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1 UvOD

Bakterije rodu Streptomycegredstavljajo velik vir novih sekundarnih rabblitov z

razl i lodiongik i Ibni a k t ina primer tamtirfektivi, kpooti rakaseo spojing
citostatiki in drugef ar macevt sko uporabne spojine. Me d
bakterija Streptomyces rimosugi z genetskega vidika spada med boljakserizirane
streptomicete (Petkovi | in sod. , ,0todb) . Za

dokaj enostavnih metodjenetske manipulacijge S. rimosusindustrijsko zelo zanimiv
gostitelj.

Streptomicete lahko za rast uporabljajoa z | vird aglgka, kot soaet at , magl ob
kisline, alkoholi in polihidroksialkanoatiki v centralm metabolizem vstopajo na nivoju
acetitCoA (Meister in sod., 2005). Asimilacija acetata pri bakterijah lahko poteka na dva
nalina: glioksil atsén,ci k®5 8)( Khkmipat jetieenalgnid g s tMa |
CoA (Erb in sod., 2007). Pot etilmaloi@lloA so leta 2007 odkrili Erb in sod., ki so odkrili,

da so nekaterebaktr i j e kl jub odsotnosti Kkl julnih gen
na acetatuGeni vklu | e n i v p 6QoA (EMP) ¢ ana £ d n enir eperonu,w
katerem se nahaja 6 genov, med Kkater i mi j

krotonil-CoA karboksilaza/reduktaza (RY, ki katalizira reduktivno karboksilacijo
krotonil-CoA do etilmalonH#CoA (Erb in sod., 2007). V operoramcse nahaja tudi gen za
regulatorni proteirtetR K i na ,j bi del oval tako,emcda se
operona in s tem uravndva z r a § #ega, € sb maenkrat Hu in Lidstrom (2012)
dokazali pri bakterijiMethylobacteriumextorquensAM1 (Hu in Lidstrom, 2012), ni pa to
dokazano pri streptomicetaRot EMC pa je lahko uravnavana tudi z virom ogljiBd a g i |

in sad . so0o namrdedcetak @k a zali ini vir ogljika v min
geneemcoperora, medtenko enostavni sladkorjikot je glukoza inhibirajo geneemc
operona (Bl admejikm|lsowdE. i n2Gbx;., 2010)
Pot EMC je biotehnologko zelo zanimiva, ne

ampakima vpliv tudi na sekundarni metdizem. V EMC poti nastajajo zelo zanimivi
vmesni intermediati, ki so lahko prekurzoji za druge spojma. polihidroksibutirat

(Alber, 2011). Veliko vlogo ima tudi etilmalorC o A , ki j e gradbena ¢
bi ol ogko aktivni h ppaoneirk eR K506/, ( BloagPRrjl e i ma
preul emeamjpbwl nega/ biosintetskega ingeniring:
pri marni met abol i zem, K i | ahko v pottudvrm na f |
zagotavljanje gradbenih enot za sekundametaboliteZato je poznavanje metabolnih

poti in vplivov leteh zelo pomembno. ZaporedpNA operonaemcj e ge( Blnadiol i n
sod. 2015) ge vedno pa ni povsem znan mehani zer
operonu. B o | jrggalacije @ zakomahkoapmipomoglo k nastanku novih

sekwndarnih metabolitovip a t udi v ispgjire katerih dirtezanjes agdvisna od te
biosintezne poti
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1.1NAMEN DELA

Pot EMC jemed ostalim tudiodgovorna za asimilacijacetaa in glukoneogenez@ri

g t e v i Ktenjahhmpzrmeanje regulacije te poti pehko potencialno vodi v razvoj novih
bioprocesov 'V emc oper onu j e naj po nkeommHC@A g i e
karboksilaza/reduktazg&cr), ki 3-hidroksibutiritCoA pretvoriv C4-intermediat, krotoni

CoA.

Promotorske agije encimaemc operonaje v magistrski nalogipeul eval a ¢ge L
Nicoletti (Nicoletti, 2016) vt e | nal ogi pa smo del o nadal jev
ovrednotiti potencialnoviogo tetR v poti EMC pri bakteriji Streptomyces rimosus
pomopomool evalwlkErgadyge h terpmyeriti ydliv dodanegacetata

kot potencialnegavira ogljika, ki lahko vpliva nai zr aganj e premot or sk
operonaemg.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

T Uspeld. bomo pripravi tinekondrukie naeeosnpw katehole v al s
2,3-dioksigenaze XylE pod kontrolo izbranih promotorskih regij.

1 Por ol ev ajlEsebbiz rg & gbarimosugpod izbranimi promotor;ji.

1T S pomoljo sledenja izraggbBha nkadeheol owked
mod in potek izraganja in nekatere druge |
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2 PREGLED OBJAV
2.1 TAKSONOMIJA STREPTOMICET

Po Gr amu pozitivne bakterije aktdrijejzunlzkoj ej o
vsebnostjo @ nukleotidnh baz, kot so toBacillus, Clostridium, Staphylococcus
Streptococcuster t i st e z v i s dCk mukheotidhid | bezgna primeG red
Actinomycetalegsmed katere spadadi rod StreptomycegKieser in sod., 2000). Zgodnji

opisi streptomicet so temeljina mal ogt evi | n kdd soknmeorfobodijd, er i st
pigmentacija in morfologija spor, prvi velik korak v taksonomiji streptomicet pa je bil
predlog roduStreptomycefeta 1943Na s p | o g n Btreptemyadtacedgdb haj e od
ostalih druigolno@Hedien nmorffiezl ogke karakteri
stene, tipa peptidoglikana, fosfolipidov, r
DNA-DNA hibridizacije Korn-Wendisch irKutzner, 1992).

Zaradi velikega industrijskega potencialagghrsem razvoja antibiotikogo med leti 1955

in 1962 slabo opisali vel kot &lk@zmedow i h vr
taksonomijistreptomicet, ato so leta 1964 s projektamternational Streptomyces Project
poskugali u rrieergel, gredvsemena podlaai fenatipsibdobnostih oziroma
razli k (morfologija, bar va, pi gmentaciija i
urediti pol 0j§hkilaizvedena et 1983NWiliams tn sod., 1983)Leta je
vzpostavila2 3 vel jih in ge priblidgno 20 manjgih

razen enega veljega skupkia,sokdi. ,j € 0WDVehowalz
se za taksonomijo uporablja predvsem primerjava 16S rRNA v kombinaciji z analizo
maghlnoi h ki slin celilne stene (Anderson in W

2.2 EKOLOGIJA STREPTOMICET

Streptomicete sabikvitarne bakterijeki so najpogosteje prisotneprstiin so v naje | j i

meri zaradi produkcije geosiminavd gov or n e z prstitponeimbdnganso tudo n j
zarazgradn@r ganskega mat er i al a 400 Rilanov et nazajnka | bi
je bila Zemlja kolonizirana z zeleni mi ras
stene al.i povrginskih k o mp o naeto,tda soaimdlel i n
streptomicete pomembno vlogo pri kompostiranju zgodnjih kopenskih rastlin, s tem pa tudi

pri oblikovanju prsti (Chater, 2016)\Njihova sposobnost, da kolonizirajo prste  mo | n o

ol ajgana zaradi rasti v prenorijovisgore\ka pgagonagai v ni I
pri razgi rj a(Kjeserinsond., 800®Vipesti zd ®4 iaj o ogr omno e
razgrajujejo etopne organske polimere, kot &itin in celulozave n o s t ashadkaj¢, g e

ki jih potem prevzemajo z ABC transpierji (Bertram in sod., 2003). Streptomicete pa

nNi so samo prosto ¢givel e ahpaksatieinjde f i ki , j shj 1
V Ssimbiozi z r ast | Zevelika raznolikbst med metabdlitip ki jhi v al m
proizvajajo streptomigte, so med drugim odgovorne interakeiped streptomicetami in
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drugimi organizmi.Tei nt er akci je so | ahko parilgeznat ske,
pri mer Il nsekti, rastline in @i vadnijopradpor abl
0 k u g KSeipkein sod., 2011)

2.3 MORFOLOGI J ASKICKELIGI VLJEN

Streptomi cet e i majgkiocikek &imse lalkd grimerja 4 i vjbkjme n

ci kl om gljsgkvi. dHikdlj estreptomicet s e zal ne
vegetativni fazi pa razetom substratnega micelija. Kot odziv na pomanjkanje hranil ali

kot odziv na druge vrste stresa razvijgja a inicelij, ki se razvije v verigo prspor

(koni dijev), na koncu pa sl edi ge |l olitev
Hopwood, 1970). Vegativni micelij streptomicet je sestavljen iz razvejahify ki se

raztezajo, rastejo n se del i j o. Hi f e r adet(aikatna rest).podal
Sporehifst rept omi cetam omogol|l ajo pregivetje v t
nenore dosel i novih habitatov, se je sporul
da se razgirijo na druga podrolja. Sporul ac
fiziol ogij e c bife diferenirajoN apedaklziraaet spogenes aerialne hife,

K i rastejo Iz gojigla navzgote.hife paktit®e s da |
hidrofobnim ovojem, K i Razbivj g u pnzdija g ne glao
replikaciji kromosoma, delitivicelc e, s est avi c prbcesihhraerialmthimane i n

postane septirana vga prespor. Na koncu spre-spore diferencirajo ter dozorijjpreden
se sprostijo nazaj V naravo kot dor mantne

vegetativne micelijske rasti v reproduktivno akmami cel i j vkl juluje
mehanizme, kipa ngieso povsem dobro razjasnjeni. K
prispevajo notranju kot tudi zunanjidej avni ki , k ot SO pogoji (

metabolizem teekstracelularno signaliziran{Bushin sod., 2015)

::;“ o l

Razfirjanje spor

Rast zrafnih hir

Nature Reviews | Microbiology jq

Slikal:  Gnjskilkrpgestreptomicet (Bush sod., 2015).
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2.4 GENOM STREPTOMICET

Streptomicete spadajo v skupino po Gramu pozitivnih bakterij z visoko vsebnostjo GC
bazni h parov. Same iimadel eqiewgaGQC zbnean inkaj pra rg
(Wright in Bibb, 1992). Prva streptomiceta, katere genom je bil sekvengerdnila
Streptomyces coelicoldeta 2001 (Bentley in sod., 2002romosom streptomicet je

linearenin ima na 8koncu kovalentno vezarterminalne proteine. Ti verjetno delujejo kot

zal et ni ol igonukl eoti di za sintezo zadnjih
repli kacija DNA dosege proste konce (Musi al
imajo dolge terminalne obrnjen®movitve (TIRT terminal inverted repeats), ki so dolgi

med 24 in 600 kbp (Kieser in sod., 2008)elikost kromosoma je med e | j i mi v
bakterijskem svetujn sicer med 8 in 10 Mb (Kirby in Chen2011). Pri bakteriji
Streptomyces coelicolos 0 anotkotl 7T50@| genov, kvasavki j e v
Saccharomyces cerevisigBentley in sod., 2002). Velikogienoma je povezana bolj z
velkimmgt evi l om genov, K i so potrebni ,kots kompl
povprelno vel i koevilbpgenovagcernaogva K/eemp j[d@bladgo §i v I
za katero so potrebni tudi Ghen20ll).lTerminakee k und a
regije kromosomov streptomicet so zelo nestabilne in v laboratorijskih pogojih zelo hitro

pride do spontanih delgcki so velike tudi do 1 Mb, kar lahko privede do cirkularizacije
kromosoma. Pri streptomicetah pogosto prinajdi do izmenjav med dvema kraka

kromosana ali pa med enim krakorm linearnim plazmidom kar lahko privede do
prerazporeditevv genomu, kar je tudi eden izmed razlogov za veliko genetsko
raznovrstnost pri streptomicet@kirby in Chen 2011).

