedalske ter
antitumorske u¢inkovine (Leadlay, 1997).

Njihova sinteza poteka podobno kot pri mascobnih kislinah s polimerizacijo enostavnih
karboksilnih kislin, pri ¢emer imajo glavno vlogo poliketidne sintaze (PKS). PKS so tako
kot mascobnokislinske sintaze (FAS) encimi, ki katalizirajo Claisenovo kondenzacijo. Pri
tej reakciji najprej pride do aktivacije PKS z zacetnim acil-CoA, nato pa Se z acil-CoA, ki
podaljsuje verigo. FAS obicajno kot prvega porabljajo acetil-CoA kot drugega pa malonil-
CoA, medtem ko PKS porabljajo za zacetnik acetil- in propionil-CoA, za podaljSevanje pa
malonil-, metilmalonil- ter etilmalonil-CoA. Reakcija se nadaljuje s kondenzacijo obeh
acilnih skupin, redukcijo keto skupine, dehidracijo in redukcijo dvojne vezi. Cikel se
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ponavlja in PKS pri tem omogocajo veliko variabilnost. Ta se kaze s samim Stevilom
ciklov, raznolikostjo monomerov, z razli¢énimi redukcijskimi reakcijami v vsakem ciklu, s
specificnim nacinom ciklizacije kon¢ne verige in z oksidacijo, redukcijo, glikolizacijo in
metilacijo kon¢nega produkta (Leadlay, 1997).

PKS razdelimo v tri vecje skupine glede na strukturo njihovih genov (Hopwood, 1997,
Shen, 2003). PKS tipa I so vecfunkcionalni encimi, ki se pri glivah in bakterijah
razlikujejo. Pri glivah so to ponavljajoci encimi, kjer prihaja do veckratne uporabe aktivnih
mest na sintazi (na primer pri biosintezi aflatoksina in fumonizina) (Fujii in sod., 1998). Za
razliko od gliv imajo bakterije modularne encime, kar pomeni, da ima sintaza ve¢ kopij
aktivnih mest (modulov), vsako pa katalizira posamezen korak pri biosintezi (na primer pri
biosintezi eritromicina in rapamicina). PKS tipa II so modularne enofunkcionalne sintaze,
ki jih najdemo predvsem pri bakterijah (na primer aktinorodin PKS), medtem ko so PKS
tipa III ponavljajoc¢e homodimerne sintaze izolirane iz rastlin in bakterij (Moore in Hopke,
2001; Shen, 2003).

Glivne PKS imajo gene ponavadi razporejene skupaj z geni ostalih encimov, ki so
pomembni pri biosintezi dolo¢enega sekundarnaga metabolita. Tovrstno grupiranje genov
najdemo pri genih poliketidnih mikotoksinov kot so aflatoksin, sterigmatocistin, fumonizin
ter pri genih ostalih sekundarnih metabolitov kot so lovastatin, kompaktin in melanin
(Keller in Hohn, 1997). Ker gre za nekatere ekonomsko pomembne metabolite, se
raziskave usmerjajo v identifikacijo novih PKS genov in gensko manipulacijo z njimi.
Glivne PKS, med njimi tudi tiste iz rodu Aspergillus bi lahko bile primerna tarca za
metabolni inzeniring (Watanabe in Ebizuka, 2002). Do sedaj so Ze razvili oligonukleotidne
zacetnike za ketosintazo, ketoreduktazo in domeno za C-metilacijo (Bingle in sod., 1999;
Lee in sod., 2001; Nicholson in sod., 2001).

2.6.1 Statini
2.6.1.1 Podobnosti v strukturi statinov

Glavni strukturni komponenti statinov sta dihidroksiheptanojska kislina (slika 6, desno) in
sistem obroCev z razlicnimi substituenti. Dihidroksiheptanojska kislina je bistvena za
inhibitorno  aktivnost statinov. Vsi statini imajo modificirano komponento
hidroksiglutarinske kisline (HMG podobni del), ki je strukturno podobna endogenemu
substratu HMG-CoA (slika 6, levo). HMG podobni del statina se veze na isto aktivno
mesto kot HMG-CoA in inhibira HMG-CoA reduktazo (Roche, 2005).

dihidroksiheptanojska kislina

obro¢
Slika 6: Strukturna podobnost med HMG-CoA (levo) in statinom (Roche, 2005).
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2.6.1.2 Razlike v strukturi statinov

Statini se med seboj razlikujejo po substituentih in strukturi obroca (slika 7). Te razlike v
strukturi vplivajo na farmakoloSke lastnosti statinov, kot so:

afiniteta do aktivnega mesta HMG-CoA reduktaze,

stopnja vstopa v jetrna in ne-jetrna tkiva,

razpolozljivost za vstop v ne-jetrna tkiva iz obtoka,

poti in na¢ini metabolne presnove ter izlocanja (McTaggart, 2003).

Slika 7: Strukture obrocev pri statinih od leve proti desni: heksahidronaftilen, pirol, indol, pirimidin, piridin,
kinolin (Roche, 2005)

Obro¢ se veze na HMG-CoA reduktazo v podrocju vezave koencima A. Gre za tesno
interakcijo med inhibitorjem in encimom, ki mo¢no zmanjSa moznost vezave endogenega
substrata HMG-CoA (Roche, 2005).

Glede na strukturo, lahko statine razdelimo v dve skupini. Statini tipa 1 imajo naravni izvor
in imajo na HMG podobni del molekule vezan dekalinski obro¢ (heksahidronaftilen) z
butirilno skupino. Pod tip 1 spadajo lovastatin, pravastatin in simvastatin. Simvastatin je
sinteti¢ni derivat lovastatina, pravastatin pa mevastatina (znan tudi kot kompaktin). Statini
tipa 2 so v celoti sinteti¢ni in imajo na HMG podobni del molekule vezane razli¢ne
fluorofenilne skupine, ki se med seboj razlikujejo po hidrofobnosti (od zelo hidrofobne pri
cerivastinu do delno hidrofobne pri rosuvastatinu). Pod tip 2 spadajo fluvastatin,
cerivastatin, atorvastatin in rosuvastatin (Istvan in Deisenhofer, 2001).
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Slika 8: Strukturne formule nekaterih statinov od leve proti desni: kompaktin in simvastatin (oba tip 1) ter
fluvastatin, cerivastatin, atorvastatin in rosuvastatin (vsi tip 2). HMG podobni del, ki je ohranjen pri vseh
statinih je rdece barve (Istvan in Deisenhofer, 2001).

2.6.1.3 Vezava statinov na HMG-CoA reduktazo

Statini se reverzibilno vezejo na HMG-CoA reduktazo z afiniteto v nanomolarnem
obmocju, medtem ko je afiniteta naravnih substratov je v mikromolarnem obmocju
(Moghadasian, 1999). Statini izkoristijo konformacijsko fleksibilnost HMG-CoA
reduktaze, da ustvarijo hidrofobni vezavni Zep blizu aktivnega mesta (Istvan, 2002). Na
vezavo NADPH statini ne vplivajo (Istvan in Deisenhofer, 2001). Kot primer interakcije
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statina z HMG-CoA reduktazo je na sliki 9 prikazana vezava rosuvastatina. Med HMG
podobnim delom in aminokislinskimi ostanki S684, D690, K691 in K692 v cis zanki se
tvorijo polarne interakcije. K691 skupaj z E559 in D767 sodeluje tudi pri nastanku
vodikovih vezi z O5 hidroksilno skupino statina. Terminalni karboksilat HMG podobnega
dela tvori solni mosticek s K735. Hidrofobne stranske verige encima, vkljucujoc
aminokislinske ostanke 1.562, V683, L853, A856 in L857, sodelujejo pri nastanku van der
Waalsovih vezi s statinom (Istvan in Deisenhofer, 2001). Statini tipa 2 tvorijo polarno
interakcijo med atomom fluora na fluorofenilni skupini in gvanidinsko skupino R590
(Istvan, 2002). Poleg teh interakcij imata atorvastatin in rosuvastatin dodatne vodikove
vezi med S565 in bodisi kisikom karbonilne skupine (atorvastatin) ali kisikom sulfonske
skupine (rosuvastatin). Zaradi edinstvene polarne interakcije med R568 na stranski verigi
in elektronegativno sulfonsko skupino ima rosuvastatin najvecje Stevilo vezi s HMG-CoA
reduktazo (Istvan in Deisenhofer, 2001).
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Slika 9: Vezava rosuvastatina na HMG-CoA reduktazo (Istvan in Deisenhofer, 2001). Rosuvastatin je
obarvan z vijoli¢no. Ostale oznake so enake sliki 5.

Vsi statini imajo enak HMG podobni del, tako da so razlike v njihovem farmakoloSkem
ucinku vec¢inoma posledica substituent. Aktivnost vsakega statina je odvisna od afinitete do
vezavnega mesta in Casa vezave (White, 2002). Statini tipa 2 se zaradi fluorofenilne
skupine mocneje vezejo na encim kot statini tipa 1. Rosuvastatin ima polarno sulfonsko
skupino, ki je hidrofilna in daje nizko lipofilnost. Sulfonska skupina tvori edinstveno
polarno interakcijo z encimom, tako da ima rosuvastatin odli¢no afiniteto do HMG-CoA
reduktaze ter posledi¢no vec¢jo ucinkovitost pri znizevanju LDL-holesterola (Istvan in
Deisenhofer, 2001; Olsson in sod., 2001).
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2.6.1.4 Lipofilnost statinov

Bolj lipofilni statini imajo obicajno viSjo raven izpostavljenosti v ne-jetrnih tkivih, ker
pasivno in neselektivno difundirajo, tako v jetrne kot tudi v ne-jetrne celice. Hidrofilni
statini se v hepatocite prenaSajo predvsem z aktivnim transportom. Za transport hidrofilnih
statinov kot sta rosuvastatin in pravastatin je odgovoren membranski polipeptid, ki prenasa
organske anione (OATP) (Pfefferkorn in sod., 2007). OATP-C je izrazen na bazolaterali
membrani hepatocitov in je potencialni dejavnik za nizko vrednost ICsy (molarna
koncentracija statina, ki je potrebna za polovicno inhibicijo encima) rosuvastatina v
hepatocitih. Cerivastatin je med statini najbolj lipofilen in povzroc¢i tudi najve¢ resnih
nezelenih ucinkov (White, 2002). Vecjo selektivnost statina na hepatocite so opazili pri
manj lipofilnih statinih kot je pravastatin. Visoka selektivnost statina na hepatocite pomeni
minimalno vmesavanje v presnovo holesterola v ne-jetrnih tkivih in manjSe tveganje za
Skodljive u¢inke (Hamelin in Turgeon, 1998). Lovastatin in simvastatin se jemljeta v
laktonski obliki, ki je bolj lipofilna kot njuna hidroksi kislinska oblika ter se in vivo
aktivirata s hidrolizo. Vsi ostali statini so Ze v aktivni hidroksi kislinski obliki (Corsini in
sod., 1995).

2.6.1.5 Metabolizem statinov

Po absorbciji, jetra biotransformirajo vse statine, kar povzroca njihovo nizko sistemsko
biorazpolozljivost (Corsini in sod., 1999). Pri oksidativnem metabolizmu statinov
sodelujejo razlicni CYP izoencimi (citokrom P450). CYP3A4 je najbolj prevladujoca
izoforma, ki sodeluje pri presnovi lovastatina, simvastatina, atorvastatina in cerivastatina.
Pravastatin se ne presnavlja s CYP izoencimi. Pri statinih, ki se lahko presnavljajo z vec
CYP izoencimi se lahko izognemo kopicenju zdravila, kadar je ena izmed poti inhibirana
(Roche, 2005).

2.6.1.6 Pregled glavnih statinov

Lovastatin (znan tudi kot mevinolin, Mevacor ter monakolin K) je inhibitor HMG-CoA
reduktaze in se ga uporablja za znizevanje stopnje holesterola v krvi pri ljudeh. Leta 1978
so Alberts in sod. izolirali tak inhibitor iz fermentacijskega gojiS€a A. terreus ter ga
poimenovali mevinolin (Alberts in sod., 1980). Endo s sod. je leta 1979 iz glive Monascus
ruber izoliral hipoholesterolemic¢no spojino monakolin K. Kasneje postane lovastatin
uradno ime, A4. terreus pa glavni producent tega sekundarnega metabolita. Aprila leta 1980
pricnejo lovastatin uporabljati pri klini¢nih poskusih na zdravih ljudeh, avgusta 1987 pa
FDA (Zvezni urad za zivila in zdravila) izda uradno odobritev zdravila (Tobert, 2003).
Lovastatin biosintetsko nastane z zdruzitvijo dveh poliketidnih verig preko estrske vezi
(Moore in sod., 1985). Ena veriga je diketid 2-metilbutirat, druga pa nonaketid, ki vsebuje
znacCilen konjugiran heksahidronaftilenski sistem obrocev. Sintezo diketidnega in
nonaketidnega dela lovastatina loCeno katalizirata diketidna sintaza (LovF) in nonaketidna
sintaza (LovB). Oba encima svoj poliketid sintetizirata z dodajanjem malonilne skupine na
zacetno acetilno enoto in dodajanjem metilne skupine iz S-adenozil-L-metionina (SAM).
Ciklizacija poteka preko Diels-Alder kondenzacije (Hendrikson in sod., 1999). LovF in
LovB spadata med PKS tipa I in vsebujeta ve¢ funkcionalnih domen: B-ketosintaza (KS),
ketoreduktaza (KR), dehidrataza (DH), metil transferaza (MT),... V biosintezo
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nonaketidnega dela je vkljuc¢en tudi LovC, ki je enoil reduktaza. LovB in LovC katalizirata
35 reakcij za nastanek dihidromonakolina L, za kar je potrebno 9 molekul malonil-CoA,
NADPH in SAM. LovA je citokrom P450 oksidaza, ki oksidira dihidromonakolin L v
monakolin J, LovD pa transesteraza, ki kovalentno poveze diketid z monakolinom J
(Campbell in Vederas, 2010).
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Slika 10: Pot biosinteze lovastatina. Koraki, ki vklju¢ujejo PKS so v okvirjih s prekinjeno ¢rto (Campbell in
Vederas, 2010).

