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Продуцент моеноміцинів Streptomyces ghanaensis ATCC14672 синтезує унікальну сполуку антибіотичної дії – моеноміцин А – який має низку переваг перед іншими антибіотиками, зокрема: активний у критично низьких концентраціях, відмінний за структурою та мішенню від інших антибіотиків, завдяки чому уникається явище резистентності та звикання; його дія спрямована безпосередньо на фермент, а не його субстрат. Моеноміцин зв’язується з активним сайтом пептидоглікан-глікозилтрансферази, завдяки чому блокує один із етапів синтезу муреїну, тому є надзвичайно активним проти множинно-стійких форм грампозитивних коків, завдяки чому даним антибіотиком цікавляться фармакологічні компанії.

Проте, є ряд невирішених питань, які перешкоджають впровадженню моеноміцину у фармакологічну практику. По-перше, штам дикого типу синтезує антибіотик у дуже низьких концентраціях; по-друге, поряд з низькою фармакокінетикою МмА, штам утворює суміш різних моеноміцинів, що ускладнює їхнє очищення та покращення фармакологічних властивостей. Мікробіологічний синтез моеноміцинів – єдиний економічно виправданий спосіб їхнього отримання. Тому вирішити питання продукції моеноміцину А можливо за допомогою генної інженерії шляхом детального вивчення регуляції синтезу та подальшої маніпуляції цими регуляторами. 

Структурні гени синтезу Мм згруповані у два кластери. Секвенування та гетерологічна експресія показали, що кластери не містять шлях-специфічних регуляторних генів. Ці особливості moe-кластерів спонукають до ґрунтовнішого дослідження регуляції продукції МмА. 
У цій роботі вирішено зосередитися на групі генів, що контролюють продукцію низькомолекулярних сигнальних сполук бутанолідного ряду. Відомо, що ці сполуки мають плейотропний вплив на морфогенез та продукцію антибіотиків стрептоміцетами, і їхню роль достатньо глибоко вивчено на низці модельних штамів. У геномі S. ghanaensis ATCC14672 містяться структурні й регуляторні гени синтезу двох низькомолекулярних сигнальних сполук, що належать до бутиролактонного й авенолідного рядів.  Представником ортологічного ряду А-фактор синтази стрептоміцетів (AfsA) у S. ghanaensis є ген ssfg_07725 (afsAgh), продукт якого належить до родини білків FabZ, залучених у метаболізмі жирних кислот. Не виключено, що у S. ghanaensis білок AfsAgh може виконувати як каталітичну, так і регуляторну функцію, будучи транскрипційним активатором, очевидно, шляхом білок-білкових взаємодій. Гомологом гена aco S. avermitilis в геномі S. ghanaensis є ген ssfg_07849 (acogh), розташований в одному кластері з генами-гомологами авенолідного рецептора (ssfg_07848) та цитохром-гідроксилази (ssfg_07847). Продукт гена aco – ацил-КоА-оксидаза – залучений на кінцевому етапі “дозрівання” авеноліду. 
Нокаут гена acogh, що 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. 
Продукт гена afsAgh залучений у синтезі сигнальної дифузибельної сполуки, котра є прямим чи опосередкованим активатором росту повітряного міцелію та спороутворення. Цей факт було доведено низкою тестів на синтрофізм: спільне культивування штаму з заміщеним геном afsAgh із штамом дикого типу, а також штамами із заміщеними генами aсоgh та moeO5, які не синтезують моеноміцину, відновлювало споруляцію мутанта за геном afsAgh. Комплементація фенотипу також спостерігалася при нанесенні на безспоровий міцелій мутанта безклітинного екстракту з міцелію дикого типу. Оскільки мутант за геном aсоAgh відновлює фенотип мутанта за геном afsAgh, то можна стверджувати, що обидві сигнальні системи функціонують незалежно одна від одної, при чому кожна з них має свій спектр дії – морфологічну диференціацію (бутиролактонна система) та продукцію моеноміцину (авенолідна система).
Вплив цих генів на морфогенез та синтез антибіотиків може опосередковуватися плейотропними регуляторами родини AdpA. Так, мутант за геном adpAgh не комплементує порушення фенотипу у штамі із заміщеним геном afsAgh. 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 позитивної регуляції морфогенезу, білки родини AdpA (AdpAgh S. ghanaensis та гетерологічний регулятор AdpA19AT A. teichomyceticus, котрий продукує антибіотики з родини моеноміцинів) відновлюють продукцію антибіотика у штамі із заміщеним геном ацил-КоА-оксидази. 
Поряд з поетапним просуванням у побудові інтегративної картини регуляції продукції моеноміцинів, потенційними проблемами є низький рівень синтезу Мм у природному штамі та низький рівень експресії з використовуваних раніше векторних ДНК у S. ghanaensis. Тому вирішили порівняти на різних стадіях росту культури транскрипційну активність деяких поширених актиноміцетних гетерологічних промоторів, використовуючи 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, та aac(3)IVp гена аміноглікозид-ацетилтрансферази Klebsiella pneumoniae. Кількісний спектрофотометричний аналіз свідчить, що три гетерологічні промотори, що функціонують у стрептоміцетах – gylP1/P2 aac(3)IVp і ermEp – виявляють різну транскрипційну активність у штамі 
S. ghanaensis: Промотор gylP1/P2 є найсильнішим, aac(3)IVp – найслабшим. Таким чином, гліцероловий промотор gylP1/P2 оптимальний для ефективної експресії регуляторних та структурних генів різної дії у даному штамі та може бути використаним у подальшому конструюванні векторів експресії. Зокрема, ці промотори можна застосувати для конструювання векторів з плейотропними регуляторами, одними з яких є стрептоміцетні гормони.
Враховуючи важливість стрептоміцетів як продуцентів біологічно активних речовин у ґрунтових екосистемах, одним із ключових положень є їхня взаємодія з рослинами, першим етапом якої є колонізація коренів. Бактеріориза – явище взаємодоповнююче, яке забезпечує виживання бактерій та індукцію системної резистентності рослин проти патогенів та стресових чинників. Для вивчення здатності стрептоміцетів, а також їхніх гормональних та моеноміцинових мутантів колонізувати ризосферу одно- та дводольних рослин було обрано штами S. ghanaensis дикого типу, мутанти за генами aco та moeO5, а також як контроль S. lividans дикого типу та його мутант scbA. Колонізацію коренів модельних об’єктів одно- і дводольних рослин (Hordeum vulgare та Lycopersicon esculentum) штамами S. ghanaensis дослідили методами флуоресцентної гібридизації in situ та сканувальної мікроскопії. Дикий тип, а також низка мутантів S. ghanaensis та S. lividans за генами синтезу бутиролактонів та антибіотиків колонізують поверхню коренів модельних рослин H. vulgare та L. esculentum. 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. Виявлено низку умов, за яких досліджувані штами стрептоміцетів впливають на морфометричні показники рослини (сприяють збільшенню приросту біомаси кореня H. vulgare). 

У багатьох випадках активаторами системної резистентності проти патогенів у рослин є НМС, які синтезують бактерії. Проте до сих пір не з’ясовано, як себе виявляє найпростіший штучний аналог γ-БЛ. Відомо, що ця сполука відіграє сигнальну роль у стрептоміцетів, стимулюючи синтез ними антибіотиків. У випадку із S. ghanaensis γ-БЛ не комплементує мутантного фенотипу по продукції Мм у мутанта за геном acо, а також не змінює приросту біомаси та рівня синтезу штамом дикого типу. 

Щодо модельних об’єктів одно- та дводольних рослин, то індукції системної стійкості проти грибкового патогенну під дією γ-БЛ не спостерігається. Проте, у концентрації 10мМ γ-БЛ пригнічує ріст 
L. esculentum.

Отже, у S. ghanaensis, як і в багатьох інших модельних об’єктів стрептоміцетів, функціонує плейотропна система активації морфогенезу та вторинного метаболізму. Однією з ланок цієї системи є чітко функціонально диференційована гормональна регуляція.  

Ключові слова: позитивні плейотропні регулятори, моеноміцини, гамма-бутиролактони, авеноліди, колонізація ризосфери
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Streptomyces ghanaensis ATCC14672 produces a unique antibacterial compound moenomycin A (MmA). Extreme potency of MmA against Grampositive pathogenic cocci (including vancomycin- and methicillin- resistant strains), its structural and functional uniqueness arouses 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 AdpA19AT 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. 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.
Keywords: positive pleiotropic regulators moenomytsins, gamma-butyrolactone, avenolids, rhizosphere colonisation
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НСС – низькомолекулярні сигнальні сполуки
ПГТ – пептидогліканові глікозилтрансферази (синонім: трансглікозилази)
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BLAST (basic local alignment sequence tool) – онлайн-метод локального порівняння послідовностей 
HTH (helix-turn-helix) – спіраль-поворот-спіраль, типова структура зв’язування ДНК транскрипційних факторів прокаріотів
γ-БЛ – гамма-бутиролактони
MмA – моеноміцин А
Мм – моеноміцини

moe – гени біосинтезу моеноміцинів S. ghanaensis ATCC14672

ORF (open reading frame) – відкрита рамка зчитування

PHYLIP (Phylogeny inference package) – набір програм для філогенетичного аналізу

SARP (Streptomyces Antibiotic Regulatory Protein) – білки шлях-специфічної регуляції біосинтезу антибіотиків в актиноміцетів
ВСТУП

Актуальність теми. Впровадження пеніциліну у промислове виробництво у 1942 р. заклало початок епохи антибіотикотерапії та стало найнаочнішим 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 [1]. До таких класів належать і моеноміцини – фосфогліколіпідні антибіотики, що пригнічують каталітичну активність пептидоглікан-глікозилтрансферазного (ПГТ) домена пеніцилін-зв’язувальних білків (ПЗБ). Прототипом цієї родини сполук є моеноміцин А (МмА). МмА – один з найсильніших антибіотиків, відомих сьогодні [2]. Він активний проти багатьох грампозитивних бактерій [3, 4, 5]. 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 виявлення та вивчення генів, 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. 
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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.
РОЗДІЛ 1
ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1 МОЕНОМІЦИНИ – ФОСФОГЛІКОЛІПІДНІ АНТИБІОТИКИ АКТИНОМІЦЕТНОГО ПОХОДЖЕННЯ
1.1.1 Природна різноманітність моеноміцинів і механізм антибіотичної дії
Більшість сполук моеноміцинового ряду описано до кінця 1970-х років [6, 7]. Моеноміцини класифікують як фосфогліколіпіди, базуючись на основі хімічної будови. Вони містять 3-фосфогліцерат – унікальний структурний компонент серед вторинних метаболітів бактерійного походження, що слугує “мостом” між ліпідною та пентасахаридною частинами молекули [8]. Моеноміцин А, відомий також як флавоміцин, бамберміцин, флавофосфоліпол, є основним представником моеноміцинової родини антибіотиків [9]. МмА переважно продукується у суміші з іншими моеноміцинами; основні компоненти цієї суміші наведено на рис. 1.1. Нещодавно також показано, що S. ghanaensis продукує низку нових моеноміцинів, термінальний вуглеводний залишок яких містить амінокислоти замість пентациклічного замісника (А-кільця) [9].

Всі описані на сьогодні природні моеноміцини містять корову частину – BCEF-тетрасахарид, до якого приєднано моеноцинол-фосфогліцератну частину. Структурна різноманітність моеноміцинів, які синтезує S. ghanaensis, забезпечується: наявністю/відсутністю D-кільця; структурою молекули цукрів C і/або E, які можуть бути представлені N-ацетилглюкозаміном або його 6-деокси-похідним (хіновозаміном); стереохімічною будовою F-кільця у 4 позиції (D-галакто- або D-глюко- видозміна з наявністю метильної групи в останньому випадку). У більшості моеноміцинів карбоксильна група галактопірануронової кислоти (B-субодиниця) з’єднана з хромофором А (аміноциклопентан-1,3-діоном, C5N), видозмінена у карбоксамід або модифікована амінокислотами [9].
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Рисунок 1.1 Структура природних моеноміцинів. Вказана молекулярна маса кожної сполуки (аніон); A-H – частини MмA. Адаптовано з [8]
Сполука AC326-α за структурою олігосахаридної частини схожа до моеноміцину, але замість моеноцинолу містить його термінально циклізований ізомер – діуміцинол (див. рис. 1.1). Його вперше ідентифіковано у складі інших фосфогліколіпідних антибіотиків – діуміцинів, які продукуються S. phaeochromogenes та S. umbrinus [10, 11, 12]. Іншими представниками фосфогліколіпідних антибіотиків стрептоміцетного походження є празиноміцини, квебеміцин, енсанчоміцин, преноміцин та ін. [8].