2.4.1 Plazmidi

Plazmidi so pri bakterijah rod8treptomycepogostj pr i |l emer so | inearni
takoppgosti kot k r o,0201i). L{néarnir pkazmidii so velikihneed 10 in

600Kkb, in prav tako kot na kromosomski DNA, se tudi na plazmidni DNA nahajajo TIR in
terminal ni proteini n @D0). hideariio k ca g f iKi pbk arg mii d
nal el oma kwemdaruegksd ndsip aapis za odpornost gkodl ji ve sno
maj hen deleg plazmidov nosdvaiznegiestaps\d sekur
(Aguilar in Hopwood, 1982) ter pSLAR (Mochizuki in sod., 2003)Z izjemo velikih

linearnih plazmidov, plazmidi pri streptomicetah nosijo zapise le za replikacijo, stabilno

vzdrgevanje in konj ugsatcrjeop.t olNa c estpd o g p 0 z mpan
pl azmi dov: maj hne plazmidé&i zseepokhnmg @ijt &jv
kot alelega se Kkroga, pl aznnkiides ez rnathetdkniong u § €

mehanizmom, AICE (Actinomycete Integrative and Conjugative Elements) in pa velike
linearne plazmide (Vogelmann in sod., 2001).
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2.4.20peron emcin regulatorni protein TetR

Gene povezane z EMC potjo so nagl i V gen
ActinomycetalesLe-ti so ponavadi organizirani v skupke oziroma operone (Jung in sod.,
2014).Emcoperonjesest avl j en iz v e kncime () keatoaihkCpA K i k o

karboksilaza/reduktazacqr), (2) etilmalonitCoA mutaza €cn), (3) L-malil-CoA/beta
metilmalil-CoA liaza (nm), (4) mezakonHCoA hidratazarfich, (5) metil sukcinHCoA
dehidrogenazangsg in (6) 3-hidroksiacitCoA dehidrogenazaB(l a g i | i n sod.
Znotraj tega operona se nahaja tudi zapis za regulatorni protein TetR, zay&gere
znal il no, da prepozna in se vegaskimegijipal i nd
| i mer ugere,\Kkinsa pod kontroloda promotorjaTetR regulatorni proteini lahko

delujejo kot aktivatorji ali kot represorjClthbertson in Nodwell, 2013 ® r-Rueda in
ColladoVides (2000) sta pri bakterig.colina gl a povezavo med | okac
domene in temali je regulatorni protein TetR peesor ali aktivator. Ugotovila sta, da

imajo represorji ponavadi#&rminalno DNA vezavno mesto, aktivatorji pat&minalno

DNA vezavno -RuedatinoCollagdmRi@r2000). Pri bakterijStreptomyces

griseuspa so Uguru in sod., (2005) preuleval:] r
regul atornih proteinov TetR in wugodactvi l i,
ORF4 in s tem povela pr odulSteptpnmycesacodlidolaror h o d

(Uguru in sod., 2005).

krotonil-CoA karboksilaza/reduktaza

otencialno mesto vezave regulatorja . J—
p = J etilmalonil-CoA mutaza
regulatorni protein iz druzine TetR \ ) ) ) )
| Y\ \ L-malil-CoA/beta metilmalil-CoA liaza
otencialno mesto vezave regulatorja | | | . .
P = J.. | \ | | mezakonil-CoA hidrataza

II' | A II y .o -
3-hidroksiacil-CoA dehidrogenaza | | | | |I | , metil sukcinil-CoA dehidrogenaza
\ \ | | \ | [y, |
. 'A_" Ik 7“ VA r"'_/‘ r'-
Slika 2: Prikaz organizacije operomancpri bakteriji Streptomyces tsukubaenéi8 | a g i | i)nh sod. ,

2.5 METABOLIZEM STREPTOMICET

2.5.1 Primarni metabolizem

Primarni metabolizem so vsi kemijski procesi organizmu, ki so potrebni za ohranjanje
givljenja. Pod to gt ej) emo ,KkiZagowaljgo gradpikeza i cent

vse makromol ekul e, vkljulno z DNA, IintRdNA, pr
vse prekurzorje zholj specialkzirane metabolit€Ventura in sod., 2007). Pri bakterijah so
geni za primarni met abolizem ponavadi pozi

enostavnan usklajenaregulacijo ekspresije genov. Pri streptomicetah pa je nenavadno, da
sogeni zametabl i zem ogl jika razprigeninega geémame
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operone kar dodaja h kompleksnosti metakatia ( Ki r by i n Chen, 201
streptomicet zaazgradnjo glukoze uporabligmbdenMeyerhotParnasovo (EMP) pot oz.

glikolizo ali pot pentozedsfata (PP), nekatere streptomicete pa celo obe poti (Kieser in

sod., 20000Do | go | a s, da streptomiceted ne aplorabljajo Enter Dourdoffove (ED)

poti, kar pa so Borodina in sod. (2005) ovrgli, ko so pri baki8tigptomyces tenebrarius
dokazaliED pot (Borodina in sod., 2009 ri EMP poti iz glukoze nastane piruvat, ATP in

NADH, pri PP poti pa pentoza, NADPH in ribozafdsfat. Centralni metabolizem se

potem nadaljuje s ciklom citronske kisline (CCK), katerega namen je popolnoma oksidirat

piruv a t , pri | emer se piruvat, MADH W acettiCeAx ar b ok s
K i se z oksalacetatom zdrugi v citronsko Kk
ciklu nastane tudi veliko intermediatov, ki so potrebni pri biosintezi sekundarnih
metbolitov (Madigan in sogd20139.

Zmognost nekaterih streptomicet, damar ast ej

ogljika, nakazug na prisotnost aktivnih anaplet i | ni h reakci j . Brez
hitro zmanjkalo intermediatov CCK za sintezo aakislin in podobno. Pri streptomicetah

je za to odgovoren encim fosfoenolpiruvat karboksilaza, ki pretvori fosfoenolpiruvat (PEP)

v oksaloacetat, ki je eden glavnih intermediatov v CCK (Hodgson, 2000)S 2irgsedck
(1969) so PEP Kk aaktbrip Streptomyxes aureofactpsisg), gktivmost

pa je tako kot prE. colistimulirana z aetil-CoA (V o S 2ingsedkl969).Vir ogljika, kot je

naprimer acetatvstopa v centralni metabolizem na nivoju ac€dlA. Pretvorbo acetil

CoA do c ejikdihengemaasimitadija acetoA (Alber, 2011), ki pa poteka na

2 n a |pieko glioksilatnega ciklakfrnberg in Madsen, 1958) ali pa preko poti
etilmalonilCoA (Erb in sod., 2007).

2.5.1.1 Glioksilatni cikel

Acetat je centralni intermediat v metdizmu ogljika. Sposobnost uporabe acetata ali
drugih spojin, ki vstopijo v centralni metabolizemnanivojuag@td A ( magl obne ki
alkoholi, polihidroksialkanoati) predstavlja unikaten problem; pretovorbo aweiil v

celilne k o mp o n eatdtik£oA péhaviiapotekh ipreke roikla citronske
kisline. Vendar pa je rast na C4 kislinah nemo:
kislin ne nadomestijo (Meister in sod., 20

anaerobnih ter aerobnitakterij za asimilacijo acetata kot edinega vira ogljika uporablja
glioksilatni cikel (Kornberg in Krebs, 1957). Glioksilatni cikel kot metabolno potEpri

coli st a prvi |l definirala Kornberg i n Mads e
intermediatu glioksatu, sestavljen pa je iz cikla citronskih kislin in dveh dodatnih
encimov; izocitrat liaze, ki cepi izocitrat v sukcinat in glioksilat ter malat sintaza, ki
pretvori glioksilat v acetiiCoA in malat (Madigan in sod., 2012). V glioksilatnem ciklu

izocitrat liaza pretvori izocitrat v glioksilat za razliko od CCK, ko pride do
dekarboksilacije izocitrata dd}ketoglutaraa. V drugem koraku pa malat sintaza s
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procesom al dol ne kondenzaci | e -Gopdgnastagel i ok s
malat. Od tu naprej je i k e | Sspet I d &Kimtin dode, r2004) Glikkkilatni C C K
ci kel sl ugi e &karakgm vdC&K, Kigenarimjo @ n o mogol i n e
asimilacijo ogljika iz C2 spojin. Neto rezultat glioksilatnega cikla je sinteza malata in
sukcinata iz dveh molekul ace@oA (Dunn in sod., 2009).

Glukoza

A
|

Fosfoenol- g /'

piruva .
PpArevat stil-Col CoA
Fosfoenolpiruvat Acetil-Co/

Karboksikinaza \

" ¥ Citrat
Oksaloacetat Sintaza Citrat

co,

Akonitaza

. S Izocitrat

Acetil-CoA lzocitrat Liaza -

< a2 NAD"

Malat Sintaza™ = = Glioksilat g ==—""7 Vo
= 7 Dehidrogenaza )
" NADH + CO,
!
Fumarat ! a-Ketoglutarat

NAD’

Sukeinat ,’ u-Ketoglutarat
Dehidrogenaza 7’ Dehidrogenaz:
- e =
-

3 . -
Sukcinar 4= Sukcinil-CoA
Sukcinil-CoA HECInN =10

NADH + CO,

Koraki specifi¢ni za Glioksilatni cikel ———----
Koraki specifiéni za Krebsov cikel
< Ak —

Slika 3: Kreébsov cikel in gliksilatni cikel (Erb isod., 2007).

