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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ
Актуальність теми. Впровадження пеніциліну у промислове виробництво у 1942 р. заклало початок епохи антибіотикотерапії та стало найбільшим тріумфом науки у боротьбі з хворобами. Успіх бета-лактамних антибіотиків стимулював пошук і відкриття низки інших класів медично важливих антибіотиків, таких як аміноглікозиди, макроліди, тетрацикліни тощо. Однак, в останні десятиліття відкриття нових антибіотиків значно сповільнилося, що пояснюється поступовим вичерпанням ефективності мікробіологічних скринінгових підходів та методів хімічної модифікації відомих сполук. Водночас, значно зріс відсоток інфекцій, викликаних множинно-стійкими формами патогенів. У результаті сформувалась гостра потреба у нових антибіотиках, нехтування якої матиме згубні наслідки для світової системи охорони здоров’я. Зокрема, спостерігається інтерес до повторного дослідження тих класів антибіотиків, які не було впроваджено у минулі десятиліття тому, що існували перспективніші кандидати (Kling et al., 2015). До таких класів належать і моеноміцини – фосфогліколіпідні антибіотики, що пригнічують каталітичну активність пептидоглікан-глікозилтрансферазного (ПГТ) домена пеніцилін-звязувальних білків (ПЗБ). Прототипом цієї родини сполук є моеноміцин А (МмА). МмА – один з найсильніших антибіотиків, відомих сьогодні (Halliday et al., 2006). Він активний проти багатьох грампозитивних бактерій (Goldman et al., 2000; Ostash et al., 2007). Біологічні властивості МмА, його унікальна структура і механізм дії спонукають дослідників до отримання аналогів МмА з поліпшеними медичними властивостями, зокрема, ефективністю при введенні per os і зменшеним часом півжиття в організмі ссавців. Важливо розробити методи надсинтезу МмА та його похідних, оскільки мікробіологічний синтез моеноміцинів – єдиний економічно виправданий спосіб їхнього отримання. Крім застосування у медицині, значення антибіотиків у природному середовищі, зокрема, у взаємодії з рослинами – мало досліджене. Вивчення цього фундаментального питання дасть змогу повніше зрозуміти екологічні функції вторинних метаболітів, та розробити нові підходи до скринінгу біоактивних сполук. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертацію виконано у науково-дослідній лабораторії генетики, селекції та генетичної інженерії продуцентів антибіотиків (НДЛ-42) при кафедрі генетики та біотехнології Львівського національного університету імені Івана Франка. Роботу виконано у межах бюджетної теми БГ-98Ф “Структурна і функціональна геноміка біосинтезу антибіотиків фосфогліколіпідної родини” (№ державної реєстрації 0109U002058, 2012-2014 рр.). Частину досліджень виконано під час стажування у Відділі мікробіології Гемгольц-центру досліджень рослинно-мікробних взаємодій (Мюнхен, ФРН, 2014-2015 рр.) у рамках стипендіальної програми DAAD.
Мета та завдання дослідження. Метою роботи було виявити та вивчити гени, які контролюють синтез низькомолекулярних гормонподібних сполук, що плейотропно регулюють біосинтез антибіотиків, зокрема моеноміцинів, у штамі Streptomyces ghanaensis ATCC14672. Для досягнення цієї мети були поставлені такі завдання:

1. Ідентифікувати і схарактеризувати методами біоінформатики гени, що контролюють синтез низькомолекулярних гормонподібних сполук бутиролактонного ряду в S. ghanaensis АТСС14672.
2. Дослідити функції низки виявлених генів за допомогою генних заміщень і уведення додаткових копій генів.
3. Дослідити вплив регуляторних генів родини adpA на S. ghanaensis ATCC14672.

4. Опрацювати нові методи аналізу і візуалізації транкрипційної активності штаму Streptomyces ghanaensis ATCC14672.
5. Вивчити вплив мутацій в генах синтезу сполук бутиролактонного ряду на здатність стрептоміцетів колонізувати ризосферу рослин.

Об’єктом дослідження є плейотропні механізми регуляції вторинного метаболізму S. ghanaensis ATCC14672, зокрема біосинтезу моеноміцинів. 

Предмет дослідження – гени S. ghanaensis ATCC14672, що задіяні у біосинтезі і регуляції продукції  низькомолекулярних гормонподібних сполук бутиролактонного ряду.

Методи дослідження – мікробіологічні (культивування штамів бактерій in vitro, in situ (на коренях рослин), електронна мікроскопія), клітинно-біологічні, (флуоресцентна in situ гібридизація; FISH), хімічні (очищення, кількісний та якісний аналіз антибіотиків), генетичні (отримання та вивчення мутацій, генетична трансформація клітин Escherichia coli, кон’югаційні схрещування між E. coli та актиноміцетами), генно-інженерні (виділення та аналіз сумарної та плазмідної ДНК, конструювання рекомбінантних молекул ДНК, гель-електрофорез ДНК, полімеразна ланцюгова реакція, cеквенування ДНК, RedET-залежна інженерія), біоінформатичні (комп’ютерний аналіз нуклеотидних та амінокислотних послідовностей, філогенетичний аналіз, аналіз баз даних, передбачення структури та функції білків).

Наукова новизна отриманих результатів. Вперше анотовано усі гени ATCC14672, задіяні у синтезі й рецепції сигнальних сполук бутиролактонного ряду. та доведено, що ці гени мають вплив на продукцію моеноміцинів та морфогенез у штамі АТСС14672. Уперше досліджено методом експресії ген adpA19AT, що походить з Actinoplanes teichomyceticus і є гомологом плейотропного регуляторного гена adpA (bldH) S. griseus й S. coelicolor. Виконано порівняльний аналіз відносної сили низки гетерологічних промоторів у штамі S. ghanaensis ATCC14672 і доведено можливість колонізації цим штамом ризосфери рослин. 
Практичне значення отриманих результатів. Полягає у можливості їхнього використання для конструювання продуцентів відомих і нових біологічно активних сполук. Досліджені регуляторні гени можна використовувати для раціонального підвищення продукції антибіотиків та розроблення підходів до індукції криптичних (мовчазних) генів вторинного метаболізму в інших штамах. Отримані результати, сконструйовані штами E. сoli, стрептоміцетів і рекомбінантні молекули ДНК використовують у навчальному процесі на кафедрі генетики та біотехнології Львівського національного університету імені Івана Франка. 

