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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

1.1. Sekundarni metaboliti

Sekundarni metaboliti su male bioloski aktivne molekule koje, za razliku od primarnih
metabolita poput aminokiselina, vitamina i nukleozida, organizmu koji ih proizvodi nisu nuzne za rast i
razvitak™. Uloga ovih molekula je omoguéiti proizvodackom organizmu kompetitivhu prednost u
njegovom prirodnom okruzenju?. Primjeri ukljuCuju razne antibiotike, biopolimere, alkaloide,
pigmente i mnoge druge vrste spojeva iz raznih organizama (Tablica 1). Bakterijski sekundarni
metaboliti konkretno su izvor mnogih antibiotika, kemoterapeutika, imunosupresiva i drugih medicinski

znacajnih spojeva koji se svakodnevno koriste (Tablica 1).

Tablica 1. Primjeri sekundarnih metabolita iz raznih organizama i njihova svakodnevna uporaba.

Sekundarni metabolit ~ Komercijalna/medicinska uporaba  Proizvodacki organizam

Kofein Kava Rod Coffeal®

Nikotin Cigarete Nicotiana tabacumt!
Morfin Analgetik Papaver somniferumt
Penicilin Antibiotik Rod Penicilliumf®
Lovastatin Statin Aspergillus terreus!”
Ciklosporin A Imunosupresiv Tolypocladium inflatumt®!
Tetraciklin Antibiotik Streptomyces aureofaciens!®
Doksorubicin Antitumorski agens Streptomyces peucetiusi®
Amfotericin B Fungicid Streptomyces nodosus(*!
Rapamicin Imunosupresiv Streptomyces hygroscopicus(*?
Bt Toksin Kontrola $tetnih kukaca Bacillus thuringiensis™*®!
Streptomicin Kontrola $tetnih bakterija Streptomyces griseus*4!
Ksantanska guma Zgusnjivac i stabilizator hrane Xanthomonas campestris!*®!

Sekundarni metaboliti mikroorganizama (bakterija i gljiva) se ve¢ dugi niz godina temeljito
istrazuju. U periodu od 1940. do 1970. godine se fenotipskim probirom otkrilo vise od 1000 prirodnih
produkata koji su demonstrirali baktericidnu ili fungicidnu aktivnost, a neki su se pokazali kao
obecavajuéi kemoterapeutici U borbi protiv rakal*®l, Tada preteZito koristena metoda obuhvacala bi

produljeni uzgoj raznih mikroorganizama iz tla u tekuéem mediju, popraéeno izolacijom njihova
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§ 1. Uvod 2

ekstrakta i difuznim testom kojim bi se ispitao potencijal ekstrakta da inhibira rast testnih organizama.
Kako je tada otkrivena vecina danas poznatih antibiotika, ovaj period se naziva zlatnim razdobljem
otkrica antibiotika.

Narednih 30 godina, od 1970. do 2000., metode istrazivanja prirodnih produkata su uglavnom
ostale iste, ali se zahvaljujuci tadaSnjem razvoju raznih tumorskih stani¢nih linija omogucila bolja
potraga za prirodnim produktima koji su demonstrirali antitumorsko i imunosupresivno djelovanje.
Dodaci tome su bili pristupi koji su se temeljili na ciljanoj meti, primjerice djelovanje prirodnih
produkata na specifiéne enzime, te visoko-propusne probirne metode koje su robotiziranim pristupima
omogucili efektivan probir kroz veliki broj prirodnih spojeva. Kakogod, unato¢ opisu preko 1300 novih
kemijskih entiteta ovim metodama, u konacnici je znatno manji broj novo otkrivenih prirodnih spojeva
imao ulogu u medicini pri usporedbi s prethodnim razdobljem otkri¢a antibiotikal*l,

Kroz oba razdoblja, streptomicete su se medu bakterijama isticale kao vodeci proizvodaci
velikog broja kemijski raznolikih sekundarnih metabolita — upravo zato su one najvise istrazivane u
kontekstu ovog podruéja. Otprilike 60% poznatih antibiotika danas potjece iz streptomicetal’”, a medu