Simvastatin in pravastatin sta strukturno zelo podobna lovastatinu. Pri vseh treh gre za
delno reducirane strukture naftilenskih obrocev. Simvastatin in lovastatin sta v laktonski
obliki neaktivna in morata biti za inhibicijo HMG-CoA reduktaze metabolizirana do
aktivne hidroksi kislinske oblike (Hamelin in Turgeon, 1998).

Slika 11: Simvastatin (levo) in pravastatin (desno) (Sirtori, 2014).
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Razvoj simvastatina je bil tesno povezan z lovastatinom. Pri raziskavah na lovastatinu je
farmacevtska druzba Merck iz fermentacijskih produktov vrste A. terreus razvila sinteti¢ni
derivat MK-733 (kasneje imenovan simvastin), ki je bolj u¢inkovit inhibitor HMG-CoA
reduktaze. Pravastatin je derivat mevastatina, ki ga je v 1970-ih iz glive Penicillium
citrinum izoliral Akira Endo (Tobert, 2003).

Statini tipa 2 so vsi v aktivni hidroksi kislinski obliki. Fluvastatin ima strukturo indolnega

obroCa, struktura atorvastatina temelji na pirolnem obrocu, rosuvastatina pa na
pirimidinskem. Cerivastatin je lipofilen in njegova struktura temelji na piridinskem obrocu.
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Slika 12: Fluvastatin (zgoraj levo), atorvastatin (zgoraj desno), rosuvastatin (spodaj levo) in cerivastatin
(spodaj desno) (Istvan in Deisenhofer, 2001).

Eden novejsSih statinov, ki se je na trgu pojavil leta 2009 je pitavastatin s kinolinsko
strukturo obroca. Pitavastatin je najmoc¢nejsi inhibitor HMG-CoA reduktaze z vrednostjo
ICs0=0,1 nM.

Slika 13: Pitavastatin (Sirtori, 2014).
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Nekatere farmakoloske lastnosti po katerih se statini med seboj razlikujejo so navedene v
preglednici 2.

Preglednica 2: Farmakoloske lastnosti statinov (Sirtori, 2014).

IC5o HMG- Oralna Biorazpo- Jetrna Proteinska  t1/2 Standardna
CoA absorpcija  lozljivost  ekstrakcija vezava (h) dnevna doza
reduktaza (%) (%) (%) (%) (mg)
(nM)
Pravastatin 4 35 18 45 50 1-3 10-40
Lovastatin 2-4 30 5 >70 >98 2-5 10-40
Simvastatin 1-2 60-85 <5 >80 >95 2-5 10-40
Fluvastatin 3-10 98 30 >70 >98 1-3 80
Atorvastatin 1,16 30 12 70 >98 7-20 10-80
Rosuvastatin 0,16 50 20 63 90 20 5-40

Pitavastatin 0,1 80 60 96 10-13 1-4
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL
3.1.1 Mikroorganizmi

Uporabljali smo seve Aspergillus terreus var. aureus (A. terreus var. aureus) 223, 352,
362, 2886 in 3073 ter Neurospora crassa (N. crassa) FGSC 4200. Sevi A. terreus var.
aureus izvirajo iz mikrobioloSke zbirke Sluzbe za biotehnoloski razvoj, sektor Biokemija,
Krke d.d., Novo mesto. N. crassa FGSC 4200 izvira iz zbirke Fungal Genetics Stock
Center (FGSC) - Medicinski center Univerze Kansas, Oddelek za mikrobiologijo, Kansas
City, ZDA.

3.1.2 Kemikalije
Uporabljali smo naslednje kemikalije:

Difco, Detroit, Michigan, ZDA
kvasni ekstrakt
kazein-hidrolizat

Sigma, St. Louis, Missouri, ZDA
proteaza K

pufer MES

pepton

(NH4),HPO4

N, N dimetilformamid

manitol

Kemika, Zagreb, Hrvaska
KH,PO,

Merck, Darmstadt, Nemcija
sladni ekstrakt

agar

laktoza

glicerol

Carlo Erba, Milano, Italija
glukoza
natrijev kloroacetat

Braun, Rottweil, Nemcija
TWEEN 80

metanol

PDA

SDA
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metilen klorid

lovastatin

fizioloska raztopina (0,9 % NaCl)
etanol

J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, ZDA
ocetna kislina
NaOH

3.1.3 Reagenti in raztopine

Proteinaza K

Pripravili smo raztopine proteinaze K v koncentracijah (standardna: 50 pg/ml, 10x in 100x
nizja od standardne). Raztopino proteinaze K smo sterilizirali s filtracijo preko filtra s
porami 0,22 um in nato z red¢enjem s sterilno vodo dosegli zelene koncentracije.

FizioloSka raztopina
Pripravili smo 0,9 % raztopino NaCl in jo avtoklavirali 30 minut pri 121 °C.

MeSanica aminokislin
Pripravili smo 2 % raztopino kazein-hidrolizata in jo avtoklavirali 30 minut pri 121 °C.

Natrijev kloroacetat
Pripravili smo 33 % raztopino natrijevega kloroacetata in jo sterilizirali s filtracijo preko
filtra s porami 0,22 pm.

2-deoksi-D-glukoza
Pripravili smo 33 % raztopino 2-deoksi-D-glukoze in jo sterilizirali s filtracijo preko filtra
s porami 0,22 um.

3.1.4 Gojisca

MYA2 (MALT 2 % YEAST EXTRACT AGAR):
Uporabljali smo tekoce in trdno gojis¢e MYAZ2.
Tekoce gojis¢e MY A2 smo pripravili iz sestavin:
sladni ekstrakt 20 g

kvasni ekstrakt 1 g
deionizirana voda do 1000 ml.

.....

minut pri 121 °C in 101,3-10° Pa nadtlaka.

Pri poskusu, s katerim smo inducirali mutagenezo s kolhicinom, smo pripravili trdno
g0jis¢e MY A2 z dodanim kolhicinom v kon¢ni koncentraciji 0,1 %.
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LVB:
Uporabljali smo vegetativno in fermentacijsko gojisce LVB.
Vegetativno gojis¢e LVB smo pripravili iz sestavin:

sladna moka 15 g

pepton 10 g

CSL5¢g

pivskikvas 1,2 g
(NH4)2HPO4 3ml
deionizirana voda do 1000 ml.

Fermentacijsko gojis¢e LVB smo pripravili iz sestavin:

laktoza 60 g

CSL39¢g

kvas protevit 4,1 g
sojinamoka 7 g

KH,P040.,8 g

deionizirana voda do 1000 ml.

.....

avtoklavirali 20 minut pri 121 °C in 101,3-10° Pa nadtlaka.

Za selekcijo mutant rezistentnih na katabolno represijo smo pripravili trdno in tekoce

fermentacijsko gojis¢e LVB z glukozo v konéni koncentraciji 60 g/l namesto laktoze. Za

trdno gojisce smo dodali Se agar v kon¢ni koncentraciji 15 g/1.

Za selekcijo mutant rezistentnih na natrijev kloroacetat smo pripravili trdno fermentacijsko
gojis¢e LVB z dodanim natrijevim kloroacetatom v kon¢nih koncentracijah: 0,3 %, 0,7 %,

1 %, 1,2 %, 1,5 %.

Za selekcijo mutant rezistentnih na lasten metabolit lovastatin smo pripravili trdno
fermentacijsko gojis§¢e LVB z dodanim lovastatinom v kon¢nih koncentracijah: 0,5 g/l,

0,75g/1, 1 g/1,1,2 g/l, 1,4 g/1, 1,6 g/l, 1,8 g/l.
MCD (modificiran Czapek Dox):

Uporabljali smo tekoce in trdno gojis¢e MCD.
Osnovno gojis¢e MCD smo pripravili iz sestavin:
glicerol 30 g

NaNO; 3 g

KzHPO4 1 g
MgSO4 x 7TH,0 0,5 g
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KCl10,5¢
FCSO4 X 7H20 0,1 g
sladni ekstrakt 20 g

deionizirana voda do 1000 ml.

Za trdno gojisce smo dodali Se agar v koncentraciji 20 g/l. Gojis¢e smo avtoklavirali 20
minut pri 121 °C in 101,3-10° Pa nadtlaka.

Za selekcijo mutant rezistentnih na katabolno represijo smo pripravili trdno MCD gojisce z
dodano 2-deoksi-D-glukozo v kon¢ni koncentraciji 0,3 %.

TLG (TWEEN LACTOSE GLYCEROL)
Za shranjevanje spor smo uporabljali gojis¢e TLG, ki smo ga pripravili iz sestavin:

laktoza 5 g

glicerol 100 ml

TWEEN 80 1 ml
deionizirana voda do 1000 ml.

Gojis¢e smo avtoklavirali 20 minut pri 121 °C in 101,3-10° Pa nadtlaka.
PDA (POTATO DEXTROSE AGAR):

Uporabljali smo trdno gojis¢e PDA. Osnovno trdno gojis¢e smo ob segrevanju v
deionizirani vodi resuspendirali PDA v kon¢ni koncentraciji 39 g/l ter uravnali pH na 5,6.
Gojis¢e smo avtoklavirali 30 minut pri 121 °C in 101,3-10° Pa nadtlaka.

Pri poskusu, s katerim smo inducirali mutagenezo z benomilom, smo pripravili trdno
gojis¢e PDA z dodanim benomilom v kon¢nih koncentracijah 2 mg/l, 4 mg/l, 6 mg/I.

SDA (SABOURAUD DEXTROSE AGAR):

Uporabljali smo trdno gojis¢e SDA z dodanim manitolom. Trdno gojis¢e SDA smo
pripravili iz sestavin:

dekstroza 40 g

pepton 10 g

agar 15 ¢

manitol 182,1 g

deionizirana voda do 1000 ml.

Sestavine smo resuspendirali v vodi ter uravnali pH na 5,6. Gojis¢e smo avtoklavirali 30
minut pri 121 °C in 101,3-10° Pa nadtlaka.
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3.2 METODE
3.2.1 Vzdrzevanje mikroorganizma

A. terreus var. aureus smo shranjevali v obliki spor. Za dolgorocno hrambo so bile spore
zamrznjene pri temperaturi -80 °C. V €asu nasih poskusov smo spore sevov A. terreus var.
aureus 223, 352, 362, 2886 in 3073 hranili v fizioloski raztopini z 10 % glicerolom pri
koncentraciji spor 10 spor/ml. Tako pripravljene spore, shranjene v Falcon epruvetah pri
temperaturi 4 °C, ohranijo viabilnosti ve¢ mesecev.

N. crassa FGSC 4200 smo v Casu nasih poskusov gojili na trdnem gojis¢u SDA v vlazni
komori pri temperaturi 28 °C. Sev smo vsak mesec precepili na sveze gojisce.

3.2.2 Indukcija kalitve spor pri A. terreus var. aureus
3.2.2.1 Priprava spor A. terreus var. aureus

Iz suspenzije spor shranjenih v 10 % glicerolu smo odpipetirali zacetni inokulum 0,1 ml
oziroma 0,5 ml v 1,5 ml-mikrocentrifugirko ter dodali tekoce gojis¢e MY A2 do skupnega
volumna 1 ml. Suspenzijo spor smo centrifugirali 5 min pri 13000 obr./min in s tehnikami
aseptiCnega dela odstranili supernatant, nato pa spore resuspendirali v 1 ml tekocega
gojis¢a MY A2. Postopek centrifugiranja in resuspendiranja smo ponovili dvakrat.

3.2.2.2 Postopek indukcije

Kalitev spor A. terreus var. aureus smo inducirali s temperaturnim Sokom, z obdelavo s
proteoliznim encimom (razgradimo hidrofobne proteine v ovoju spore), z mehansko
obdelavo ter s predinkubacijo v meSanici aminokislin.