2.5.1.2 Pot etilmalonCoA

Zmognost oksidiranrzjaa e@2rgpppinndasC@il aci j
materi al i majo gtevilni mi Kk r o o, migpamemiznani . Vp
samo zaradi rasti nacetaty ampak tudi zam i drugih substratov, z
zal et na pr e-CoAoOkbidacijavacetCoA pod herobnimi pogoji ponavadi

poteka s CCK, tako pa zaradi dekarboksilacij v CCK ne pride do asimilacije ogljika.
Nekateri mikroorganizmi to zaobidejo z glslatnim ciklom (Schneider in so, 2012).
Glioksilatnicikeln e mor e bi t i e di n-CoAEablinisod., 2087), sajsb a c i | ¢
ge kmalu po odkritju glioksilatne poti nag
pomanjkanju zapisa za kljun i encim glioksilatnega <ci kl a:
Lascelles, 1960).Tak gn e b a k t primerj Rlhodogseudonmoaas gelatinpsa
Rhodobacter capsulatuRhodospirillum rubrumRhodobacter sphaeroidé&ornberg in

Lascelles, 1960)akterije iz skpine Uproteobakterij kot jéaracoccus versutus
(Claassen in Zehnder, 1988)ethylobacterium extorquen@Anthony, 1982) kot tudi
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bakterije roduStreptomyce¢ Han i n Reynol ds, 1997), kar K
bakterije uporabljati alternativnoopza asimilacijo acetatgnsign, 2006)To metabolno

pot so prvi |l opi sal.i nemgk.i r a zRhedkbactea | c i A
aphaeroidesA| ber i n sod. , 2006) , poi menoval. p a
intermediatu in produktencima krotonHCoA karboksilaza/reduktaza (Erb in sod., 2007).

Tako pri glioksilatnem ciklu kot tudi poti etimalor@o A ko't konl ni prod

malat, ki je hkrati tudi intermediat v CCHri poti etilmalonitCoA sev dve molekuli
malata asimilirapo ena molekula COin HCO;' ter tri molekule acetiCoA, pri
glioksilatnem ci kl u pa so zamoekueacatihiCok 2 mol
Reakciji opisujeta spodnji enal bi (Al ber, 2

Glioksilatni cikel:
4 acetitfCoA + 2 NAD' + 6 H,O = 2malat’ + 4 HSCoA + 4H] + 2NADH + 6 H é (1)

Pot etilmaloni#CoA:
3 acetitfCoA + CQ + HCO; + + 2 NADPH + HO + OH = 2 malat + 3 HSCoA + 2

NADP" + 4[H] e (2)

Pot etilmalol-Co A n i ci k1l i | koredenzacijo dveh malekll ace@loss v
acetoacetCoA, ki se preko didroksibutiritFCo A s pomol j o -GoAci ma
hidrataze pretvori v Géhtermediat, krotoniCo A ( Al ber , 2011) . Zal e

vodijo do nastaka krotonitCoA ne najdemo samo v poti etiimalo@bA ampak tudi pri

drugih metabolnih poteh (npr. sintezi polihidroksibutirata) (Korotkova in Lidstrom, 2001).

Sl edi pet reakcij, ki paCcA @EAlabhed ne2@hmp. :
pride do reduktivne dekarboksilacije krote@ibA v etilmalonitCoA (C5 intermediat), ki

jo katalizira krotonHCoA karboksilazaeduktaza (Ccr). Temu sledi epimerizacija z
encimom etilmalonikCoA/metilmalonitCoA epimeraza (Epi) v (2RgtilmalonilCoA.
(2R)-etilmalonikCoA se nato z encimom etilmalo/@iioA mutazo (Ecm) pretvori (2S)
metilsukcinitCoA. Letega nato encim (28hetilsukcinitCoA dehidrogenaza (Mcd)

pretvori v mezakonil(CEHCoA, tega pa encim mezakoi@bA hidrataza (Mch) spremeni v

(2R, 3S)b-metilmalil-CoA (Erb in sod., 2008 . S tem se konl|la uni
etilmalonitC o A . Konl| na pr od+CkA sta mplat inisukoeCoA| kinsel o n i |
potem spet lahko uporabita v reakcijah GOKa r mi Kkroorgani zmu 0 mc
cel il ni h Bkbannspdg 2087t  (
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Acetl-tCoA | ahko nastane iz gtevijormdtabolizem.ov o0g
Med vsemi intermediati v EMC potg e posebej I zsiCoAp &i se( 2S) et
uporablja tudi kot podal j genEhbmmag 200).o0t a Vv s

| IC, -Y- C,]
[=kefotiolaza

acetoacetil-Coh

NADPH = H
acefoacalil-CoA redukilaza NADP

{R)-3-hidroksibutiril-CoA —+= PHB

kroftonfl-Cod hidrataza t
krotonil-CoA

NADPH + H' CO,
krotonil-Cod karhoksilaza/redukliaza ' .
MADP

(25)-etilmalonil-Cod

etiimaloni-CoAdmetimalonil-CoA epimeraza t
(2R)-etiimalonil-CoA
(2R)-etlimaloni-CoA mutaza t

(25)-metilsukcinil-CoA

(25)-metitsukcinii-CoA dehidrogenaza 2 [H] Q—d
mezakonil-(C1)-CoA

mezakomil-CoA hidrataza HO N[

f-meatiimalil-CoA

p-metitrmalil-CoAs
Malat e (35}-malil-CoA .‘-T glioksilat (35)-mali-Cod fiara

{35)-malil-CoA fioesteraza | |C | propionil-Cos
Co,
sukcinil-CoA
Slika 4: Shema metabolne potil@aloni-Co A ( Bl agi |, 2014

2.5.2 Sekundarni metabolizem

Bakterije rodu Streptomycesso proizvajalke medicinsko, industrijsko in agrokulturno
pomembih majhnih  molekul (Seipke, 2011 Kemoterapevtiki, pridobljeni iz
sekundarnega metabolizma bakterijopdu Streptomyces v k | j u | amtjbietikeo
antihelmitike ter protirakave, imunosupresivnantifugalne spojine (van Wezel in
McDowall, 2011).
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Sekundarne metabolite proizvayandarbagoerzidja
nap o me mb n e j @glci balgerijg i zanvead] kat er i mi ravioo bakirjep o me mk
roduStreptomycesDd govor ne naj b % vsbhi dbskej zizaaih antibibtikok ot 8 |
(Proc-pio in sod., 2012) , |l e pa gl edamo sp
bakterije, paso streptomicete odgovorne za kar%(QKieser in sod., 2000Ro nekaterih

ocerah naj bi bilo do sedaj odkie maj hen del eg proti mi krobnih
protimikrobnih snovi pa naj bi doseglo 100.000 (Watve in sod., 2001).

Geni ki kodirajo encime za sintezo sekundarnih metabolitee pogosto nahajajo v

skupkihs k u p a j z geni, K i r e gul isakungamih mgtabdiitovv o i z
je odvi sn ainil @ziol got gekvi h I n 0 k o I(Kiesek inhsod.d 20p0x v ni k o
Raz gi r j endaonght metabaitov in ohranjenost metabolnih poti za sinteao
nakazuje na to, da sekundar naorganmmil, Kibjib | i t i

proizvajajo (Demain in Fang, 2000)
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3 MATERIAL | IN METODE

3.1 SHEMA DELA

Vrednotenje promotorjev Perm®, Poxyl, Phs in Plg
lzolacija genomske DNA 5. rimosus M4018 in 5. imosus R7
PomnoZevanje genov tetR iz 5. rimosus M4018 in 5. rimosus R7

Restrikcija plazmida pAB04 + PermE™ xyiE in genov tetR-4018/1, tetR-4018/2, tetA-R7/1in
tetR-R7/2

l

Konstrukcija plazmidov pABO4 PermE™® + tetR-4018/1, pABO4 PermE* + tetR-4018/2, pABO4
PermE™ + tetR-R7/1 in pABD4 PermE™ + tetR-R7/2

l

Transformacija plazmidov pABOS PermE® + tetR-4018/1, pABO4 PermE* + tetR-4018/2,
pABO4 PermE® + tetR-R7[1, pABO4 PermE* + tetR-R7/2 v E. coli DH10P

lzolacija plazmida pAB04 PermE™® + tetR-R7/1 in pABO4 PermE™ + tetR-R7/2

Restrikcija plazmida pAB15 ter izrez Perm ™ tetR-R7/1 in Perm™* tetR-R7/2 iz plazmidov
pAB0& PermE™ + tEEH—R?fllin pABD4 PermE™ + tetR-R7/2

Ligacija plazmida pAB1S ter PermE™ tetR-R7/1
Transformacija plazmida pAB1S lermf* tetR-R7/1 v E. coli ET12567
lzolacija plazmida pAB1S PermE* tetR-R7/1

Transformacija plazmida pAB1S PermE® tetR- R7/1 v 5. rimosus M4018 Pemc/SR, 5. rimosus
MA018 Pemc/sT ter 5. imosus RY Pemn:,n"STl

l

Vrednotenje aktivnosti Pemc

Slika5: Shema dela

ge
g k
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3.2 MATERIALI

3.2.1 Plazmidi

Pri molekularneb i ol ogkem skl opu nagega del a+ smo
PermE*xylE, pAB15 in pGEM.

lacZa
Xbal(465)
J? EcoRI(495)
int y 4 Variation 1
xvle

pABO4

N | 6766 bp |
Misc Feature 1 - /

 aac(3)v
Rep Origin 1

'Ts resistance

Slika 6 Shema plazmidpAB04 + PermE*xylE. Njegova osnovna struktura je plazmid pSett58estom
vezavel C31latB bakterbfagal C31 in je integrativni vektodma restrikcijski mestkbalin Ndd. Ima tud
zapis zaPermE*promotor, ki se hahaja pred genagiE, ki kodira katehol oksigenain zapis za

odpornosproti apramicinu in tiostrepton@Vir plazmida:Car r i | |, 2016Ri nc - n

Ndel (7164) Xbal (1)

Spd (5978) —

N pAB15

EcoRI (5327)
o 7188 bp

phiBT1 int

Erm kaseta

attP
EcoRI (3980)

Slika 7. Shema plazmidpAB15. Njegova osnovna struktura je plazmid pSet152 z mestom véAavé
attP bakteriofagal BT1in je intergrtivni vektorlma zapis za restrikcijski mes$ipé in Xbal. Ima zapis za
odpomost proti apranginu in eritromicinu(Vir plazmida: Acies Bio d.0.0.)

ge
g k
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Xmnl 1824
1875 \ 2692
) T7
1 ori 1 1 start
Apal 14
Aatll 20
N Sphl 26
Amp’ BstZI 31
IJGEM@-T lacZ Ncol 37
Vector T Sacll 46
(3000bp)
Spel 55
Notl 62
BstZl G2
Pstl 73
Sall 75
Ndel 82
) Sacl 94
ori BstXI 103 =
Nsil 112 =
126 =
T sps 8

Slika 8 Shema plazmidpGEM. Jeii h i g h oo, ki gmowga uparabili, da smo v njega klonirali insert
tetRin skupaj s plazmidom poslali s&kvenciranje\(ir plazmida:PromegaCoorporatioi.