Streptomicete su aerobne i filamentne Gram-pozitivne bakterije koje pripadaju razredu
aktinomiceta, te se uglavnom mogu pronaci u tlu. Ono $to ih ¢ini unikatnima su iznenadujuce veliki
genomi za bakterije, koji sezu od 6 do 12 Mbp, time kodirajuci za 5 300 do 11 000 proteina, sve na
linearnom kromosomul*®l. Za usporedbu, prosje¢na bakterija ima genom veli¢ine 5 Mbp, koji kodira za
otprilike 5 000 proteina, i to na kruznom kromosomul®. Razlika dijelom potjece iz poveéanog broja
biosintetskih genskih klastera za sekundarne metabolite, koji su u znatno veéem broju prisutni u
streptomiceta nego u drugih bakterija®. Naime, u proizvodnju sekundarnih metabolita su ukljuéeni
mnogobrojni geni, mnogi od kojih su ¢esto lokalizirani u genomu u blizini, tako formirajuci biosintetske
genske klasterel?!l. Ti geni se najces¢e zajedno eksprimiraju u striktnim regulatornim uvjetima, koji
odgovaraju specifi¢cnim okoli$nim situacijamal??, time oteZavajuéi njihova otkriéa u laboratorijskim
uvjetima zbog ¢ega se jo§ nazivaju utiSanim i kripti¢kim biosintetskim klasterimal?®l. Poveéani broj
sekundarnih metabolita omogucéuje ovim bakterijama veliku plasti¢nost i prezivljenje u mnogo razli¢itih
prirodnih okruzenja, $to je dodatno poduprto velikim brojem karakteriziranih genoma (preko 700) iz
preko 200 razli¢itih vrsta streptomicetall,

Nastavno na povijesne periode, tek od 2000. godine se s razvojem genomike i sekvenciranjem
prvih dvaju streptomiceta uspostavilo da one imaju puno vise genskih klastera za sekundarne metabolite
nego $to je prvotno predvideno iz ekspresije njihovih sekundarnih metabolomal?*l. Pretpostavlja se da
samo nesto manje od 10% svih genskih klastera za sekundarne metabolite se mogu eksprimirati u
dovoljnim koli¢inama da bi se primijetili pod uobi¢ajenim uvjetima dosad koristenih metoda otkrivanja

antibiotika, dok za preostale, odnosno vec¢inu njih, potrebni Su posebni uvjeti ili geneticke manipulacije
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§ 1. Uvod 3

da bi ,,otkrili* svoje produkte[® 2% 27, To u kombinaciji s ¢injenicom da se svake godine sekvencira jo§
genoma i otkrije jos bakterijskih vrsta, objasnjava zasto istrazivanje prirodnih spojeva ima toliko bogatu
povijest, iako jo$ za veci udio njih ne poznajemo strukturu, funkciju niti uvjete metaboliziranja.

Danas, raspolazué¢i s tim informacijama, se uz pomo¢ raznih metoda i tehnika nastoje
okarakterizirati produkti §to veceg broja tih genskih klastera u svrhu otkrivanja novih korisnih prirodnih
produkata. Kombinacijom napredovanja genetickog inzenjerstva, kombinatorijske biosintetike i
bioinformatike te ubrzanje i pojednostavljenje sekvenciranja genoma, nije nemoguce da ¢e skoro

nastupiti i drugo zlatno doba otkrivanja antibiotika, kako Katz u svojoj publikaciji iz 2016. spekuliral*®l.

1.2. Kvorum signalizacija

Kvorum signalizacija (eng. Quorum sensing) je proces komunikacije izmedu stanica koji
omogucuje bakterijama da detektiraju i reagiraju na gusto¢u populacije kroz regulaciju gena, obi¢no u
svrhu privikavanja na nedostatke iz okolisa. Uglavnom se radi o parakrinoj signalizaciji, ali takoder
sadrzi i karakteristike autokrine signalizacije. Prvi put je opisana na primjeru dvije svjetle¢e bakterijske
vrstel?®l, koje bi luminiscirale tek pri zna¢ajnom porastu bakterijske populacije. Dugo se smatralo da je
stani¢na komunikacija karakteristika iskljucivo eukariotskih stanica, i da bakterije koje su subjekt
stani¢nog komuniciranja su samo iznimke. Jedan od takvih primjera su bile streptomicete, koje mogu
producirati antibiotike koristeé¢i kvorum signalizaciju?®!. Medutim, mnogobrojnim istrazivanjima se
pokazalo da vrlo vjerojatno vecina bakterija komunicira pomocu raznih kemijskih signala. Primjerice,
odredene bakterije pomo¢u kvorum signalizacije reguliraju razne procese poput stvaranja biofilma,
virulencije, motiliteta, bioluminiscencije, fiksacije dusika i sporulacijel”.

Mehanizam kvorum signalizacije se uglavnom temelji na tome da svaka individualna bakterija
u populaciji izluéuje signalnu molekulu, ali pri niskoj gustoc¢i bakterijskih stanica, ona samo difundira
bez aktivacije signala. S druge strane, pri visokoj gusto¢i bakterijskih stanica, lokalna koncentracija
signalne molekule je dovoljno velika — iznad razine praga — da bi pokrenula signalizaciju i time
ekspresiju gena adekvatnih za prirodno okruzenje!®™. Mehanizmi se blago razlikuju izmedu Gram-
pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, gdje prve Kkoriste autoinduciraju¢e peptide, dok druge
produciraju N-acil homoserin laktone (AHL)E. U literaturi je dostupno mnogo opisanih sustava koji se
temelje na samo jednoj komponenti kvorum signalizacije, ali takoder i sustavi koji se temelje na

dvo-komponentnim sustavimal®?l,
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§ 2. REPORTERSKI SUSTAV

2.1. Dizajn i opis reporterskog sustava

Nadovezujuéi se na prethodna istraZivanja streptomiceta, Liu i sur. su u sklopu rada na kojemu
je temeljen ovaj seminar osmislili reporterski sustav koji se bazira na procesu kvorum signalizacije
izmedu raznih Gram-pozitivnih streptomiceta i vizualizacijskog soja Gram-negativne Chromobacterium
violaceum bakterije.