3.2.2.2.1 Indukcija s temperaturnim Sokom

Pripravljene spore v 1,5 ml-mikrocentrifugirkah smo inkubirali v vodi segreti na
temperature 50 °C, 60 °C, 70 °C in 80 °C v trajanju 5 min ter pri temperaturi 100 °C v
trajanju 5 s in 10 s.

3.2.2.2.2 Indukcija z obdelavo s proteazo K

Pripravljene spore v 1,5 ml-mikrocentrifugirkah smo inkubirali s proteazo K v kon¢nih
koncentracijah 50 pg/ml, 5 pg/ml in 0,5 pg/ml v trajanju 10 min. Po 10 min smo
suspenzijo spor centrifugirali 5 min pri 13000 obr./min in s tehnikami asepticnega dela
odstranili supernatant, nato pa spore resuspendirali v 1 ml tekocega gojisS¢a MYA2.
Postopek centrifugiranja in resuspendiranja smo ponovili dvakrat.
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3.2.2.2.3 Indukcija z mehansko obdelavo (intenzivno meSanje)

Pripravljene spore v 1,5 ml-mikrocentrifugirkah smo s tehnikami asepticnega dela prenesli
v 30 ml tekoCega gojis¢a MY A2 v 300 ml erlenmajericah in inkubirali na stresalniku pri
250 obr./min in temperaturi 30 °C v trajanju 12 h.

3.2.2.2.4 Indukcija z mehansko obdelavo (Potterjev homogenizator)

Pripravljene spore v 1,5 ml-mikrocentrifugirkah smo s tehnikami asepticnega dela prenesli
v Potterjev homogenizator. Suspenzijo spor smo stokrat pasirali skozi Potterjev
homogenizator.

3.2.2.2.5 Indukcija s predinkubacijo v mesanici aminokislin

Pripravljene spore v 1,5 ml-mikrocentrifugirkah smo centrifugirali 5 min pri
13000 obr./min in s tehnikami asepticnega dela odstranili supernatant, nato pa spore
resuspendirali v 1 ml 2 % kazein-hidrolizata. Spore smo inkubirali pri sobni temperaturi v
trajanju 1 h. Po 1 h smo suspenzijo spor centrifugirali 5 min pri 13000 obr./min in s
tehnikami asepti¢nega dela odstranili supernatant, nato pa spore resuspendirali v 1 ml
tekoCega gojis¢a MY A2. Postopek centrifugiranja in resuspendiranja smo ponovili dvakrat.

3.2.2.3 Razli¢ni poskusi obdelave spor

Opravili smo Sest razlicnih poskusov indukcije kalitve spor z namenom izboljSati in
pospesiti ter ¢im bolj sinhronizirati kalitev spor v predfermentorski fazi. Spore smo v
posameznem poskusu obdelali z razli¢nimi postopki, nato pa vzorce testirali, tako da smo
jih primerjali s kontrolnim vzorcem.

a) 1. poskus

Uporabili smo tri razlicne seve A. terreus var. aureus: 223, 352, 362 z zaCetnim inokulom
0,1 ml suspenzije spor. Kalitev spor smo inducirali:

- s temperaturnim Sokom (dvig temperature do 80 °C v trajanju 5 min),

- z obdelavo s proteazo K (kon¢na koncentracija proteaze K 0,5 pg/ml v trajanju 10 min),

- z intenzivnim mesSanjem (stresanje pri 250 obr./min v trajanju 12 h).

Po indukciji smo spore inkubirali v 300 ml erlenmajericah v 30 ml tekocega gojis¢a MY A2
na stresalniku pri 100 obr./min in temperaturi 30 °C. Pri istih pogojih smo inkubirali tudi
kontrolni vzorec (brez indukcije). 7,5 h ter 12 h po indukeciji smo vse vzorce mikroskopirali
z namenom spremljanja nabrekanja in kalitve spor. 24 h po indukciji smo ustavili
inkubacijo in vsem vzorcem izmerili suho biomaso.

b) 2. poskus

Uporabili smo sev A. terreus var. aureus 223 z zacetnim inokulom 0,5 ml suspenzije spor.
Kalitev spor smo inducirali:
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- s temperaturnim Sokom (dvig temperature do 50 °C , 60 °C , 70 °C , 80 °C v trajanju
5 min ter do 100 °C v trajanju 5 s in 10 s),

- z obdelavo s proteazo K (kon¢na koncentracija proteaze K 50 pg/ml, 5 pg/ml, 0,5 pg/ml
v trajanju 10 min).

2. poskus smo opravili v dveh serijah. Po indukciji smo spore inkubirali v 500 ml
erlenmajericah v 60 ml tekocega gojis¢a MYA2 na stresalniku pri 100 obr./min in
temperaturi 30 °C. Pri istih pogojih smo inkubirali tudi kontrolni vzorec (brez indukcije).
10 h po indukciji smo vse vzorce mikroskopirali z namenom spremljanja nabrekanja in
kalitve spor. 24 h po indukciji smo ustavili inkubacijo in vsem vzorcem izmerili suho
biomaso.

c) 3. poskus

Uporabili smo sev A. terreus var. aureus 223 z zac¢etnim inokulom 0,5 ml suspenzije spor.
Kalitev spor smo inducirali:

- z mehansko obdelavo (Potterjev homogenizator),

- s predinkubacijo v meSanici aminokislin (2 % kazein-hidrolizat v trajanju 1 h).

3. poskus smo opravili v dveh serijah. Po indukciji smo spore inkubirali v 500 ml
erlenmajericah v 50 ml tekocega gojis¢a MYA2 na stresalniku pri 100 obr./min in
temperaturi 30 °C. Pri istih pogojih smo inkubirali tudi kontrolni vzorec (brez indukcije).
72 h po indukciji smo ustavili inkubacijo in vsem vzorcem izmerili suho biomaso.

d) 4. poskus

Uporabili smo sev A. terreus var. aureus 223 z zac¢etnim inokulom 0,5 ml suspenzije spor.
Kalitev spor smo inducirali:

- s temperaturnim Sokom (dvig temperature do 50 °C v trajanju 5 min ter do 100 °C v
trajanju 5 s),

- z obdelavo s proteazo K (kon¢na koncentracija proteaze K 0,5 pg/ml v trajanju 10 min).

4. poskus smo opravili v dveh serijah. Po indukciji smo spore inkubirali v 500 ml
erlenmajericah v 60 ml tekoCega vegetativnega gojis¢a LVB na stresalniku pri
220 obr./min, temperaturi 28 °C in 50 % relativni vlaznosti. Po 24 h smo iz obeh serij s
tehnikami aseptiCnega dela prenesli 1 ml suspenzije iz vegetativnega gojis¢a v 60 ml
tekocega fermentacijskega gojis¢a LVB v 500 ml erlenmajericah z nadaljnjo inkubacijo pri
220 obr./min, temperaturi 28 °C in 50 % relativni vlaznosti v trajanju 144 h. Vsem
vzorcem smo po 24 h inkubacije v vegetativnem gojis¢u izmerili pH, PMV in
sedimentacijo. Po 144 h inkubacije v fermentacijskem gojis¢u smo vsem vzorcem izmerili
vsebnost lovastatina. Kontrolne vzorce (brez indukcije) smo pripravili po istem postopku.

e) 5. poskus
Uporabili smo sev A. terreus var. aureus 223 z zac¢etnim inokulom 0,5 ml suspenzije spor.

Kalitev spor smo inducirali:
- s temperaturnim Sokom (dvig temperature do 100 °C v trajanju 5 s).
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Zacetni inokulum smo pripravili iz 1,5 ml suspenzije spor, ki smo jo po ¢is¢enju v 1,5 ml-
mikrocentrifugirki s tehnikami asepticnega dela razdelili v tri serije po 0,5 ml suspenzije
spor. Po indukciji smo spore inkubirali v 300 ml erlenmajericah v 40 ml tekoCega
vegetativnega gojis¢a LVB na stresalniku pri 220 obr./min, temperaturi 28 °C in 50 %
relativni vlaznosti. Po 24 h smo iz prvih dveh serij s tehnikami asepticnega dela prenesli
1 ml suspenzije iz vegetativnega gojis¢a v 60 ml tekocega fermentacijskega gojis¢a LVB v
500 ml erlenmajericah. Inokulacijo iz vegetativnega v fermentacijsko gojis¢e smo pri vsaki
seriji ponovili trikrat. Vsa inokulirana fermentacijska goji§¢a smo inkubirali na stresalniku
pri 220 obr./min, temperaturi 28 °C in 50 % relativni vlaznosti v trajanju 120 h. Vsem
vzorcem smo po 24 h inkubacije v vegetativnem gojis€u izmerili pH, PMV in
sedimentacijo. Po 120 h inkubacije v fermentacijskem gojis¢u smo vsem vzorcem izmerili
vsebnost lovastatina. Kontrolne vzorce (brez indukcije) smo pripravili po istem postopku.

f) 6. poskus

Uporabili smo sev A. terreus var. aureus 223 z zac¢etnim inokulom 0,5 ml suspenzije spor.
Kalitev spor smo inducirali:
- s temperaturnim Sokom (dvig temperature do 100 °C v trajanju 5 s).

Zacetni inokulum smo pripravili iz 1,5 ml suspenzije spor, ki smo jo po ¢is¢enju v 1,5 ml-
mikrocentrifugirki s tehnikami asepticnega dela razdelili v tri serije po 0,5 ml suspenzije
spor. Po indukciji smo spore inkubirali v 300 ml erlenmajericah v 40 ml tekocega
vegetativnega gojiS¢a LVB na stresalniku pri 220 obr./min, temperaturi 28 °C in 50 %
relativni vlaznosti. Po 19 h smo iz vseh treh serij s tehnikami asepticnega dela prenesli
1 ml suspenzije iz vegetativnega gojisca v 60 ml tekoCega fermentacijskega gojis¢a LVB v
500 ml erlenmajericah. Inokulacijo iz vegetativnega v fermentacijsko gojis¢e smo pri vsaki
seriji ponovili trikrat. Vsa inokulirana fermentacijska gojis¢a smo inkubirali na stresalniku
pri 220 obr./min, temperaturi 28 °C in 50 % relativni vlaznosti v trajanju 125 h. Vsem
vzorcem smo po 19 h inkubacije v vegetativnem gojis¢u izmerili pH, PMV in
sedimentacijo. Po 125 h inkubacije v fermentacijskem gojis¢u smo vsem vzorcem izmerili
vsebnost lovastatina. Kontrolne vzorce (brez indukcije) smo pripravili po istem postopku.

3.2.2.4 Testiranje vzorcev

Vzorce smo testirali z mikroskopiranjem, dolocanjem suhe biomase, dolocanjem pH, PMV
in sedimentacije po inkubaciji v vegetativnem gojisc¢u ter kon¢éno HPLC analizo. S
testiranjem smo zeleli selekcionirati postopek obdelave spor, s katerim bi povecali
produkcijo lovastatina glede na kontrolni vzorec.

3.2.2.4.1 Mikroskopiranje

Vzorce smo mikroskopirali s fazno-kontrastnim mikroskopom, kjer lahko opazujemo
prozorne strukture, ki se med seboj razlikujejo le v opticni gostoti oziroma lomnem
koli¢niku in jih ni potrebno obarvati. S tehnikami asepti¢nega dela smo prenesli 100 pl
suspenzije vzorca na objektno stekelce, jo pokrili s krovnim stekelcem in mikroskopirali z
dodatkom imerzijskega olja pod imerzijsko povecavo (1000x povecava).
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3.2.2.4.2 Dolocanje suhe biomase

Za doloCanje suhe biomase smo uporabili nuliranje, ki je filtrirna metoda, katero
pospesimo z ustvarjanjem podtlaka s pomoc¢jo vodnega toka. Tekoce gojisce z biomaso
smo zlili v zbirno posodo nad filter papirjem. Filter papirje smo pred tem stehtali na 0,1 mg
natan¢no. Z vodno ¢rpalko smo presesali tekoc¢ino skozi filter v presesalno buco, nato pa
smo filtre z biomaso posusili pri temperaturi 60 °C. Maso suhe biomase smo dobili tako,
da smo filter s suho snovjo stehtali in od rezultata odsteli tezo samega filtra.