Тейхоміцин А1 – фосфогліколіпідний антибіотик, споріднений з моеноміцином, єдиний представник родини, був виділений із актиноміцета Actinoplanes teichomyceticus ATCC31121, продуцента клінічно важливого ліпоклікопептиду тейкопланіну [13]. Точна структура тейхоміцину залишається невизначеною [8]. Усі з описаних вище фосфогліколіпідів є дуже сильними антибіотиками, хоча ті представники, у котрих F-кільце має D-галакто-конфігурацію, є менш активними [14, 15]. 
Моеноміцини – єдині відомі на сьогодні прямі інгібітори пептидогліканових глікозилтрансфераз (ПГТ; тривіальна назва – трансглікозилази) – ферментів, задіяних у передостанньому кроці синтезу пептидоглікану, основного компонента клітинної стінки бактерій.  Субстрати ферментів біосинтезу клітинної стінки є мішенню для багатьох антибіотиків, оскільки виконують істотну роль у клітинах мікроорганізмів та не мають аналогів у людини. Зокрема, бета-лактамні антибіотики (напр., пеніцилін) пригінчують останній етап синтезу пептидоглікану – транспептидазну реакцію. У багатьох видів бактерій транспептидазні та ПГТ активності виявляє один фермент, що складається з двох функціонально відмінних доменів [16]. Крім того описано монофункціональні ПГТ (трансглікозилази), які складаються з цитоплазматичного хвоста, трансмембранної спіралі та ПГТ-домена. Біохімічні та генетичні дослідження показують, що різні ПГТ в одному організмі відіграють однакову роль на певних стадіях росту клітин – забезпечують видовження або поділ клітинної стінки [17, 18]. Cеквенування виявило 5 консервативних амінокислотних залишків, які присутні у всіх представників родини ПГТ [19], що свідчить про спільний механізм каталізу. Однак, різні ПГТ відрізняються за афінністю до моеноміцинів, оптимумом рН, ступенем стійкості до металів та детергентів і довжиною ланцюгів ПГ, утворення яких вони каталізують [20, 17, 21, 22]. 

Деякі ПГТ нечутливі до моеноміцинів; зв’язування антибіотика з ПГТ є зворотнім, але МмА не конкурує з субстратом [8]. Активний сайт ПГТ формується 5 консервативними амінокислотними залишками і знаходиться у «кишені» між двома субодиницями. Пентасахаридна частина моеноміцину займає цю “кишеню”. Декілька каталітично важливих амінокислотних залишків утворюють прямі або опосередковані (через молекули води) водневі зв’язки з E-кільцем, F-кільцем та 3-фосфогліцератом MмA. Поодинокі водневі зв’язки виявлені між ПГТ та A, B, D-кільцями антибіотика. 15 атомів Карбону ліпідного ланцюга пролягають через гідрофобну борозну малої субодиниці вниз від активного сайту, в напрямку до мембрани [16]. Вважається, що мала субодиниця частково занурена у біліпідний шар мембрани. Специфічність зв’язування моеноміцину головним чином визначається взаємодіями EF-дисахарид-фосфогліцерату з амінокислотними залишками активного сайту; іншими взаємодіями дистальної частини глюкозидної частини із “кишенею” та гідрофобними зв’язками між ліпідним ланцюгом та ферментом, таким чином забезпечуючи спорідненість [8]. 

На даний час у медичній практиці не використовуються антибіотики, які прямо інгібують ПГТ. МмA пригнічує їхню активність у грампозитивних мікроорганізмів у наномолярних концентраціях, і має мінімальні інгібіторні дози (МІС) у 10-1000 разів нижчі, ніж у клінічно важливого глікопептидного антибіотика ванкоміцину, що має інший механізм дії. МмА є ефективним проти багатьох штамів грампозитивних бактерій, резистентних до ванкоміцину та метициліну [8]. Хоча МмA ефективний проти деяких грамнегативних бактерій, в основному спектр його дії обмежується грампозитивними мікроорганізмами, оскільки молекулам антибіотика важко проникнути через зовнішню мембрану клітинної стінки грамнегативних мікроорганізмів [23]. У концентраціях у 100-1000 раз вищих, ніж порогова, моеноміцини виявляють антибіотичну дію проти мікобактерій та грамнегативних бактерій [14, 24, 25]. Деякі штами грамнегативних мікроорганізмів, включаючи Neisseria, Helicobacter, Brucella, Pasteurella та Pseudomonas чутливі до моеноміцинів [25, 26, 27]; ступінь чутливості залежить від ступеня проникності зовнішньої мембрани. Лужне pH (≥8.0), додавання сироватки, цільної крові або крохмалю у моеноміцин-умісне середовище стрімко (у 10-1000 разів) пригнічує антибіотичну активність [26, 28, 25], оскільки молекули моеноміцинів неспецифічно зв’язуються із фосфогліколіпідами поверхневих мембранних структур клітин крові або з білками сироватки [29, 30]. У багатих поживних середовищах мінімальні інгібуючі концентрації моеноміцинів є вищими у 2-5 разів [31], оскільки у таких середовищах бактерії можуть використовувати поживні ресурси для кращої адаптації до стресових чинників. Бактерицидність чи бактеріостатичність МмA проти E. coli залежить від дози антибіотика. Зокрема, він виявляє бактеріостатичну дію у низьких концентраціях (1 мг/мл), тоді як у 10 разів вищій концентрації спричиняє лізис та загибель клітин, які активно діляться [32, 33, 34]. За умов, які пригнічують процес клітинного лізису (наприклад, внесення у середовище іонів Магнію), МмА залишається активним проти E. сoli. МмА також виявляє бактеріостатичну дію проти представників родів Staphylococcus та Enterococcus шляхом пригнічення синтезу лише невеликого фрагменту пептидоглікану [32]. 

МмA ефективно знищує мутантні штами E. coli, у яких виявлені дефекти у структурі зовнішньої мембрани. Очевидно, неушкоджена зовнішня мембрана грамнегативних бактерій запобігає проникненню цього антибіотика до ПГТ. Моеноміцини ефективніше діють проти штамів E. coli, які є носіями кон’югативних плазмід, ніж проти бактерій, у яких ці плазміди відсутні. Кон’югативне перенесення ДНК в ентеробактерій вимагає утворення фімбрій – позаклітинних структур, які пронизують мембрану. Ці структури забезпечують швидше та краще проникнення МмA у периплазму та досягненння ним мішені. МмA таким чином блокує перенесення кон’югативних плазмід як in vivo, так in vitro. Враховуючи те, що здатність бактерій переносити плазмідні гени резистентності до антибіотиків знижує ефективність останніх, блокування кон’югації є важливим клінічним аспектом [8].

Ліпідний ланцюг забезпечує приєднання антибіотика до мембрани і так полегшує його взаємодію із ПГТ. Інгібіторна активність МмA, позбавленого цього компоненту, знижується у 100 разів in vitro та взагалі не виявляється in vivo. Аналог МмA, що містить С10-ліпідний хвіст, ефективно пригнічує ПГТ in vitro, хоча його антибактеріальні властивості in vivo є незначними. С15-аналог МмA володіє антибіотичною активністю in vivo. Це мінімальна довжина ліпідного залишку, при якій МмA здатний пригнічувати глікозилтрансферази у мікроорганізмів [8]. Терапевтичне використання МмA обмежено його тривалим періодом піврозпаду та малою ефективністю при введенні per os для ссавців [23]. 

Серед бактерій, виділених від людини та тварин не виявлено стійких до моеноміцинів представників. Також не описано специфічних метаболічних шляхів, які б забепезпечували резистентність. Не виявлено перехресної природної стійкості щодо моеноміцинів та інших клінічно важливих класів антибіотиків; не описано плазмідних генів резистентності до МмА [14, 26, 35]. Однак, природною стійкістю до цього антибіотика характеризуються штами Enterococcus faecium [8]. Можливе зростання частки мутацій, які обумовлюють стійкість як до моеноміцинів, так і до інших груп антибіотиків, дія яких спрямована на блокування синтезу клітинної стінки (зокрема тих, які супресують дефекти у структурі клітинної стінки) [36, 37, 38, 39, 40]. Наприклад, зменшення вмісту лізил-фосфатидилгліцеролу у мембрані S. aureus зменшує сприйнятливість клітин до МмА та ванкоміцину [38]. Проте, мутації в ПЗБ, які забезпечують стійкість до моеноміцинів, переважно зачіпають ті амінокислотні залишки які формують каталітичний центр. Тому їхня зміна спричиняє значні дефекти у фізіології мутантів, які, мабуть, малосумісні з виживанням за природних умов [8, 41]. 

1.1.2 Біосинтез моеноміцинів у Streptomyces ghanaensis
Шлях синтезу МмA (рис. 1.2) складається з 17 етапів [8]. Біосинтез антибіотика починається зі зв’язування фарнезилпірофосфату (FPP) до фосфогліцерату, так формується перший попередник молекули МмA. Пренілтрансфераза MoeO5 каталізує утворення ефірного зв’язку між 3-фосфогліцериновою кислотою та FPP. Внаслідок цього утворюється фарнезил-3-фосфогліцерат, який ще не містить вуглеводних залишків [42]. До залишку цис-фарнезил-3-фосфогліцерату глікозилтрансфераза MoeGT1 приєднує залишок галактуронової кислоти (F-кільце). 
Наступним етапом є модифікація приєднаного вуглеводного залишку (т.зв. F-кільця) за рахунок амідування (за участю глутамін-залежної амідотрансферази MoeF5) та метилування (за участю SAM-В12-залежної метилази MoeK5). Етап амідування є обов’язковим для наступних кроків синтезу моеноміцину і трансформації F-кільця. Тобто, якщо амідування не відбулося, наступні кроки глікозилювання не відбуваються. Глікозилтрансфераза MoeGT4 каталізує приєднання Е-субодиниці (N-ацетилглюкозаміну). Далі глікозилтрансферази MoeGT5 або MoeGT3 приєднують С- (кіновозамін) і D-кільце (глюкоза), відповідно. Наступним етапом у синтезі антибіотика є карбамоїлювання F-кільця за участю MoeM5. Цей етап не є обов’язковим для подальшого продовження синтезу зрілої молекули антибіотика. Після цього MoeN5 каталізує добудовування ліпідного ланцюга, приєднуючи С-10-ліпідний залишок.
Остання глікозилтрансфераза MoeGT2 забезпечує включення В-кільця (залишку галактуронової кислоти) у структуру моеноміцинів. Утворений пентасахаридний залишок (карбоксил В-кільця) модифікується глутамін-залежною амідотрансферазою MoeН5 з використанням енергії АТФ. МоеН5 здатна переносити на карбоксил залишки амонію, гліцину та А-кільця (похідне 5-амінолевулінової кислоти). Синтез останнього елемента контролюється ферментами MoeА4, MoeВ4, MoeС4 [42, 8, 9].
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Рисунок 1.2 Схема біосинтезу MмA. На схемі позначено проміжні продукти біосинтезу [4] 
1.1.3 Генетичний контроль рівня продукції моеноміцинів штамами стрептоміцетів 

З’ясовано, що moe-гени утворюють два кластери, які локалізовані на відстані більше 1 млн п. н. у хромосомі S. ghanaensis [8].
Особливістю моеноміцинових кластерів є відсутність у їхній структурі шлях-специфічних генних регуляторів, а також генів стійкості до антибіотика. Більше того, гени, що забезпечують утворення активованих вуглеводних мономерів та ізопренових структурних компонентів, відсутні взагалі. Це дає змогу припускати, що крім хромофору А, всі попередники МмА безпосередньо є продуктами первинного метаболізму, які лише об’єднуються та набувають деяких модифікацій. Виявлено високий ступінь структурної схожості між декількома Moe-білками, а саме: MoeF5 та MoeH5, MoeGT4 та MoeGT5, MoeD5 та MoeJ5. Очевидно, дуплікації відіграли роль не лише в утворенні відокремленого moe кластера 2, але й у процесах еволюції основного кластера біосинтезу моеноміцинів [8]. 
Рівень продукції моеноміцину стрімко знижується за наявності у середовищі 3-5 % глюкози, що свідчить про катаболітну репресію цього метаболічного шляху. Натомість, інтенсивна аерація та відносно високі температури (37 °С) підвищують продукцію моеноміцину [43, 44]. 