322 Oligonukl eotidni zaletniki

Pri verignih reakcijah s polimerazo (PCR r ¢
proizvajalca Sigmaldrich®, ki so navedeni v preglednici 1.

Preglednicd: Za | et ni ol i gaazaparddja somavéddna od 5\ds 3' konca

Ime Nukleotidno zaporedije Namen

tetR_Ndel_F1 aaaaCATATGatggaactgttcgctgccaag Pomnogit evetRzapc
tetR_Ndel_F2 aaaaCATATGatgcgccgcgaactgge Pomnogit evetRz apc
tetR_Xbal_R aaaaTCTAGAcgttgcgtagctcaggagceg Pomnogit evetRz apc

Na zaletek smo jim dodal tviyt restrikcijsidh eacinevn o z i n e
kar je pomembno, | e encime uporabljamo za r



Buzar |. Vrednotenje izbranih promotorjev bakteSjgeeptomyces rimosus pomo| j o por ry|Eev alFskega ge
Mag. del o (Du2). Ljiubljana, Univ. v Ljubljani, Bi otehni gk
3.2.3 Mikroorganizmi
Mikroorganizmj ki smo jih umrabili, so navedeni v preglednicah 2 in 3.
Preglednic&: Seznam uporabljenih sevd. coli.
Vrsta Tip Namen
Prilagojen sev za uporabo v molekulal_rr ansformacii a | azr
E.coliDH10b bi ol ogki jih | aborator J P
tetR
E coli Sev z okvarjenim sistemom za metilaci
E;I'12567 zato DNA ne metilira. Taka DNA j Transformacija plazmida pAB13 v k| j
primerna za vnos v streptomicete, saj PermE*tetR
njihovi restrikcijski encimi ne razgradijo.
Preglednica: Seznam uporabljenih sev@treptomyces
Vrsta Tip Namen
S. rimosuR7  S. rimosusaravni sev ATCC 10970 Izolirano genomsko DNA smo uporabili z
pomnogevdetRl e gena
S. rimosus Industrijski sev Izolirano genomsko DNA smo uporabili z
M4018 pomnogevdetRj e gena
S. rimosus S. rimosus M4018 z v kromosom Uporabili za transformacijo plazmida pAS
M4018 SR integrirano promotorsko regijoPemciz S. z v k| j BdrnkEd metRR7/1 ter za
rimosuspredxylEp or o| e v al s k merjenje katehol 2;8ioksigenazne aktivnosti
S. rimosus S. rimosus M4018 z v kromosom Uporabili zatransformacijo plazmia pAB15
M4018 ST integrirano promotorsko regijoPemciz S. z v k| j BdrnkEd metRR7/1 ter za
tsukubaensis pred xylE p or o| e v merjenje katehol 2;8ioksigenazne aktivnosti
genom
S. rimosus R7 S. rimosusR7 z v kromosomintegrirano Uporabili za transformacijo plazmidpAB15
ST promotorsko regijd®emciz S. tsukubaensi: z v k| j BdrnkEd netRR7/1 ter za
predxylEp or ol eval s ki m ¢ merjenje katehol 2;8ioksigenazne aktivnosti
S. rimosus S. rimosusM4018 AppA Negativna kontrola pri poskusih z merjenje
M4018 katelol 2,3-dioksigenazne aktivnosti
S. rimosus S. rimosud4018 PermE* xyE Pozitivna kontrola pri poskusih merjenjem
M4018 katehol2,3-dioksigenazne aktivnosti
3.2.4 Gojigla
Vsa gojigla smo pripravljal.@ po istem pro
stekl enice i n dodal i ustrezno skeijhigri no d
standardnih pogojih (12% i n 20 mi n) , GATL egprodukgifsko,i ksl SM t

zaht eval aas@awolavirapj@Oam nl. Pri pripravi trdnih
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koncentracijo dodanega agarja@ha 1L goj i gl a. Ihe smp ehlajenerhuo  p o't

gojiglu po d&daodalkil ager amjtu bi oti ke v ustrez
alikvotirali po 2530 mL na petrijevop | o g | SOM gporj i ¢ hblikvotipak po g0mb

na petrijevo plogl o. P | org hadaljne oporabe hranidi dap o s u g i
0,

C.

Preglednica 4:&tavaSMgo j i gl a (Kieser in sod., 2000)
Sestavine Koncentracig/la v go Proizvajalec

Sojina moka 20 SigmaAldrich (ZDA)

Manitol 20 Kemi ka (Hrvag
Bakteriologki 20 Biolife (Italija)

Destilirana voda dolL

Predednica 5: &stava TSB in TSA o j (Kigsér in sod., 2000)

Sestavine Koncentracija v go Proizvajalec

Tripton 17 Merck ( Nemli]j
Sojin pepton 3 SigmaAldrich (ZDA)
Glukoza 2,5 SigmaAldrich (ZDA)

NaCl 5 Merck Ne m| i j a)

K HPO, 2,5 Merck (Neml| .|
Bakteriolodgki 10 Biolife (ltalija)
gojigle TSA)

Destilirana voda dolL

Preglednica6:&st ava GOTC vegetativnega gojigla (Blagil i n
Sestavine Koncentracija v go Proizvajalec

Tripton 15 Merck (Nem|i|j
Glukoza 10 SigmaAldrich (ZDA)
Kalcijev karbonat 1 Merck (Nem| ]|
Kvasni ekstrakt 5 Biolife (Italija)

Destilirana voda do 1L
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Preglednica7:&st ava GOTC produkcijskega gojigla (Blagil i n
Sestavine Koncentracija v g¢go Proizvajalec

MOPS 7 SigmaAldrich (ZDA)

Sojina moka 42 SigmaAldrich (ZDA)

Amonijev sulfat 6 Merck (Nemlija)

Magnezijev klorid 2 SigmaAldrich (ZDA)

Natrijev klorid 1,5 Merck (Nemlija)

Kalcijev karbonat 7,3 Merck (Nemlija)
Koruzni gkrob 28 Merck (Nemlija)

1% cinkov sulfat 10mL Merck (Nemlija)

1% manganov sulfat 3,75 Merck (Nemlija)

Destilirana voda do 1L

Preglednica8:&st ava LB gojigla (Sambrook in Russell, 2001)
Sestavine Koncentracija v go Proizvajalec

Natrijev klorid 10 Merck (Neml|i]j

Tripton 10 Mer ck (Neml|i]j

Kvasni ekstrakt 5 Biolife (Italija)

Bakteriologki 20 Biolife (Italija)

gojigle)

Destilirana voda dollL

Preglednica9:&st ava S. O. C. go.jigla (Hanahan, 1983)

Sestavihe Koncentracija v go Proizvajalec

Bakto tripton 2g/L Merck (Nem| ]|
"Bactoyeast'ekstrakt 0,5¢g/L Biolife (Italija)

Natrijev klorid ImL1M Merck (Nem| ]|

Kalijev klorid 0,25 1M Merck (Nem| ]|

Magnezijev klorid heksahidra 1 mL SigmaAldrich (ZDA)

Glukoza ImL2M SigmaAldrich (ZDA)

Destilirana voda do 100mL

Preglednica10:&st ava 2TY gojigla (.Sambrook in Russell, 200
Sestavine Koncentracija v go Proizvajalec

Tripton 16 Mer ck ( Nemlij

Kvasni ekstrakt 10 Biolife (ltalija)

Natrijev klorid 5 Merck (Neml|i]j
Bakteriol ogki 20 Biolife (Italija))

gojigle)

Destilirana voda do 1L
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Preglednica 11:&tavaCRMgoj i gl a ( Kieser in sod., 2001)

Sestavine Koncentracija v g Proizvajalec

Glukoza 10 Sigma-Aldrich (ZDA)

Saharoza 103 SigmaAldrich (ZDA)

MgCl, x 6H,0O 10,12 SigmaAldrich (ZDA)

TSB 15 Biolife (Italija)

Kvasni ekstrakt 5 Biolife (ltalija)

Destilirana voda do 1L

3.2.5 Encimi

Za restrikcijo DNA smo uporabil r az | i | n e ncime Ptegladrkca ilJ)Vsek e e

encime smo uporabili v skladu z navodili proizvajalca.

Preglednica 12: Uporabljeni restrikcijgdncimi.

Encim Uporaba Proizvajalec
Ndd restrikcijski encim Restrikcijske reakcije TermoFisher
Xbal restrikcijski encim Restrkcijske reakcije TermoFisher
EcaRl restrikcijski encim Restrikcijske reakcije TermoFisher
Spé restrikcijski encim Restrikcijske reakcije New England BioLabs

Preglednica 3: Uporabljeni preostali encimi.

Encim Uporaba Proizvajalec
T4 DNA ligaza Ligazne reakcija TermoFisher
DNA polimeraza PCR reakcije Promega
Klenow fragment Polnjenje fragmentov TermoFisher
3.2.6 Pufri

100mM kalijev fosfatni pufer.

Za pripravo 300mL 100 mM kalijevega fosfatnega pufra smo potrebovalinds1 M
KoHPO, in 10 mL 1 M KH,PO,. K;HPQO, smo pripravili takg da smo zatehtali 4,35 g
KoHPO, v 25 mL dH,0, KH,PO, pa smo pripravili tako, da smo zatehtali 1,36 g,RB, v

10 mL dH0. Oboj e smo nadHg da 808 mlateriaytoklavicali pril i
standarnih pogojih (Kies in sod. 2000).

20 mM kalijev fosfatni pufer
Odmerilismo20mL ge pr e pripravljenega 100 mM kal
dodali 80mL dH,O ter avtoklavirali pri standarnih pogojih (Kieser in sod. 2000).
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Pufer za vzor]|lenje

Za pripravo 100nmL pufraza vz or | enj mL@gemop rvezjelpr i9@0r avl j en
kalijevega fosfatnega pufra, v mLdl0o r azt o)
raztopineacetona ter avtoklavirali pri standardnih pogojih (Kieser in sod. 2000).