3.2.2.4.3 Doloc¢anje pH, PMV in sedimentacije

Po inokulaciji iz vegetativnega v fermentacijsko gojis¢e smo vzorcem v vegetativnih
metrom, tako da smo elektrodo potopili v vzorce vegetativnih gojis¢. Rast A. terreus var.
aureus v tekoCem vegetativnem gojisS¢u smo spremljali z merjenjem PMV (packed
mycelial volume). PMV je tisti delez skupnega volumna gojisca, ki ga zaseda micelij po
centrifugaciji. PMV smo dolocili tako, da smo 10 ml brozge centrifugirali pri
2500 obr./min v trajanju 10 min ter izmerili volumen supernatanta. PMV smo izracunali po
naslednji formuli:

PMV (%) = [(10ml — volumen supernatanta v ml) / (10ml)] x 100 ...(4)

Sedimentacijo smo merili po istem postopku, le da vzorcev nismo centrifugirali, temvec
smo jih pustili posedati 1 h. Sedimentacijo smo izrac¢unali po naslednji formuli:

sed (%) = [(10ml — volumen supernatanta v ml) / (10ml)] x 100 ...(5
3.2.2.4.4 Priprava vzorcev za HPLC analizo

Po koncani inkubaciji v fermentacijskem gojis¢u smo vzorce pripravili za HPLC analizo za
dolocitev vsebnosti lovastatina. Vzorce v 500 ml erlenmajericah smo najprej
homogenizirali z dispergatorjem Ultra turrax v trajanju 60 s. 20 ml homogeniziranega
vzorca smo odpipetirali v 50 ml buco ter dodajali NaOH (cca. 700 pl) dokler nismo dosegli
pH vrednosti 10,5. Nato smo v bu¢o dodali metanol do skupnega volumna 50 ml ter z
magnetnim meSalom mesali v trajanju 30 min. Po meSanju smo vzorce prefiltrirali s filter
papirjem ter shranili v 10 ml epruvetah na temperaturi 4 °C. Tako pripravljene vzorce nam
je analiziral Oddelek za analitiko — HPLC analitika Sluzbe za biotehnoloski razvoj sektorja
Biokemije Krke d.d., Novo mesto.

3.2.3 Mutageneza A. terreus var. aureus

3.2.3.1 Priprava spor A. terreus var. aureus

Iz suspenzije spor shranjenih v 10 % glicerolu smo odpipetirali zacetni inokulum 0,1 ml v
1,5 ml-mikrocentrifugirko ter dodali tekoce gojis¢e MYA2 do skupnega volumna 1 ml.

Suspenzijo spor smo centrifugirali 5 min pri 13000 obr./min in s tehnikami asepti¢nega
dela odstranili supernatant, nato pa spore resuspendirali v 1 ml tekocega gojis¢a MYA2.
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Postopek centrifugiranja in resuspendiranja smo ponovili dvakrat. Uporabili smo seva A.
terreus var. aureus 2886 in A. terreus var. aureus 3073.

3.2.3.2 Mutageneza z UV
3.2.3.2.1 Dolo¢anje koncentracije 2-deoksi-D-glukoze

5 g 2-deoksi-D-glukoze smo raztopili v 15 ml demineralizirane vode ter izvedli
sterilizacijo s filtracijo preko filtra z velikostjo por 0,2 um. Nato smo v epruvete s 5 ml
tekoCega gojis¢a MCD dodali raztopino 2-deoksi-D-glukoze do koncnih koncentracij
0,02 %, 0,04 %, 0,06 %, 0,08 %, 0,10 %, 0,20 % in 0,30 %. Vsa gojis¢a smo s tehnikami
asepti¢nega dela inokulirali z 0,1 ml suspenzije spor A. terreus var. aureus 2886 in jih
inkubirali pri temperaturi 28 °C. Med inkubacijo smo spremljali rast A. terreus var. aureus
2886 in vpliv koncentracije 2-deoksi-D-glukoze na inhibicijo rasti. Za selekcijo mutant
rezistentnih na katabolno represijo smo izbrali najve¢jo koncentracijo pri kateri rast ni v
celoti inhibirana.

3.2.3.2.2 Postopek mutiranja z UV

0,1 ml suspenzije spor A. terreus var. aureus 2886 smo s tehnikami asepti¢nega dela
razmazali na trdno gojis¢e MCD z dodano 2-deoksi-D-glukozo v kon¢ni koncentraciji
0,3 %. Ploite z razmazom smo izpostavili UV Zar&enju z energijo 500 erg/mm? v trajanju
5 s in na razdalji 30 cm. Plos¢e smo inkubirali pri temperaturi 28 °C.

3.2.3.2.3 Pregledovanje in selekcija mutant

Po priblizno sedem dnevni inkubaciji in pojavu razlicno velikih kolonij A4. terreus var.
aureus 2886 na gojis¢u MCD z dodano 2-deoksi-D-glukozo smo s tehnikami asepticnega
dela posamezne kolonije pikirali na trdno gojis¢e LVB z glukozo - zajeli smo celotno
kolonijo in jo nanovo zasejali na gojis€e. S tem postopkom smo pridobili vecje Stevilo
¢istih, monospornih kolonij, ki smo jih inkubirali pri temperaturi 28 °C.

Po stirinajstih dneh smo iz vseh monospornih kolonij pripravili vzorce za oceno produkcije
lovastatina s tankoplastno kromatografijo. S tehnikami asepti¢nega dela smo iz kolonije
odrezali agarski ¢epek ter ga stresali v 3 ml metanola v trajanju 30 min pri 220 obr./min.
15 pl ekstraktov in 1 pl standarda lovastatina v metanolu s koncentracijo 10 mg/ml smo
nanesli na nosilne plosce 20 x 20 cm premazane s silikagelom 60 Fs4 z debelino 0,2 mm.
Plos¢e smo za 1 h namocili v mobilno fazo iz metilen klorida in ocetne kisline v razmerju
17:3. Nato smo opazovali intenziteto rumene barve pod UV lu¢jo 254 nm pri vrednosti Rf
kot ga doseZe standard.

Vzorce, ki so kazali dobro intenziteto smo nacepili v vegetativno gojis¢e LVB. Najprej
smo s tehnikami asepti¢nega dela iz monospornih kolonij odrezali agarski ¢epek ter ga z
vortex-om homogenizirali v 5 ml TWEEN-a v epruveti s kroglicami. Nato smo 0,1 ml
suspenzije s tehnikami asepticnega dela prenesli v 9 ml vegetativnega gojis¢a LVB v 50 ml
Falcon epruvetah. Gojis¢a smo inkubirali na stresalniku pri 220 obr./min, temperaturi
28 °C in 50 % relativni vlaznosti v trajanju 18 h. Po inkubaciji smo s tehnikami
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aseptiCnega dela prenesli 1 ml suspenzije iz vegetativnega gojis¢a v 9 ml tekocCega
fermentacijskega gojis¢a LVB. Prav tako smo 1 ml suspenzije iz vegetativnega gojisca
prenesli v 9 ml tekoCega fermentacijskega gojis¢a LVB z glukozo namesto laktoze. Vsem
vzorcem smo po 18 h inkubacije v vegetativnem gojis¢u izmerili pH in PMV. Inokulirana
fermentacijska gojis€a smo inkubirali na stresalniku pri 220 obr./min, temperaturi 28 °C in
50 % relativni vlaznosti v trajanju 120 h. Vzorcem smo po 120 h inkubacije v
fermentacijskem gojiS¢u izmerili pH in PMV.

Po 120 h inkubacije smo vzorce testirali z bioloskim testiranjem lovastatina z N. crassa.
Uporabili smo trdno gojis¢e SDA z manitolom, ki smo ga ohlajenega na 50 °C inokulirali z
2 ml suspenzije spor N. crassa. 250 ml inokuliranega gojisS¢a smo enakomerno razlili na
plosce velikosti 30 x 30 cm razdeljene na 60 razdelkov. V vsak razdelek smo nanesli
posamezen flokul, pri ¢emer smo pazili, da je bilo med flokuli dovolj razmika, da ne bi
priSlo do prekrivanja con inhibicije. Na isto plos¢o smo nanesli ve¢ flokulov iz istih
vzorcev, prav tako pa smo na vsako plos¢o nanesli tudi vec¢ flokulov iz kontrolnega vzorca.
Plos¢e smo inkubirali v vlaznostni komori pri temperaturi 28 °C do pojava con inhibicije
(priblizno 18 h). Vzorcem in kontroli smo izmerili premer cone inhibicije. Kot kontrolne
vzorce pri biolosSkem testiranju, smo uporabili seve, ki po internem vrednotenju Sluzbe za
biotehnoloski razvoj, sektor Biokemija, Krke d.d., Novo mesto dosegajo standardni premer
cone inhibicije.

Dva vzorca smo po inkubaciji v fermentacijskem gojiscu z laktozo testirali tudi s HPLC.
Vzorca smo pripravili po Ze znanem postopku (glej 3.2.3.2.3).

3.2.3.3 Mutageneza s kolhicinom in benomilom
3.2.3.3.1 Postopek mutiranja s kolhicinom in benomilom

0,1 ml suspenzije spor A. terreus var. aureus 3073 smo s tehnikami asepticnega dela
razmazali na trdno gojis¢e MY A2 z dodanim kolhicinom v kon¢ni koncentraciji 0,1 % ter
inkubirali pri temperaturi 28 °C v trajanju deset dni. Za nadaljnjo mutagenezo z
benomilom smo s tehnikami asepticnega dela v Potterjevem homogenizatorju
homogenizirali del prerasc¢enega gojisc¢a v 3 ml TWEEN-a ter 0,1 ml suspenzije razmazali
na trdno gojis¢e PDA z benomilom v kon¢nih koncentracijah 2 mg/l, 4 mg/l in 6 mg/1.

3.2.3.3.2 Pregledovanje in selekcija po mutagenezi s kolhicinom

Del prerascenega gojis¢a MYA2 s kolhicinom smo s tehnikami asepticnega dela v
Potterjevem homogenizatorju homogenizirali v 3 ml TWEEN-a ter 0,1 ml suspenzije
razmazali na trdna gojis¢a LVB z dodanim lovastatinom v kon¢nih koncentracijah: 0,5 g/1,
0,75 g/1,1 g/1, 1,2 g/, 1,4 g/1, 1,6 g/l, 1,8 g/l. Prav tako smo 0,1 ml suspenzije razmazali na
trdno gojis¢e LVB z dodanim natrijevim kloroacetatom v kon¢ni koncentraciji 0,3 %. Po
priblizno sedem dnevni inkubaciji in pojavu razli¢no velikih kolonij 4. terreus var. aureus
3073 smo s tehnikami asepti¢nega dela posamezne kolonije pikirali na trdno gojis¢e LVB z
dodanim lovastatinom v kon¢nih koncentracijah: 0,5 g/1, 0,75 g/, 1 g/, 1,2 g/1, 1,4 g/l,
1,6 g/l, 1,8 g/l ter na trdno gojis¢e LVB z dodanim natrijevim kloroacetatom v koncni
koncentraciji 0,3 % tako, da smo pridobili monosporne kolonije.
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Za nadaljnjo selekcijo mutant smo uporabili tankoplastno kromatografijo (glej 3.2.3.2.3) in
enak postopek kultivacije kot pri UV mutantah (glej 3.2.3.2.3), le da smo tokrat kot
fermentacijsko gojiSce uporabili samo tekoce gojisce LVB z laktozo.

Po koncani inkubaciji v fermentacijskem gojis¢u smo vzorce pripravili za HPLC analizo za
dolocitev vsebnosti lovastatina (glej 3.2.2.4.4).

3.2.3.4 Preizkus vpliva koncentracije natrijevega kloroacetata na rast A. terreus var. aureus

Na trdna gojis¢a LVB z dodanim natrijevim kloroacetatom v kon¢nih koncentracijah:
0,3 %, 0,7 %, 1 %, 1,2 %, 1,5 % smo razmazali 0,1 ml suspenzije spor A. terreus var.
aureus 3073. Po trideset dnevni inkubaciji pri temperaturi 28 °C smo pregledali plosce in
izmerili premer posameznih kolonij.
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4 REZULTATI

4.1 INDUKCIJA KALITVE SPOR A. terreus var. aureus IN OCENA PRODUKCIJE
LOVASTATINA

Opravili smo Sest razlicnih poskusov indukcije kalitve spor. Rezultati testiranja vzorcev po
indukciji so primerljivi s kontrolnim vzorcem pri posameznem poskusu.

4.1.1 1. poskus (testiranje vzorcev z mikroskopiranjem in dolo¢anjem suhe biomase)

V 1. poskusu smo pri sevih A4. terreus var. aureus 223, 352 in 362 inducirali kalitev spor s
temperaturnim Sokom (dvig temperature do 80 °C v trajanju 5 min), z obdelavo s proteazo
K (kon¢na koncentracija proteaze K 0,5 ug/ml v trajanju 10 min) ter z intenzivnim
mesSanjem (stresanje pri 250 obr./min v trajanju 12 h). Z mikroskopiranjem vzorcev 12 h
po indukciji smo ugotovili, da obdelava s temperaturnim Sokom pri vseh sevih prepreci
kalitev spor. Razvitost micelija po obdelavi s proteazo K in intenzivnem meSanju je pri
vseh sevih podobna kontroli z izjemo seva 223 po obdelavi s proteazo K, ki je imel slabse
razvit micelij. Seva 352 in 362 sta po stresanju pri 250 obr./min v trajanju 12 h Ze razvila
manjSe pelete. Na sliki 14 je razvidno, da pri sevu 223 7,5 h po indukeiji s temperaturnim
Sokom 5 min na 80 °C ni priSlo do rasti hif ter do nabrekanja spor.

Slika 14: Sev A. terreus var. aureus 223 7,5 h po indukeciji s temperaturnim Sokom 5 min na 80 °C, 1000x
imerzijska povecava.
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Preglednica 3: Mikroskopiranje vzorcev s fazno kontrastnim mikroskopom pri 1. poskusu 12 h po indukciji
(1000x imerzijska povecava).