Оскільки біосинтез МмА залежить від надлишку загальнодоступних клітинних метаболітів, очевидно, немає необхідності у механізмах шлях-спецефічної регуляції. Щодо відомих стрептоміцетних регуляторних систем – moe кластер 1 містить елементи “bldA-перемикача” [4]. У S. coelicolor ген bldA кодує лейцил-тРНКUAALeu, яка у зрілій формі нагромаджується у значних кількостях лише в пізній стаціонарній фазі [45], і таким чином ефективно обмежує рівень експресії всіх ТТА-вмісних генів [46]. ТТА-кодон найрідкісніший у геномах стрептоміцетів. Його містять гени вторинного метаболізму та інших допоміжних функцій [47]. У moe-кластері гени moeA5, moeO5 та moeR5 містять один ТТА-кодон, тоді як moeE5 містить два. Зростання кількості зрілої тРНКUAALeu на пізніх стадіях росту S. ghanaensis може стимулювати синтез моеноміцину, безпосередньо сприяючи трансляції UUA-вмісних moe-транскриптів, або “вмикаючи” експресію bldA-залежних транскрипційних активаторів moe-генів. Високий рівень експресії moe кластера 1 у різних стрептоміцетах дозволяє стверджувати, що геном S. ghanaensis не містить штам- і шлях-специфічних регуляторів продукції моеноміцинів [4, 48]. 

Досліджено, що три плейотропні регуляторні гени, котрі залучені у процесах контролю морфогенезу Streptomyces – bldA, adpA, absB – здійснюють багаторівневий контроль біосинтезу моеноміцину як у природних, так і в гетерологічних господарів. Експериментально доведено, що ген bldA відповідає за трансляцію рідкісних UUA-кодонів у транскриптах двох ключових генів біосинтезу моеноміцину – moeO5 та moeE5. Також він опосередковано впливає на продукцію моеноміцину шляхом контролю трансляції UUA-вмісного плейотропного регулятора adpA і, ймовірно, інших поки що невідомих репресорів. AdpA зв’язується з ключовими промоторами moe-генів і так їх активує. Більше того, AdpA взаємодіє з промотором гена bldA, завдяки чому підсилює трансляцію bldA-залежних мРНК – власне adpA та деяких moe-генів. Експресія adpA та продукція моеноміцину зростають на фоні нокауту гена absB. AbsB є рибонуклеазою (РНКаза III), яка розщеплює мРНК adpA, завдяки чому виконує роль лімітуючого фактора синтезу плейотропного регулятора AdpA [49].  

Кодувальна послідовність adpA S. ghanaensis містить один ТТА-кодон у тій же позиції, що й ортологи adpA у інших стрептоміцетів [50, 51, 52, 53]. У геномі S. ghanaensis виявлено лише одну копію гена bldA. Операторні послідовності AdpA знайдено у промоторах генів adpA, bldA, а також в межах міжгенних ділянок moe кластера 1. Зокрема, промоторні ділянки ключових генів перших етапів синтезу попередника моеноміцину – moeE5, moeK5, moeO5 – містять три, два та один такий регуляторний сайт, відповідно. 

Делеція adpA у хромосомі S. ghanaensis повністю припиняє продукцію моеноміцину, що зумовлено блокуванням його синтезу на початкових етапах. Також мутант не спорулює, характеризується значною затримкою формування повітряного міцелію, у порівнянні з диким типом; не продукує моеноміцин, і не нагромаджує проміжних продуктів його синтезу. Внесення додаткових копій adpA та bldA збільшує рівень синтезу антибіотика у 2,5 та 1,6 раза, відповідно. У bldA-мутантів дещо зростає рівень транскрипції генів moeO5, moeE5, moeGT4, проте блокується етап трансляції відповідних транскриптів, оскільки у клітинному лізаті цих мутантів не виявлено білка MoeE5. Цей факт свідчить про пряму регуляцію експресії ТТА-вмісних moe-генів лейциновою тРНК. Мутант absB, котрий не продукує РНКазу III, синтезує у 2,5 раза більше моеноміцину, ніж батьківський штам, а внесення додаткових копій цього гена у штам дикого типу значно знижує рівень біосинтезу антибіотика [49]. 

Рівень транскрипції промотора гена епімерази moeE5 знижується у adpA-мутанта, але удвічі та втричі зростає у мутантів absB та bldA. Рівень транскрипції промотора гена adpA зростає у 2,3 рази у absB-мутанта, збільшується у штаму з нокаутом bldA, але практично не простежується у мутанта за геном adpA. Кількість AdpA у клітинах absB-мутанта зростає удвічі. Отже, AdpA функціонує як позитивний регулятор експресії власного гена, а також його активність зростає за умов відсутності рибонуклеази AbsB. Ймовірно, moeE5p та adpAp є мішенями інших, на сьогодні не вивчених репресорів, які позитивно регулюються тРНК BldA. У такому випадку делеція bldA “вимикає” цю репресію. AdpA, очевидно, не є прямим чи опосередкованим регулятором транскрипції absB, оскільки активність промотора цього гена не змінюється в клітинах adpA-мутанта, у порівнянні з диким типом [49].

У геномі S. ghanaensis ATCC14672 виявлено два гени, гомологічні до гена dasR S. сoelicolor, продукт якого належить до родини регуляторів GntR. DasR – плейотропний регулятор, залучений у негативній регуляції біосинтезу антибіотиків, метаболізму N-ацетилглюкозаміну та спороутворення. У межах кластера генів біосинтезу МмA ідентифіковано ймовірні послідовності dre, з якими може зв‘язуватись білок DasR. Штам S. coelicolor M145 з нокаутом гена dasR синтезує двох вторинних метаболітів (актинородину та ундецилпродигіозину) менше, ніж штам дикого типу на мінімальному середовищі з додаванням N-ацетилглюкозаміну. Ген dasR S. coelicolor негативно регулює експресію генів біосинтезу МмA у S. ghanaensis [54].

У регуляції продукції моеноміцину також залучені гени двокомпонентної плейотропної системи absA. Ген absA1 кодує сенсорну кіназу, absA2 – регулятор відповіді. AbsA1 фосфорилює AbsA2 у відповідь на поки що не досліджені сигнали, які надходять із навколишнього середовища. Фосфорильований AbsA2 функціонує як репресор деяких генів вторинного метаболізму [55, 56, 57, 58]. Надекспресія absA2 призводить до зниження синтезу МмА у S. ghanaensis, проте, нокаут цього гена не виявляє жодного ефекту як на синтез моеноміцинів, так і на морфологічний розвиток штаму. Отже, ця регуляторна система не відіграє провідної ролі у регуляції біосинтезу фосфогліколіпідів [59]. 

Одним із плейотропних регуляторів вторинного метаболізму стрептоміцетів є ген wblA, продукт якого належить до родини WhiB-подібних білків (Wbl). Ці білки здатні приєднувати Fe-S-кластери. Імовірно, вони є транскрипційними регуляторами та виявляють дисульфідредуктазну активність [60]. Ген wblA у S. ghanaensis негативно регулює синтез МмА, оскільки його нокаут у даному штамі спричиняє підвищення продукції цього антибіотика [61]. 

Продукт гена ppk S. ghanaensis гомологічний до бактерійних поліфосфаткіназ. Внесення додаткових його копій зумовлює зниження рівня продукції МмА. Ймовірно, що продукт цього гена залучений у негативій регуляції біосинтезу [62].

Рівень синтезу моеноміцинів значно відрізняється у різних штамах [48], що може бути наслідком різниці у пулі первинних метаболітів [63] та плейотропних регуляторних циклів, котрі регулюють вторинний метаболізм [8, 48]. 

Штам S. lividans TK24, у який внесено moe-гени, синтезує моеноміцин у дуже незначних кількостях (500 мкг/л). Моеноміцин-резистентний штам S. albus J1074 дає вищий титр моеноміцину (у 30 разів, у порівнянні з гетерологічним господарем S. coelicolor M145), а надекспресія у ньому гена pppGpp-синтази relA підвищує рівень продукції удвічі. Внесення додаткових копій relA у S. ghanaensis теж удвічі збільшує біосинтез антибіотика природним господарем. Надекспресія у S. albus плейотропного регулятора afsS також незначно збільшує продукцію моеноміцину, проте не впливає на рівень синтезу у S. ghanaensis. Часткова дуплікація moe кластера 1 у S. ghanaensis також збільшує середній рівень біосинтезу моеноміцину у два рази. У S. coelicolor, позбавленого здатності синтезувати актинородин та ундецилпродигіозин, рівень продукції моеноміцину зростає втричі [48]. У багатьох продуцентів антибіотиків мутація в гені rpsL, котрий кодує синтез рибосомного білка S12, покращує антибіотичну активність [64]. Проте, rpsL-мутант S. lividans TK24 (амінокислотне заміщення K88E у білку S12) і його ізогенний батьківський штам синтезують однакові кількості моеноміцину. Отже, вищезгадана мутація в гені rpsL не впливає на рівень біосинтезу моеноміцину [48]. 

Синтез моеноміцину у гетерологічному продуценті S. lividans підлягає глобальній регуляції зі сторони А-фактор-подібних сполук. Для дослідження цього типу регуляції було використано штами S. lividans 1326 дикого типу та M707 зі зруйнованим геном бутиролактонсинтази scbA. У ці штами було перенесено косміду, що містить усі гени, необхідні для продукції нозокоміцину. Результати свідчать, що штам S. lividans M707 (moeno38-5+) втрачає здатність синтезувати моеноміцин [65].

1.2 МЕХАНІЗМИ ПЛЕЙОТРОПНОЇ РЕГУЛЯЦІЇ БІОСИНТЕЗУ АНТИБІОТИКІВ В АКТИНОМІЦЕТІВ
Біосинтез вторинних метаболітів (антибіотиків) – багатоетапний процес, у якому беруть участь три групи генів: структурні (задіяні у синтезі сполуки, її експорті з клітини), резистентності (надають стійкість продуцентові до власного, часто токсичного продукту) і регуляторні. Регуляторні гени формують складну мережу, завдання якої – інтегрувати усі параметри зовнішнього та клітинного середовищ (щільність популяції, концентрація, тип поживних і сигнальних речовин, температура, фаза росту тощо) для забезпечення відповідного часу ініціації, рівня і тривалості експресії структурних генів. В організації регуляторної мережі можна виділити два шари. Перший шар складають т. зв. шлях-специфічні гени і регуляторні елементи (некодуючі РНК, оператори, рибоперемикачі) що впливають на біосинтез одного антибіотика. Другий – це регулятори, які впливають на продукцію більш ніж одного антибіотика. Це т. зв. плейотропні, або глобальні регулятори вторинного метаболому. Згідно поточних уявлень, вищезгадані шари регуляції мають ієрархічну структуру. А саме, глобальні регулятори плейотропно визначають експресію шлях-специфічних генів, а ті у свою чергу вмикають синтез антибіотиків. Однак, як показують останні дослідження [44, 9], багато шляхів вторинного метаболізму не мають шлях-специфічних регуляторів, і прямо підлягають дії глобальних регуляторів. Парадигма “двошарової мережі” також зазнає постійних змін у міру зростання чутливості методів функціональної геноміки, яка виявляє неочікувані впливи певних шлях-специфічних регуляторів на різні ознаки. Незрозуміло, чому регуляторна мережа вмикає у клітині синтез одних антибіотиків, а інших – ні. Відповідь на це питання буде мати непересічне фундаментальне значення для розуміння шляхів еволюції вторинного метаболізму, а в практичному вимірі відкриє доступ до хімічного та біологічного різноманіття КВМ. Одним із найцікавіших аспектів регуляції вторинного метаболому є використання низькомолекулярних сполук, які у наномолярних концентраціях, і у відповідь на певні сигнали, здатні запускати експресію певних груп генів. Це т. зв. бактерійні гормони, які відіграють важливу роль у низці фізіологічних процесів мікроорганізмів. Стрептоміцети були історично першою групою, для яких описано існування гормон-подібних сполук, але досі біосинтез і значення цих сполук у біології цього класу бактерій залишаються слабко вивченими. 
1.2.1
Загальний опис мережі плейотропних регуляторів синтезу вторинних метаболітів та морфологічної диференціації
Експресія генів, що кодують синтез вторинних метаболітів у стрептоміцетів починається у ранній стаціонарній фазі росту. У кластерах, що містять структурні гени синтезу антибіотиків часто розташовані регуляторні гени, гени секреції антибіотика та гени стійкості до власного антибіотика [66], щоб запобігти самознищенню клітин. Багато регуляторних генів є шлях-специфічними. Низка регуляторів характеризуються плейотропною дією, оскільки контролюють декілька метаболічних шляхів та не виявляють специфічності до регуляції синтезу певного антибіотика. Ці регулятори відповідають на різні стресові сигнали, такі як фосфатне та азотне голодування, пошкодження клітинної стінки, тепловий шок, рН-стрес тощо [66].
У стрептоміцетів функціонує ієрархічна мережа глобальних регуляторів bld-родини. Спільною рисою всіх bld-мутантів є втрата здатності синтезувати та секретувати гідрофобний пептид – SapB, що змінює морфологію даних мікроорганізмів [67, 68, 69].