Особистий внесок здобувача. Результати, викладені у дисертації, автор отримав особисто або за беспосередньої участі у виконанні експериментів. Зокрема, автор самостійно клонувала усі регуляторні гени, описані у роботі, створила рекомбінантні плазміди, сконструювала штами стрептоміцетів зі зміненою експресією генів. Мікроскопічний аналіз штамів S. ghanaensis виконано спільно з канд. фіз.-мат. наук Ю. Р. Дацюком (ЛНУ ім. І. Франка). Планування експериментів, аналіз та обговорення отриманих результатів проведені спільно з науковим кервіником, д-ром біол. наук Б. О. Осташем, проф. В. О. Федоренком, канд. біол. наук О.Р. Кулачковським, канд. біол. наук М. В. Рабик, канд. біол. наук Р. П. Макітринським, аспірантами кафедри генетики та біотехнології ЛНУ ім. І. Франка М. М. Лопатнюк та О. С. Ющуком, професорами С. Уокер, А. Лужецьким, Й. Каліновскі, з якими автор має спільні публікації.

Апробація результатів дисертації. Результати досліджень репрезентовані на VІІI-X Міжнародних конференціях “Молодь і поступ в біології” (Львів, Україна, 2012-2014); VI Міжнародній науковій конференції молодих вчених “Біорізноманіття. Екологія. Адаптація. Еволюція” (Одеса, Україна, 2013); VIII Міжнародній науковій конференції молодих вчених “Біологія: від молекули до біосфери” (Харків, Україна, 2013), IX Міжнародній науковій конференції “Фактори експериментальної еволюції організмів” (Алушта, Україна, 2014), на звітних наукових конференціях Львівського національного університету імені І. Франка (2012-2015). 
Публікації. Результати дисертації опубліковано в п’яти статтях у фахових наукових журналах, з яких дві – у міжнародних виданнях, двох статтях у збірниках наукових праць та тезах п’яти доповідей на конференціях. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертація складається з вступу, огляду літератури, матеріалів і методів, результатів досліджень, обговорення результатів досліджень, висновків, списку використаних джерел (172 найменування). Роботу викладено на 141 сторінці машинописного тексту і проілюстровано 31 рисунком та чотирма таблицями.
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ
У огляді літератури описано генетичний контроль біосинтезу моеноміцинів (Мм), механізми регуляції продукції антибіотиків, зокрема Мм, та роль у біосинтезі низькомолекулярних сигнальних молекул (бактерійних гормонів).

Матеріали і методи досліджень. У роботі використано штами Escherichia coli DH5α, ET12567 (pUZ8002), BW25113 (pIJ790), а також штам актиноміцетів 
S. ghanaensis ATCC14672 (та його мутанти, виділені в роботі), S. lividans 1326, М707. У експериментах із надекспресії та руйнування генів використали плазміди pUC19, pIJ774, pKC1139, pmoeE5script, pUWLCre, pHYG, а також їхні похідні, сконструйовані в процесі роботи.
Для вирощування актиноміцетів використали агаризовані вівсяне (ВС) та манітол-соєве (MC) середовища (Kieser et al., 2000). Для виділення ДНК і вивчення синтезу Мм рідкі культури актиноміцетів вирощували у триптон-соєвому середовищі TSB (Difco, США). Схрещування E. coli – Streptomyces висівали на ВС.
Насіння Hordeum vulgare L. cv Barke (Josef Breun GdbR, Herzogenaurach, Germany) та Lycopersicon esculentum Mill. cv. MicroTom (Bruno Nebelung GmbH, Everswinkel, Germany) пророщували на ВС 48 год при 30 °С; як мінеральне середовище для закладання пророщеного насіння у грунт та кварцовий пісок використовували сольову суміш Гогланда № 2 (Helmholtz Zentrum, Muenchen). H. vulgare та L. esculentum вирощували у фітокамері за умов чергування фотоперіодів, температур (14 год, 22 °С, світловий період; 10 год, 20 °С, відсутність освітлення) при відносній вологості повітря 70 % (Schuhegger et al., 2006; Sieper et al., 2014).

Генно-інженерні маніпуляції ДНК (виділення й обробка ДНК ендонуклеазами рестрикції, лігування ДНК та полімеразна ланцюгова реакція, RedET-опосередкована інженерія) виконували як описано в (Sambrook and Russel, 2001). Синтез моеноміцинів визначали методом дифузії в агар з використанням дисків з антибіотиками, біохроматографії та мас-спектрометрії згідно (Kieser et al., 2000).
Поверхневу стерилізацію насіння ячменю та томатів проводили згідно (Sieper et al., 2014). Поверхнево стерилізоване, промите від антибіотиків насіння H. vulgare та L. esculentum, пророщене протягом двох діб, інкубували у споровій суспензії стрептоміцетів (2,5*109 спор/мл) (Meschke et al., 2012) протягом 1 год. Інокульоване насіння закладали у грунт або кварцовий пісок з мінеральним середовищем.
РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Гени S. ghanaensis, що контролюють синтез і рецепцію сигнальних молекул: опис та надекспресія вибраних генів. Аналіз in silico виявив у 
S. ghanaensis гени, які кодують імовірні структурні, регуляторні і рецепторні білки, метаболізму низькомолекулярних сигнальних сполук (НСС) двох різних сигнальних систем – γ-бутиролактонної (afsAgh) та авенолідної (acogh). Так, виявлено ключові гени цих систем, afsAgh й acogh, що контролюють різні етапи синтезу НСС. Ці гени мають гомологів у геномах модельних штамів S. coelicolor, S. griseus. Особливістю S. ghanaensis є те, що він містить гени обох сигнальних систем, в той час як майже всі стрептоміцети (згідно аналізу in silico), мають тільки одну (переважно – afsA). Нами сконструйовано плазміди експресії генів acogh та afsAgh  й уведено їх у S. ghanaensis. Сконструйовані штами не відрізнялися від дикого типу за рівнем синтезу Мм чи морфологією. Тобто, рівень експресії цих генів не є лімітуючою стадією у продукції Мм чи морфогенезі. 
Вивчення генів acogh (ssfg_07849) та afsAgh (ssfg_07725). Для дальшого вивчення ролі гена acogh у S. ghanaensis, його заміщено на ген стійкості до апраміцину aac(3)IV. (рис. 1).                            
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Мутантний штам S. ghanaensis відбирали за стійкістю до апраміцину (заміщення acogh геном aac(3)IV) та чутливістю до канаміину (втрата векторних послідовностей). Далі факт генного заміщення підтверджено за допомогою ПЛР, з отриманням ампліконів з очікуваним розміром (див. рис. 1). 