Sev A. terreus Temperaturni Sok Proteaza K Stresanje Kontrola

var. aureus (80 °C, 5 min) (0,5 pg/ml, 10 min) (250 obr./min, 12 h)

223 spore ne kalijo slabse razvit micelij dobro razvit micelij dmoilézcl)ijrazwt

352 spore ne kalijo dobro razvit micelij dobro razvit micelij, do'bro' ! azvit
pojav peletov micelij

362 spore ne kalijo dobro razvit micelij dobro razvit micelij, do.bro. razvit
pojav peletov micelij

Tehtanje suhe biomase 24 h po indukciji s temperaturnim Sokom ni bilo merljivo pri vseh
treh sevih, kar potrjuje nasa opaZanja pri mikroskopiranju. V nasprotju z rezultatom
mikroskopiranja smo izmerili poviSano suho biomaso po obdelavi s proteazo K pri sevu
223 in manj$o suho biomaso po intenzivnem mesanju pri sevu 362 v primerjavi s kontrolo.

Preglednica 4: Suha biomasa vzorcev pri 1. poskusu 24 h po indukciji.

Sev A. terreus var. aureus Postopek indukcije Suha biomasa (mg)
temperaturni Sok (80 °C, 5 min) ni merljivo
223 proteaza K (0,5 pg/ml, 10 min) 12,4
stresanje (250 obr./min, 12 h) 9,2
kontrola 8,9
temperaturni Sok (80 °C, 5 min) ni merljivo
352 proteaza K (0,5 pg/ml, 10 min) 7,8
stresanje (250 obr./min, 12 h) 18
kontrola 11,8
temperaturni Sok (80 °C, 5 min) ni merljivo
362 proteaza K (0,5 pg/ml, 10 min) 11,0
stresanje (250 obr./min, 12 h) 11,6
kontrola 15,0

4.1.2 2. poskus (testiranje vzorcev z mikroskopiranjem in dolo¢anjem suhe biomase)

V 2. poskusu smo pri sevu A. terreus var. aureus 223 inducirali kalitev spor s
temperaturnim Sokom (dvig temperature do 50 °C , 60 °C , 70 °C , 80 °C v trajanju 5 min
ter do 100 °C v trajanju 5 s in 10 s) in z obdelavo s proteazo K (kon¢na koncentracija
proteaze K 50 pg/ml, 5 pg/ml, 0,5 pg/ml v trajanju 10 min). Mikroskopiranje vzorcev 10 h
po indukciji je pokazalo, da obdelava s temperaturnim Sokom pri 60 °C, 70 °C , 80 °C v
trajanju 5 min prepreci kalitev spor, kar potrjuje tudi tehtanje suhe biomase. Najbolj razvit
micelij ter tudi povisano suho biomaso smo ugotovili po temperaturnem Soku 50 °C v
trajanju 5 min in 100 °C v trajanju 5 s. Obdelava spor pri 100 °C v trajanju 10 s sicer ni v
celoti preprecila kalitve, je pa povzroCila znatno slabSo rast micelija (izmerili smo
priblizno 60 % manj suhe biomase kot po indukciji pri 100 °C v trajanju 5 s). Nekoliko
povisano suho biomaso smo izmerili tudi po obdelavi s proteazo K (kon¢na koncentracija
0,5 pg/ml v trajanju 10 min). Pri ostalih vzorcih obdelanih s proteazo K smo izmerili
manjSo suho biomaso kot pri kontroli.
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Preglednica 5: Mikroskopiranje vzorcev A. ferreus var. aureus 223 s fazno kontrastnim mikroskopom pri 2.

poskusu 10 h po indukciji (1000x imerzijska povecava).

Postopek indukcije Opis vzorca
50 °C, 5 min polovicni delez spor kali predvsem v agregatih
60 °C, 5 min spore ne kalijo
Temperaturni $ok 70 °C, 5 min spore ne kalijo
80 °C, 5 min spore ne kalijo
100 °C, 5 s polovicni delez spor kali
100 °C, 10 s slabsa kalitev kot pri kontroli

50 pg/ml, 10 min

manjsi agregati spor, slabsa kalitev kot pri

kontroli

Proteaza K 5 nug/ml, 10 min redke spore kalijo v agregatih
0,5 pg/ml, 10 min slabsa kalitev kot pri kontroli
Kontrola polovicni delez spor kali

Preglednica 6: Suha biomasa vzorcev pri 2. poskusu 24 h po indukciji.

Postopek indukcije Serija Suha biomasa (mg)
° i 1 46,2
50 °C, 5 min > B
60 °C, 5 min 1 ni merljfvo
2 ni merljivo
70 °C, 5 min 1 ni merljfvo
N 2 ni merljivo
Temperaturni Sok i i
i 1 ni merljivo
80 °C, 5 min . i
2 ni merljivo
° ! 473
100°C, 5 s > 5
° 1 28,4
100 °C, 10 s > i
1 35,0
50 pg/ml > 53
1 36,1
Proteaza K 5 pg/ml . el
1 37,9
0,5 pg/ml > 50
1 36,7
Kontrola : 207

4.1.3 3. poskaus (testiranje vzorcev z dolo¢anjem suhe biomase)

V 3. poskusu smo pri sevu 4. terreus var. aureus 223 inducirali kalitev spor z mehansko

obdelavo (Potterjev homogenizator) ter s predinkubacijo v meSanici aminokislin (2 %

kazein-hidrolizat v trajanju 1 h). Izmerili smo nekoliko povisano suho biomaso po obdelavi

s Potterjevim homogenizatorjem. Pri vzorcu s predinkubacijo v meSanici aminokislin ni
prislo do povecanja suhe biomase v primerjavi s kontrolo.
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Preglednica 7: Suha biomasa vzorcev pri 3. poskusu 72 h po indukciji.

Postopek indukcije Serija Suha biomasa (mg)
Potterjev homogenizator ; g; ;:(3)
Predinkubacija v meSanici aminokislin, 1 h ; g;g:;
Kontrola ; gﬁ:g

4.1.4 4. poskus (testiranje vzorcev s HPLC analizo)

V 4. poskusu smo pri sevu A. terreus var. aureus 223 inducirali kalitev spor s
temperaturnim Sokom (dvig temperature do 50 °C v trajanju 5 min ter do 100 °C v trajanju
5 s) in z obdelavo s proteazo K (konc¢na koncentracija proteaze 0,5 pg/ml v trajanju
10 min). Meritev pH 24 h po indukciji in inkubaciji v vegetativnem gojiScu je primerljiva s
kontrolo. Izmerili smo nekoliko povisan PMV pri vzorcih obdelanih s temperaturnim
Sokom. Pri vseh vzorcih je bila sedimentacija 100 %.

Preglednica 8: pH, PMV in sedimentacija vzorcev pri 4. poskusu 24 h po indukciji.

Postopek indukcije Serija pH  PMV (%) _ Sedimentacija (%)
° . 1 5,82 16,0 100
Temperaturni $ok 0 °C, S min 2 5,84 16,0 100
’ 100°C, 5's 1 5,77 14,0 100
i 2 5,79 18,0 100
. 1 5,71 15,0 100
Proteaza K (0,5 pg/ml, 10 min) 3 5.9 130 100
1 5,85 14,0 100
Kontrola > S5 50 oo

168 h po indukciji in 144 h po inkubaciji v fermentativnem gojiscu je bila morfologija
micelija pri vseh vzorcih pretezno v peletni obliki, pri nekaterih vzorcih pa je bila vidna
tudi filamentozna rast. Na sliki 15 je vidna rast hif in nastanek spor pri 4. terreus var.
aureus 223 168 h po indukciji s temperaturnim Sokom 5 min na 50 °C.

Preglednica 9: Morfologija micelija A. terreus var. aureus 223 168 h po indukciji.

Postopek indukcije Serija  Morfologija
1 svetlo rumeni, majhni peleti
50 °C, 5 min ) temno rumeni, srednje veliki peleti, vidna filamentozna
Temperaturni Sok rast
o 1 temno rumeni, majhni peleti, vidna filamentozna rast
100 °C, 5s - — ——
2 svetlo rumeni, majhni peleti, vidna filamentozna rast
. 1 svetlo rumeni, majhni peleti
Proteaza K (0,5 pg/ml, 10 min ——— —
(0,5 pg/ml, ) 2 temno rumeni, majhni peleti, vidna filamentozna rast
1 temno rumeni, srednje veliki peleti
Kontrola - — ——
2 svetlo rumeni, majhni peleti, vidna filamentozna rast
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HPLC analiza je pokazala rahlo povisano vrednost lovastatina pri vzorcih s temperaturnim
Sokom 100 °C v trajanju 5 s v primerjavi s kontrolo. Pri ostalih vzorcih smo izmerili nizZjo
relativno vsebnost lovastatina glede na kontrolo.

Preglednica 10: Relativna vsebnost lovastatina vzorcev pri 4. poskusu glede na kontrolo po HPLC analizi.

Postopek indukcije Relativna vsebnost lovastatina v %
. 50 °C, 5 min 87,2
Temperaturni Sok 100°C. 5 5 102.6
Proteaza K (0,5 pg/ml, 10 min) 84,6

Slika 15: Sev A. terreus var. aureus 223 168 h po indukciji s temperaturnim Sokom 5 min na 50 °C, 1000x
imerzijska povecava.

4.1.5 5. poskus (testiranje vzorcev s HPLC analizo)
V 5. poskusu smo pri sevu A. terreus var. aureus 223 inducirali kalitev spor s

temperaturnim Sokom (dvig temperature do 100 °C v trajanju 5 s). Ugotovili smo, da je
prislo do velikega odstopanja pri izmerjenem pH, PMV in sedimentaciji 24 h po indukciji
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in inkubaciji v vegetativnem gojis¢u pri 3. seriji. HPLC analiza je po 120 h inkubacije v
fermentativnem gojiScu pokazala nizjo relativno vsebnost lovastatina glede na kontrolo.

Preglednica 11: pH, PMV in sedimentacija vzorcev pri 5. poskusu 24 h po indukciji.

Postopek indukcije Serija pH PMV (%) Sedimentacija (%)
Temperaturni ok ! 6,03 13,0 100
(100 °C, 5 5) 2 6,00 14,0 82
’ 3 5,29 6,0 24
1 5,96 18,0 100
Kontrola 2 6,06 12,0 84
3 6,33 3,0 5

Preglednica 12: Relativna vsebnost lovastatina vzorcev pri 5. poskusu glede na kontrolo po HPLC analizi.

Postopek indukcije Relativna vsebnost lovastatina v %

Temperaturni Sok (100 °C, 5 s) 74,8

4.1.6 6. poskus (testiranje vzorcev s HPLC analizo)

V 6. poskusu smo pri sevu A. terreus var. aureus 223 inducirali kalitev spor s
temperaturnim Sokom (dvig temperature do 100 °C v trajanju 5 s). Meritev pH, PMV in
sedimentacije 19 h po indukciji in inkubaciji v vegetativnem gojiScu je primerljiva s
kontrolo. HPLC analiza je po 125 h inkubacije v fermentativnem gojiS¢u pokazala enako
relativno vsebnost lovastatina glede na kontrolo.

Preglednica 13: pH, PMV in sedimentacija vzorcev pri 6. poskusu 19 h po indukciji.

Postopek indukcije Serija pH PMV (%) Sedimentacija (%)
Temperaturni $ok ! 6,20 >0 12
(100 °C, 5 5) 2 6,22 5,5 12

3 6,20 5,0 11

1 6,26 5,0 12
Kontrola 2 6,20 5,5 13

3 6,19 5,0 13

Preglednica 14: Relativna vsebnost lovastatina vzorcev pri 6. poskusu glede na kontrolo po HPLC analizi.

Postopek indukcije Relativna vsebnost lovastatina v %

Temperaturni Sok
(100 °C, 5 ) 100,0
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4.2 MUTIRANIE A. terreus var. aureus IN OCENA PRODUKCIJE LOVASTATINA
4.2.1 Mutiranje A. terreus var. aureus z UV Zarki
4.2.1.1 Morfologija monospornih kolonij

Pri rasti monospornih kolonij 4. terreus var. aureus 2886 na gojis¢u LVB z glukozo po
UV mutagenezi smo opazili veliko morfolosko raznolikost kolonij. Slika 16 prikazuje 6
tipi¢nih morfologij izbranih med 85 vzorci. Kolonije se med seboj razlikujejo po velikosti
(3 cm - prerast), barvi (bela, rjava, rumenkasta), gostoti in enakomernosti rasti, velikosti
kraterja (0-3 cm), barvi kraterja (bel, rjav, rumenkast) ter barvi reverza (rjav, rumen, svetlo
oranzen).

Slika 16: Morfoloska raznolikost monospornih kolonij 4. terreus var. aureus 2886 po UV mutagenezi,
selekciji z 2-deoksi-D-glukozo ter 14 dnevni inkubaciji na gojis¢u LVB z glukozo; vzorci 1, 7, 20, 21, 38 in
39 od leve proti desni in od zgoraj navzdol.