Analizni pufer
Za pripravo 100mL analiznega pufra smo v 9L e pr e pripravl jen

kalijevega fosfatnega pufra dodali & 20 mM katehola (Kieser in sod. 2000).

50 xpufer TAE

Za 1000mL 50 x pufra TAE smo zatehtali 242 g baze Tris, dodali 5l ledoocetne
kisline, 100mL 0,5 M EDTA (pH 8), dopolnili do 1000mL ter avtoklavirali pri
standardnih pogojih (Sambrook in Russell, 2001).

1 x pufer TAE
Za 1000mL 1 x pufraTAE smo odmerili 20mL 50 x TAE pufra in dodaldH,O do 1000

mL (Sambrook in Russell, 2001).

Pufer ET
Zatehali smo 3 g PEG 1000 in 0,65 g saharoze, dolitilLglicerola, dopolnili z dHO do
10 mL ter avtoklavirali pri standardnih pogojih (Sambrook in Russell, 2001).

0,1 M HEPES
Zatehtali smo 2,38 g HEPES, dopolnili zgHdo 100mL ter avtoklavirali pri stadardnih
pogojih

Pufer TB

Zatehtali smo 18,6KCl, 2,2 g CaCl, dodali 20mL 0,5 M PIPES raztopine, dodali 800
mL dH,0, umerili pH na 6,7 ter vse skupaj raztopili. Nato smo postopoma dodainL00
55 mM MgCh ter dopolnili zdH,O do 1000mL. Tako pripravjen pufer smo nato
prefiltrirali skozi 0,22mm filtre ter do uporabe hranili pri & (Inoue in sod., 1990).

3.2.7 Ostali reagenti in raztopine

1 10 %raztopinalriton X-100
Zatehtali smo 1 g Tritona-X00, dopolnili z dHO do 10mL ter avtoklavirali pri
standardnih pogojifKeiser in sod., 2000).

1 Bradfordov reagent
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Uporabil i smo ¢ge prip(rzanelgjaemo Br0admpr do o
Brilliant Blue, 50 ml metanola in dodamo 100 ml (w/v) fosforne kisliHgPOy).
Dolijemo 850 mLdH,0O, da vse raztopi.
1 15 % raztopinaglicerola
Za 100mL 15 % raztopineglicerola smo odmerili 18nL glicerola, dopolnili s 75
mL dH,O in avtoklavirali pri standardnih pogojih.
1 10% raztopinasaharog
Za 1000mL 10 % raztopinesaharoze smo zatehtali 1§0saharoze in dopolni#
dH,O do 1000mL ter avtoklavirali pri standardnih pogojih.
91 Pirokatehol
Za pripravo 20mM pirokateholasmo zatehtali 0,22 katehola tega raztopili v
100mL etanola(Kieser in sod. 2000)
1 2M raztopina M3" (MgSQ,1 H70 in MgClh)
Zatehtali smo 0,958 MgCh in 2,465 g MgSQ@I1 7,0, ki raztopili v 20mL
dH,O, sterilno prefiltrirali skozi filter s premerom por Or@n ter do uporabe
shranil i pri 4 AC (lnoue in sod., 1990).
1 SYBR safe gel stain (Invitroggén
1 dNTP(proizvajalec)
1 DMSO
1 Voda brez nukleaz
T IPTG
T X-Gal
T MgCl,
Vel i kost in kolilino DNA fragmentov po el e
opredelili s pomol j o ™IDWA sLtaadnddearr dMi xécG e(nTehReut
Scientific).

3.2.8 Komerciahi kompleti (kiti )

Za izolacijo genomske DNA baktefyj. rimoss (M4018 in R7) smo uporabili komercialni
kompl et éGenEluteE Bact erAldiach,ZI nomi ¢ DNA Ki

Za izolacijo plazmidne DNA smo uporabildi k
Mi ni prep Hldriclg ZDASi g ma

Za rezanje DNA fragmentowi agar oznega gela smo uporabil
Ge l Extraction Kitc¢.(Epoch Life Science, ZCLC

Za |iglenje DNA pwomnwpjkroavbiiln DENFe-Wp| Ki ¢k P
(SigmaAldrich, ZDA).
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3.29 Antibiotiki

Preglednica 14Uporabljeni antibiotiki.

Antibiotik Koncentracija v Proizvajalec Uporaba

g o i(ng/mi)
Ampicilin 100 SigmaAldrich (ZDA) SelekcijaE. coli
Apramicin 50 SigmaAldrich (ZDA) SelekcijakE. coli
Tiostrepton 30 SigmaAldrich (ZDA) Selekcija streptomicet
Eritromicin 5 SigmaAldrich (ZDA) Selekcija streptomicet

3.210 Laboratorijska aparatura in oprema

avtodav (Sutjeska

centrifuge(Hettich, Eppendorf)

PCR naprav@Bio-Rad

stresalnik (INFORS HJI

aparatura za slikangektroforeznih gelov (BidRad)
aparatura za izvajanje gelske elektroforeze {Bam)
elektroporator (BieRad)

kivete (SigmaAldrich, Bio-Rad

hladilnik (LTH)

inkubator (Sutjeska, Eppendorf)

laminar(Iskra PIQ

magnet ndqKAMe gal o

mi kroval o@am@ pel i ca
tehtnica (Mettler Toledp

zamrzovinik (Thermo Fischer Scientif)c

pH meter (Mettler toledo

spektrofotometer: (Perkin Elmer, Thermo Fischer Scientific)

=4 =4 4 4 -4 4 5 5 5 5 -5 -5 -5 -4 -4 -5 9

3.3 METODE

Prvi skl op nagega del a PermE*BPoxyl, Pigin Plitsrpot enj e
| emer smo upor abl j aB.irimosust eodinske (estg za wrgdroterjea kK t e r

i zraganja promotorjev. Dr u g ializalsevoVS.jrimosysr e d s t
oziroma analizemcoper ona ter k| otetR V tem jskdopursm® PGR| i ¢ g ¢
namnogi |l i pr e u ltetR{caRM@L3/Y, etRIDI8/P, tetRY7ELNARR7/2), ki

se nahaja v EMC poti in vsaenposebej vstavili v plamid pAB04zaPermE* promotor.
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Gene tetR pod kontrolo PermE* smo nato klonirali v plazmid pAB1%i smo ga z
elektrotransformaay vstavili v seve Streptomyces rimosuski so nosili zapis za
por ol ev axylE goi konfgoto npromotorske regijeemc operonaiz Streptomyces
rimosusM4018ali iz Streptomyces tsukobaensis.

3.3.1Heterolognoi z r a dadehgl 23 dioksigenazeXylE pri Streptomyces rimosus

Katehol 2,3di oksi genazno aktivnost smo meril. Voo
S.rimosusmogoj i Ili v dveh gojiglih, I n sicer v e
GOTC gojiglu. Bi oproces smo zaleli, ko smo
vegetati anSB@gaGO§® ] P9l 24 h smo prenesl.i po 1
7mLgoj gl a TSB o0oziroma GOT Celigersmodyajik aistieslkilug a g o
pri 28 ACVi pr2mer up i SyB ogrol jli mlgkultape goia 024 in 36

urah. V primeru GOTC pwvaaouk 8. 6jirstkdarga goj i gl a

3.3.1.1 Merjenje katehol 2-@ioksigenazne aktivnosti

1 mL vzora smo centrifugirali pri 10.000 g 10 min ter resuspendirali mll 20 mM

kalijevega fosfatnega pufra (pHZ2J. Nato smo spet centrifugirali in resuspendirali z
0,5mLv zor | ev ad. Gelcg o lizwafi s sokiacijo na ledu, 4 x 15 sekund s 30 s
vmesnimiintervali, da smo prepe | i | i p enj ekagijiesmo dodalk5oLj10% 0 s oni
raztopineTritona X-100 in inkubirali 15 min na ledu. Ostanke celic smo odstranili s
centifugiranjem (14.00@, 5min). Za merjenje katehol 2@oksigenazne aktivnosti smo

z me § arfLivzorBa in 195nL analiznega pufra ter inkubirali 10 min pri 3.
Absorbanco smo merili pri 375 nm, katehol-8jdksigem z no akti vnost pa s
po spodnjih enal bah.

Enoto katehol 23l i oksi genazne aktivnost.i (U) smo iz
pri 375 nm naminuto.

30.03%x4A375

t .. (3

Encimska aktivnost (U) =

AzstTabsorbanca pri valovni dol gini 375 nm
ti | as cije émnk
Ui ekstinkcijski koeficient (M cm™®) katehola, katerega vrednost je 33000 dni*

Speci fi | no /mdgkdelokupnilo prateingvimdd smoz r a | kot s@dmembo
katehol 2,3dioksigenazne aktivnosti na milligram celokupnih proteinov.
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mU) mU

S i fic kti t (
pecifi¢na aktivnos mg

~ koncentracija proteinov(mg) ¢ | 4
3.3.1.2 Merjenje koncentracije celokupnih proteinov z Bradfordovo metodo

Bradfordova met oda | e preprosta kol ori met
cel okupni h protei novnlLsuernatarda zdegenje kakeholo2;3z me g a |
di oksi genazne akt i vn®@mdfordovega reaggnta (razmexj@all 4 z
volumni destilirane vode in 1 volumen Bradfordovega reageR@)nkutaciji 5 min na
sobni temperatursmo merili absorbanco pri 595 nm. Koncewtjo celokupnih proteinov

smoi zr alunal i I z st an doailr tdko, ela sknozmerilu dbgodancok i sm
znanih koncentracij govejega serumskega albuminprimeru, da je absorbanca vzorca
presegala standardno krivuljo, smo vzorec ¢

3.32 Metode uporabliene zap o0 mn o ¢ egenautejRe EMC metabolni poti
3.3.2.1 Izolacija genomske DNA za PCR reakcije

Verigna reakcija s p 0 ¢ kate® rk@pzamo dd$eKERDNA $§ e r e

pomol j o DNA,ppbleimmeé maazpeco membna zaletsta ol ig
kompl ementarna zaletnemu in kon|nemu delwu
ponovivise gtevil o kopi|j podvoji. Del uje na os¢s
oligonukl eotidov in podaljgevanju verige.
Genomsko DNA bakteris. rimosusM4018 in S. rimosusR7s mo i zol i r al i S
komercialnega kompletD NA éGenEIl uteE Bacterial -Genomi
Aldrich, ZDA) po navodilih proizvajalca. Izolirano genomsko DNA smo shranjevali v
sterilnem pufru TE, pri 4AC.