Отриманий acogh –мінус мутант S. ghanaensis не відрізнявся від штаму дикого типу (АТСС14672) за швидкістю росту і характером споруляції (рис. 2). 
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Рис. 2. Морфологічні характеристики мутанта ∆acogh. Електронна мікроскопія міцелію S. ghanaensis: А – батьківський штам, Б – ∆acogh; В – ріст вівсяному середовищі: (зверху – батьківський штам, знизу – ∆acogh).
Водночас, результати біотесту засвідчили, що мутант за геном acogh синтезує менше антибіотичних сполук, ніж дикий тип (рис. 3): стерильна зона на чашках з тест-культурою навколо дисків з метанольним екстрактом із міцелію мутанта менша, у порівнянні із стерильною зоною навколо диска з екстрактом дикого типу. Окремі колонії мутанта, які росли на ВС, взагалі не пригнічували ріст Мм-чутливої тест культури Bacillus сereus (рис. 3). Ці дані засвідчують важливу роль acogh в продукції Мм.
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Вивчення гена afsAgh (ssfg_07725). Ми отримали afsAgh–мінус мутант за 
Ген afsAgh видалено за схемою, аналогічною до описаної вище для заміщення гена acogh. Єдиною відмінністю було те, що у цьому випадку досліджуванй ген замістили на ген стійкості до гігроміцину hyg, а у послідовності вектора містився маркерний ген aac(3)IV. У результаті відібрано один гігроміцин-стійкий апраміцин-чутливий клон, ∆afsA4, факт нокауту afsAgh в якому доведено за допомогою ПЛР. 
Порівняно з контролем, мутант ∆afsA4 не формує повітряного міцелію при культивуванні на триптон-соєвому та соя-манітольному агарі; на вівсяному середовищі набагато повільніше і рідше утворює повітряні гіфи. Цей фенотип також підтверджено на мікроскопічному рівні (рис. 4).
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Рис. 4. Фенотип мутанта ∆afsAgh. 6-денні газони на OM (А): 1 – ∆afsAgh, 2 – дикий тип (АТСС14672), 3 – комплементант ∆afsAgh + рКС1139afsAgh. 6-денні газони на TSA (Б): 1 – ∆afsAgh, 2 – дикий тип (АТСС14672). Сканувальні мікрофотографії 6-денних газонів АТСС14672 на ВС (В), ∆afsAgh на ВС (Г).
Як свідчать результати біотестів, штам ∆afsA4 синтезує Мм на рівні зі штамом дикого типу, оскільки навколо дисків з метанольним екстрактом із міцелію пригнічується ріст чутливої тест-культури. Аналогічний результат отримано при аналізі антибіотичної активності штаму, котрий вирощено газоном на на твердому середовищі (“метод агарових блочків”) (рис. 5).
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Рис. 5. Біотест на антибіотичну активність: А – пригнічення росту тест-культури метанольним екстрактом з міцелію зі штамів дикого типу (1), S. ghanaensis (∆moeO5) (2, 5), S. ghanaensis (∆afsAghhyg) (3), МмА у кількості 5 мкг (4); взірець 6 – суміш CH3OH-DMSO, у якій екстрагували МмА з міцелію; Б – пригнічення росту тест-культури внаслідок дифузії антибіотика в агар з блочків із міцелієм дикого типу (1, 2) та ∆afsAghhyg (3, 4).
Крім моеноміцинів, S. ghanaensis здатний синтезувати вторинні метаболіти невідомого хімічного складу, які теж пригнічують ріст B. cereus, тому результати біотесту не дають змогу стверджувати, що ген acogh регулює синтез саме моеноміцину, а не інших метаболітів, які характеризуються антибіотичною дією. Тому для кількісного аналізу продукції моеноміцинів нами виконано мас-спектрометричний аналіз, який дає змогу аналізувати нагромадження певних класів сполук за молекулярною масою речовини. Такий аналіз засвідчив, що штам ∆afsA4 синтезує МмА у кількостях, еквівалентних до продукції антибіотика диким типом. Мутант за геном acogh продукує моеноміцини у слідових кількостях (менше 1 %, у порівнянні зі штамом дикого типу АТСС14672) Як негативний контроль взято штам з нокаутом гена moeO5, що контролює перший етап синтезу молекули фосфогліколіпідних антибіотиків (Ostash et al., 2009). (рис. 6)
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Рис. 6. Результати кількісного мас-спектрометричного аналізу продукції моеноміцинів штамами: S. ghanaensis (wt), S. ghanaensis (∆moeO5), S. ghanaensis (∆afsAgh) та S. ghanaensis (∆acogh). 
Комплементація дефектів морфогенезу за допомогою дифузибельних регуляторних сполук. Обидві регуляторні гормональні системи S. ghanaensis, очевидно, функціонують незалежно одна від одної, і при цьому авенолідна система відповідає за стимуляцію продукції антибіотика, а бутиролактонна – за морфогенез. Сигнальні сполуки стрептоміцетів видоспецифічні: розпізнаються лише власним видом і сприймаються як тригер (пусковий механізм) певного процесу. Відомі поодинокі випадки міжвидової взаємодії, коли сигнальна молекула одного виду відновлює формування повітряного міцелію в іншому (Willey et al., 2011). У літературі комплементаційні експерименти, що не ґрунтуються на уведенні генів, відомі під назвами “хімічна комплементація” або “тест на синтрофізм”. 