4.2.1.2 Analiza s TLC in biolosko testiranje lovastatina z N. crassa

Izmed 85 vzorcev z oznakami od 1 do 85 smo s TLC izbrali vzorce: 3, 4, 17, 18, 20, 22,
39, 60, 65 in 77. Ti vzorci so pod UV lucjo (254 nm) kazali povecano intenziteto rumene
barve (po internem vrednotenju Sluzbe za biotehnoloski razvoj sektorja Biokemije Krke
d.d., Novo mesto).



Dobovsek, J. Proucevanje razli¢nih tehnik mutageneze pri glivi Aspergillus terreus. 53
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega §tudija mikrobiologije, 2016

18 h po inkubaciji v vegetativnem gojiscu se je pH vzorcev gibal med 5,98 in 6,30, PMV
pa med 10 % in 14 %. 120 h po inkubaciji v fermentativnem gojiscu z glukozo se je pH
vzorcev gibal med 5,20 in 5,35, v fermentativnem gojiS¢u z laktozo pa med 5,62 in 5,98.
Pri meritvi PMV smo ugotovili vecja odstopanja med posameznimi vzorci. Pri gojiscu z
glukozo se je PMV gibal med 32 % in 56 %, pri gojiscu z laktozo pa med 28 % in 70 %.

Preglednica 15: pH in PMV pozitivnih TLC vzorcev po inkubaciji v vegetativnem gojiscu.

Oznaka vzorca Inkubacija v vegetativnem gojiscu (18 h)
ph PMV (%)
3 6,30 10,0
4 6,07 12,5
17 6,01 12,0
18 6,05 12,5
20 6,21 11,0
22 6,05 12,5
39 6,01 14,0
60 6,01 11,0
65 6,00 13,0
77 5,98 11,0

Preglednica 16: pH in PMV pozitivnih TLC vzorcev po inkubaciji v fermentacijskem gojis¢u z glukozo in
laktozo.

Oznaka vzorca Inkubacija v fermentacijskem gojiscu (120 h)
ph PMV (%)
Glukoza Laktoza Glukoza Laktoza
3 5,27 5,64 50,0 28,0
4 5,20 5,62 40,0 70,0
17 5,28 5,91 35,0 60,0
18 522 5,90 56,0 58,0
20 5,34 5,89 50,0 56,0
22 5,27 5,75 56,0 45,0
39 5,35 5,93 51,0 42,0
60 5,26 5,92 32,0 70,0
65 5,22 5,71 44,0 62,0
77 5,27 5,98 45,0 48,0

Pri bioloSkem testiranju z N. crassa smo ugotovili, da povprec¢na cona inhibicije pri
nobenem vzorcu ni presegla kontrole. Cona inhibicije vzorcev, ki so rasli na laktozi je
veliko vecja kot pri vzorcih, ki so rasli na glukozi z izjemo vzorca 3, za katerega lahko
sklepamo, da ima inhibirano biosintezo lovastatina.

Preglednica 17: PovpreCen premer cone inhibicije pozitivnih TLC vzorcev po inkubaciji v fermentacijskem
gojiscu z glukozo in laktozo pri bioloskem testiranju z N. crassa v primerjavi s kontrolnimi vzorci.

Oznaka vzorca Povprecen premer cone inhibicije (mm)
Glukoza Laktoza Kontrola
3 6,7 0 17,6
4 3,7 13,5 14,9
17 3,1 14,5 17,0
18 1,9 15,1 17,1

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 17: Povprefen premer cone inhibicije pozitivnih TLC vzorcev po inkubaciji v
fermentacijskem gojiscu z glukozo in laktozo pri bioloskem testiranju z N. crassa v primerjavi s kontrolnimi
vzorci.

Oznaka vzorca Povprecen premer cone inhibicije (mm)
Glukoza Laktoza Kontrola
20 4,0 17,0 17,7
22 0,8 16,0 16,2
39 2,2 15,5 18,0
60 11,3 16,4 16,7
65 8,8 14,7 17,0
77 8,2 16,1 16,4

4.2.1.3 HPLC analiza

HPLC analiza je po 120 h inkubacije v fermentativnem gojis¢u z laktozo pokazala
povisano relativno vsebnost lovastatina glede na kontrolo pri vzorcu 39.

Preglednica 18: Relativna vsebnost lovastatina pri vzorcih 39 in 60 po inkubaciji v fermentacijskem gojiscu z
laktozo glede na standardno koncentracijo lovastatina (po internem vrednotenju Sluzbe za biotehnoloski
razvoj sektorja Biokemije Krke d.d., Novo mesto).

Oznaka vzorca Relativna vsebnost lovastatina v %
39 114,0
60 97,1

4.2.2 Mutiranje A. terreus var. aureus s kolhicinom
4.2.2.1 Morfologija kolonij

Slika 17 prikazuje rast A. terreus var. aureus 3073 po mutagenezi s kolhicinom ter
selekciji z lastnim metabolitom na gojiS¢u LVB z lovastatinom v kon¢nih koncentracijah
0,5 g/l, 0,75 g/1, 1 g/l. Kolonije so bele barve in velikosti od 1 mm do 20 mm. Opazimo
lahko, da z visanjem koncentracije lovastatina pada Stevilo kolonij ter njihova velikost.

Slika 17: Morfologija kolonij A. terreus var. aureus 3073 po mutagenezi s kolhicinom ter selekciji z lastnim

.....

desni (po 7 dnevni inkubaciji).
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Slika 18 prikazuje 11 tipi¢nih morfologij monospornih kolonij A. terreus var. aureus 3073
izbranih med 102 vzorcema. Kolonije se med seboj razlikujejo po velikosti (3 cm -
prerast), barvi (bela, rjava, rumenkasta, zelenkasta), gostoti in enakomernosti rasti,
velikosti kraterja (0-3 cm), barvi kraterja (bel, rjav, rumenkast) ter barvi reverza (rjav,
rumen, svetlo oranzen).

Slika 18: Morfoloska raznolikost monospornih kolonij A. ferreus var. aureus 3073 po mutagenezi s
kolhicinom ter selekciji z lastnim metabolitom po 14 dnevni inkubaciji na gojis¢éu LVB z lovastatinom v
konéni koncentraciji 1 g/l.
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4.2.2.2 Analiza s TLC in HPLC

S TLC analizo smo izbrali 20 vzorcev s selekcijo na lovastatinu s koncentracijo 0,50 g/1,
10 vzorcev s koncentracijo 0,75 g/l, 8 vzorcev s koncentracijo 1,00 g/l, 2 vzorca s
koncentracijo 1,20 g/l in 1,60 g/l ter 3 vzorce pri selekciji s koncentracijo lovastatina
1,40 g/l in 1,80 g/l. Izbrali smo tudi 3 vzorce s selekcijo na natrijevem kloroacetatu s
koncentracijo 0,3 %. Ti vzorci so pod UV lucjo (254 nm) kazali povecano intenziteto
rumene barve (po internem vrednotenju Sluzbe za biotehnoloski razvoj sektorja Biokemije
Krke d.d., Novo mesto).

18 h po inkubaciji v vegetativnem gojiscu se je pH vzorcev gibal med 5,65 in 6,33, PMV

........

PMV. 120 h po inkubaciji v fermentativnem gojis¢u z laktozo se je pH vzorcev gibal med
5,65 in 6,52, PMV pa med 50 % in 74 %.

Preglednica 19: pH in PMV pozitivnih TLC vzorcev po selekciji na lovastatinu ter inkubaciji v vegetativnem
in fermentacijskem gojiscu.

Selekcija z Oznaka Inkubacija v vegetativnem Inkubacija v fermentacijskem gojiséu
lovastatinom s vzorca gojiscu (18 h) (120 h)
konc. (g/1) pH PMV (%) pH PMV (%)

F1 5,91 18,0 5,68 67,0

F2 5,72 22,0 5,68 68,0

F3 5,85 18,0 5,73 68,0

F4 5,99 17,0 6,44 50,0

F5 5,66 24,0 5,74 69,0

F6 5,65 20,0 5,85 64,0

F7 5,89 19,0 6,21 63,0

F8 5,91 16,0 6,31 66,0

F9 6,05 12,0 5,78 65,0

0.50 F10 5,89 17,0 6,14 74,0
’ F11 5,98 18,0 6,42 70,0
F12 5,99 17,0 6,23 65,0

F13 6,15 16,0 5,98 66,0

F14 5,98 21,0 6,22 69,0

F15 6,00 15,0 6,11 71,0

F16 5,88 19,0 6,32 71,0

F17 5,79 18,0 5,87 61,0

F18 5,95 16,0 6,01 66,0

F19 5,87 20,0 5,96 63,0

F20 5,78 21,0 6,35 62,0

C3 6,03 11,0 6,11 62,0

C6 6,06 19,0 6,03 69,0

C9 6,09 22,0 5,98 72,0

Cl1 5,86 20,0 5,88 70,0

0.75 C12 6,04 17,0 6,06 64,0
’ C13 6,06 18,0 6,12 59,0
Cl4 5,87 20,0 5,78 68,0

CI15 5,98 17,0 5,98 59,0

Cl6 5,99 19,0 6,15 61,0

C17 5,90 20,0 6,00 66,0

1.00 P2 5,87 21,0 5,75 70,0
’ P3 6,33 5,0 6,02 69,0

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 19: pH in PMV pozitivnih TLC vzorcev po selekceiji na lovastatinu ter inkubaciji v

vegetativnem in fermentacijskem gojiscu.

Selekcija z Oznaka Inkubacija v vegetativnem Inkubacija v fermentacijskem gojis¢u
lovastatinom s vzorca gojiscu (18 h) (120 h)
konc. (g/l) pH PMV (%) pH PMV (%)
P4 5,81 20,0 5,75 69,0
P7 5,83 19,0 5,65 68,0
P8 5,99 16,0 6,10 61,0
P9 5,88 18,0 6,02 65,0
P11 5,97 21,0 5,89 69,0
P20 6,15 20,0 6,22 70,0
1.20 RS 5,83 20,0 6,11 64,0
’ R16 5,79 19,0 6,51 60,0
S3 5,88 19,0 6,32 68,0
1,40 S9 6,14 19,0 6,23 63,0
S12 6,06 21,0 5,99 71,0
1.60 T8 6,25 7,0 5,78 64,0
’ T9 5,84 18,0 6,43 60,0
V1 5,92 17,0 6,52 65,0
1,80 V12 5,90 19,0 6,32 66,0
V14 5,86 20,0 5,97 70,0

Preglednica 20: pH in PMV pozitivnih TLC vzorcev po selekciji na natrijevem kloroacetatu ter inkubaciji v

vegetativnem in fermentacijskem gojiscu.

Selekcija z natrijevim Oznaka Inkubacija v vegetativnem Inkubacija v fermentacijskem
kloroacetatom s konc. (%)  vzorca gojiscu (18 h) gojiséu (120 h)
pH PMV (%) pH PMV (%)
Al 5,97 16,0 5,78 60,0
0,30 A7 5,71 20,0 5,67 63,0
A20 5,84 18,0 5,79 66,0

HPLC analiza je po 120 h inkubacije v fermentativnem gojis¢u z laktozo pokazala
povisano relativno vsebnost lovastatina glede na kontrolo pri vzorcih RS, S3, T9 in V14.

Preglednica 21: Relativna vsebnost lovastatina pri vzorcih mutiranih s kolhicinom glede na standardno
koncentracijo lovastatina (po internem vrednotenju Sluzbe za biotehnoloski razvoj sektorja Biokemije Krke

d.d., Novo mesto).

Selekcija z lovastatinom s konc. (g/1)

Oznaka vzorca

Relativna vsebnost lovastatina v %

0,50

F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
F13
F14
F15

80,4
78,2
60,4
49,4
68,3
64,8
27,0
68,8
77,9
68,5
34,0
13,7
71,1
53,6
64,6

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 21: Relativna vsebnost lovastatina pri vzorcih mutiranih s kolhicinom glede na standardno
koncentracijo lovastatina (po internem vrednotenju Sluzbe za biotehnoloski razvoj sektorja Biokemije Krke d.d.,
Novo mesto).

Selekcija z lovastatinom s konc. (g/1) Oznaka vzorca Relativna vsebnost lovastatina v %

F16 62,0

F17 63,8

F18 68,0

F19 74,6

F20 28,9

(OX] 62,0

C6 40,1

C9 34,7

Cl1 79,9

C12 51,3

0,75 13 72.8
Cl4 95,7

C15 83,9

Cl6 78,5

C17 73,9

P2 74,9

P3 32,2

P4 61,4

P7 66,0

1,00 P8 66,9
P9 87,1

P11 55,2

P20 62,8
R5 105,0

1,20 R16 95,6
S3 104,7

1,40 S9 68,6
S12 90,4

T8 78,9

1,60 T9 105,6
Vi 66,6

1,80 V12 98,7
V14 119.8

Preglednica 22: Relativna vsebnost lovastatina pri vzorcih mutiranih s kolhicinom glede na standardno
koncentracijo lovastatina (po internem vrednotenju Sluzbe za biotehnoloski razvoj sektorja Biokemije Krke
d.d., Novo mesto).