Гени bld стрептоміцетів кодують як білки так і РНК, які виконують різні функції: зокрема, тРНК (bldA), мембранний транспортер за типом АТФ-зв'язувальної касети (ABC) (bldK), σ-фактор (bldN), анти-анти-σ-фактор, низку активаторів транскрипції (bldB, bldD, bldM).

Ген bldА S. coelicolor кодує лейцил-тРНК, що впізнає UUA кодон мРНК стрептоміцетів. TTA-вмісні гени, які рідко зустрічаються в геномі актиноміцетів, в основному кодують білки стійкості до антибіотиків чи шлях-специфічні регулятори біосинтезу цих вторинних метаболітів, а також секреторні білки [70]. Ген bldH (adpA) також містить TTA-кодон. Він кодує один із множинних регуляторів AdpA, який описано вище [46].

Одним із плейотропних регуляторів вторинного метаболізму у стрептоміцетів є (p)ppGpp (гуанозин-5-’(три)дифосфат-3’-дифосфат), пов’язаний з ефектом “суворої” відповіді. Суть цього явища полягає в пригніченні стабільного синтезу РНК за умов амінокислотного голодування, опосередкованого наявністю високого вмісту фосфорильованого гуанозину (p)ppGpp. У стрептоміцетів (зокрема, S. hygroscopicus) виявлено позитивну кореляцію між нагромадженням (p)ppGpp, перебігом морфологічної диференціації та біосинтезом антибіотиків. Якщо в ентеробактерій relA і spoT кодують два схожих за структурою білки, які виконують різні функції, то актиноміцети та інші грампозитивні бактерії синтезують біфункціональний RelA/SpoT-білок. У S. coelicolor А3(2) ген relA/spoT-ген кодує білок молекулярною масою 94200 Да, який володіє (p)ppGpp-гідролітичною активністю. Мутанти S. coelicolor за relA характеризуються зниженням синтезу актинородину та ундецилпродигіозину в стаціонарній фазі росту за умов азотного голодування; мутант за цим геном S. аntibioticus не синтезує актиноміцину [71].
Незрозуміло, чи ppGpp прямо впливає на активацію транскрипції генів біосинтезу антибіотика, чи сповільнює темпи росту бактерій шляхом інгібування синтезу рРНК. Коли ген relA стимулює синтез ppGpp у S. coelicolor, не спричиняючи зниження темпів росту, то активується транскрипція генів регуляції продукції актинородину (зокрема actII-orf4). Це підтверджує пряму роль ppGpp у активації транскрипції генів, що відповідають за біосинтез антибіотиків. Мутації, що визначають стійкість до рифампіцину, виникають у гені, що кодує утворення β-субодиниці РНК-полімерази. Ці мутації блокують зв’язування ppGpp з РНК-полімеразою, внаслідок чого стабілізується конформація ферменту, “сприятлива” для транскрипції кластерів генів вторинного метаболізму. Такі змінені полімерази здатні активувати синтез антибіотиків в обхід ppGpp-залежного шляху [72].

Один з перших вивчених плейотропних регуляторів вторинного метаболізму у S. coelicolor – локус absA, що кодує сенсорну гістидинкіназу з фосфатазною активністю AbsA1 та білок-регулятор відповіді AbsA2. Оперон absA розташовано всередині cda-кластера (синтез пептидного Ca++-залежного антибіотика, КЗА) і виявляє чітку регуляторну дію на синтез КЗА, актинородину, ундецилпродигіозину, метиленоміцину. Ген absA1 активує синтез цих антибіотиків. Цитоплазматичний домен AbsA1 може як фосфорилювати, так і дефосфорилювати AbsA2. Мутація, що блокує кіназну активність AbsA1, посилює синтез антибіотиків; алелі аbsA1 з пошкодженою фосфатазною активністю синтезують дуже мало антибіотиків. Тобто, фосфорильований AbsA2 – репресор синтезу антибіотиків [66].

1.2.2 Регуляція вторинного метаболізму низькомолекулярними сполуками з гормон-подібною дією
У системі кворум-сенсингу стрептоміцетів залучені бутиролактони та відповідні білки-рецептори, які спільно регулюють морфогенез і синтез антибіотиків у цих продуцентів. Вони також належать до плейотропних регуляторів. На сьогодні ідентифіковано 14 сигнальних γ-бутиролактонів (γ-БЛ), які синтезуються вісьмома видами строептоміцетів (S. griseus, S. coelicolor, S. lavendulae, S. natalensis, S. virginiae, S. bikiniensis, S. viridochromogenes, S. cyaneofuscatus) (рис. 1.3). Вони відрізняються довжиною та ступенем розгалуження бічного аліфатичного ланцюга та структурою 6-оксогрупи (А-фактор містить 6-кетогрупу, вірджинобутиролактони та SCB1 – 6-гідроксигрупу) [73, 74]. 
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Рисунок 1.3 Сигнальні молекули, які синтезуються стрептоміцетами [73]

Незважаючи на структурну подібність різних γ-БЛ, описаний лише один випадок міжвидової комунікації, опосередкованої цими сигнальними молекулами [75]. Більшість із них у наномолярних концентраціях регулюють біосинтез антибіотиків, деякі також залучені у процесах морфологічної диференціації. Загальний механізм дії γ-БЛ полягає у їхньому зв’язуванні із внутрішньоклітинними рецепторами, котрі функціонують як репресори транскрипції. Таким чином, взаємодія γ-БЛ-рецептор скасовує репресію й ініціює транскрипцію генів-мішеней [73]. Усі продуценти γ-БЛ містять у геномі гомологи гена afsA, що кодує ключовий фермент біосинтезу бутиролактонів, та гена arpA, продуктом якого є рецептор γ-БЛ. Цей факт дає змогу припускати єдиний регуляторний механізм за участю усіх γ-БЛ Слід підкреслити, що для гена afsA на сьогодні описано ферментативну функцію, але також не виключена регуляторна, за рахунок білок-білкових взаємодій з певними транскрипційними факторами [74]. 

γ-БЛ синтезуються окремими ділянками гіф у відповідь на певні зовнішні чинники, дифундують у межах однієї гіфи, а також розповсюджуються на сусідні гіфи. Завдяки нитчастій будові міцелію у стрептоміцетів сформувалася дифузна система регуляції за участю γ-БЛ, що полегшує комунікацію між клітинами, які віддалені одна від одної, як в межах однієї гіфи, так і між різними гіфами. Такий тип сигнальної взаємодії між фізично віддаленими частинами міцелію можна трактувати як гормональний тип регуляції [76, 77]. Завдяки високій видоспецифічності гормональної системи стрептоміцети здатні відрізнити свій вид від інших (гормон виду А не розпізнається видом Б). Ця система дає виду перевагу у виживанні в межах екосистеми: А-фактор, який синтезується однією клітиною, сприймається кількома гіфами, що забезпечує швидке формування повітряного міцелію всією популяцією одночасно, на відміну від часткової споруляції окремих гіф у відповідь на деякі зовнішні чинники, наприклад, недостатню кількість поживних речовин [74].

V-бутаноліди (вірджинобутиролактони) контролюють синтез вірджиноміцину у S. virginiae. У цього виду виявлено два гомологічних рецептори, котрі залучені у регуляції продукції антибіотика: BarA та BarB. Обидва білки здатні зв’язувати ДНК, проте лише BarA розпізнає та приєднує γ-БЛ [78]. Регуляція біосинтезу вірджиноміцину за участю BarA має ієрархічну організацію. BarA регулює транскрипцію гена vmsR, продукт якого належить до родини стрептоміцетних білків – регуляторів продукції антибіотиків (SARP) [79, 80]. Структурною особливістю SARP є OmpR-подібний ДНК-зв’язувальний домен. Більшість із них є мішенями дії γ-БЛ [81]. Білок VmsR регулює транскрипцію іншого SARP-гена – vmsS, який у свою чергу необхідний для транскрипції нетипового регулятора відповіді vmsT [79, 80]. У синтезі вірджинобутиролактонів задіяний ген barX. Його делеція спричиняє припинення синтезу вірджиноміцину, проте синтез мутантним штамом відновлюється з додаванням вірджинобутиролактонів у середовище культивування. Очевидно, barX кодує білок, схожий до afsA S. griseus, оскільки гетерологічна комплементація afsA у штамі з делецією barX частково відновлює продукцію антибіотика [82].

IM-2 ((2R, 3R, 1’R)-2-1’-гідроксибутил-3-гідроксиметил- γ-бутиролактон) контролює біосинтез нуклеотидних антибіотиків шовдоміцину та мініміцину у S. lavendulae [83]; SCB1 ((2R, 3R, 1’R)-1’-гідрокси-6-метилгептил-3-гідроксиметилбутанолід) бере участь у регуляції синтезу актинородину та ундецилпродигіозину у S. coelicolor [84]. Жоден з цих регуляторів не відповідає за морфологічну диференціацію. У S. griseus afsA та arpA розділені ділянкою ДНК розміром 100 т. п. н. [85], тоді як їхні гомологи у S. virginiae та S. lavendulae розташовані поряд. У S. virginiae ці гени розташовані між двома кластерами генів синтезу вторинних метаболітів, експресію яких вони регулюють (вірджиноміцину М та вірджиноміцину S) [86].
Низькомолекулярні сигнальні сполуки γ-БЛ-ряду також залучені у складному механізмі контролю біосинтезу тилозину S. fradiae. Регуляторний каскад біосинтезу тилозину запускається поки що невідомим за структурою ефектором групи γ-БЛ. Сигнальні молекули зв’язуються із рецепторним білком TylP, активуючи його. Активований TylP репресує транскрипцію власного гена, приєднуючись до промотора власного гена, а також транскрипцію генів tylS та tylQ. Білок TylS належить до SARP-родини; він активує експресію двох інших шлях-специфічних регуляторів продукції тилозину – tylU та tylR. Обидва білки – TylU та TylS – потрібні для забезпечення рівня експресії tylR, достатнього для запуску регуляторного каскаду. У свою чергу, TylQ негативно регулює tylR [87, 72]. Таким чином, γ-БЛ-залежний репресор TylP безпосередньо контролює як активацію, так і репресію синтезу тилозину [73]. 

S. rochei – один з небагатьох видів (поряд з S. griseus), у якого γ-БЛ-сигнальний каскад залучений як у регуляції вторинного метаболізму, так і в морфогенезі. Цей штам синтезує два неспоріднених полікетидних антибіотики – ланкаміцин та ланкацидин, які кодуються генами у складі гігантської лінійної плазміди pSLA-2. Ця плазміда також містить всі гени А-фактор-подібної сигнальної трансдукційної системи, включаючи: гомолог afsA (srrX), шість arpA-гомологів (srrA, srrB, srrC, orf92, orf99, orf126), два транскрипційних активатори, один з який виявляє подібність до adpA, інший – до strR та три SARAP-гени (srrY, srrW, srrZ) [88, 89]. Білок SrrB, як і ArpA, негативно регулює продукцію ланкаміцину та ланкацидину. Натомість, інші гомологи ArpA – SrrA та SrrC – є позитивними регуляторами морфологічної диференціації. Ген srrX необхідний для продукції обох антибіотиків, проте його делеція не впливає на морфогенез; подвійний нокаут srrX-srrA також не змінює рівня синтезу антибіотиків і морфології штаму. Натомість, подвійний мутант за генами srrC та srrX не синтезує антибіотиків, але спорулює. Білок SrrA одночасно функціонує як імовірний γ-БЛ-рецептор та SARP-репресор, який приєднується до промоторної послідовності srrY. Репресія послаблюється із внесенням у середовище культивування фракції γ-БЛ. Білок SrrC виявляє більший ступінь подібності до рецептора метиленоміцин-фуранів МмfR, ніж до рецепторів γ-БЛ [88, 89]. 