Kvorum signalizacija u Gram-negativnih bakterija se tipi¢no sastoji od AHL signalne molekule
i receptora specificnog za nju. Oni u kompleksu djeluju kao transkripcijski faktor i zapocinju kaskadnu
ekspresiju odgovaraju¢ih genskih klastera sekundarnih metabolita. Konkretan primjer u slucaju
C. violaceum je N-heksanoil-L-homoserin lakton (C6-HSL) — kratkolanc¢ana AHL signalna molekula —
koja djeluje kao ligand za receptor CviR. Jednom vezani C6-HSL za CviR sluzi kao transkripcijski
aktivator biosintetskih gena za violacein — sekundarni metabolit i unutarstani¢ni ljubicasti pigment — i
time njegovu sintezu.

S obzirom da je opisani sustav oblik autoinducirane signalizacije, za vizualizacijski soj se koristi
Gram-negativni C. violaceum soj CV026, deficijentan na gene cvil, koji kodira za enzim odgovoran za
sintezu C6-HSL, i vioS, koji kodira za biosintetski represor violaceina. Zbog prve modifikacije, ovaj soj
viSe ne moZe samostalno stvarati C6-HSL i time je uklonjena autoinducirana signalizacija, a zbog druge
modifikacije je ovom soju smanjena potrebna koncentracija C6-HSL iz okolisa kako bi se potaknula

""" u[33, 34, 35].

Ispitivani soj ¢ine razne Gram-pozitivne streptomicete u koje je transformiram plazmid s cvil
genom pod razli¢itim promotorima. Ekspresija cvil rezultira enzimom koji sintetizira C6-HSL iz
S-adenozil-L-metionina (SAM) i acil-acil proteinskog nosaca (acil-ACP), sveprisutnih u
mikroorganizmimal®®!, Jednom sintetizirani C6-HSL difundira van stanica u okoli§, §to prethodno
opisani vizualizacijski soj CV026 moze detektirati zahvaljuju¢i CviR receptorima i time pokrenuti

sintezu violaceina ako je prisutna dovoljna koli¢ina C6-HSL za aktivaciju sustaval®® 34 351,
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2.2. Konstrukcije testnih sojeva i evaluacija

Kao testni sojevi, u razne streptomicete je ubacen plazmid pSET152 s cvil genom pod
konstitutivnim promotorom za hrdB, esencijalni gen koji u Streptomyces coelicolor kodira za sigma
podjedinicu HrdBF1. Ideja je da ¢e se pod ovim promotorom sintetizirati dovoljno Cvil za sintezu
C6-HSL. Velika koncentracija difundiranog C6-HSL bi se ulaskom u naknadno nasadeni CV026 s0j
vezala za njegove CViR receptore ¢ime bi se potaknula transkripcija biosintetskog klastera odgovornog

za sintezu violaceina i to bi se oc¢itovalo vizualnim efektom ljubicasto obojenih bakterija (Slika 1).
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Slika 1. Shema djelovanja testnog VRS-bAHL reporterskog sustava. Reporterski sustav se temelji na kvorum
signalizaciji u Gram-negativnoj C. violaceum. Radi se o0 soju CV026, mutantom deficijentnim na cvil kako bi se
onemogucila autokrina signalizacija i proizvodnja ljubiastog violaceina. U testni soj streptomiceta je ubacen
plazmid pSET152 koji sadrzi cvil gen pod promotorom hrdB gena. Konstitutivnom ekspresijom cvil nastaje enzim
Cvil &ijom aktivno$éu nastaje C6-HSL koji difundira u okoli§. Ulaskom C6-HSL u lokalne CV026 bakterije i
njegovim prepoznavanjem pomocu CviR receptora, dolazi do vezanja kompleksa na promotor Puioa i aktivacije

biosintetskog genskog klastera za violacein. Aktivnost se ocituje ljubiastim obojenjem bakterija.