Selekcija z natrijevim kloroacetatom s kone. (%) Oznaka vzorca  Relativna vsebnost lovastatina v %
Al 92,4
0,30 A7 76,2
A20 61,1

4.2.2.3 Vpliv koncentracije natrijevega kloroacetata na rast 4. terreus var. aureus

Rast A. terreus var. aureus 3073 na trdenem gojis¢u LVB z dodanim natrijevim
kloroacetatom v konéni koncentraciji 1,5 % je v celoti inhibirana. Povpre€en premer
kolonij po trideset dnevni inkubaciji z 1,2 % natrijevim kloroacetatom je 11 mm pri 1 % pa
28 mm. Pri nizjih koncentracijah kolonije prerastejo plosce.
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Preglednica 23: Vpliv koncentracije natrijevega kloroacetata na rast 4. terreus var. aureus 3073.

Koncentracija natrijevega kloroacetata (%) Povprecen premer kolonij (mm)
0,3 prerast
0,7 prerast
1,0 28,0
1,2 11,0
1,5 ni rasti

4.2.3 Mutiranje A. terreus var. aureus s kolhicinom in benomilom

Na trdnih gojis¢ih PDA z benomilom v konénih koncentracijah 2 mg/l, 4 mg/l in 6 mg/l ni
bilo opazne rasti.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA
5.1.1 Indukcija kalitve spor in njen ucinek na produkcijo lovastatina

Z razlicnimi metodami obdelave spor A. terreus var. aureus smo poskusali izboljSati in
pospesiti ter v ¢im vecji meri sinhronizirati kalitev spor v predfermentorski fazi. Preverili
smo tudi ali imajo nekatere od metod u¢inek na povecanje produkcije lovastatina. Opravili
smo Sest locenih poskusov, kjer smo inducirali kalitev spor s temperaturnim Sokom (pri
50 °C, 60 °C, 70 °C in 80 °C v trajanju 5 min ter pri 100 °C v trajanju 5 s in 10 s), s
proteazo K v kon¢nih koncentracijah 50 pg/ml, 5 pg/ml in 0,5 pg/ml v trajanju 10 min, z
intenzivnim mesanjem na stresalniku pri 250 obr./min in temperaturi 30 °C v trajanju 12 h,
s stokratnim pasiranjem skozi Potterjev homogenizator in s predinkubacijo v meSanici
aminokislin (2 % kazein-hidrolizat).

Pri prvih treh poskusih smo spremljali rast micelija v teko¢em gojis¢u MY A2 in koli¢ino
nastale biomase. Ugotovili smo, da vefina od obdelav spor ni prispevala k znatnemu
izboljSanju kalitve in povecanju biomase v primerjavi s kontrolo. Pove¢ano biomaso smo
izmerili predvsem pri stresanju pri A. terreus var. aureus 352 v 1. poskusu in
temperaturnem Soku v 2. poskusu (50 °C v trajanju 5 min in 100 °C v trajanju 5 s). V
primerih obdelave spor s temperaturnim Sokom pri 60 °C, 70 °C in 80 °C v trajanju 5 min
ni priSlo do kalitve in nastanka biomase. DaljSa izpostavitev temperaturam nad 60 °C je
tako preprecila kalitev spor A. terreus var. aureus vsaj 24 h po indukciji.

Pri drugih treh poskusih smo vzorcem izmerili vsebnost lovastatina po inkubaciji v
tekocCem gojis¢u LVB. Rezultati so prikazani kot relativna vsebnost lovastatina glede na
kontrolo, kjer smo za osnovo vzeli povprecje vseh serij vzorcev in kontrol. Prav tako smo
analizirali pH, PMV in sedimentacijo po inkubaciji v vegetativnem gojiscu.

Pri 4. poskusu smo 168 h po indukciji opazovali morfologijo micelija v fermentativnem

gojis¢u. Med posameznimi serijami je prislo do razlik v barvi (svetla do temno rumena),

velikosti peletov ter obsegu peletne in filamentozne rasti. Prav tako je pri indukciji s

temperaturnim Sokom 100 °C v trajanju 5 s prislo do vecje razlike med obema serijama pri

merjenju PMV. Predvidevamo, da je do take razlike v PMV prislo zaradi izgube spor pri
¢iS€enju (odstranjevanje supernatanta) s ¢imer sta imela inokuluma vegetativnih gojis¢
razli¢ne koncentracije. Pri merjenju vsebnosti lovastatina smo ugotovili sledece:

- Rahlo povisana vsebnost lovastatina pri indukciji s temperaturnim Sokom 100 °C v
trajanju 5 s v primerjavi s kontrolo, vendar zaradi razlik znotraj serij ta rezultat ni
zanesljiv.

- Pri indukciji s temperaturnim Sokom 50 °C v trajanju 5 min je kolicnik vsebnosti
lovastatina 1. in 2. serije 0,7.

- Pri indukciji s temperaturnim Sokom 100 °C v trajanju 5 s je koli¢nik vsebnosti
lovastatina 1. in 2. serije 0,9.

- Pri indukciji s proteazo K v konc¢ni koncentraciji 0,5 pg/ml je koli¢nik vsebnosti
lovastatina 1. in 2. serije 0,57.

- Pri kontroli je koli¢nik vsebnosti lovastatina 1. in 2. serije 0,77.
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Razlike v morfologiji in vsebnosti lovastatina znotraj serij so verjetno posledica
nenatancnega inokuliranja fermentativnih gojis¢. Vseeno lahko sklepamo, da obstaja
korelacija med prisotnostjo filamentozne rasti in poviSane vsebnosti lovastatina, kar so
predpostavili tudi Casas Lopez in sod. (2005). Manj kompaktni peleti in bolj filamentozna
rast naj bi bila boljSa za produkcijo lovastatina v primerjavi z majhnimi in kompaktnimi
peleti. V nasprotju s tem so Gupta in sod. (2007) trdili, da je optimalna morfologija v
obliki srednje velikih peletov (premer od 1,8 do 2 mm), za biosintezo lovastatina pa naj bi
bile odgovorne rastoce celice na zunanji povrsini peletov. Bizukojc in Ledakowicz (2010)
sta testirala vpliv morfologije in diferenciacije hif na produkcijo lovastatina. Najboljsi
rezultat sta dosegla v sistemu z majhnimi peleti (premer pod 1,5 mm) in visoko
koncentracijo biomase (nad 10 g/l v idiofazi). Pomemben vpliv na velikost peletov in rast
biomase ima koncentracija spor inokuliranih v vegetativno gojis¢e. Pri koncentraciji spor
2,56 x 10'° 1" so imeli peleti trikrat manj§i premer kot pri inokulu 1,39 x 10° 1"'. Analiza
diferenciacije hif v peletu je pokazala, da obstaja pozitivna korelacija med delezem aktivne
zunanje cone in produkcijo lovastatina.

Tudi pri 5. poskusu meritve pH, PMV in sedimentacije v 3. seriji mo¢no odstopajo. Vzrok
za to je verjetno enak kot pri 4. poskusu. Zaradi slabe rasti vsebnosti lovastatina pri 3. seriji
nismo merili. Rezultati vsebnosti lovastatina so pokazali za ve¢ kot 100 % razlike med 1.
in 2. serijo. Tudi med tremi ponovitvami inokulacije iz vegetativnega v fermentativno
gojis¢e pri obeh serijah je priSlo do ve¢ kot 100 % razlike v vsebnosti lovastatina. 5.
poskus lahko oznac¢imo kot neuspesen in rezultate kot nezanesljive.

6. poskus je bil ponovitev 5. poskusa. Poskus je bil uspesen, saj so meritve pH, PMV in
sedimentacije ter vsebnosti lovastatina pokazale majhna odstopanja med serijami in
ponovitvami. Ugotovimo lahko, da indukcija s temperaturnim Sokom 100 °C v trajanju 5 s
v primerjavi s kontrolo ni povzrocila poviSane produkcije lovastatina.

5.1.2 UV mutageneza in selekcija mutant

Z mutiranjem A. terreus var. aureus smo poskusali pri fermentaciji manjSega obsega
pridobiti seve z boljSo produkcijo lovastatina. Uporabili smo metodo naklju¢ne
mutageneze z UV ZarCenjem. Iz fotografije je razvidna morfoloSka raznolikost
monospornih kolonij po mutagenezi z UV (slika 16). Kolonije so se razlikovale po barvi
(bela, zelena, rumena, rjava), velikosti, barvi reverza (oranzna, rumena, rjava) in kraterju
(barva, oblika, velikost).

Po UV mutagenezi smo vzorce najprej inkubirali na trdnem gojis¢u MCD z dodano 2-
deoksi-D-glukozo, ki v vecini primerov zavira rast. Zrasle kolonije smo nato precepili na
trdno gojis¢e LVB z glukozo. Z ustvarjanjem selekcijskega pritiska pri gojenju na 2-
deoksi-D-glukozi lahko izoliramo mutante, ki so rezistentne na katabolno represijo z
glukozo. Poleg zmozZnosti rasti pri vi§jih koncentracijah glukoze, smo zeleli izolirati
mutante z dereguliranim metabolizmom za produkcijo lovastatina. Katabolna represija pri
rodu Aspergillus je regulirana s proteinom CreAp (Ruijter in Visser, 1997; Strauss in sod.,
1999). Vezava CreAp na promotor strukturnih ali regulatornih genov, vkljuenih v
metabolizem alternativnih virov ogljika, preprecuje njihovo izrazanje v prisotnosti glukoze
ali drugega represivnega vira ogljika. Skupina genov odgovornih za biosintezo lovastatina
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vklju¢uje 18 ORF (odprtih bralnih okvirjev) (Kennedy in sod., 1999), med katerimi 2
kodirata regulatorna proteina LovE in ORF13. Gena za LovE in ORF13 vsebujeta vezavni
mesti za CreAp, ki verjetno inhibira biosintezo lovastatina v prisotnosti glukoze.
Nerepresivni viri ogljika kot so laktoza, etanol in glicerol ne aktivirajo CreAp (Hajjaj in
sod., 2001). Sklepali smo, da bi mutacija gena, ki kodira CreAp lahko povzrocila
izboljSano produkcijo lovastatina pri rasti na glukozi.

Od 85 monospornih kolonij, ki smo jih testirali s TLC jih je 10 kazalo povecano intenziteto
rumene barve pod UV lucjo pri vrednosti Rf kot ga doseze standard. Pri teh izolatih smo
pricakovali povecano produkcijo lovastatina, zato smo pri njih nadaljevali s submerzno
kultivacijo. Kot medij za produkcijo lovastatina smo uporabili teko¢e kompleksno gojisce
(fermentacijsko gojisce), kjer sta bila glukoza ali laktoza vir ogljika, CSL (koruzni sirup),
kvas protevit in sojina moka pa vir duSika. Izbor vira ogljika in dusika ima vlogo pri
regulaciji genske ekspresije in encimske aktivnosti pri sintezi poliketidov.

Hajjaj in sod. (2000) so proucevali rast A. terreus in biosintezo lovastatina v odvisnosti od
vira ogljika. Pri rasti na kompleksnem gojiscu z glukozo (45 g/l), mlekom v prahu (24 g/1)
in kvasnim ekstraktom (2,5 g/1) so ugotovili sledece:

- Glukoza se je porabila po 45 h inkubacije, ko je nastala biomasa. Pri tem je bilo opaziti
tudi nastanek etanola in padec pH iz 6,5 na 4,9. Ob koncu inkubacije je pH vrednost
narasla na 6,9.

- Mleko v prahu, ki primarno sluzi kot vir dusika je bilo odgovorno za nastanek laktoze
(11 g/1) na zacetku kultivacije. Laktoza in etanol sta se zaCela porabljati, ko je bil vir
glukoze iz¢rpan. Laktoza se je v celoti porabila po priblizno 120 h inkubacije.

- Sinteza lovastatina se je pricela po 45 h inkubacije, kar je lahko posledica zmanjSanega
uc¢inka katabolne represije ali pa omejenega vira ogljika.

- Pri zacetni koncentraciji glukoze 70 g/l se je produkcija lovastatina mo¢no zmanjsala.

Pri rasti na laktozi (z zacetno koncentracijo 53 g/I) namesto glukoze se je rast biomase
ustavila po 50 h od zacetka inkubacije. Glavna substrata za rast biomase sta bila mleko v
prahu in kvasni ekstrakt. Laktoza se je pocasi porabljala v ¢asu med 50 h in 200 h, nato pa
se je njena koncentracija ustalila na 25 g/l. Produkcija lovastatina se je pricela po priblizno
200 h in je enakomerno narascala do konca fermentacije po 250 h. Na osnovi teh
ugotovitev so Hajjaj in sod. (2001) sklepali, da se biosinteza lovastatina pri¢ne le ob zelo
omejeni asimilaciji vira ogljika oziroma, da je pomanjkanje laktoze ugodno za biosintezo
lovastatina.