Ми виконали такий тест для ∆afsA4. Для цього мутант вирощували поблизу різних штамів стрептоміцетів, і визначали їхню здатність індукувати ріст повітряного міцелію ∆afsA4. Виявлено здатність мутанта формувати останній при спільному культивуванні на МС або ВС із деякими штамами S. ghanaensis: диким типом, а також мутантом d_aco (рис 7). Асептична культуральна рідина дикого типу також відновлює морфогенез ∆afsA4.  

Отже, S. ghanaensis продукує певну дифузибельну регуляторну молекулу, яка є активатором спороутворення, і в її синтезі залучена лише бутиролактонна ланка з ключовим геном afsA; авенолідна система ніяк не пов’язана з продукцією цієї молекули, оскільки мутант за геном aco комплементує пошкодження морфогенезу у штамі ∆afsA4.
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Рис. 7. Комплементація мутантного фенотипу (А) штаму ∆afsA4 (1) при спільному культивуванні: з диким типом (2) та мутантом за геном acogh (3); (Б) – відновлення споруляції ∆afsA4 (1) після нанесення культуральної рідини дикого типу (2) та комплементація плазмідою pTESafsAgh (3), яка несе втрачений ген.
З бутиролактонною системою у стрептоміцетів пов’язаний ряд плейотропних регуляторів родини AdpA та BldA, які прямо чи опосередковано перебувають під контролем даних гормонів. Тому в подальшому для комплементації afsA-фенотипу було використано низку штамів S. ghanaensis із заміщеними генами важливих плейотропних регуляторів – adpAgh та bldAgh, які є взаємно позитивно регульованими, а також штам із заміщеним геном moeO5, котрий втратив здатність синтезувати МмА. У всіх випадках спільного культивування, окрім культивування з adpA-мутантом, спостерігається незначне відновлення споруляції afsA-мутанта. Також слід зазначити, що adpA-мутант теж не формує повітряного міцелію. Але спільне вирощування з aco-мутантом на соєвому середовищі стимулює споруляцію в ΔadpAgh (рис 8).
Очевидно, для стимуляції спороутворення в клітинах S.ghanaensis необхідна присутність сигнальної сполуки бутиролактонної природи, яка синтезується лише за наявності плейотропного активатора AdpAgh і запускає позитивний регуляторний каскад. Окрім внутрішньовидової, спостерігали міжвидову комплементацію морфогенезу у ΔafsAgh  лише у двох випадках – при вирощуванні мутанта ∆afsA4 поруч з S. erythrаеа та S. sioyаensis. Модельні об’єкти стрептоміцетів (які на філогенетичному дереві гомологів гена afsA знаходяться віддалено від 
S. ghanaensis) – S. griseus, S. coelicolor, а також продуцент близьких до МмА антибіотиків A. teichomyceticus не комплементують мутації за геном afsAgh. 
[image: image2.png]



Рис. 8. Спільне культивування мутантів за генами afsAgh (1) та adpA (4) із штамами S. ghanaensis (ΔmoeO5) (2), ΔbldA (3) та Δacogh (5). Стрілками вказано на ділянки часткового відновлення споруляції. 
Отже, обидві сигнальні системи S. ghanaensis функціонують незалежно, і кожна з них постачає відповідну сигнальну сполуку, які, відповідно, регулюють продукцію Мм та морфогенез.

Гетерологічна експресія регуляторного гена adpA19AT Actinoplanes teichomyceticus в штамах S. ghanaensis. Комплементація синтезу МмА плейотропним регулятором AdpAgh. Білок AdpA є одним із глобальних регуляторів вторинного метаболізму стрептоміцетів. Він належить до AraC-XylS-родини плейотропних регуляторів і має один з найбільших регулонів у прокаріот, котрий включає понад 500 генів (Higo et al., 2012). У штамі S. ghanaensis ATCC14672 білок AdpA зв’язується з промоторними ділянками ключових регуляторів синтезу Мм (bldAgh, absBgh, adpAgh), а також moe-генів, активуючи їх експресію, а нокаут гена adpAgh блокує продукцію антибіотика. Більше того, AdpA відіграє роль позитивного регулятора біосинтезу моеноміцинів у гетерологічних господарях S. coelicolor та S. lividans (Makitrynskyy et al., 2013). Отже, adpA-гомологи можуть гетерологічно комплементувати дефекти морфогенезу і вторинного метаболізму в стрептоміцетів. У продуцента тейкопланіну 
A. teichomyceticus регуляція вторинного метаболізму також є комплексною, за аналогією до стрептоміцетів (Yamamura et al., 2012; Schwientek et al., 2012). У його геномі виявлено понад 30 потенційних регуляторів AraC-XylS-родии, серед яких продукти лише 5 генів виявляють найвищий ступінь подібності до AdpA-білків S. coelicolor, S. griseus, S. clavuligerus. Один із них – AdpA19AT – належить до найбільш імовірних ортологів AdpA. Його надекспресія в A. teichomyceticus спричиняє надсинтез тейкопланіну та інтенсифікацію споруляції (Ostash et al., 2015). Цікаво, що вищезгаданий штам продукує сполуки з родини моеноміцинів, і тому плейотропні регулятори A. teichomyceticus можуть мати вплив на продукцію моеноміцинів у АТСС14672.