У геномі S. lividans виявлено гомолог гена scbA S. coelicolor. Нокаут scbA призводить до повного блокування синтезу актинородину та ундецилпродигіозину. Проте, гетерологічна експресія шлях-специфічних активаторів продукції цих антибіотиків у мутантному штамі за геном scbA зумовлює вищий рівень продукції цих метаболітів, у порівнянні зі штамом дикого типу, у який внесено додаткові копії шлях-специфічних активаторів. Слід зазначити, що делеція scbA не змінює морфології S. lividans [90]. 

Прикладом γ-БЛ-залежної регуляції морфогенезу та вторинного метаболізму є сигнальна регуляторна система фітопатогена S. acidiscabies. У регуляторному кластері зібрані γ-БЛ-рецептор-подібні гени sabR і sabS, а також гомолог afsA – sabA. Делеція sabA або sabS призводить до надпродукції жовтого пігменту та пригнічення формування повітряного міцелію. Цей фенотип нагадує фенотип bldA-мутанта S. coelicolor. На 5’кінці гена sabS присутній ТТА-кодон. Це перший описаний приклад bldA-залежного γ-БЛ-рецептора [91, 73].

P1-фактор (2.3-диаміно-2,3-біс(гідроксиметил)-1,4-бутандіол) необхідний для біосинтезу протигрибкового глікозильованого полієнового антибіотика пімарицину у S. natalensis: штами, дефектні за синтезом Р1, (Р1-мутанти) не продукують цього антибіотика. Хоча А-фактор S. griseus відновлює синтез пімарицину в P1-мутантів, Р1-фактор не комплементує блокування синтезу А-фактора в S. griseus. P1-фактор активує синтез пімарицину через шлях-специфічний білок PimR. PimR містить N-кінцевий домен, гомологічний до транскрипційних активаторів SARP-родини, та центральний домен, гомологічний до НТФ-зв’язувальної ділянки LuxR-білків, а також С-термінальний домен, що нагадує гуанілатциклази [72]. 

У геномі S. natalensis виявлено гомологи barX та arpA (продуцента вірджиноміцину S. virginiae) – sngA та sngR, продукти яких залучені у морфологічній диференціації та регуляції синтезу натаміцину [92, 93]. Нокаут sngA знижує рівень продукції антибіотика, пригнічує споруляцію та індукує синтез пігменту. Надекспресія цього гена у дикому типі збільшує рівень синтезу антибіотика у 1,7 раза [92]. Натомість, нокаут рецептора вірджиноміцину sngR активує споруляцію та продукцію антибіотика [93]. 

Крім γ-БЛ, у регуляції продукції антибіотиків у стрептоміцетів залучені інші низькомолекулярні сигнальні сполуки, які за хімічною структурою є похідними фуранів. Зокрема, виявлено їхню роль у продукції метиленоміцину S. coelicolor та авеноліду в S. avermitilis. 
Метиленоміцин є циклопентаноновим антибіотиком, котрий вперше виявлено у S. violaceoruber SANK95570 [94]. Згодом показано, що його продуцентом також є S. coelicolor A3(2). Антибіотик нагромаджується у стаціонарній фазі росту культури; його продукція індукується кислотним шоком [95, 96]. В обох продуцентів відповідний кластер генів біосинтезу знаходиться на плазмідах: кільцевій pSV1 та лінійній SCP1, відповідно. Очевидно, плазміди отримали ці генні кластери за рахунок горизонтального перенесення генів [73]. Аналіз продукції метиленоміцину S. coelicolor методом косинтезу довів, що у регуляції біосинтезу антибіотика залучені дифузні сигнальні молекули [97]. За хімічною природою ці сполуки є метиленоміцинфуранами (ММФ) [98, 99]. За властивостями ММФ схожі до γ-БЛ: вони стійкі до високих температур, дії протеаз та кислотного шоку. Проте, на відміну від γ-БЛ, не руйнуються у лужному середовищі, що свідчить про їх відмінну від лактонів структуру [98]. Цей клас сигнальних сполук характеризується наявністю в складі молекули спільного компонента – 2-алкіл-4-гідроксиметилфуран-3-карбоксильної кислоти. ММФ відрізняються між собою лише за структурою С2-алкільної групи [98, 99, 100]. Гени біосинтезу ММФ зібрані в оперон mmfLHP. Продуцент метиленоміцину S. coelicolor синтезує 5 різних ММФ, хоча їх синтез залежить тільки від одного ферменту– МмfL, який є гомологом бутенолід-синтази S. griseus AfsA. Два інші гени – mmfH та mmfP – відповідають за останні етапи біосинтезу. Їхні функції також можуть виконувати паралоги actVA та sco3558, але з меншою ефективністю [101, 98]. Інші два регуляторні гени – mmyR та mmfR – кодують білки, які є гомологами ArpA-подібних репресора/рецептора [99]. А-фактор та ММФ походять від спільних попередників: β-кетотіоестеру-КоА, котрий є проміжним продуктом у біосинтезі жирних кислот, та дигідроксиацетонфосфату [98]. 

У геномі S. avermitilis анотовано кластер із п’яти генів, які виявляють подібність до генів біосинтезу ММФ: avaR1-3, які кодують білки-гомологи рецепторів γ-БЛ; aco, що кодує ацил-КоА-оксидазу і cyp17, який кодує цитохром-Р450-гідроксилазу. Нокаут гомологів cyp та aco у S. fradiae блокує синтез тилозину, а також іншої сполуки невідомої хімічної будови, котра взаємодіє з рецептором-авторегулятором [87]. Делеція aco у S. avermitilis знижує рівень продукції авермектину до 6 % порівняно з штамом дикого типу. Проте, цей ген безпосередньо не регулює біосинтез антибіотика; його продукт залучено у наразі невивчений шлях трансдукції регуляторного сигналу. Ген aco, імовірно, контролює останні етапи синтезу сигнальної фуран-похідної молекули – авеноліду. Ацил-КоА-оксидаза вносить подвійний зв’язок між другим та третім атомами Карбону в молекулі авеноліду. 4 нМ авеноліду достатньо для відновлення синтезу авермектину у штамі з нокаутом гена aco. Така висока активність обумовлена бутенолідною структурою молекули. 

Продукт гена avaR1 – гомолог рецепторів ArpA, BarA, ScbR – має ДНК-зв’язувальний домен і приєднується до ARE-подібної (від англ. Autoregulator Response Element) операторної послідовності (послідовності елемента авторегуляторної відповіді) розміром 26 п. н., яка знаходиться на відстані 128 п. н. у 5’-напрямі від старт-кодона гена aco. Авенолід як ліганд приєднується до рецептора AvaR1 і таким чином сприяє дисоціації AvaR1 від ARE-послідовності. Гомологи авенолідного кластера S. avermitilis знайдені у геномах продуцента тилозину S. fradiae, продуцента моеноміцину S. ghanaensis ATCC14672, продуцента мануміцину та хінікоміцину S. griseoauranticus M045 [102].
1.2.3 А-фактор-залежний каскад регуляції продукції стрептоміцину штамом S. griseus
А-фактор вперше виявлено Хохловим та співробітниками у культуральній рідині S. griseus як речовину, що стимулює продукцію стрептоміцину та формування повітряного міцелію штамом S. griseus [103]. Подальші дослідження показали, що поряд із стрептоміцином, А-фактор також контролює синтез жовтого пігменту гріксазону та меланін-подібного пігменту гексагідроксипериленхінону [104]. За біосинтез А-фактора відповідає ген afsA, який локалізований на відстані 272 т. п. н. від одного із кінців лінійної хромосоми S. griseus [74]. На ранніх стадіях росту, коли концентрація А-фактора низька, рецептор А-фактора (АrрА) зв'язується з промотором adpA і так пригнічує його експресію. Це блокує біосинтез стрептоміцину [72] та спороутворення. Коли щільність культури зростає, концентрація А-фактора досягає критичного рівня, при якому він зв'язує АrрА, спричиняючи дисоціацію останнього від ДНК і завдяки цьому вмикає транскрипцію гена adpA, який у свою чергу активує експресію багатьох генів вторинного метаболізму та морфологічної диференціації.
Білок ArpA, рецептор А-фактора, належить до TetR-родини транскрипційних репресорів. Він складається з регуляторного, ліганд-зв’язувального домена та домена “спіраль-поворот-спіраль”, котрий розпізнає специфічну послідовність ДНК-мішені (22 п. н.: 5'-GG(T/C)CGGT(A/T)(T/C)G(T/G)-3'). За відсутності А-фактора АrpA зв'язується із ДНК і репресує транскрипцію плейотропного регулятора AdpA. За наявності в середовищі А-фактора він приєднується до ліганд-зв’язувального домена ArpA, внаслідок чого репресор дисоціює від ДНК, і запускається транскрипція AdpA [74, 105, 106]. На сьогодні досліджено детальну стереохімічну конфігурацію ортолога ArpA – CprB, котрий функціонує як димер і приєднує дві молекули А-фактора [105, 106]. ДНК-зв’язувальний домен складається з трьох N-кінцевих спіралей, α1, α2 та α3; α2 та α3 утворюють ділянку “спіраль-поворот-спіраль”. Спіралі α4-α8 формують ліганд-зв’язувальну кишеню. Консервативним залишком ліганд-зв’язувального домена усіх ArpA-гомологів є триптофан у 127 положенні, котрий відповідає за дисоціацію рецептора від ДНК-мішені [105]. 

Ключовою мішенню дії ArpA є AdpA, білок із 405 амінокислот, котрий складається з N-кінцевого димеризаційного регуляторного домена та C-кінцевого AraC/XylS-ДНК-зв’язувального домена [74]. Представники AraC-родини як правило містять один ДНК-зв’язувальний домен, котрий складається з двох частин “спіраль-поворот-спіраль”, з’єднаних між собою α-спіраллю. Завдяки цьому один домен може зв’язувати пару сусідніх ділянок великої борозни. Коли утворюється функціональний димер, він може приєднуватися до чотирьох ділянок великої борозни. Білок з такою великою ДНК-зв’язувальною ділянкою може специфічно взаємодіяти лише з декількома нуклеотидами, а не з усім оператором. Така структурна гнучкість AraC-регуляторів дає їм змогу приєднуватись до різних наборів нуклеотидних послідовностей, що у свою чергу збільшує розмір регулона, який контролюється одним активатором [107]. Зокрема, AdpA S. griseus може безпосередньо зв’язуватися з операторами більше 500 генів. Деякі з цих генів кодують гідролітичні білки. Так А-фактор опосередковує розщеплення субстратного міцелію протягом морфогенезу. [108, 109, 110, 111]. А-факторний каскад також опосередковано контролює експресію семи малих регуляторних РНК [112].
Головними мішенями AdpA є гени, залучені в регуляції продукції стрептоміцину та морфологічній диференціації міцелію: strR, aphD, adsA, amfR, ssgA, sgmA (рис. 1.4). А-фактор контролює біосинтез стрептоміцину через AdpA-залежну активацію транскрипції гена strR. Білок StrR є шлях-специфічним активатором str-кластера [113]. Регулятор AdpA індукує транскрипцію strR та розташованого поряд з ним гена стійкості до власного антибіотика – aphD. Регуляція морфологічної диференціації за участю А-фактора здійснюється через AdpA-залежну активацію декількох генів: adsA, котрий кодує сигма-фактор РНК-полімерази, необхідний для формування повітряного міцелію; sgmA, що кодує пептидазу, залучену у процесах деградації білків субстратного міцелію разом з іншими гідролітичними ферментами; amfR, який кодує транскрипційний фактор для amf-оперона, що необхідний для формування повітряного міцелію; ssgA (кодує невеликий білок важливий для формування септ у повітряних гіфах); низки генів протеаз, металоендопептидази, субтилізинового інгібітора SSI; шлях-специфічного регулятора синтезу жовтого пігменту гріксазону griR [114, 74, 107]. Кульмінацією AdpA-залежної регуляції експресії amfR є секреція поверхнево-активного пептиду – гідрофобіну AmfS. AmfS зменшує поверхневий натяг і полегшує ріст повітряного міцелію проти вектора дії сили тяжіння [115, 116].