Bizukojc in Ledakowicz (2007) sta testirala vpliv laktoze in kvasnega ekstrakta na
produkcijo lovastatina. Ugotovila sta, da je poraba laktoze nujna za njegovo biosintezo, ki
se deloma zaCne Ze v fazi rasti in se nato nadaljuje v idiofazi. Pri nizkih zacetnih
koncentracijah (5 in 10 g/l) je laktoza omejujo¢i dejavnik sinteze lovastatina, saj se ta
ustavi ob dokon¢ni porabi laktoze. Pri povecanju zacetne koncentracije iz 20 na 40 g/l pa
znatnega izboljSanja produkcije lovastatina ni bilo ve¢ zaznati in laktoza je ostala
neporabljena, kot so ugotovili Ze Hajjaj in sod. (2001). Kultivacija 4. terreus z
dohranjevanjem vira ogljika bi se lahko izkazala kot u¢inkovita metoda pri produkciji
lovastatina. Previsoka zacetna koncentracija organskega vira duSika inhibira biosintezo
lovastatina (Bizukojc in Ledakowicz, 2007).
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Casas Lopez in sod. (2003) so proucevali vpliv omejevanja vira duSika na donos
lovastatina. Rast je bila ustavljena zaradi pomanjkanja dusika, medtem ko vir ogljika ni bil
omejen. Prebitek ogljika po dohranjevanju se je v vec¢ji meri usmeril v sekundarni
metabolizem in produkcijo lovastatina. Pri naSem poskusu je fermentacija potekala brez
dohranjevanja pri zacetni koncentraciji laktoze ali glukoze 60 g/l. CSL, kvas protevit in
sojina moka so bili vir dusika v skupni zacetni koncentraciji 15 g/l. Meritve pH po
fermentaciji so se pri vzorcih z glukozo gibale med 5,20 in 5,35, pri vzorcih z laktozo pa
med 5,62 in 5,98. Za produkcijo lovastatina pri 4. ferreus je optimalen pH 6,0, vsako vecje
odstopanje od te vrednosti pa privede do znatnega padca produkcije (Kamath in sod.,
2015).

Pri vrednotenju vsebnosti lovastatina smo za vseh 10 vzorcev uporabili metodo bioloskega
testiranja z N. crassa, vzorca 39 in 60 z laktozo pa smo analizirali Se s HPLC. HPLC
analiza vzorca 39 z laktozo je pokazala 14 % vec€jo vsebnost lovastatina glede na
standardno koncentracijo lovastatina (po internem vrednotenju Sluzbe za biotehnoloski
razvoj sektorja Biokemije Krke d.d., Novo mesto). Pri bioloSkem testiranju vzorec 39 ni
kazal pricakovane poveCane cone inhibicije v primerjavi s kontrolo. Povprecna cona
inhibicije je bila za 13,9 % manjSa kot pri kontroli. Ugotovimo lahko, da metoda
bioloskega testiranja ni dovolj natan¢na za selekcijo mutant z 10-20 % boljSo produkcijo
lovastatina in jo lahko uporabimo zgolj za priblizno oceno. Cone inhibicije pri vseh
vzorcih z glukozo so pokazale nizko produkcijo lovastatina, iz ¢esar sklepamo, da nam ni
uspelo pridobiti mutant rezistentnih na represijo z glukozo. Izolirali pa smo mutanto
(vzorec 3), ki je imela pri rasti na laktozi v celoti inhibirano biosintezo lovastatina, ne pa
tudi pri rasti na glukozi. Vzorec 3 z laktozo je imel zelo nizko vrednost PMV in se je tudi
morfoloSko razlikoval od ostalih, s tem da je imel bolj filamentozno obliko submerzne
rasti.

5.1.3 Mutageneza s kolhicinom in benomilom ter selekcija mutant

Tudi po mutagenezi s kolhicinom smo lahko opazovali morfolosko raznolikost
monospornih kolonij 4. terreus var. aureus (slika 18). Specificne morfolosSke znacilnosti
so lahko indikator za izboljSano produkcijo sekundarnega metabolita pri mutanti. Povecana
pigmentacija in sporulacija ter bolj razvejan micelij pri mutiranemu sevu glive Monascus
pilosus (M. pilosus) so povezani z izboljSano produkcijo lovastatina. M. pilosus proizvaja
poliketidne rdeCe pigmente, povecana sinteza poliketidov pa se odraza na barvi kolonij
(Miyake in sod., 2006)

Pri obdelavi 4. terreus s kolhicinom lahko pride do pojava avtopoliploidije, ob nadaljnji
obdelavi z benomilom pa do delecije kromosomov v poliploidnem jedru preko
kromosomske rekombinacije (Toyama in sod., 2002). Pri naSem poskusu je bila
Posledi¢no smo se osredotoCili zgolj na mutagenezo s kolhicinom, ki lahko poleg
poliploidije povzroca tudi klastoge spremembe kromosomov in genske mutacije.

Zeleli smo izolirati mutante s pomnoZenimi strukturnimi geni za biositezo lovastatina
oziroma mutante z dereguliranim metabolizmom za produkcijo lovastatina. Za selekcijo
mutant smo uporabili metodo gojenja na lastnem metabolitu pri koncentracijah od 0,5 do
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1,8 g/l. Na sliki 17 je viden uc¢inek koncentracije eksogenega lovastatina na rast kolonij,
kjer vi§ja koncentracija bolj inhibira rast. Med mutantami s sposobnostjo rasti pri visokih
koncentracijah lastnega metabolita je ve€ja verjetnost za izolacijo izboljSanih producentov
lovastatina (Jia in sod., 2011), v skladu s ¢imer so bili tudi rezultati pri naSem poskusu.
HPLC analiza vzorcev je pokazala vecjo vsebnost lovastatina glede na standardno
koncentracijo (po internem vrednotenju Sluzbe za biotehnoloski razvoj sektorja Biokemije
Krke d.d., Novo mesto) pri 4 vzorcih. Najvisjo vsebnost smo izmerili pri vzorcu V14 po
selekciji na lovastatinu pri koncentraciji 1,8 g/I.

Pri drugem nacinu predselekcije smo kot selektivno sredstvo uporabili natrijev kloroacetat.
Analogi acetata inhibirajo sintezo acetil CoA (Finkelstein in sod., 1994) in zavirajo rast.
Kopicenje acetata znizuje pH in slabo vpliva na produkcijo sekundarnih metabolitov.
Zeleli smo izolirati mutante, ki acetat v ve&ji meri vkljuéijo v biosintezo lovastatina. Pri
mutantah rezistentnih na natrijev kloroacetat imamo vecjo verjetnost za selekcijo
izboljSanih producentov lovastatina. Pri naSem poskusu smo uporabili natrijev kloroacetat
v kon¢ni koncentraciji 0,3 %, na katerem je zraslo veliko Stevilo razli¢no velikih kolonij.
Za pripravo monospornih kolonij smo vecinoma izbirali najve¢je kolonije. Nadaljnja
selekcija s TLC in kon¢na HPLC analiza nista odkrili izboljSanih producentov. Za
optimizacijo postopka selekcije je bolje uporabiti najvi§jo koncentracijo selektivnega
sredstva, ki ne inhibira rasti v celoti. Naredili smo preizkus vpliva koncentracije
natrijevega kloroacetata na rast A4. terreus var. aureus. Ugotovili smo, da natrijev
kloroacetat inhibira rast pri koncentraciji med 1,2 in 1,5 %.

5.2 SKLEPI

- Obdelava spor A. terreus var. aureus s temperaturnim Sokom pri temperaturi nad 60 °C
v trajanju 5 min je preprecila kalitev spor. Pri vzorcih, ki smo jih 7,5 h, 10 hin 12 h po
indukciji pregledali pod mikroskopom, nismo opazili nabrekanja spor ali kli¢nih hif. Z
merjenjem biomase 24 h po indukciji smo ugotovili, da pri teh vzorcih ni prislo do rasti
micelija.

- Ugotovili smo, da indukcija kalitve spor A. terreus var. aureus s temperaturnim Sokom
(pri 50 °C v trajanju 5 min ter pri 100 °C v trajanju 5 s) in s proteazo K v kon¢ni
koncentraciji 0,5 pg/ml v trajanju 10 min ni izboljs$ala produkcije lovastatina.

- Po 144 h inkubacije 4. terreus var. aureus v fermentacijskem gojiscu smo pri vzorcih,
kjer se je ze pojavila filamentozna rast, izmerili ve¢jo vsebnost lovastatina, kot pri
vzorcih, kjer ni bilo filamentozne rasti.

- Z UV mutagenezo A. terreus var. aureus in selekcijo na glukoznem analogu smo
izolirali mutanto s 14 % boljSo produkcijo lovastatina v primerjavi s standardnim
producentom.

- Z mutagenezo s kolhicinom in selekcijo mutant na eksogenem lovastatinu pri
koncentracijah med 1,2 g/l in 1,8 g/l smo izolirali 4 mutante z do 20 % boljSo
produkcijo lovastatina v primerjavi s standardnim producentom.

- Benomil v koncentraciji 2 mg/l v celoti inhibira rast 4. terreus var. aureus na trdnem
gojiscu PDA.

- Priporocena selektivna koncentracija natrijevega kloroacetata za izolacijo izboljSanih
producentov lovastatina po mutagenezi je 1,2 %.
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6 POVZETEK

Nalaganje holesterola na notranjo stran zilne stene lahko sprozi arteriosklerozo, ki lahko
pripelje do zozitve zil in s tem do slabSe prekrvitve ter oskrbe organov s kisikom in
hranljivimi snovmi. Skoraj polovica vsega holesterola v telesu izhaja iz biosinteze de novo.
Lovastatin je pomemben farmacevtski produkt, ki se v medicini uporablja kot zdravilo za
znizevanje holesterola v krvi (statin). HMG-CoA reduktaze je klju¢ni, hitrost omejujoci
encim pri biosintezi holesterola. Statini se reverzibilno vezejo na HMG-CoA reduktazo in
inhibirajo njeno delovanje.

A. terreus je nitasta gliva, ki pri submerzni rasti v idiofazi proizvaja lovastatin. Zelo
pomemben dejavnik, ki poleg sestave gojis¢a in pogojev kultivacije, vpliva na nivo
produkcije sekundarnih metabolitov, je kvaliteta producentskega organizma. Klasi¢en
pristop z naklju¢no mutagenezo je Se vedno mocno prisoten pri izboljSavi producentskih
organizmov. UcCinkovitost te metode je vezana na postopek selekcije po mutagenezi.
Racionaliziran pristop s predselekcijo je ena od moznosti za optimizacijo celotnega
procesa.

Kalitev spor pri 4. terreus poteka neusklajeno, ker se kli¢ne hife najprej pojavijo pri vecjih
sporah. Sinhronizacija kalitve spor je dejavnik, ki lahko pozitivno vpliva na produkcijo
lovastatina. Z razli¢nimi nacini obdelave spor lahko aktiviramo razgradnjo hidrofobnega
ovoja in s tem pospesSimo in sinhroniziramo kalitev.

V prvem sklopu raziskav smo za indukcijo kalitve spor v predfermentorski fazi uporabili
razli¢ne postopke: temperaturni Sok, obdelava s proteolizni encimi, mehanska obdelava in
inkubacija v meSanici aminokislin. Vzorce smo testirali z mikroskopiranjem, dolo¢anjem
suhe biomase, dolo¢anjem pH, PMV in sedimentacije po inkubaciji v vegetativnem gojis¢u
ter konéno HPLC analizo. S testiranjem smo zeleli selekcionirati postopek obdelave spor, s
katerim bi povecali produkcijo lovastatina glede na kontrolni vzorec. Ugotovili smo rahlo
povisano vsebnost lovastatina pri indukciji s temperaturnim Sokom 100 °C v trajanju 5 s v
primerjavi s kontrolo, vendar zaradi razlik znotraj serij ta rezultat ni zanesljiv.

V drugem sklopu raziskav smo zeleli z UV mutagenezo ter uporabo mutagenih substanc
kolhicin in benomil pridobiti seve A. terreus var. aureus z lastnostmi, kot so: boljsa
proizvodnja lovastatina, deregulacija metabolizma in rezistenca na glukozni analog, lasten
metabolit ter natrijev kloroacetat. Po UV mutagenezi smo s predselekcijo pri rasti na
2-deoksi-D-glukozi poizkusali izolirati mutante s pridobljeno rezistenco na represijo z
glukozo. Za predselekcijo po mutagenezi s kolhicinom smo uporabili eksogeni lovastatin
pri razlicnih koncentracijah ter natrijev kloroacetat. Za nadaljnjo selekcijo mutant smo
uporabili TLC, biolosko testiranje in HPLC. Pri mutagenezi z UV zarki ter kolhicinom
smo uspeli pridobiti 5 mutant z izboljSano produkcijo lovastatina. Benomil v koncentraciji
2 mg/l je v celoti inhibiral rast A. terreus var. aureus.
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