Kao glavna metoda, koriStena je tehnika nasadivanja bakterija u dva sloja. U prvom sloju su na
centar krute hranjive podloge nasadene testne streptomicete koje su potom inkubirane 2-3 dana, odnosno
dovoljno dugo za sintezu sekundarnih metabolita. U drugom sloju je u omek$anom LB agar mediju
nanijet vizualizacijski soj CV026 te su ploce inkubirane jo§ 20 sati. Za negativnu kontrolu, koristene su

streptomicete s ubac¢enim praznim pSET152 plazmidom.
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Slika 2. Evaluacija VRS-bAHL reporterskog sustava. Sojevi OEcvil (sadrze ubageni pSET152 plazmid s cvil
genom pod Prrgs) 1 NC (negativna kontrola s ubaenim praznim pSET152 plazmidom) su inokulirani u srediste
krutih hranjivih podloga. Nakon 3 dana inkubacije, metodom nasadivanja bakterija u dva sloja dodan je CV026
vizualizacijski soj za detekciju C6-HSL pomoc¢u kvorum signalizacije i sinteze violaceina. Za evaluaciju
reporterskog sustava koriSteno je sedam vrsti streptomiceta (S. ansochromogenes, S. longshengensis, S. virginiae,

S. griseus, S. venezuelae, S. coelicolor i S. lividans) i ¢etiri tipova medija (MS, MYM, TSB i YEME).

U rezultatima evaluacije vizualizacijski soj je demonstrirao ljubicasto obojenje na svim tipovima
koriStenih krutih podloga i sa svim kori§tenim sojevima streptomiceta (Slika 2), a efekt je odsutan na
negativnim kontrolama. Isti efekt je demonstriran koristenjem drugih metoda: (1) ha omek$anu hranjivu
podlogu s nasadenim CV026 bakterijama dodale bi se prethodno uzgojene testne streptomicete, bilo na
komadi¢u agara (Slika 3A; agar-¢ep metoda), bilo u teku¢oj kulturi (Slika 3C; Oxford Cup test); (2)
kokultivacija testnog i vizualizacijskog soja u istom mediju (Slika 3B); (3) koriStenje E. coli
reporterskog sustava koji se takoder temelji na prepoznavanju C6-HSL i CviR (Slika 3D) te nizvodnoj
sintezi luciferaze i detekciji bioluminiscencijet®l. Nadalje, demonstrirano je da niska koncentracija
C6-HSL od 10 nM aktivira reporterski sustav (Slike 3E) — ¢ine¢i sustav vrlo osjetljivim — te da je moguca
kvantifikacija violaceina koriste¢ci DMSO (Slika 3F).
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Slika 3. Evaluacija VRS-bAHL reporterskog sustava raznim metodama. (A) Agar-cep metoda;
(B) kokultivacija; (C) Oxford Cup test; (D) E. coli reporterski sustav EJ532-4 temeljen na prepoznavanju C6-HSL
i CviR te bioluminiscenciji. Pritom su kori$teni testni sojevi 71000Ecvil (S. ansochromogenes 7100 s uba¢enim
PSET152 koji sadrzi cvil gen pod Pngg) i 7L00NC (negativna kontrola S. ansochromogenes 7100 s uba¢enim
praznim pSET152 plazmidom), a BC (od eng. blank control) je prazna kontrola. (E) Proizvodnja violaceina u
CV026 uzgojenom na omek$anom LB mediju u prisutnosti razli¢itih koncentracija C6-HSL. (F) Kvantifikacija
proizvodnje violaceina mjerenjem opti¢ke gustoce na 590 nm DMSO ekstrakta violaceina u prisutnosti razli¢itih

koncentracija C6-HSL.

2.2.1. Karakterizacija genetske regulacije ovm genskog klastera

Danas, u podrucju istrazivanja sekundarnih metabolita je Objasnjenje regulatornih mehanizama
osnova za pronalazak novih prirodnih spojeva, a ona se zasniva na pouzdanoj i preciznoj procjeni
ekspresije gena i genskih klastera odgovornih za sintezu prou¢avanog prirodnog spoja. 1z tog razloga,
Liu i sur. su u ovom radu testirati koliko ¢e dobro VRS-bAHL reporterski sustav okarakterizirati ovm
genski Klaster odgovoran za biosintezu oviedomicina. Naime, koriste¢i druk¢iji reporterski sustav, ista
je istrazivacka grupa 2017.%% dokucila da OvmZ i OvmW ¢ine par regulatornih proteina koji zajedno
aktiviraju promotor strukturnog gena ovmOI klju¢nog za ovm biosintetski klaster. Stoga, htjeli su vidjeti
hoce li koriste¢i VRS-bAHL reporterski sustav producirati iste rezultate.

Za ovaj test, koristeni su sojevi S. coelicolor M1146 i S. ansochromogenes 7100, u koje je
ubacen plazmid pKC1139 s genima ovmZ i ovmW pod konstitutivnim promotorom Phes. Koriste¢i
plazmid p1J10500K, u iste sojeve se ubacio gen za Cvil, ali pod inducibilnim promotorom Pgmoi. Naéin
rada ovih reporterskih sojeva je sljede¢i: OvmZ i OvmW regulatorni proteini su konstitutivno
eksprimirani i oni koordinacijom aktiviraju promotor Poymor. Aktivacijom Pomoi, dolazi do nizvodne
ekspresije Cvil proteina (Slika 4B), koji sintetizira C6-HSL iz SAM i acil-ACP. Signalna molekula
C6-HSL difundira u okolis, $to soj CV026 prepoznaje pomoc¢u CviR receptora specifi¢nih za C6-HSL.