Для вивчення генів adpAgh S. ghanaensis та гетерологічного adpA19AT A. teichomyceticus, їх клоновано у вектори pKC1139 (30 копій плазміди на геном) та pKC1218E (1-2 копії) і перенесено у мутантний штам S. ghanaensis ∆acogh за допомогою міжродової кон’югації з E. coli. Характер синтезу антибіотика в комплементантів оцінювали на основі біотестів. У штамі з нокаутом гена acogh обидва регулятори – AdpAgh та AdpA19AT – відновлюють продукцію антибіотика, про що свідчить збільшення діаметра стерильних зон навколо дисків з екстрактами комплементованих штамів, у порівнянні з мутантами (рис. 9). 
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Комплементації також підтверджено методом біохроматографії. Для цього антибіотики з міцелію екстрагували у 6 мл метанолу при 37 °С, 225 об/хв протягом доби. Надалі екстракт концентрували й наносили на силікагелеву пластинку та розділяли в системі розчинників ізопропанол – 30 %: амоній гідроксид в об’ємному співвідношенні 7:3 і розділяли протягом години. На окрему доріжку наносили свідок у концентрації 0,04 мМ. Пластину висушували і заливали напіврідкою культурою B. cereus. Наявність стерильних зон на пластині після 18 год інкубування при 30 °С свідчить про дифузію антибіотичних речовин та, відповідно, їх синтез певним штамом.
Результати біотестів підтверджуються даними біохроматографії (рис. 10.). 
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        МмА           ∆acoghadpA19AT           ∆acoghadpAgh           ∆acogh::aac(3)IV           ∆acogh                 
Рис. 10. Біохроматограма метанольних екстрактів мутантів S. ghanaensis ∆acogh та ∆afsA4 та комплементантів з надекспресією генів adpAgh та adpA19AT. Стрілкою позначено МмА.
Тому можна стверджувати, що надекспресія ортологів AdpA відновлює біосинтез саме моеноміцинів, а не збільшує рівень продукції інших антибіотиків у мутанті за геном acogh. Відновлення продукції моеноміцину внаслідок гетерологічної експресії ортолога adpA19AT свідчить про його спорідненість із стрептоміцетними регуляторами. 
Транскрипційна активність окремих moe-генів у мутанті S. ghanaensis за геном асоgh. Зміна рівня продукції МмА штамом із заміщеним геном acogh спонукала до вивчення транскрипційної активності промоторів структурних генів синтезу МмА у цьому штамі. Для оцінки рівня транскрипції moe-генів у клітинах мутанта було обрано промотори генів moeE5 та moeO5, у яких виявлено сайти зв’язування деяких плейотропних регуляторів (Makitrynskyy et al., 2013). Продукти цих генів залучені на початкових етапах збирання молекули МмА (Ostash et al., 2010). 

Отримані раніше (Макітринський, 2012) плазміди з транскрипційним злиттям промоторів moeE5p та moeO5p з геном β-глюкуронідази (pmoeE5script; pmoeO5script) було перенесено у штам S. ghanaensis дикого типу, а також у мутантий штам з безмаркерним нокаутом гена acogh. У випадку мутанта acogh знижується рівень транскрипції промотора гена епімерази moeE5p, проте рівень експресії moeO5p незмінний, порівняно з диким типом (рис. 11).
Отримані дані свідчать, що саме промотор гена епімерази підлягає регуляторним впливам з боку певних сигнальних сполук, синтез яких контролюється геном acogh.
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Рис. 11. Активність промоторів moeE5p та moeO5p у мутанті за геном acogh. 

Отже, регуляторний вплив, опосередкований гормональними системами, необхідний для підтримання високого рівня синтезу моеноміцинів.

Тестування гетерологічних промоторів у штамі S. ghanaensis. Потенційною проблемою є низький рівень експресії з використаних описаних раніше векторних ДНК. Цікаво підібрати нові промотори, які б забезпечували вищий рівень експресії у штамі АТСС14672. Тому вирішили порівняти на різних стадіях росту культури транскрипційну активність деяких поширених актиноміцетних гетерологічних промоторів, використовуючи нещодавно описану репортерну систему на основі гена β-глюкуронідази gusA. Для досліджень обрано три промотори: gylP1/P2 з гліцеролового оперону S. coelicolor, ermEp гена стійкості до еритроміцину Saccharopolyspora erythraea, який кодує рРНК-метилтрансферазу та aac(3)IVp гена аміноглікозид-ацетилтрансферази Klebsiella pneumoniae. Надалі було сконструйовано рекомбінантні штами S. ghanaensis (pMT3226GusA), 
S. ghanaensis (pSETamGusA), S. ghanaensis (pSETermGusA) та S. ghanaensis (pGUS) шляхом кон’югативного перенесення зазначених плазмід у штам дикого типу. Репортерні плазміди pMT3226GusA, pSETamGusA and pSETermGusA сконструйовано за допомогою транскрипційного злиття досліджуваних промоторів ermEp, gylP1/P2 та aac(3)IVp з геном β-глюкуронідази gusA у векторі pGUS (Horbal et al., 2013).

Для попередньої візуальної оцінки ензиматичної активності β-глюкуронідази на міцелій транскон’югантних штамів S. ghanaensis (pMT3226GusA), S. ghanaensis (pSETamGusA), S. ghanaensis (pSETermGusA) та S. ghanaensis (pGUS) наносили розчин хромогенного субстрату 5-бром-4-хлор-3-індоліл глюкуроніду (X-Gluc). Внаслідок ферментативного гідролізу X-Gluc перетворювався у сполуку темно-синього забарвлення 5,5’-дибром-4,4’-дихлор-індиго, завдяки чому міцелій S. ghanaensis (pMT3226GusA), S. ghanaensis (pSETamGusA) та S. ghanaensis (pSETermGusA) набував синього кольору. Натомість, негативний контроль, котрий містить ген gusA без промотора (S. ghanaensis (pGUS)), залишався безбарвним. Отже, досліджувані культури є носіями функціонального гена gusA. 
Кількісну оцінку активності β-глюкуронідази проводили спектрофотометрично з використанням аналітичного субстрату p-нітрофеніл-D-глюкуроніду. Активність глюкуронідази нормалізували відносно загальної однакової кількості сумарного білка у лізаті. Виявлено, що промотор gylP1/P2 виявляє найвищу транскрипційну активність. Промотор aac(3)IVp виявляв у 2 та 3 рази меншу активність, у порівнянні з gylP1/P2, після 20 та 96 год культивування, відповідно. Транскрипційна активність ermEp була вищою, ніж aac(3)IVp, але не перевищувала активності gylP1/P2 (рис. 12).
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Рис. 12. Активність гетерологічних промоторів у штамі S. ghanaensis після 20 год (А) та 96 год (Б) культивування: 1 – негативний контроль pGus; 2 – gylP1/P2; 3 – gylP1/P2 (1 % гліцерол); 4 – aac(3)IVp; 5 – ermEp.
Слід зазначити, що у штамі ATCC14672 gylP1/P2 не репресується білком GylR (його ген локалізований у плазміді pMT3226gusA), оскільки активність GusA спостерігається вже після 20 годин росту культури. На противагу даним літератури (Hindle et al., 1994) ми виявили, що гліцерол у кількості 1 % (маса/об’єм) пригнічує gylP1/P2. На 96 год росту транскрипційна активність gylP1/P2 була дещо більшою, ніж на 20 год культивування. Ймовірно, це явище зумовлене вичерпуванням глюкози у середовищі, що у свою чергу звільняє gylP1/P2 від катаболітної репресії.
Після 96 год вирощування активність aac(3)IVp та ermEp була меншою, у порівнянні з 20-ю. Очевидно, це спричиняється переходом культури у стаціонарну фазу росту та подальшим лізисом клітин. 
Колонізація коренів Hordeum vulgare та Lycopersicon esculentum (MicroТom) штамами актиноміцетів. Бактерійна здатність колонізувати корені рослин є першим кроком фітомікробної взаємодії. Колонізацію коренів ячменю та томатів штамами S. ghanaensis дослідили методами флуоресцентної гібридизації in situ та сканувальної мікроскопії. Для цього корені фіксували у розчині етанолу 
(70 %):PBS – 1,5:1 та виконали гібридизацію з пробами Cy5EUBMix (універсальний зонд) та Cy3HGC69a (зонд, специфічний для GC-багатих геномів). Також вперше опрацьовано новий підхід виявлення колонізації ризосфери штамами S. ghanaensis, які підсумовано на рис. 13-14. 