AdpA зв’язується із двома сайтами перед геном amfR (-200 та -60 від старт-кодона). Ген amfR кодує регулятор відповіді, який після активації (можливо, через фосфорилювання за участю кінази) “вмикає” транскрипцію кластера amfTSBA. Ген amfT кодує специфічний фермент, який дегідратує та циклізує AmfS [117]. Надалі модифікований AmfS за участю ABC-транспортерів AmfBA переноситься на поверхню клітини [74]. 

Білок SsgA змінює своє розташування у процесі росту міцелію. Перед проростанням SsgA нагромаджується у місці появи ростової трубки. В міру росту гіфи SsgA зосереджується у тих її ділянках, де надалі утворюватимуться септи [118].
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Рисунок 1.4 А-фактор-залежний регуляторний каскад [74]. Овалами зображено білки, синтез яких підлягає позитивній регуляції з боку AdpA і які залучені у контролі вторинного метаболізму та морфогенезу
А-фактор-залежні протеази разом з SSI відповідають за деградацію субстратного міцелію, з матеріалу якого формується повітряний міцелій. 
1.2.4 Біосинтез А-фактора
А-фактор (2-(6’-метилгептаноїл)-3R-гідроксиметил-4-бутанолід)) є продуктом конденсації β-кетокислот та дигідроксиацетонфосфату (ДГАФ). Першою реакцією у шляху його біосинтезу в S. griseus є конденсація 8-метил-3-оксононаноїлу, приєднаного до ацилзв’язувального білка (АЗБ) та ДГАФ з утворенням 8-метил-3-оксононаноїл-ДГАФ естеру. Цю реакцію каталізує синтаза AfsA [101] (рис. 1.5). Методом структурного моделювання було показано, що у структурі AfsA (за аналогією до β-гідроксиацил-АЗБ-дегідратази) наявний жолоб, у якому фіксується ацильний ланцюг субстрату ацил-АЗБ під час каталітичної реакції [74]. На наступному етапі відбувається внутрішньомолекулярна альдольна конденсація молекули складного ефіру з утворенням бутенолідфосфату, очевидно, без участі ферментів. Надалі редуктаза BrpA відновлює бутенолідфосфат з утворенням бутанолідфосфату, який підлягає подальшому дефосфорилюванню за участю фосфатази з утворенням А-фактора.

Також описаний альтернативний шлях біосинтезу: утворений складний ефір спочатку дефосфорилюється, після чого проходить етап внутрішньомолекулярної альдольної конденсації з утворенням бутеноліду. Надалі бутенолід відновлюється до А-фактора за участю поки що невідомого ферменту [101, 119]. Слід зазначити, що фосфатази та редуктази не є видоспецифічними для S. griseus. Це доведено методом гетерологічної експресії afsA та подальшого синтезу біологічно активного А-фактора у клітинах E. coli [101]. 

Синтез А-фактора більшою мірою обмежується доступністю субстрату, ніж транскрипційною регуляцією afsA, оскільки даний ген експресується конститутивно. А-фактор повільно нагромаджується у рідкій культурі протягом росту і досягає максимальної кількості у середині експоненційної стадії росту (25-30 нг/мл; близько 100 нМ) [120].
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Рисунок 1.5 Біосинтез А-фактора (за [119])
Даний факт пояснюється тим, що субстратами для синтезу А-фактора є проміжні продукти гліколізу та шляху біосинтезу жирних кислот. А ці процеси найбільш активні у логарифмічній стадії росту культури [73]. Це наштовхує на гіпотезу, що у відповідь на наявність первинних метаболітів, AfsA функціонує як передавач інформації про фізіологічний стан мікроорганізму і зрештою зумовлює початок синтезу вторинних метаболітів та морфологічної диференціації [74].

1.2.5 Роль гамма-бутиролактонів у вторинному метаболізмі і морфологічному розвитку модельного штамму генетики актиноміцетів S. coelicolor A3(2)
S. coelicolor синтезує три бутанолідні сполуки: SCB1, SCB2, SCB3 [121]. Найпоширеніший бутанолід SCB1, він стимулює продукцію актинородину та ундецилпродигіозину (рис. 1.6). SCB активні лише в обмежених концентраціях – від 0,25 мкМ до 0,5 мкМ, що свідчить про чітку систему регуляції продукції цих низькомолекулярних сполук. Вони стабільніші, порівняно з А-фактором, деградують лише у деяких багатих середовищах у зв’язку з процесами активного руйнування або через розщеплення лактонного кільця при зміні pH у клітинах [122]. Ці сполуки продукуються на пізній стадії росту, тоді як експресія гомолога afsA, гена scbA, котрий відповідає за їхній синтез, індукується на початку експоненційної фази. Нокаут scbA блокує синтез бутанолідів та спричиняє надпродукцію антибіотиків [84]. Поряд з scbA, у геномі S. coelicolor знайдено ген АrpA-подібного рецептора γ-БЛ – scbR [122]. Білок ScbA бере участь у каталітичних процесах під час синтезу SCB1 з гліцеролу та похідних β-кетокислот. ScbR нагромаджується на базальному рівні під час експоненційної стадії росту. Він може зв’язуватися з власною операторною ділянкою, оператором гена scbA та оператором кластера полікетиду I, завдяки чому пригнічується транскрипція генів scbR, scbA, кластера cpk. Зростання вмісту SCB1 спричиняє збільшення рівня ScbA. Після досягнення порогової концентрації SCB1 зв’язується з ScbR, утворюється SCB1-ScbR-комплекс, внаслідок чого ScbR втрачає ДНК-зв’язувальну активність, і вимикається репресія генів scbR та scbA [84, 123]. Припускають, що утворення комплексу ScbA-ScbR активує транскрипцію scbA та синтез SCB1 [101, 124], що зменшує концентрацію вільного ScbR. Зменшення кількості вільного ScbR припиняє репресію генів cpk-кластера. Приєднання SCB1 до ScbR послаблює репресію scbR і далі викликає експресію scbA, що у свою чергу спричиняє зростання рівня синтезу SCB1. ScbA зв’язується з операторною ділянкою scbR, чим активує його транскрипцію. На вегетативній стадії у клітинах нагромаджується велика кількість вільного ScbR; кількість ScbA підтримується на базальному рівні. На стадії активації вторинного метаболізму зростає концентрація ScbA, що призводить до автоактивації та зростання рівня синтезу SCB1. 
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Рисунок 1.6 γ-БЛ-опосередкована регуляція вторинного метаболізму у S. coelicolor [122]

Приєднання SCB1 та ScbA до ScbR у подальшому пригнічує його репресорну активність. У відповідь на зростання вмісту SCB1 зменшується кількість вільного ScbR, і запускається вторинний метаболізм [123]. 

Регулятор AdpA у S. coelicolor, як і в S. griseus, також відіграє ключову роль у морфологічній диференціації (рис. 1.7). Ортологом adpA у S. coelicolor є регулятор bld-каскаду bldH [125, 51, 50]. Білок AdpA у S. coelicolor є позитивним регулятором експресії деяких генів, котрі відповідають за споруляцію, гена інгібітора протеази sti1 (ортолог sgiA S. griseus) [126, 127], шляху синтезу поверхнево активного пептиду SapB [128]. Активатор AdpA безпосередньо зв’язується з промоторами sti1 та ramR. Білок RamR (ортолог AmfR S. griseus) є регулятором оперону ramCSAB і таким чином безпосередньо контролює продукцію поверхнево активного пептиду SapB [129, 130, 131]. Іншою ймовірною мішенню для AdpA є ген bldN, котрий кодує сигма-фактор ECF-родини і є необхідним для формування повітряного міцелію S. coelicolor [132]. Прямий ортолог bldN у S. griseus adsA також є частиною AdpA-регулону [133, 107]. Експресія з bldN-промотора в S. coelicolor вимагає наявності AdpA [128]. У bldA-мутанта припиняється експресія восьми генів, котрі відповідають за синтез чаплінів [134], проте допоки невідомо, чи chp-гени безпосередньо регулюються bldN. Мішенню bldN є ген bldM, і фенотип bldM-мутанта схожий до фенотипу мутанта за геном bldN [132, 135]. Білок BldM – атиповий регулятор відповіді, який може не потребувати фосфорилювання для виконання своєї біологічної функції [135]. Так AdpA S. coelicolor контролює зовнішньоклітинний протеолітичний каскад (через sti1), синтез ключових компонентів гідрофобної оболонки SapB (через RamR) та чаплінів (потенційно через bldN). Усі ці метаболічні шляхи є ключовими для морфогенезу [128]. 
Суттєва різниця між регуляторними каскадами S. griseus та S. coelicolor полягає у тому, що adpA S. coelicolor не потребує γ-БЛ-сигналу. Очевидно, тому сигнальні сполуки не впливають на морфологічну диференціацію S. coelicolor [122, 50]. На транскрипційному рівні експресія adpA підлягає авторегуляції, а також прямому контролю з боку гена bldD [50, 136]. Транскрипти adpA, у свою чергу, є субстратом для РНКази III, яка кодується геном absB [137, 126]. На трансляційному рівні експресія adpA залежить від тРНК. Заміна ТТА-кодону на ТТГ або ЦТГ у S. coelicolor призводить до того, що морфологічний розвиток та формування повітряного міцелію втрачає залежність від bldA [51, 50].
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Рисунок 1.7 AdpA-регуляторний каскад морфогенезу S. coelicolor [128]

Таким чином, мутантний фенотип штамів з нокаутом bldA обумовлено у першу чергу обмеженням експресії adpA. Слід зазначити, що взаємна позитивна регуляція між bldA та adpA описана як в S. coelicolor, так і в S. griseus [108]. 
1.2.6 Перспективні напрями дослідження хімії та біології актиноміцетних гормонподібних сполук
Контроль вторинного метаболізму у стрептоміцетів за участю сигнальних систем є складним послідовним процесом, у якому рівноцінно вагомі сигнальні каскади з “гормональними” сполуками різного хімічного складу. Для прикладу, у регуляції продукції авермектину штамом S. avermitilis залучені два сигнальні гормональні каскади – γ-бутиролактонний та авенолідний. Зокрема, позитивним регулятором синтезу цього антибіотика є авторегуляторний рецепторний білок AvaR3, лігандом якого є НСС γ-бутиролактонного ряду [138]. Нещодавно доведено, що авторегуляторний рецепторний білок авенолідного каскаду AvaR1 є негативним плейотропним регуляторм біосинтезу авермектину. Зокрема, нокаут гена avaR1 призводить до надсинтезу антибіотика у 1,75 раза, у порівнянні з батьківським штамом. Очевидно, на відміну від ArpA, AvaR1 функціонує за механізмом, незалежним від adpA-ортологів [139]. Натомість, його ліганд – сигнальна молекула авенолід – сприяє надсинтезу даного антибіотика через приєднання до рецепторного білка AvaR1 [102, 139]. Слід зазначити, що не вдається суттєво підвищити рівень синтезу авермектину лише через збільшення продукції авеноліду; для цього доцільно оптимізувати кількість як сигнальної молекули, так і рецептора у клітинах.
Дослідження структури та механізмів функціонування НСС-систем дозволяють запроваджувати нові напрями вдосконалення та отримання надпродуцентів антибіотиків шляхом втручання у ці механізми. Було показано, що 1,4-γ-БЛ, як найдешевший та найдоступніший штучний аналог бутанолідних сигнальних молекул, на 30 % збільшує продукцію валідаміцину штамом S. hygroscopicus 5008. При цьому у клітинах зростає вміст транскриптів гомолога позитивного плейотропного регулятора adpA та структурних генів синтезу антибіотика, з промоторними ділянками яких гомолог AdpA безпосередньо зв’язується. Також доведено, що хімічно синтезовані вірджинобутиролактони і аналог SCB стимулюють продукцію вірджиноміцину та актинородину у S. virginiae та S. coelicolor, відповідно [140, 82]. Отже, на сьогодні нагромаджено багато даних про важливість бутанолідів для синтезу антибіотиків актиноміцетами та міжвидової взаємодії, але практично немає розуміння ширшої екологічної ролі цих сполук. Зокрема, цікаво дослідити, чи мають вони значення для взаємодії стрептоміцетів з рослинами. 
РОЗДІЛ 2
МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
2.1 Штами і плазміди
Штами бактерій, використані у роботі, подано у табл. 2.1. Характеристику векторів та плазмід, які використані та сконструйовані в ході роботи, подано в табл. 2.2. 
Таблиця 2.1
Штами мікроорганізмів, використані в роботі