Njihovim medudjelovanjem, ako je C6-HSL prisutan u dovoljnoj koli¢ini, odnosno koncentraciji, dolazi
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do nizvodne ekspresije violaceina i aktivacija vizualizacijskog soja se nazire u obliku ljubi¢astog
obojenja. Kao negativne kontrole, kori$tene su streptomicete samo s ubac¢enim plJ10500K plazmidom
koji sadrzi cvil pod kontrolom Pgumol, te streptomicete s praznim plJ10500K plazmidom i pKC1139
plazmidom koji sadrzi ovmZ i ovmW pod Phrgs. Oba reporterska sustava su dala ljubicasta obojenja, a
pritom su njihove negativne kontrole ostale neobojane (Slika 4C).

A ovm Pavior OH
ovmE XYWZ R OICP K
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ST A Ol ol

COEATXT)

M1146ovm-cvil  M1146ovm-cvil-NC  M1146ovm-cvil-OEzw
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Slika 4. Karakterizacija genetske regulacije ovm genskog klastera reporterskim sojem VRS-bAHL.
(A) Organizacija gena biosintetskog genskog klastera za oviedomicin u S. ansochromogenes 7100 i molekulska
struktura oviedomicina. (B) Shematski prikaz odvijanja regulacije u testnim sojevima streptomiceta. Regulatorni
proteini OvmZ i OvmW su konstitutivno eksprimirani i oni zajedno aktiviraju Poymoi. To omogucuje ekspresiju
cvil gena, sto ¢e dovesti do sinteze C6-HSL (nije prikazano), koji dalje aktivira vizualizacijski soj CV026.
(C) Karakterizacija regulatornog u¢inka OvmZ i OvmW na promotor Poymor U reporterskim sustavima S. coelicolor
M1146 i S. ansochromogenes 7100. Soj S. coelicolor M1146ovm-cvil sadrzi ubaceni plJ10500K plazmid s genom
cvil pod kontrolom Poymor. Soj M1146ovm-cvil-NC sadrzi prazan plJ10500K plazmid i dodatno uba¢eni pKC1139
plazmid s genima ovmZ i ovmW pod kontrolom Phgg, te zajedno s prvim sojem ¢ini negativnu kontrolu, a
M1146ovm-cvil-OEzw so0j sadrzi plazmid plJ10500K s cvil pod kontrolom Poymor i pPKC1139 s ovmZ i ovmW pod
kontrolom Pnegg. ISto su proizvedeni analogni sojevi S. ansochromogenes 7100. Koristena je metoda nasadivanja

bakterija u dva sloja.

Za potvrdu ovih rezultata, Liu i sur. su na jo§ jedan nacin dosli do ovih rezultate. U radu iz
2022.19 ista istrazivacka grupa opisuje kako dodatak glukoze streptomicetama deficijentnim na signalne
molekule butenolide uvjetuje aktivaciju ovm genskog klastera. U ovu svrhu, koristili su soj
S. ansochromogenes 7100AsabA s mutiranim genom za SabA (odgovoran za sintezu butenolida) u koji
je ubacen plazmid plJ10500K s genom cvil pod promotorom Povmoi. Manjak butenolida i visak glukoze
uzrokuju aktivaciju Pomor, $to u ovom soju potic¢e ekspresiju cvil i dalje vodi do aktivacije naknadno
nasadenog Vvizualnog soja CV026 kroz C6-HSL. Za testiranje ovog soja, koristen je Oxford Cup test
zajedno s HPLC analizom pri kojoj je detektiran signal karakteristican za oviedomicin. Kao negativne

kontrole, koriSteni su soj s istim plazmidom plJ10500K, ali bez mutiranog gena sabA i manitol umjesto
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glukoze. Jedino u sluéaju soja deficijentnog na butenolide i uz dodatak glukoze u medij je doslo
aktivacije vizualnog soja CVV026 (Slika 5A) te je demonstrirano vrijeme inicijacije ekspresije ovm
genskog klastera izmedu 24 h i 36 h (Slika 5B).
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Slika 5. Karakterizacija aktivacije ovm genskog klastera u soju 7100ovm-cvilAsabA sustavom VRS-bAHL.
(A) Ocitovanje aktivnosti ovm genskog klastera u S. ansochromogenes 7100AsabA reporterskim sustavom
VRS-bAHL Oxford Cup testom (lijevo) i HPLC analizom (desno) uz dodatak manitola ili glukoze. Soj
71000vm-cvilAsabA je deficijentan na butenolide zbog mutiranog gena sabA i sadrzi plazmid pIJ10500K s genom
cvil pod kontrolom Poumor dok soj 7100ovm-cvil sadrzi isti plazmid, ali ima funkcionalan sabA gen i sluzi kao
negativna kontrola. (B) Odredivanje vremena potrebnog za aktivaciju ovm genskog Kklastera u