Для цього використано похідний АТСС14672, що містить інтегровану в геном (в attB-сайт актинофага phiC31) репортерну плазміду pmoeE5script. У цій плазміді промотор гена гексозоізомерази moeE5 злито з геном глюкуронідази gusA. Промотор moeE5р виявляє сильну і конститутивну транскрипційну активність упродовж усіх стадій росту АТСС14672 (Макітринський, 2012). Вирішено виявляти активність moeE5р на коренях, оброблених хромогенним субстратом (5-Br-4-Cl-3-індоліл-β-D-глюкуроновою кислотою, X-Gluc). Рис. 13 відображає типовий результат трьох незалежних повторів.
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Рис. 13. Колонізація коренів H. vulgare штамами S. ghanaensis: порівняння gusA- та FISH-візуалізації. Рожеве та фіолетове забарвлення – флуоресцентне свічення мічених зондів внаслідок накладання червоного та зеленого світлофільтрів (Cy5EUBMix та Cy3HGC69a (для GC-багатої ДНК)) у полі мікроскопа; синє забарвлення – результат гідролізу X-gluc до індиго gusА–вмісним репортерним штамом, який колонізує корінь.
Результати свідчать про активну колонізацію коренів томатів та ячменю досліджуваними штамами. Штами S. ghanaensis (wt) та ∆aco колонізують корені ячменю рівномірніше, у порівнянні із мутантним штамом ∆moeO5; більш рівномірна колонізація спостерігається на верхівці кореня.
Отже, АТСС14672 здатний колонізувати корені модельних рослин. Також, експресія генів синтезу моеноміцинів відбувається і на коренях. Можливо, синтез антибіотика сприяє колонізації ризосфери ячменю, про що свідчить менш активна колонізація коренів штамом із припиненим синтезом моеноміцину (∆moeO5).

Корені томатів рівномірно колонізуються штамом S. ghanaensis (wt) й менш активно його мутантами – moeO5 та acogh (рис. 14). 
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Рис. 14. Колонізація коренів L. esculentum штамами S. ghanaensis. 
Методом FISH-LSM-скринінгу виявляли колонізацію томатів та ячменю штамом S. lividans 1326 дикого типу та scbA-мутанта M707. Обидва штами колонізують корені досліджуваних рослин.
Слід зазначити, що стрептоміцети, у всіх досліджених випадках, краще колонізують кореневі волоски, ніж поверхню кореня безпосередньо. Імовірно, це пояснюється вищою концентрацією органічних речовин у цій зоні кореня. 

Біометричні характеристики H. vulgare та L. esculentum (MicroTom) за дії різних концентрацій γ-BL. Для виявлення впливу хімічно простого і комерційно доступного γ-BL, 1,4-бутиролактону, котрий є штучним аналогом природних сигнальних сполук, на біометричні параметри ячменю і томатів, рослини вирощували у аксенічній системі протягом 12 діб, після чого вносили розчини γ-BL у розчин Гогланда у різних концентраціях. γ-BL у концентраціях 10 мкм-100 мкм-1 мМ не змінює біометричних характеристик H. vulgare та L. esculentum (MicroTom). γ-BL у концентрації 10 мМ пригнічує ріст томатів (що виявляється у зменшенні довжини пагона), проте не впливає на ріст ячменю.

ВИСНОВКИ
Виявлено та схарактеризовано гени S. ghanaensis АТСС14672, які кодують дві системи синтезу та рецепції низькомолекулярних сигнальних сполук авенолідного (aco) та гамма-бутиролактонного (afs) рядів. Делеція aco-гена порушує продукцію антибіотиків, а делеція ключового гена afsА, за певних умов культивування, порушує формування повітряного міцелію. Вперше продемонстровано здатність АТСС14672 колонізувати ризосферу двох модельних рослин, Hordeum vulgare та Lycopersicon esculentum, а також опрацьовано новий метод виявлення колонізації ризосфери актиноміцетами. Виявлено низку умов, за яких досліджувані види стрептоміцетів впливають на морфометричні показники рослини. 
1. Показано, що у геномі S. ghanaensis ATCC14672 містяться гени синтезу двох низькомолекулярних сигнальних сполук, що належать до бутиролактонного й авенолідного рядів.

2. Виявлено, що нокаут гена aсоgh, що імовірно задіяний у синтезі сигнальних молекул авенолідного ряду в S. ghanaensis, блокує продукцію моеноміцинів цим штамом; делеція гена afsAgh, котрий відповідає за синтез бутиролактонів, порушує формування цим штамом повітряного міцелію на багатих агаризованих середовищах.