3322l zbira =zal edtidov h ol i gonukl

DNA zaporedjeregije tetR znotraj emcoperona, ki kodira gene ZaMC metabolno pot
smo dol ol i HrameRot 28 oroteifrcpding region prediction tool (Ishikawa in
Hotta),s kateri m s mo dkodowzaipleiu| ®tvaKeromdas eska @lpi 2

r az | i |kodana satkateratnismo vedeli, kateri je prasnos programonSnapGene

obl i koval. dzvaal ertanzilhi |onlai gpoanruak | gemdtetiRd BGR z a po
primelre sta se razli koval a samR_Ndel Flzia| et ne
tetR_ Ndel F2) Tako smo dobil itetRIdvel iamnzil i 72 Resta ge® @9

nal eganj a s mo kodboutetiRiegije in nanstop kedoraetRtr e gi | e . Zal e
nukleotida tetR_Ndel_F1 in tetR_Ndel F2 imata restrikcijski ni¢dd, zal et ni nuk.l



Buzar |. Vrednotenje izbranih promotorjev bakteSjeeptomyces rimosus pomo| j o por mylEev @lYskega

ge
Mag. del o (Du2). Ljiubljana, Univ. v Ljubljani, Bi otehni gk

tetR_Xbal_R pa restrikcijsko mestéba. Vsa restrikcijska mesta so bila potrebna za
nadaljno delo pri kloniranju odsekatRv plazmidpABO4 + PermE*xylE.

Preglednica 15: Kombinacije upoomskdDNAeni h zal etnih ol

Oznaka genatetR Uporabl jeni zal i Dobljeni PCR produkti

tetR4018/1 tetR_Ndel_F1 in tetR_Xbal_R GentetRiz S. rimosusvi4018 (726 bp)
tetR4018/2 tetR_Ndel _F2in tetR_Xbal R GentetRiz S. rimosudvi4018 (699 bp)
tetRR7/1 tetR_Ndel F1 intetR_Xbal R GentetRiz S. rimosusR? (726 bp)
tetRR7/2 tetR_Ndel _F2intetR_Xbal R GentetRiz S. rimosudk? (699 bp)

3.32.30ptimizaci ja pogojev verigne rekacije s poli

Za pomnogevan jetRsnd Noku gallsie k@ap t ir miaxicri gtoi zPGCRa z |
temperat ur ami podal jgevanja in z dodatkom
z ma & $elundarne strukture na DNRogoji gelske elektroforeze: 0,8 % agarozni gel,

400 mA, 7 kvicm, 60 min. Uporabili smo DNA standadG e n e ®¥ (DNA tadder

Mi X ¢ .

Preglednical6 Sest ava r eak dimijasjkmgojeePLR rakdje za op

Sestavine Volumen ()
PCR pufer 21,6

MgCl, 8,6

dNTP 8,6

Zal et ni ol i tetRnNded IFEe o tali 5,4
tetR_Ndel_F2

Zal et ni tetRuXbdleRot i d 54

DNA polimeraza 0,9

DMSO 4,5

DNA 2

PCRH,0 39,4
Celotni volumaa r ea k ci j s k emo ipa&emarazdedilie8 x 10k za razl i | ne

temperature naleganja od-36 AC. Pogoji gelske elektroforeze: 0,8 % agarozni gel, 400
mA, 7 kv/cm, 60 min. Uporabili smo DNstandare® Ge n e RDN&r Ladder Mi x¢.

Preglednica L7Reakcijski cikep r i pomnogetRanj u genov

Temperatura (A C) Las (mi Gtevil o Namen

95 4:30 1 Zal etna denatur e
95 0:30 Denaturacija

56-70 0:45 35 Vezava zal ettdvh
72 1 Podal jgevanje ve
72 1 1 Zakl julno podal]j

4 - 1 Zadr gevanj e
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3.3.2.4Agarozna gelska elektroforeza

Agarozna gel ska elektroforeza je standardn:

in analizo fragmentov DNA na podlagij i hove velikosti. To¢o dose:
v katerem ,ppusbpgmoD8&RAektril ni t ok. Ker e I
pozitivni anodj p r i | emer Kkrajge mol ekule potujejo h
preverjanje reakcije PCRo r i | emer S m&b agaroznp gelatako, |[da smb6 , 8

zatehtal i ustrezno kolilino agaroze in jo r
pelice. To smo ppOACdmd oadhall adiulsit rSe@BrnBD kSd fi & i r
barvila.Raztopino smo nathaneslinmosi | ec i n polakali, da se

z nosilcem prenesili v elektroforezno banjico z 1 x TAE pufrom. V prvo jamico smo nanesli

l estvico "eBNAeRaldeps Momag|jo katere smo d
preul evani DNAramgenstaVvVe jamice pa zmagamdadal
nanagal nim pufrom

3.3.3Restrikcija plazmida pABO4+ PermE*xylEi n pomno gdetRi h genov

Zaradi kloniranjagenovtetRv plazmid pAB04+ PermE* xylE smo naredili restrikcijo
plazmida ingerov tetR da smo dobili komplementarne konce za ligacijo. Tako smo
pABO04 + PermE*xylE in geretetRrezali z restrikcijskima encimomébal in Ndel Pogoji
gelske elektroforeze: 0,8 % agarozni gel, 400 mA, 7 kv/cm, 60 min. Uporabili smo DNA
standarc® Gen er®R DNA Ladder Mi x¢.

Preglednical8 Restri kci j s k pABode BeamEtxgla pl az mi da

Plazmid pAB0O4 + PermE* xylE Volumen (M)
Plazmidna DNA 50
Restrikcijski enciniNdel 5
Restrikcijski encimXbal 5
Restrikcijski pufer 10

dH,O 30
Preglednica® Restri kci j sk atRmegani ca genov
PCR produkt (tetR Volumen (m)
PCR produkt 50
Restrikcijski encimNdd 5
Restrikcijski encimXbal 5
Restrikcijski pufer 10

dH,O 30
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334l zol acija in |iglenje DNA iz agaroznega ¢
Iz agaroznega gela smo izrex | i i n  gehetetRkot tlidi rezanaglazonigp ABO4 +

PermE*xylE Pri PCR pomnogki hbpyekke gp o mppagidZr@ids i n 6
pa za okrog 6100pvelik del plazmidai z kat erega se je pbp restr
dolgdelxylE.l zr ezan kogl ek gel a s momikicgentafigirkno st e
in olistili s koenerniCaitaclhn iAmd vkaonntpelde tGem Ex t r

3.3.5 Ligacija plazmida pAB04+ PermE* in genovtetR

Za potrebe ligacije smo DN#sertein DNA plazmidanajprej pomerili na Lambdi Bio+,

da smo ugotovilinatd no koncentracijo DNA, K i j e potr
meganice. Tako smo | ahko natan| no sestavil
Ligacijsko meganico smo kaornipgtavi hserwnt ar.azMa
| i gaci j ski h meganpreglegniei navedena v spodnji

Preglednica20 Li gaci j s ka pABGtRemEttae rp | PAGZRmipdoamno gk ov

Sestavine Volumen (m.) Volumen (m.) Volumen (L) Volumen ()
Plazmid 0,52 0,52 0,52 0,52

Insert 2,7* 4,2 3,8%** 3,8%***
Ligacijski pufer 1,5 1,5 1,5 1,5

Ligaza 0,2 0,2 0,2 0,2

PCR HO 10,1 8,6 9 9

* inserttetR40181
** insert tetR40182
*** insert tetRR7/1
*** insert tetRR7/2

Ligacij sko nai@ganiida ssabmdemperatlri. n a
3.3.6Priprava elektrokompetentnih celic E. coli DH10b

Elektrokompetentne celic&. coli DH10b smo pripravili tako da smo 1. dan iz
zamrzovalnika vzeli celic&. coliDH10bi n ji h nacepil.] na 2TY g
preko r7déd. Natorsrao s3terilno ezo prenesli kolonije v2xd0TY goj i gl a i
spet inkubi r alXin220 rpnk 8 dam smoiinoknolieali 83x7260 z 2 mL
prekonolne kulture. To s mo Apim22@mm) dokl&rmib i r al |
kultur a dosegl a o0 peoi=l0®.eKultgro smoopotem pebDesli v sterilne
centrifugirke, inkubirali 30 min na ledunatopacentifugirali 10 min pri 4000 rpm in AC.
Supernatant smo odl il i v 100 mlnlerghh HEPESepsiftas p e n d i
Vsebno dveh centrifugirk smo potem zdrugil:i,
supernatant ter resuspendirali vibQ 10%raztopineg | i cer ol a. Spet smo :
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dvehcentifugirk, ponovnocentifugirali, odlili supernatant in resuspendirallgter 2,5mL
10% raztopine glicerola Celice smo na konculikvotirali po 100 nL v ohlajene
mikrocentifugirke in jih shraniliv zmrzovalnik na80 AC.

3.3.7Transformacija plazmidov pAB04 + PermE* tetRv E. coli DH10b

Transformacija je eden izmed pogws upor abl jeni h nalinov za pi
v celice, V nagem primeru gre za vVvkljulite
E. coli DH10b. Transformacijo smo i zvedahdardnisn p o mo
postopkom za celicE. coli(Sambrok in sod., 2001).

Elektrokompetentne celide. coliDH10b, ki so bile predhodno zamrznjene488 AC, smo

na ledu odtaliliin jimdodali 1,6 | i gaci | Plegedmta 20pesuspersirali in

inkubirali na ledu 1 min. Nato smo celotno vsebinenasli v elektroporacijsko kiveto z
razmikomlmnt er ji h i zpostavil i B todXkyv,r600MWN26 mu pul
uF), ©pri |l emer je nastalo elektrilno polje,
prehod Il igacijske meganice v ntel2iTcYo.goV i gi
resuspadirali in prenesli v sterilne mikrocentrifugirke in jih inkubirali 1 uro na/87

Po inkubacijismo 106 nanes | i na plogle 2TY z wustrezn
selekcijo celic. Preostanek celic smo centrifugirali (4000 rpm, 5 min), odstvaeili i n o
supernatant a, jih resuspendiral: V preosta
ustreznim antibioti komurna®BrAB.gl e smo nato ink

33Preverjanje uspegnosti transformacij e

3.3.81 Izolacija plazmidov

Plazmide smo izaiali iz predhodno transformiranih celt€. coliDH10b. Sp | o g | 2TY z
ustreznim antibiotikom smo vzeli kolonije zraslih transformant in jih prenselimL5
tekolega gojigla 2TY z antibiotikom za se
stresalniku 24ur pri 37 AC in 220 rpm Plazmide smazolirali s komercialnim komletom.