71000vm-cvilAsabA. (A i B) Crvenim strelicama je oznaCen signal karakteristiGan za oviedomicin dobiven HPLC

analizom na nagin opisan u 10,

2.2.2. Karakterizacija ang genskog klastera

Osim za ovm genski klaster, Liu i sur. su iskoristili konstruirani reporterski sustav za
karakterizaciju ang genskog klastera. Genski klaster je u sklopu ovoga rada dobio naziv po visokom
identitetu s biosintetskim genskim klasterom za angolamicinl** 42, Za karakterizaciju ovog genskog
klastera, koriSten je soj S. ansochromogenes 7100 u koji je ubacen plazmid plJ10500K s cvil genom pod
kontrolom Pang1, promotorom za kljuéni strukturni gen angl ovog genskog klastera. Soj je kultiviran na
krutim podlogama razli¢itih sastava, nakon ¢ega je u drugom sloju dodan vizualizacijski soj CV026.
Demonstrirano je da se reporterski VRS-bAHL sustav aktivira jedino na TSB krutoj plo¢i (Slika 6C),
odnosno da su jedino na njoj odgovarajuéi uvjeti za aktivaciju ang genskog klastera.

U svrhu verificiranja tih rezultata, ponovljen je eksperiment koriste¢i divlji tip

S. ansochromogenes 7100. Divlji tip je uzgajan u teku¢im varijantama MS, MYM, TSB i YEME medija,
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a produkti iz medija su podvrgnuti HPLC analizi. Jedan od produkata ang genskog klastera je takozvani

,.Spoj 2131 ¢&iji je signal jasno detektiran jedino pri HPLC analizi produkata iz uzgoja u TSB tekué¢em

mediju (Slika 6D), a potom i LC-HR-MS analizom (nije priloZeno).
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Slika 6. Karakterizacija genetske regulacije ang genskog klastera reporterskim sojem VRS-bAHL.

(A) Organizacija gena biosintetskog ang genskog klastera u S. ansochromogenes 7100. (B) Shematski prikaz

probira medija za aktivaciju ang genskog klastera reporterskim sojem VRS-bAHL. Krute hranjive podloge s

odgovaraju¢im uvjetima ¢e potaknuti aktivaciju promotora Pang: 1 time nizvodnu ekspresiju cvil gena, §to ¢e se

posljedi¢no vidjeti ljubiastim obojenjem vizualizacijskog soja CV026 (nije prikazano). (C) Soj 7100ang-cvil

(S. ansochromogenes 7100 s ubacenim plJ10500K plazmidom koji sadrzi cvil gen pod kontrolom Pangi) je

inokuliran u srediSte osam krutih hranjivih podloga (MM, MS, GP, MYM, ISP2, TSB, SMMS, YEME). Nakon

inkubacije je u drugom sloju dodan CV026 vizualizacijski soj za detekciju C6-HSL pomocu kvorum signalizacije

i sinteze violaceina. (D) HPLC analiza ,,Spoja 2 i produkata divljeg tipa S. ansochromogenes 7100 iz uzgoja u

raznim tekué¢im medijima (MS, MYM, TSB, YEME). Isprekidana linija predstavlja odgovarajuéi signal za

»SPpoj 2°.
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2.3. Genetska identifikacija i poboljSanje prinosa oksazolomicina

U ovoj studiji je identificiran jedan novi biosintetski genski klaster za oksazolomicin u
S. longshengensis, koji demonstrira sli¢nost s ve¢ poznatim ozm genskim klasterom za oksazolomicin
iz S. albus*l, Kako bi analizirali ovaj oxa genski klaster, konstruirana su dva reporterska soja, jedan
specifican za 0xaG, a drugi za oxaH klju¢ne strukturne gene oxa genskog klastera. Sojevi su konstruirani
na nacin da se narusi funkcija klju¢nog gena (0xaG ili oxaH) ubacivanjem reporterskog gena cvil unutar
njegove sekvence. Oba soja su imala dvojaku ulogu. Prvo, ugradeni gen cvil bi ostao pod kontrolom
promotora za klju¢ni gen — Poxac U jednom i Poxan U drugom soju — zbog ¢ega Su sojevi Korisni za
karakterizaciju ekspresije tih gena, a time i oxa genskog klastera. Koristeci oba soja, testirani su uvjeti
rasta pri kojima su promotori za oxaG i oxaH aktivni, §to bi se u slu¢aju reporterskih sojeva ocitovalo
ekspresijom cvil i aktivacijom VRS-bAHL sustava (Slika 7B).
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Slika 7. Konstrukcija i evaluacija oxa dvostrukog reporterskog soja. (A) Organizacija gena biosintetskog oxa
genskog klastera u S. longshengensis 4.1101DRoxaG. Sekvenca gena oxaG je naruSena ugradnjom cvil gena i
selektivnim markerom — promotor Pyanr i gen za kanamicinsku rezistenciju (kanR). (B) Analiza ekspresije cvil
gena VRS-bAHL sustavom u divljem tipu (4.1101WT), reporterskim sojevima 4.1101DRoxaG (gen oxaG narusen
ugradnjom cvil gena unutar njegove sekvence) i 4.1101DRoxaH (oxaH narusen ugradnjom cvil), te pozitivnoj
kontroli 4.11010Ecvil (sadrzi plazmid plJ10500K s cvil pod kontrolom Phygs). KoriStena je metoda agar-Cep. (C)
HPLC analiza produkata iz uzgoja 4.1101WT, 4.1101DRoxaG, 4.1101DRoxaH i 4.11010Ecvil u teku¢em MS