3. Доведено, що штам S. ghanaensis дикого типу, а також його мутанти за генами acogh, bldAgh та moeO5 продукують дифузибельну сполуку, яка відновлює споруляцію у штамі з делецією гена afsAgh.
4.  Досліджено складний характер впливу мутації в гені acogh на продукцію моеноміцинів, що не пов’язано зі значними змінами транскрипції ключових генів синтезу цих антибіотиків. Вплив цих генів на синтез антибіотиків може опосередковуватися плейотропними регуляторами родини AdpA. 
5. З’ясовано, що промотор gylP1/P2 з оперону утилізації гліцеролу Streptomyces coelicolor М145 виявляє найвищу активність у штамі Streptomyces ghanaensis ATCC14672 порівняно з промоторами ermEp та aac(3)IVp.

6. Продемонстровано ефективність використання гена β-глюкуронідази gusA (uidA) як репортера колонізації стрептоміцетами ризосфери рослин. 

7. Досліджено, що дикий тип S. ghanaensis та S. lividans, а також низка мутантів S.ghanaensis та S. lividans за генами синтезу бутиролактонів та антибіотиків колонізують поверхню коренів модельних рослин Hordeum vulgare та Lycopersicon esculentum.
8. Показано, що 1,4-бутиролактон, найпростіший структурний аналог природних гамма-бутиролактонів Streptomyces, у мілімолярних концентраціях пригнічує ріст L. esculentum. 
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АНОТАЦІЯ

Мутенко Г. В. Гени afs-, aco- та adpA-родин, задіяні у плейотропній регуляції вторинного метаболізму Streptomyces ghanaensis ATCC14672. – рукопис.
Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за  спеціальністю 03.00.22 – молекулярна генетика. – ДУ “Інститут харчової біотехнології та геноміки Національної академії наук України”, Київ, 2017.

У геномі S. ghanaensis ATCC14672 містяться структурні й регуляторні гени синтезу двох низькомолекулярних сигнальних сполук, що належать до бутиролактонного й авенолідного рядів. Нокаут гена acogh (імовірно задіяний у синтезі сигнальних молекул авенолідного ряду в S. ghanaensis) блокує продукцію моеноміцинів цим штамом; делеція гена afsAgh, котрий залучений у синтезі бутиролактонів, порушує формування цим штамом повітряного міцелію на багатих середовищах, але не має впливу на синтез антибіотиків. Мутація в гені acogh має складний характер впливу на продукцію моеноміцинів, що не пов’язано зі значними змінами транскрипції ключових генів синтезу цих антибіотиків. Вплив цих генів на морфогенез та синтез антибіотиків може опосередковуватися плейотропними регуляторами родини AdpA. Дикий тип, а також низка мутантів Streptomyces ghanaensis та S. lividans за генами синтезу бутиролактонів та антибіотиків колонізують поверхню коренів модельних рослин Hordeum vulgare та Lycopersicon esculentum. Виявлено низку умов, за яких досліджувані штами стрептоміцетів впливають на морфометричні показники рослини Hordeum vulgare. Опрацьовано новий метод виявлення колонізації ризосфери актиноміцетами на основі гена глюкуронідази gusA (uidA). 1,4-бутиролактон, який є найпростішим аналогом природних гамма-бутиролактонів стрептоміцетів, у мілімолярних концентраціях пригнічує ріст томатів. 

Ключові слова: позитивні плейотропні регулятори, моеноміцини, гамма-бутиролактони, авеноліди, колонізація ризосфери.
АННОТАЦИЯ

Мутенко Г. В. Гени afs-, aco- и adpA-семейств, задействованы в плейотропной регуляции вторичного метаболизма Streptomyces ghanaensis ATCC14672. – рукопись.
Диссертация на соискание ученой степени кандидата биологических наук по специальности 03.00.22 – молекулярная генетика. – ГУ "Институт пищевой биотехнологии и геномики Национальной академии наук Украины", Киев, 2017.

В геноме S. ghanaensis ATCC 14672 содержатся гены синтеза двух низкомолекулярных сигнальных соединений (НСС), принадлежащих к бутиролактонному и авенолидному рядам. Нокаут гена acogh, предположительно задействованного в синтезе НСС авенолидного типа в S. ghanaensis, блокирует продукцию моеномицинов (Мм) этим штаммом; делеция гена afsAgh, который задействован в синтезе бутиролактонов, нарушает формирование воздушного мицелия на богатых средах. Мутация в гене acogh имеет сложный характер влияния на продукцию Мм, которий не связан со значительными изменениями транскрипции ключевых генов синтеза Мм. Влияние упомянутых генов на морфогенез и синтез антибиотиков может быть вызвано действием плейотропных регуляторов семейства AdpA. Дикий тип, а также ряд мутантов Streptomyces ghanaensis и S. lividans по генам синтеза бутиролактонов и антибиотиков колонизируют поверхность корней модельных растений Hordeum vulgare и Lycopersicon esculentum. Обозначен ряд условий, при которых исследуемые штаммы стрептомицетов влияют на морфометрические показатели растения Hordeum vulgare. Разработано новый метод определения колонизации ризосферы актиномицетами на основании гена глюкуронидазы gusA (uidA) .1,4-бутиролактон, который является простым аналогом природных гамма-бутиролактонов стрептомицетов, в микромолярных концентрациях подавляет рост томатов.

Ключевые слова: позитивные плейотропные регуляторы, моеномицины, гамма-бутиролактон, авенолиды, колонизация ризосферы.
SUMMARY

Mutenko H. V. The genes of afs-, aco- and adpA-families involved in pleiotropic regulation of secondary metabolism in Streptomyces ghanaensis ATCC14672. – Manuscript.