Eluirane plazmide smo shranili 520 AC do nadghega dela.

3.3.8.2 Restrikcija plazmidgvAB04 + PermE*tetR

Z izoliranimi p |l az mi di smo naredil i vsabgdcilni ikseri. j o, d
Tako smo rezali plazmid pABO# PermE* tetR z restikcijskima encimom&ldd in Xba
(sestava res. m. prikazana v Preglednici 21)L. e bi | a r e shimagdtudakg a usp

videli 2 fragmentaPogoji gelske elektroforeze: 0,8 9%gamozni gel, 400 mA, 7 kv/cm, 60
min. Uporabili smo DNA standal Ge n e R DNAr Ladder Mi x¢.
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Preglednica2l Restri kci j s k apABOé+gParmiE*tetR pl az mi dov

Sestavine Volumen (m.)

Plazmid pABO4+ PermE*tetR 10

Restrikcijski encinNdel 1

Restrkcijski encimXbal 1

Restrikcijski pufer 2

PCR HO 6

3.3.9Sekvenciranje genovetR

Za preverjanje nuklgmnega zaporedja Vkj u | kiaveds MC&na plazmidihpABO4 +

PermE* tetR da smo dobiliciljne insere . Po | iglenju insertov
komercialni vekor pGEM, ter transformirali Skupaj s st andar dni mi z al
oligonukleotidi smo vekor poslali v sekvenciranje wodjetie Macrogen (Seoull u g n a
Koreja), kjer s o otdéd ioserioMPoslalinsmd& 3 \earce indineoz z a p
inserti tetR40182, tetRR7/1 in tetRR7/2. Zaporedje insertov smo potem preverili s
programom Clustal\Wp r i | emer s mzeli znami zaperddjedveh varzij gena

tetRv EMC poti.

3.3.10V k | j uihserta BevmE* tetRv plazmid pAB15

Za vkl jul PermErtetRinptaemidovpABO4 + PermE*tetRv plazmid pAB15

smo pazmid pABO4+ PermE*tetRsmo najprej rezali z regcijskim encimomEcaRI ter

vi sel i zmhponil skKdenawighndragmentonPlazmid pAB15 pa smo najprej rezali

Z encimomSpé in visel.i del verige prav tako za
koncu smo oba pdbahzmi da rezali ge z

3.3.11Ligacija lineariziranega plazmida pAB15 in insertovPermE* tetR iz plazmidov

pABO4 + PermE* tetR

Za potrebe ligacijske reakciggmonalLambdi Bio+pomerili koncentraciji plazmidne DNA
inDNAinsetada smo | ahko natanl| no.lmgacgskoa vmelgianli icgpa
smopri pravil. v razmerju 3:1 v Kkorpowiis i nser
Klenowim fragmentoms mo nat o mor al i naredi | i l i gaci j

konci (Preglednica 22).
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Preglednica22 L i gac i | pldzamidamp®IbaninsectadPermE*tetR

Sestavine Volumen (i) Volumen (ni.)
Plazmid pAB15 1,2 1,2

Insert 3,4* 3,7
Ligacijski pufer 15 15

Ligaza 0,2 0,2

50% PEG 4000 pufer 15 15

PCR HO 8,7 7,1

*insert PermE*tetR-R7/1

**insert PermE*tetR-R7/2

3312Pr everjanje uspegnosti transformaciij e

Ponovnosmo naredili restrikcijo plazmidoypAB15 + PermE* tetR da smo z gelsko
elektroforezo preverili, alsmo v plazmid uspeli vstavii inserta PermE* tetRR7/1 in
PermE*tetRR72 (Preglednica 23)Pogoji gelskeelektroforeze: 0,8 % agarozni gel, 400

mA, 7 kv/icm, 60 min. Uporabili smo DNA standadG e n e HDONAr Ladder Mi X ¢ .

Preglednica23 Restri kci j s k apABid+Permi*etk pl az mi dov

Sestavine Volumen ()
PlazmidpAB15+ PermE*tetR 10
RestrikcijskiencimSpé
Restrikcijski encimXba
Restrikcijski pufer
PCR HO

AN -

3.3.13Transformacija plazmida pAB15 + PermE* tetRv E. coli ET12567

Da smo lahko plazmid pAB15 PermE* tetRlahko vnesli vstreptomicez smo morali
plazmid pAB15+ PermE* tetR transformirativ celice E. coli ET12567 zato, da smo
pridobili nemetilirano plazmidno DNAPostopek elektrotransformacije je bil enak kot v
poglavju 3.3.9.

3.3.14Priprava elektrokompetentnih celic S. rimosus

Po 100nL suspenzije spob. rimosusvi4018 z vstavljgimi promotorskimi regijamPemc
operona izS. rimosus(S. rimosusM4018 SH, spor S. rimosusR7 z vstayemi
promotorskimi regijamiemc operona izS. tsukobaensiéS. rimosusR7 ST) in sporS.
rimosusM4018z vstavljenimi promotorskimi regijai Pemcoperona izS.tsukobaensis (S.
rimosusM4018ST)smor az ma z al i na $tosreptonogrojip inkgbliradi 7 T S A
dni pri 28/AC. Nato smo prenesli 1 kolonijoviBLt ek 0| e g a g toptrepjohoan T S B
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in inkubirali na stresalniku 24r pri 28 AC. Naslednji dan smomLpr ekonol ne Kkul
prenesliv50nLt ek ol e ga @ boptiegionamn imk8bBali na stresalniku 24r

pri 28 AC. Prekonb no kul t ur o s mo rcentifagirke ménkubitalinav o h |
ledu 30min. Kulturo smo nataentrifugirali 15 min pri 1800 gin 4 AC. Vsa nadaljna
centrifugiranja sqotekalapri 4 AC. Supernatant smo odlili ter le¢ resuspendirali v 50

mL ohlajenel0,3 %raztopinesaharozeZopet smo entrifugirali 15 min pri 1800 g, odlili
supernatant ter seispendirali pelet v 251L 10,3 % raztopinesaharoze. Ponovili smo
centrifugiranje 15 min pri 1900 g ter zopet odlili supernatant. Rel smo nato
resuspendirali v 5mL 15 % raztopine ohlajenega glicera z lizocimom v ustrezni
koncentraciji. Pri sevis. imosusM4018 je bila ta koncentracija 400./mL, pri sevuS.

rimosus R7 pa 200ni/mL. Nato smo kulturo prenesli v centrifugirke s penastim
zamagkom i n i nk uAsiSpeadmipon@vili centrifugiramjerzd5 n@n7pri

10000 g ter pelet resusperadi v 10 mL ohlajene 13% raztopineglicerola.Ponovnosmo
centrifugirali 15min pri 7600 g irresuspendirali celice 10 mL 15 % raztopineglicerola.

Sledilo je centrifugiranjel5 min pri 7600 gn na koncuresuspendiranje celic 2,5 mL

pufra ET. Suspenjo smo na koncu alikvotirali po 508L v sterilne mikrocentrifugirke in

jih do uporabe hranili neB0 AC.

3.3.15Transformacija plazmida pAB15 + PermE* tetRv seveS. rimosusM4018 SR
S. rimosusR7 ST,S. rimosusM4018 ST

Elektrokompetentneelice in plazmid smo datajali na ledu. V mikrocentrifugirki smo

z megalniL celedn 2 nL plazmida ter vsebino prenesli v ohlajeno kiveto za
elektroporacijo. Elektroporacijo smo izvedli z napeto&jkV. Takoj smo dodali 950L

CRM gojigla ter premegalivfalkdhkooter inksbegati han o s mo
stresalniku 4 ureri 28 AC . Po konl ani iblnkcuedadinjei ssunsop elnQzO |
na plogle TSA z eritromicinom, ka smg mato o mo g o
inkubirali 3 dni pri 284C.

3.3.16Selekcija transformant

Po transformaciji smo izvedli selekcijo celic, ki sprejele plazmid. Izbrali smo

mor fologko primerne Kkolonije, K i rastejo
nekoliko boljesporulirajoi n j i h ge enkrat prenesl. na SVe
Po 3 dnehinkubaciiena28 AC smo ji h prenesl.i gcemomnm S M ¢

inkubirali 7 dni pri 284C.
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3.3.17 Merjenje aktivnosti katehol 2,3dioksigenazepri transformantah S. rimosts
M4018 SR S. rimosus R7 ST in S. rimosus M4018 ST z dodatkom 50 mM
amonijevega acetata

Ponovili smo merjenje katehol 2¢Boksigenazne aktivnossito razlikg da smo meriltudi

aktivnosti transformar®. rimosusvi4018 SR S. rimosufk7 STin S. rimoss M4018 STv

go j ih@g9Biin GOTCz in brez dodanegamonijevegacetataV T SB g o) dagidlia s mo
amonijevacetat po 12 uhg v primeru GOTC papo3dneh da j e konl na ko
amonijevegeacet ata Vv gojiglu znagala 50 mM. Posl
Paglavju3.3.1.1
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4 REZULTATI

Pot etilmalon#CoA so leta 2007 odkrili Erb in sod., ki gmkazalj da so nekatere
bakterije kljub odsotnost: kljulnih genov
Geni v k Ipgt etilmalanitC ovA ( E MP) s @perpndiemg y kateiem se
nahaja 6 genov, med kateri mi j e na-CPAho me mbn

karboksilaza/reduktaza (CcR), ki katalizira reduktivno karboksilacijo kre@o# do
etilmalonitCoA (Erb in sod., 2007). V operonemcse nahaja tudi gen za regulatorni
proteinTetR, Kk i na ij bi del oval t ak operondemcinsséemv e ge r
ur avnaval -tegaz Toasg zaenkrat HU ie Lidstrom (201®)kazalipri bakteriji
Methylobacerium extorquensAM1 (Hu in Lidstrom, 2012)regulacija operonamcpa ni

bila preulevana pri streptomicetah
V tej nal ogi s mo (tetRregulira omeromreracd npt i t il emé i §E
odl ol il z a p remkoperona. Geaxcr je prvi geip & amicaperonu, zato

smo vzeli promotorsko regijocri N za gen post axylglerplapmodnio| e v al
konstrukt integrirali in-trans v kromosom (Larisa Nicolleti, 2016). Za prekomerno

i zragatiRemgepatr eboval i osmolteatimli nekajpromdtogey , z a't
iz S. rimoss. za kat er eandizatoanslgiptopnaugotoyoli, @a se dobro

i zragaj o. Ge dodat nBerm&mlo je u ptreptomibetah ponapadio mo t o
mo| an konstitutivni p r odngeritedtRrin konktiukt wnesibv ga k|
kromosomin-trans Vpliv regulatornega gen®etRna i zraganj e @mmcomot or
operona Pemg smo meril. V goj i glSurimsous,akicresiat om

o b v el e enckyk.SlednjPkodira encim katehol 2¢8oksigenazo.