mediju. Isprekidane linije predstavljaju odgovarajuce signale za spojeve TOXA1-8.
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Drugo, oba soja su oxa deficijentni mutanti, odnosno, zbog odsutnosti ili gena oxaG ili gena
oxaH, ne dolazi do aktivacije oxa genskog klastera niti do nastajanja odgovaraju¢ih sekundarnih
metabolita. Stoga, istrazivacka grupa je provela HPLC analizu za oba ova soja, te za divlji tip. Dobiveno
je da oba soja pri istim prethodno ispitanim uvjetima imaju slicne HPLC profile, dok divlji tip ima
dodatne signale koji korespondiraju sekundarnim metabolitima, specifi¢cnim za oxa genski klaster
(Slika 7C). Kao pozitivna kontrola koristen je divlji tip S. longshengensis 4.1101 s plazmidom
plJ10500K koji sadrzi cvil gen pod kontrolom Prrge. Ovaj soj je dao ljubicasto obojenje te mu je profil
HPLC analize odgovarao divljem tipu (Slika 7C).

lako je HPLC analizom to¢no odredeno da se radi o 8 sekundarnih metabolita (TOXA1-8) koji
su produkti ovog genskog klastera, idudi je problem bio izolirati ih i karakterizirati. Naime, uobi¢ajena
proizvodnja tih spojeva je ekstremno niska, $to je zahtijevalo dodatno optimiranje od strane istrazivacke
grupe. Kako su prethodnim rezultatima pokazali da je mogu¢a kvantifikacija genske ekspresije
koriStenjem VRS-bAHL sustava, iduéi je korak bio pronaéi uvjete intenzivnije ekspresije oxa genskog
klastera. Eksperiment koji su proveli u tu svrhu bila je kokultivacija reporterskog soja s raznim
mikrobima. Ovim probirom, vizualizacijski soj CV026 je demonstrirao najintenzivniju aktivaciju pri
uvjetima kokultivacije soja 4.1101DRoxaG s mikrobom B. subtilis (Slika 8D). Isti su rezultati potvrdeni
koristec¢i i drugi soj, odnosno 4.1101DRoxaH (nije prilozeno).

Kokultivacija

PoxaG

el I" cvil .C
[oxaG §\~‘ A\ 7'_1 /

VRS-bAHL detekcija

Kvantifikacija

e,a@ee,ﬂée é\. - uinlis
0 3

C B

VOOV YV
VOOOOEVOOO,

v oe
“© o0
C LR

K

1 3 5 7 9 11131517 19 21 23 25 27 29 31 33
Kombinacija kokultivacije (CC)

Slika 8. Optimizacija ekspresije sekundarnih metabolita oxa genskog klastera. (A) Shematski prikaz probira
mikroba za pojacanu aktivaciju oxa genskog klastera reporterskim sojem 4.1101DRoxaG. (B) Kokultivacija
4.1101DRoxaG soja s razli¢itim specificiranim mikroorganizmima nasadenih jedan pored drugog. Negativna
kontrola (NC) je uzgoj samog 4.1101DRoxaG. (C) Detekcija produciranog C6-HSL iz svake kombinacije
kokultivacije pomoc¢u CV026 vizualizacijskog soja, koriste¢i agar-cep metodu. (D) Kvantifikacija produciranog
violaceina prema relativnoj povrsini zone violaceina (vizualizirano u ImageJ*®). Sve vrijednosti su normalizirane
u odnosu na negativinu kontrolu s pripadajuce ploce, a kokultivacijska kombinacija s B. subtilis demonstrira