Dissertation for the PhD degree in specialty 03.00.22 – molecular genetics. – SI "Institute of Food Biotechnology and Genomics of National Academy of Sciences of Ukraine", Kyiv, 2017.
 Streptomyces ghanaensis ATCC14672 produces a unique antibacterially active compound moenomycin A (MmA). Extreme potency of MmA against Grampositive pathogenic cocci (including vancomycin- and methicillin- resistant strains), its structural and functional uniqueness fules interest in chemistry and biology of MmA. One of the major unresolved issues in this area is low level of MmA production. Microbiological synthesis of moenomycins is the only economically justifiable way of obtaining them, and so it is necessary to study how MmA production is governed. Consequently, in this work we focused on S. ghanaensis genes that control the production of low molecular weight signaling (LMWC) compounds of the butanolide series. These compounds are known to exert a pleiotropic effect on morphogenesis and antibiotic production by streptomycetes, yet their role in MmA production is not known. 
S. ghanaensis ATCC14672 genome contains a group of structural and regulatory genes for the synthesis of two LMWC of butyrolactone and avenolide classes. A representative of streptomycete A-factor synthase ortholog (AfsA) in S. ghanaensis is ssfg_07725 (afsAgh) gene; its product belongs to the family of FabZ- proteins, involved in the fatty acids metabolism. It is possible that S. ghanaensis AfsAgh protein performs both catalytic and regulatory function; the latter might be exerted via protein-protein interactions with transcriptional factors. The S. ghanaensis ortholog of aco gene of S. avermitilis is ssfg_07849 (acogh) gene, located in a cluster of genes encoding avenolide receptor (ssfg_07848) and cytochrome-hydroxylase (ssfg_07847). The product of aco-gene – acyl-CoA-oxidase – is involved in the final stage of avolide production.

The knockout of the acogh gene blocks the production of moenomycins. The afsAgh gene knockout impaired formation of the aerial mycelium on rich media, but had no effect on the synthesis of antibiotics. Inability of acogh mutant to produce MmA was not associated with significant changes in the transcriptional activity of some key moe genes as well as their pleiotropic transcriptional regulators.

The product of enzyme activity of AfsAgh is a presumed diffusible LMWC that possesses signaling properties with regard to aerial mycelium growth and spore formation. This fact has been proven by several complementation tests: cultivation of the strain with replaced afsAgh gene in the vicinity to the wild type strain as well as two strains with impaired MmA production, deficient in moeO5- and acogh genes. Sporulation of ΔafsAgh strain has been restored in the presence of the aforementioned strains. The restoration of morphogenesis has also been observed when sterile concentrate of spent medium was applied on top of the ΔafsAgh lawn. Because acogh mutant restored the aerial mycelium formation to the afsAgh mutant, it can be argued that both studied signaling systems operate independently of each other, and each of them has its own range of action. Namely, butyrolactone system affects morphological differentiation, and avenolides influence moenomycin production.

Influence of the above genes on S. ghanaensis is likely mediated by some pleiotropic regulators, such as that of AdpA family. Indeed, adpAgh mutant of S. ghanaensis did not complement the phenotype defects of afsAgh mutant. Obviously, to stimulate a positive regulatory cascade (in particular, sporulation), S.ghanaensis cells require the presence of LMWC, which is synthesized in response to AdpAgh. We showed that S. ghanaensis AdpAgh and heterologous regulator AdpA19 from A. teichomyceticus recover the MmA production by acogh -defficient strain.

We compared the transcription activity of some common actinomycete heterologous promoters in S. ghanaensis using a reporter system based on β-glucuronidase gene gusA. For this research it was selected three promoters: gylP1/P2 of S. coelicolor glycerol operon, ermEp of Saccharopolyspora erythraea erythromycin resistance gene, and aac(3)IVp of aminoglycoside-acetyltransferase gene from Klebsiella pneumoniae. These promoters exhibit different transcription activity in S. ghanaensis: gylP1/P2 was the strongest, and aac(3)IVp – the weakest one. Thus, the glycerol promoter gylP1/P2 is optimal for efficient expression of different action regulatory and structural genes in this strain and can be used in further design of expression vectors. In particular, these promoters can be used to construct vectors with pleiotropic regulators, some of which are streptomycete hormones.

It remains poorly understood how secondary metaboloites influence the ability of streptomycetes to coloniez root rhizosphere. We analyzed wild type S. ghanaensis strain, and its aco and moeO5 mutants. As a control, S. lividans wild type strain and its LMWC defieicnet mutant M707 have been used.  scbA. The root colonisation of model objects of mono- and dicotyledonous plants (Hordeum vulgare and Lycopersicon esculentum) by streptomycetes was investigated by in-situ fluorescence hybridization and scanning microscopy. Wild type, as well as a number of mutants of S. ghanaensis and S. lividans, colonize the roots of H. vulgare and L.esculentum. It should be noted that streptomycetes, colonized the root hairs better than the root surface directly. This is probably due to the higher concentrations of organic matter in this root zone. A number of conditions have been revealed in which bacteria influenced the morphometric indices of the plant (e.g. the increase of the H. vulgare root biomass).

In many cases bacterial LMWC are the activators of plant systemic resistance against pathogens. However, it is still not clear how the simplest artificial analog of γ-BL affects on plants. It is known that this compound plays a signaling role in streptomycetes, stimulating the synthesis of antibiotics. In the case of S. ghanaensis, γ-BL does not complement the Mm production by aco-mutant and also does not influense on Mm synthesis by the wild-type strain. Regarding the model objects of mono- and dicotyledonous plants, induction of systemic resistance against fungal pathogen under the action of γ-BL is not observed. However, at the concentration of 10 mM γ-BL suppresses the growth of L. esculentum.
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Рис. 1. Схема нокауту гена acogh у геномі S. ghanaensis.
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Рис. 3. Антибіотична активність штаму d_aco: А – пригнічення росту B. cereus екстрактом з міцелію штамів дикого типу (1), двох клонів d_aco (2, 3); Б – ріст B. cereus на чашці з колоніями дикого типу (1) та d_aco (2, 3, 4).
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Рис. 9. Результати пригнічення росту �B. cereus метанольними екстрактами вторинних метаболітів з міцелію �S. ghanaensis: 1 – дикий тип; 2 – Δacogh::aac(3)IV (pKCadpA19AT);  3 – Δacogh::aac(3)IV (pKC1218EadpAgh); 4 – CH3OH-DMSO; 5 – ∆acogh::aac(3)IV. 