	Штами
	Характеристика
	Джерело

	1
	2
	3

	E. coli DH5(
	Штам для конструювання та селекції рекомбінантних плазмід (F- ((80d ((lacZ)M15) recA1 endA1gyrA96 thi1hsdR17(rk -mk supE44 relA1deoR ((lacZYA-argF)U169)
	MBI Fermentas, Литва

	E. coli ET 12567

(pUB307)


	Штам з порушеними системами метилювання, що несе плазміду pUB307, яка in trans забезпечує перенесення корезидентних плазмід (dam-13::Tn9 dcm-6 hsd-M pUB307)
	проф. К. Сміт, Ін-т біо- молекулярних досліджень, Манчестер, Великобританія

	E. coli BW 25113 (pIJ790)
	Штам для конструювання та селекції рекомбінантних плазмід 

(∆(araD-araB)567, ∆lacZ4787(::rrnB-3), lambda-,rph-1, ∆(rhaD-rhaB)568, hsdR514), містить плазміду pIJ790, 
що сконструйована на основі вектора pKD20 із термочутливим репліконом, містить гени exo, bet, gam, які забезпечують гомологічну рекомбінацію, cmr
	проф. М. Бібб, Дж. Іннес Центр, Норвіч, Великобританія

	
	
	


продовження табл. 2.1
	1
	2
	3

	S. ghanaensis ATCC 14762
	Продуцент моеноміцинів дикого типу
	ATCC

	S. griseus HH1 (∆afsA)
	Штам S. griseus, похідний від S. griseus IFO 13350, що містить делецію гена afsA 
	проф. Б.П. Мацелюх, ІМВ НАНУ 

	S. coelicolor M145
	Продуцент актинородину (SCP1-; SCP2-)
	-//-

	S. ghanaensis pKCafsAgh
	Похідний S. ghanaensis ATCC 14762, що містить додаткові копії гена afsAgh у плазміді pKC1139
	Сконструйовано в цій роботі

	S. ghanaensis pKCacogh
	Похідний S. ghanaensis ATCC 14762, що містить додаткові копії гена acogh у плазміді pKC1139
	-//-

	S. ghanaensis pKCavaRgh
	Похідний S. ghanaensis ATCC 14762, що містить додаткові копії гена avaRgh у плазміді pKC1139
	-//-

	S. ghanaensis pKC1139
	Похідний S. ghanaensis ATCC 14762, що містить вектор pKC1139
	д. б. н. 
Осташ Б. О., ЛНУ ім. Івана Франка

	S. ghanaensis 

ΔadpA
	Похідний S.ghanaensis ATCC14762, 

містить делецію in frame гена adpAgh
	к. б. н. Макітринський Р. П.

	S. ghanaensis ΔmoeO5
	Похідний S. ghanaensis ATCC 14762, заміщення гена moeO5 на hyg
	д. б. н. 
Осташ Б. О., ЛНУ ім. Івана Франка

	S. ghanaensis ΔafsAgh
	Похідний S. ghanaensis ATCC 14762, що містить делецію гена afsAgh шляхом заміщення на ген стійкості до гігроміцину hyg
	Сконструйовано в цій роботі

	S. ghanaensis Δacogh
	Похідний S. ghanaensis ATCC 14762,  заміщення гена acogh на aac(3)IV
	-//-

	
	
	


продовження табл. 2.1
	1
	2
	3

	S. ghanaensis ΔafsAghpKCafsAgh
	Похідний S. ghanaensis ΔafsAgh, що містить додаткові копії гена afsAgh у плазміді pKC1139
	-//-

	S. ghanaensis Δacogh::aac 3(IV)pKCacogh
	Похідний S. ghanaensis Δacogh::
aac 3(IV), що містить додаткові копії гена acogh у плазміді pKC1139
	-//-

	S. ghanaensis
pmoeE5script
	Похідний S. ghanaensis ATCC 14762, що містить плазміду pmoeE5script
	к. б. н. Макітринський Р.П.

	S. ghanaensis ΔafsAgh
pmoeE5script
	Похідний S. ghanaensis ΔafsAgh, що містить плазміду pmoeE5script
	-//-

	S. ghanaensis Δacogh::aac pmoeE5script
	Похідний S. ghanaensis Δacogh::aac 3(IV), що містить плазміду pmoeE5script
	-//-

	S. ghanaensis
pmoeO5script
	Похідний S. ghanaensis ATCC 14762, що містить плазміду pmoeO5script
	-//-

	S. ghanaensis ΔafsAgh
pmoeO5script
	Похідний S. ghanaensis ΔafsAgh, що містить плазміду pmoeO5script
	-//-

	S. ghanaensis Δacogh::aac pmoeO5script
	Похідний S. ghanaensis Δacogh::aac 3(IV), що містить плазміду pmoeO5script
	-//-

	S. ghanaensis ΔmoeO5pmoeE5script
	Похідний S. ghanaensis ΔmoeO5, що містить плазміду pmoeE5script
	д. б. н.
 Осташ Б. О.

	S. ghanaensis pMT3226gusA
	Похідний S. ghanaensis ATCC 14762, що містить плазміду pMT3226gusA
	ОтриманийЙу даній  роботі

	S. ghanaensis pSETpamgusA
	Похідний S. ghanaensis ATCC 14762, що містить плазміду pSETpamgusA
	д. б. н. 
Осташ Б. О.

	S. ghanaensis pSETpermgusA
	Похідний S. ghanaensis ATCC 14762, що містить плазміду pSETpermgusA
	-//-

	S. ghanaensis pGUS
	Похідний S. ghanaensis ATCC 14762, що містить плазміду pGUS
	к. б. н. Мироновський М. Л.

	S. lividans 1326
	Штам з криптичним кластером генів біосинтезу актинородину
	Е. Такано, ун-т Манчестера, 

Британія


продовження табл. 2.1
	1
	2
	3

	S. lividans 1326
	Штам з криптичним кластером генів біосинтезу актинородину 
	Е. Такано, ун-т Манчестера, Британія

	S. ghanaensis Δacogh::aac pKC1218EadpAgh
	Похідний S. ghanaensis Δacogh::aac 3(IV), що містить плазміду pKC1218EadpAgh
	-//-

	S. ghanaensis ΔafsAghpKCadpA19AT
	Похідний S. ghanaensis ΔafsAgh, що містить плазміду pKCadpA19AT
	-//-

	S. ghanaensis ΔafsAghpKC1218E
adpAgh
	Похідний S. ghanaensis ΔafsAgh, що містить плазміду pKC1218EadpAgh
	-//-


2.2 Середовища та умови культивування Для вирощування актиноміцетів використали агаризовані середовища: 
Таблиця 2.2
Плазміди, використані в роботі
	Плазміди
	Характеристика


	Джерело

отримання

	1
	2
	3

	pUC19

2,7 т.п.н.
	Вектор загального призначення для E. coli     (ori ColE, ampr, lacZ’)
	MBI Fermentas, Литва

	pKC1139

6,5 т.п.н.
	Човниковий кон’югативний  E. coli – Streptomyces вектор (oriT RK2, oripSG5, aprr, lacZ’)
	Проф. К.

Чатер,
Норвіч,

Англія

	pKCafsAgh
7,5 т.п.н.
	Рекомбінантна плазміда, сконструйована на основі човникового вектора pKC1139, що містить клоновану вставку з геном afsAgh розміром 1,0 т.п.н. (oriT RK2, ori pSG5, apmr, lacZ’)
	Отримано в цій роботі

	
	
	

	
	
	

	продовження табл. 2.2

	1
	2
	3

	pKCafsAgh
7,5 т.п.н.
	Рекомбінантна плазміда, сконструйована на основі човникового вектора pKC1139, що містить клоновану вставку з геном afsAgh розміром 1,0 т.п.н. (oriT RK2, ori pSG5, apmr, lacZ’)
	Отримано в цій роботі

	pKCacogh
8,5 т.п.н.
	Рекомбінантна плазміда, сконструйована на основі човникового вектора pKC1139, що містить клоновану вставку з геном acogh розміром 2,0 т.п.н. (oriT RK2, ori pSG5, apmr, lacZ’)
	-//-

	pKCavaRgh
7,2 т.п.н.
	Рекомбінантна плазміда, що сконструйована на основі човникового вектора pKC1139 і містить клоновану вставку з геном avaRgh розміром 0,7 т.п.н. (oriT RK2, ori pSG5, apmr, lacZ’)
	-//-

	pUCacoghred
8,7 т.п.н.

	Рекомбінантна плазміда, сконструйована на основі вектора pUC19 (ori ColE1, ampr, lacZ’), містить клоновану вставку з геном acogh розміром 6,0 т.п.н. 
	-//-

	pUCacoghred-∆bla-neo
8,7 т.п.н.

	Рекомбінантна плазміда, сконструйована на основі вектора pUC19 (ori ColE1, kanr, lacZ’), містить інтактний ген acogh та зруйнований ген bla, заміщений на касету стійкості до канаміцину neo
	-//-

	pUC∆acogh-aac-∆bla-neo
8,2 т.п.н.

	Рекомбінантна плазміда, сконструйована на основі вектора pUC19 (ori ColE1, kanr, lacZ’, aac, oriT RK2), містить зруйнований ген acogh, заміщений на касету стійкості до апраміцинру aac, та зруйнований ген bla, заміщений на касету стійкості до канаміцину neo
	-//-

	pKCafsAghred
11,5 т.п.н.
	Рекомбінантна плазміда, сконструйована на основі човникового вектора pKC1139,  що містить клоновану вставку з геном afsAgh розміром 5,0 т.п.н. (oriT RK2, ori pSG5, apmr, lacZ’)
	-//-

	pKC∆afsAgh-hyg
11,5 т.п.н.
	Рекомбінантна плазміда, сконструйована на основі човникового вектора pKC1139, що містить зруйнований ген afsAgh, заміщений на касету стійкості до гігроміцину hyg (oriT RK2, ori pSG5, apmr, lacZ’, hyg)
	-//-

	продовження табл. 2.2

	1
	2
	3

	pmoeE5script  

10,3 т.п.н.
	Рекомбінантна плазміда, сконструйована 

на основі вектора pGUS, містить 

промотор гена moeE5
	к. б. н. Макітринський Р. П.

	pmoeO5script  

10,3 т.п.н.
	Рекомбінантна плазміда, сконструйована 

на основі вектора pGUS, містить 

промотор гена moeO5
	-//-

	pGUS
9,7 т.п.н.
	Вектор для оцінювання експресії генів на 

транскрипційному рівні, 

сконструйований на основі pSET152, 

містить гени uidA, aadA, термінатори 

фага Т4
	к. б. н. Мироновський М. Л.

	pUWLCre
	Рекомбінантна плазміда для експресії 

гена cre(a) під контролем ermEp (ori 

ColE1, oriT RK2, bla, tsr, pIJ101 rep)
	к.б.н.

Лужецький А. М.,
Фрайбурзький

університет,

ФРН

	pMT2336gusA
	Похідна pMT3226, у якій xylE заміщений на gusA
	к. б. н. Горбаль Л. О.

	pSETpamgusA
	Похідна pSET152, що містить ген gusA під контролем aac3(IV)p 
	-//-

	pSETpermgusA
	Похідна pGUS, що містить ген gusA під контролем ermEp
	Т. Сігль,

Фрайбурзький

університет,

ФРН

	pKCadpA19AT
	Похідна pKC1139, в яку заклоновано ген adpA19AT A. teichomyceticus (oriT RK2, ori pSG5, apmr, lacZ’)
	д. б. н. Осташ Б. О.

	pKC1218E-adpAgh
	Похідна pKC1218E, в яку заклоновано ген adpAgh S. ghanaensis (oriT RK2, ori pSG5, apmr, lacZ’)
	-//-



вівсяне середовище (ВС), манітол-соєве середовище (MC), [141], YMA [4], Беннета [143], ММGT (L-аспірагін – 0,5 г, K2HPO4 – 0,5 г, Mg2SO4·7H2O – 0,2 г, FeSO4·7H2O – 0,01 г, казамінові кислоти – 6 г, глюкоза – 5 г, агар – 18 г, вода дистильована – до 1 л, pH 7,2). Для виділення плазмідної чи геномної ДНК рідкі культури актиноміцетів вирощували у триптон-соєвому середовищі TSB (Difco, США). Для аналізу синтезу моеноміцинів використали середовище TSB (Difco, США) (для S. ghanaensis) [144]. Кон’югат E. coli – Streptomyces висівали на ВС або MC.