najveée poboljSanje u produkciji C6-HSL.
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Kako bi se dodatno provjerilo da su uoceni rezultati posljedica aktivacije oxa genskog klastera,
ponovno je provedena HPLC analiza, ali ovaj puta divljeg tipa u kokultivaciji s B. subtilis. Kao kontrolni
HPLC profil, kori$ten je onaj od divljeg tipa bez kokultivacije, a kao negativna kontrola koristen je
HPLC profil samo B. subtilis. Ovom HPLC analizom je dobiveno da su intenziteti prethodno spomenutih
8 kromatografskih signala 3,3 do 9,5 puta ja¢i u kokulturi divljeg tipa s B. subtilis u odnosu na uzgoj
samo divljeg tipa (Slika 9A i 9B). Shodno tome, istrazivacka grupa je uspjesno izolirala 7,2 mg TOXAI,
20 mg TOXAS5 i 3,9 mg TOXA7 za strukturnu karakterizaciju. Metodama LC-HR-MS i NMR se
verificirao novo otkriveni oksazolomicin, TOXA1, dok su TOXA5 i TOXA7 spojevi jo$ prethodno
karakterizirani (Slika 9C), ali pod nazivima KSM-2690 B i KSM-2690 CI“l, Za kraj, ispitano je
djelovanje TOXAL, 5i 7 na rast raznih patogenih bakterijskih sojeva, B. subtilis, stafilokoka i drugih.
Sva tri spoja su demonstrirala antibakterijsko djelovanje tako $to su inhibirali rast bakterija (Slika 9D).
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Slika 9. Optimizacija ekspresije sekundarnih metabolita oxa genskog klastera i njihova izolacija. (A) HPLC
analiza produkcije TOXA1-8 spojeva u divljem tipu 4.1101WT, kokulturi divljeg tipa i B. subtilis te samog
B. subtilis. Isprekidane linije predstavljaju odgovarajuce signale za spojeve TOXA1-8. (B) Usporedba produkcije
TOXA1-8 spojeva u 4.1101WT (plavo) i kokulturi divljeg tipa s B. subtilis (crveno). (C) Kemijske strukture
TOXAL, 5i 7. (D) Analiza antibakterijskog djelovanja TOXAL, 5i 7 na rast B. subtilis. Metanol je koristen kao

prazna kontrola s obzirom da su spojevi pripremljeni otapanjem u metanolu.
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§3. ZAKLJUCAK

Streptomicete su klju¢ne za proizvodnju antibiotika i bioaktivnih spojeva. U dana$njici Su one
odgovorne za vise od 50% medicinski znacajnih antibiotika i antitumorskih tvaril!” 471, Medutim, za
daljnje istrazivanje i otkrivanje potencijalno korisnih sekundarnih metabolita, potrebno je razumijevanje
regulatornih mehanizama utisanih genskih klastera.

Dosadasnjim alatima za istrazivanje sekundarnih metabolita i njihovih genskih klastera ¢esto bi
se nailazilo na brojne izazove. Niska osjetljivost, lazni pozitivi, nezeljeni signali u pozadini, potreba za
dodatnim kemijskim supstratima te potencijalni negativni utjecaji na sam mikroorganizam otezavali su
ovakva istrazivanja.

U ovom radu je predstavljen novi reporterski sustav, VRS-bAHL, koji se temelji na sustavu
kvorum signalizacije Gram-negativnih bakterija, posebno onih koje koriste AHL. Ovaj sustav
omogucuje vizualno prac¢enje genske aktivacije kroz proizvodnju ljubicCastog pigmenta violaceina u
Chromobacterium violaceum CV026.

Prednosti VRS-bAHL sustava ukljucuju: 1) izuzetnu osjetljivost — sustav se aktivira pri samo
10 nM koncentraciji AHL, ¢ine¢i ga izvrsnim za proucavanje slabih promotora; 2) minimalnu
pozadinsku interferenciju — time omogucujuéi lako ocitanje i smanjenje laznih pozitiva; 3) Siroku
kompatibilnost — cvil reporterski gen je mali (654 bp) i ne zahtijeva dodatne supstrate, ve¢ koristi
sveprisutne SAM i acil-ACPE®l; 4) moguénost kvantifikacije — intenzitet violaceina pozitivno korelira s
intenzitetom aktivacije izu¢avanog promotora, odnosno genskog klastera.

VRS-bAHL predstavlja prvi uspjesan primjer hibridnog reporterskog sustava koji kombinira
Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije u svrhu vizualizacije genske regulacije. Reporterski sustav
VRS-bAHL je robusno, fleksibilno i efikasno rjesenje za istrazivanje streptomiceta, ali njegova
primjena vjerojatno nije ogranic¢ena samo na 0vaj rod. Budué¢i da mnogi drugi mikroorganizmi takoder
posjeduju utisane biosintetske genske klastere, ovaj bi se sustav mogao prilagoditi i za druge prokariote.

Konaéno, razvoj VRS-bAHL-a ne samo da olak$ava fundamentalna istraZivanja bakterijske
genetike ve¢ i omogucuje brze otkrivanje novih antibiotika u razdoblju alarmantno rastuce antibioti¢ke
rezistencijel®. Daljnje unapredenje ovog sustava, poput uvodenja dodatnih boja ili fluorescentnih

signala, moglo bi dodatno prosiriti njegovu primjenu u sintetskoj biologiji i industriji.
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