4. 1VREDNOTENJE AKTIVNOSTI PROMOTORJEWermE* PoxyRI, Bsin PtgV
SEVIH S. rimosudvi4018 Z REPORTERSKIM GENOMyIE

GenxylE je dolg 924 bp in kodir&ncim katehol 2 8lioksigenazp protein vsebuj807
aminokislin z maso 366 kDain izvira iz bakterijePseudomona@ngram in sod., 1989).
Ta encimkatalizirapretvorbo brezbarvnega katehola-hidroksimukonski semialdehid, ki

je rumene barve. Aktivnost encima smo merniliip v al ovni dolkdgtjehila 375 |
aktivnost promotorja, verziewrcdjnpa sjee jhbei Isa nr
V gostiteljskem sevis. rimosussmoovr ednot i | i del ovanje gtiri

promotorPermE?* izoliran iz b&terije S. erythraegBibb in sod., 1985), ki velja za enega

mol nej gi h konstitut iivar ehgidpakiergaoroddbireptenwyceg a g e n
in ostalih taksonomsko sorodnih bakjei (Wilkinson in sod., 2002foxyl, promotor

genaoxyl, ki se rahaja v OTC skupku ikodiramajhen proteipe homologen MtmX, ta pa
katalizira formuliranje zakl julomignasodobr ol a
1996). Ostala dva pnaotorja sta bilapromotore h e a t ¢ moteimaPksin promotor
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homologa transgtozilaze Pgtiz S. rimosusTa dva gena se relativn:
gojiglu TSB, kar j eS. mmasugpoddtki roso prikazaniy. anskr i pt o

4.1.1 Vrednotenje aktivnosti promotorjev genov PermE* Poxyl, Phs in Ptg v
kompleksnemgoj i gl u GOTC

Encimsko aktivnosKylEs mo s pr eml j al i pri gtirih razlil
vsak promotorupor abi | i g ttansformante. eKotdnegats/mo ekontrolo smo

uporabili sev bakterij&s. rimosusbr ez por ol exwlklVeloed & ngleenla mo z
drugi daninkubacijei n ga potemt natdjail j e g a,tkd smg kzmajals e d mi
biosintezni postopek n@OTCg o j i g Naj v i ¢ jerimske akto/mosti XyIEEmo

izmerili pri promotorju PermE* Vrednosti encimske aktivnhosti XylEso pr tem
promotorjuwogegtie dcad 80 in 100 mU/ mg cel c
vrednost pa N18mWmgaspkupnih prbtirdyVeednost ativnosi XylE

pod regulacijo promotorjRoxyl, ki verjetno pozitivho regulira geoxyl v OTC skufxu je
gestinadeal aN 1 8 celokuphimpgroteinov. Aktivnost XylE pod regulacijo
promotorja Phs je bila podobna promotorjlPoxyl z nagal a | e 35, 8 N
celokupnih proteinoNaj ni gj o & knoizmeniliops promxitgrjuPtg kjer je bila
sedmidannaj vi gj a akt immmg selokudnid prateindbhPridrorotorjih

Perm*, Poxyl in Bssmougot ovi | i da akes tvegapadtmeanr apgad az o
pol asi upadat i, dnbstXylsaemeili psi promotorjuRig koje imal e

naj vi gj osednkdai(Shka 9)s t

GOTC

120

"o III L N
40 ‘ i Ill I L 3

3
IITI iz I II F B R

B "~ AR > P N 9 <) e
o ) ) <) ) AL AL AL A
o*:\ Q~2* Q~2* Q~2* Q~Z~ L L L L

specifiéna aktivnost (mU/mg)

M 2dan 3dan 6dan 7dan

Slika 9 Aktivnosti promotorjeWPerme* Poxyl Phsin Ptg pri bakterijiS. rimosuy g o j i ¢ powvelGOT C
treh, g@gest i h ParmE*=spmohatorgbna dzapmsenn ddpornosti proti eritromiGiRoxy =
promotor genaxylv OTC skupkyPhs= promotorh e at s h o ¢ Rtg= pmmotot hermotoga
transglikozilaze
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4.1.2 Vrednotenje aktivnosti pronotorjev PermE*, Poxyl,Phsin Ptgvtopnemg o j i g | u
TSB

Poskus smo ponovi |l i t padmo aktivngstXylt ppd reguldci®B, pr i
promotorjev merili pril2, 24in 36 ul, saj so predhatk raziskave pokazalda po 24 urah
aktivnost pr omdu litro jugade say kultir& Bz rgadbjii ggoj i gl e 1
stacionarno fazo rasfMagdevska, 200). Kot negativno kontrolo smaporabili sevS.
rimosusM4018AppAb r ez por o| exylBKotsekrazgdno izRregladnice Bla

Sliki 10 je razvidno, da smoanj w ivrgdnostaktivnosti XylE dobili pri promotorju

PermE*po 24 urahin sicer 118N OmU¥ mg cel okupni h akivnest ei nov
XylE pri promotorjuPoxyl smo dobilipo 24 urah in sicer 15N  3mUlmg celokupnih

proteinov Pri promotorjuPhssmoiz me r i | 1 v iXgH kot praPoxylipw n o 4 te mer |
bila najvi gjNa,dalkmgicelakupsht proitoy. ®romotBtg pa je prav

tako kotvgoj i gl u GOTC mmkiveseXglE, i najsmicgj an/dg 2 N 2
celokupnih proteinov (Slika 10).N a j v akigpost XylE je bila pri vseh promotorjih

d o s e goe2a arahinkubacije potem pa¢ z al el a pada prednodrimar s e
raziskavam{Magdevska, 2010)
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Slika 1Q Aktivnosti promotorjeWPermE?* Poxyl, Phsin Ptg pri bakterijiS. rimosusy goj i gl u TSB po
in 36 urahPermE*= promotor gena z zapisom odpornostitperitromicinu;Poxyl= promotor genaxylv
OTC skupkuPhs=promotorh e at s h o ¢ Rtg= pmmotot hermofoga transglikozilaze
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4.2 OPTIMIZACIJA PCR POSTOPKXE A NAMNOGEVANt®ttR REGI J

Za pomnogevan] detREelijAsmoondjsres bpdiniziali PCR reakcijo z

lzvedbo reakcije pri razli|l ni hDM&@pekiat nniat

temperaturo denaturacije in zmanjga sekunda
Slika11: PCR p ®tRin se¥p¥SirimosusM4018 inS.rimosusR7zdvemar az | i | ni ma set om

zaletnih nukleotidov pri rlazl i5/6niAC;t eBMpleQ5amulr=aAtC; p Bd
AC; 64RA€; 6@A Cs 68A Cs 7®BA CPogojiPCR reakcije in gelske elektroforegze navedeni v
Poglavju 3.3.2.3 in Yreglednici 16.

PritetRR7/1intetR4 018/ 1 smo prilakovald PCRetRor oduk
R7/2 intetR4018/2 pa PCR produkte v velikosti 699 bpla s | i ki 11 so prik
temper at ur e prpRCRardakciij& 7@ A priraz i | ni h  pBrimno g k i

temperaturipodal j eviMGjjea b57,a1l pomnogitev geljneg
optimalna.

Kosmodol ol i | i opti mal nsemop orgeoa kec i H @R proenaokvciiljie ,\v
(200nm). Po konl| ani reakciji pomo PICR gpeimanlgkel ¢é
gl ede na velikost ter | i imprpravii kasnddpljpeldelon i zr e z
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Slikal2:P o mn o § etetRv izgSerimosusv4018 inS. rimosudR7. 1: tetR4018/1, 2:tetR4018/2 3:
tetRR7/1, 4:tetRR7/1. PogojiPCR reakcije in gelske elektroforeze navedeni v Poglavju 3.3.2i8 v
Preglednici 17.

Slikal2pr i kazuj e p tetRiz obghesave\s. gneosusKot jerazvidno na sliki

12, smo uspegno pomnaqggiplrii clieltepdhaena sRiGR spr @ d
oznal enatetRd oldg&kt @99 bp, S gt etetRdolgadp@abp.2 i n
Pomnogili smo

d v etetR sagid bioinfarinacijgke analizg nismormogii | e
tolno razbrat.i kateri start kodon je pravil

43KONSTRKCI JA PLAZMI DNI'H VEKTORJE®MRpABOA4

Z Vi
Ol i @PGRrmproduketetRiz S. rimosudM4018 inS. rimosudk7 smo rezali z encimoma
Xbal in Ndd. Dobljeni fragment smo ligirali v vektor pABO4 PermE* xylE, ki smo ga
predhodno linearizirali z restriyjskima encimomaXba in Ndd pri | emer S

plazmida izrezalixylE insert (Slika 13) Tako konstruirae plazmice pAB04 + PermE*
tetR4018/1, pABO4 +PermEtetR4018/2 pAB04 +PermE*R7/1, pAB04 +PermE*tetR

R72 smo nato transformirali v see. coli DH10b. Po transformaciji je sledileolacija
plazmidovt e r restrikcija za preverjaniXmEinuspegn
Ndd (Slika 14)
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Slika 13: Restrikcija plazmid@ABO04 + PermE*xylE. Pogojigelske elektroforezeo navedeni v Poglavju
3.3.3 in v Preglednici 18.

Plazmid pAB04 +PermE* xylEsmo rezali z encimomXbad in Ndd, da smo na gelu

potem | ahko | ol iPérmE*zp | vae!Imi kdo ptAjBdD 4pnrgénkylEi g no 5
z veli kost | oZapadaljipoldelogsmmpotiebokplazmid pAB04 +PermE?

K i smo ga iz gela izeGemaCEtAdivamrciedlobGelli Esx 't
Kitg.
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Slika 14: Restrikcija plazmidoypAB04 +PermE* tetR1 =pAB04 +PermE* tetRR7/1; 2 = pAB04 +
PermEtetRR7/2; 3 = pAB04 +PermE*tetR 40181, 4 = pAB04 +PermE*tetR40182 po kloniranju
Pogojigelske elektroforezeo navedeni v Poglavju 3.3.8.2 in v Preglednici 21.

Us p e g nkonstsuirati leplazmida pAB04 + PermE*tetRR7/1in pAB04 + PermE*
tetRR7/2 ne pa tudpAB0O4 +PermE* t¢éR-4018/1in pAB04 +PermEtetR4018/2







