Культури стрептоміцетів вирощували при різних температурах (30 ºC,   37 ºС, 39 ºС). Штами E. сoli – при 37 ºС, 28 ºС. Моеноміцин-чутливу тест-культуру Bacillus cereus АТСС 19637 вирощували при 37 ºС на агаризованому LB. Для продукції моеноміцинів штамами S. ghanaensis їх вирощували у два етапи. Спочатку спорову суспензію чи міцелій (титр 8,0 – 8,3×107 к.у.о.) штамів вирощених на ВС інокулювали у 20 мл середовища TSB та вирощували 24 год (250 об./хв). 24-годинну культуру інокулювали у відповідні середовища (5 % від об’єму основної культури) і вирощували 120 год. Штами E. coli вирощували в рідких середовищах LB, 2×TY, SOB [144, 145]. Для приготування агаризованого середовища LB на 1 л додавали 10 г бакто-агару.
Насіння Hordeum vulgare L. cv Barke (Josef Breun GdbR, Herzogenaurach, Germany) та Lycopersicon esculentum  Mill. cv. MicroTom (Bruno Nebelung GmbH, Everswinkel, Germany) пророщували на вівсяному агаризованому середовищі протягом двох діб при 30 °С; як мінеральне середовище для закладання пророщеного насіння у грунт та кварцовий пісок використовували сольову суміш Гогланда № 2. 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 % [146, 147].
2.3 Реактиви, використані у роботі

Для приготування середовищ використали: казамінові кислоти, пептон, триптон, дріжджовий екстракт, агар фірми “Difco” (США); L-аспірагін, агар, D-глюкозу та D-мальтозу виробництва фірми “Reanal” (Угорщина), соєвий пептон фірми “Merck” (США).
У роботі використано антибіотики: хлорамфенікол фірми “Serva” (ФРН), канаміцину сульфат комбінату “Синтез” (Курган, Росія), ампіциліну натрієву сіль, апраміцину сульфат, спектиноміцину сульфат, гігроміцину сульфат (“Roth”, ФРН). Хлорамфенікол розчиняли в 50 % етанолі, моеноміцини – у дистильованій воді (для ВЕРХ-МС), інші антибіотики – в дистильованій воді. 
Для екстракції моеноміцинів та їхнього аналізу методом ВЕРХ-МС, використали етилацетат, метанол, ацетонітрил виробництва фірми “Merck” (США). 

В експериментах з виділення, аналізу сумарної та плазмідної ДНК, флуоресцентної гібридизації in situ використали: етилендиамінтетраацетат (ЕДТА), бромід етидію та бромфеноловий синій (“Sigma”, США), додецилсульфат натрію (ДСН), трис-HCl та трис-амінометан (“Reanal”, Угорщина), агарозу (“Sigma”, США; “Chemapol”, Чехія). Для візуалізації характеру колонізації коренів та оцінки активності промоторів використовували 5-бром-4-хлор-3-індолілглюкуронід (X-Gluc) та п-нітрофеніл-β-D-глюкуронід.
У процесі досліджень використали хімічно чисті реактиви стандартних виробників: фосфат- та гідрофосфат калію і натрію, хлорид і сульфат магнію, хлорид марганцю, сахарозу, льодяну оцтову кислоту, формамід, твін, ферриціанід та ферроціанід калію, глюкозу.
2.4 Методи, використані для отримання та аналізу фенотипу транскон’югантів
2.4.1 Трансформація E. coli 
Трансформацію E. coli проводили згідно стандартної “кальцієвої” методики [148] та методом електропорації [149]. 

2.4.2 Кон’югація E. coli – Streptomyces
Кон’югацію між E. coli та Streptomyces проводили за [150]. Залежно від штаму, варіювали час обробки кон’югаційної суміші розчинами антибіотиків.

2.4.3 Виділення сумарної та плазмідної ДНК 
Виділення сумарної ДНК з клітин актиноміцетів проводили за методом [141]. Виділення плазмідної ДНК з E. coli проводили методом Birnboim та Doly [148].
2.4.4 Ферментативна обробка ДНК
Рестрикційний аналіз сумарної та плазмідної ДНК, а також обробку плазмідної ДНК Т4-ДНК-полімеразою проводили за умов, рекомендованих фірмою-виробником ферментів (“MBI Fermentas”, Литва, “Promega”, “Invitrogen”, “NEB”, США). На 1 мкг ДНК використовували від 2 до 10 одиниць ендонуклеази рестрикції, інкубували 1 год при 37 ºС. Реакцію зупиняли нагріванням протягом 10 хв при 65 ºС. 

Лігування ДНК проводили у стандартному буфері з використанням ДНК-лігази фага Т4 описаним методом [148]. 

2.4.5 Конструювання рекомбінантних ДНК за допомогою λ-Red залежної рекомбінації
Вносили 1-5 колоній свіжої (нічної) культури штаму E. coli BW 25113 із плазмідою в пробірку з 5 мл середовища LB/TSB з відповідними антибіотиками для селекції. Пробірку інкубували на шейкері (180-220 об./хв) при 37°С протягом ночі (12-20 год). Далі виконували, як описано в [149, 151].

2.4.6 Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР)
Праймери, використані в роботі для клонування відповідних генів, наведено в табл. 2.3. ПЛР потрібних фрагментів з використанням як матриці хромосомної та плазмідної ДНК виконували з використанням ПЛР-ампліфікаторів MiniCycler PTC100 (“MJ Research”, США). Застосовували стандартні протоколи ПЛР [148]; у всіх випадках у реакційну суміш додавали диметилсульфоксид (10 %), щоб полегшити денатурацію ГЦ-багатої ДНК актиноміцетів. Умови ПЛР підбирали так, щоб гібридизація праймерів (крок 3) відбувалася при температурі, що на 3-5 градусів була нижчою за температуру плавлення праймерів. Ампліфікацію ДНК за участю мегапраймерів (50-60 п.н.) виконували в два етапи, як описано в [148]. За потреби точну температуру гібридизації підбирали емпірично, у градієнтному режимі ПЛР. 

2.4.7 Електрофорез ДНК в агарозному гелі та елюювання фрагментів ДНК
Електрофорез ДНК проводили в горизонтальному 0,7-1,0 % агарозному гелі в трис-ацетатному буфері (ТАЕ) з таким складом: 40 мМ Трис, рН 8,0; 20 мМ CН3COONa; 1 мМ Na2EDTA; 25 мM CH3COOH протягом 1-2,5 год, при напруженості зовнішнього електричного поля 3,6-4,5 В/см. 
Таблиця 2.3

Характеристика праймерів, використаних у роботі
	Назва праймерів 
	Нуклеотидна послідовність 
(5’ – 3’)
	Застосування
	Назва генів, до яких підібрані праймери

	1
	2
	3
	4

	ave-gh-f
ave-gh-r 
ssfg07849-red-f
ssfg07849-red-r
bla-red-f
bla-red-r

avaR-gh-f
avaR-gh-r
afsA-gh-red-f

	AAAAAGCTTGCAGGTGAGCCAGCTGTGCG
AAAGAATTCCCTCCGTACGCGGGTCTACC
TCCGCCATTCCACTCGACGTTCAAGC
GCCCTGCCGACGGCCCGGGGCCGTT
TGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAA
AATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTG
AAAGAATTCATCCAGATCAGAGGGCGCGC
AAAAAGCTTTCAGCTGCTCATCGGCTCCG
AAAAAGCTTTCGCCGGTATCTGATGGCGG

	клонування ділянки хромосоми, що містить ген acogh
-//-

інактивація гена acogh
-//-

інактивація гена bla
-//-

надекспресія гена avaRgh
-//-
клонування ділянки хромосоми, що містить ген afsAgh

	acogh
-//-
-//-
-//-
bla
-//-

avaRgh
-//-
afsAgh



продовження табл. 2.3
	1
	2
	3
	4

	afsA-gh-red-r
afsA-gh-Hyg-f
afsA-gh-Hyg-r
afsA-gh-f
afsA-gh-r
aco-gh-286-f
aco-gh-286-r1
afsA-gh-297-f
afsA-gh-297-r3

	AAAGAATTCGCACCGCCAGCACAAGCCGT
GGGGCTCTGGGGACATCGCACGCCATGGGGAGAGGCATGCCCGTAGAGATTGGCGATCCC
GCGGTGCCTGCCCGGCAGGGTCAGGGCCGCCGTGCCTCACAGGCGCCGGGGGCGGTGTC
AAAGAATTCATAGCCTGCCCAGCCGGTTGG
AAAAAGCTTTCAGATCCAGGCGGCATCCGC
AAATCTAGAGGATCGGTACCGATGACGGC
AAAGAATTCTCATCGGTCGCAGCAGTCGG

AAATCTAGATTCATCACGGCCCGTGCGAGG

AAAGAATTCTCAGATCCAGGCGGCGGCATCCGC


	-//-
інактивація гена afsAgh
-//-
надекспресія гена afsAgh
-//-

комплементація нокауту гена acogh
-//-

комплементація нокауту гена afsAgh
-//-


	-//-
afsAgh
-//-
-//-

-//-

afsAgh
-//-

acogh
-//-

afsAgh
-//-




продовження табл. 2.3
	1
	2
	3
	4

	hyg-red
afsA-gh-end-r
aac-rev1

	AAAGGAGAGATCCAGCGGGGTCTC
AAACGTCAGAAGCCTCCGGCTTCC
GGACAGTGAAGAAGGAACACCCGCTCGC
	перевірка нокауту гена afsAgh
-//-
перевірка нокауту гена acogh
	hyg
afsAgh
acc(3)IV



Молекулярну масу фрагментів ДНК визначали за їхньою електрофоретичною рухливістю, використовуючи як маркери PstI-фрагменти ДНК фага λ та 1 т. п. н. молекулярний маркер ДНК (NEB, США). Для візуалізації фрагментів ДНК гель обробляли розчином броміду етидію (0,5 мкг/мл). Фрагменти ДНК елюювали за допомогою набору “QiaQuick” (“Qiagen”, США). 
2.4.8 Електронна сканувальна мікроскопія
Для скануючої мікроскопії на приладі Jeol JSM-T220A використовували свіжовирощений газон культури на ВС.
2.4.9 Біотест для аналізу антибіотичної активності штамів
Характер синтезу вторинних метаболітів визначали методом дифузії в агар з використанням дисків з антибіотиками. Шар 0,7 % LВ-агару із суспензією чутливої до моеноміцинів культури Bacillus cereus заливали на чашки з 1,5 % LB, TSB. На агар накладали диски з метанольним екстрактом вторинних метаболітів та вимірювали діаметр зон пригнічення росту B. cereus антибіотиком, який дифундував з дисків. БіоТШХ проводили шляхом розділення метанольних екстрактів вторинних метаболітів з культур на силікатну пластинку у суміші розчинників аміак : ізопропанол у співвідношенні 7 : 3.
2.4.10 Аналіз активності промоторів проводили спектрофотометрично з використанням репортерної β-глюкуронідазної системи, розробленої Myronovskyi та співавторами [152].
2.4.11 Очищення та ВЕРХ-МС аналіз моеноміцинів
Біомасу з 50 мл середовища концентрували за допомогою центрифугування, промивали дистильованою водою (в типовому випадку з 50 мл середовища отримували 1-2 г біомаси (волога вага)). До біомаси додавали 0,5 мл води та 7-8 мл метанолу. Суміш ретельно гомогенізували та інкубували при температурі 37 ºС протягом 12 год. Після цього суміш центрифугували, екстракт фільтрували через 0,2 мкм мембрану (Millipore, США). Профільтрований екстракт випаровували у вакуумній сушці SpeedVac (Eppendorf, ФРН), а висушений залишок розчиняли у 1 мл води. Залежно від потреб експерименту, отриманий екстракт аналізували методом дифузії антибіотика в агар (як описано вище) або ВЕРХ-МС. 

Для отримання напівочищених зразків моеноміцинів для ВЕРХ-МС, грубий екстракт очищували за допомогою твердофазних колонок Alltech C18 (100 мг смоли-носія) відповідно такої схеми: а) активація колонки – 1 мл метанолу, потім 1 мл деіонізованої води; б) нанесення зразка – максимум 2 мл розчину; в) промивка колонки – 1 мл води, 1 мл суміші етилацетат : метанол (3 : 1). На цьому етапі колонку можна піддати дії додаткового тиску щоб пришвидшити рух суміші; г) елюювання моеноміцинів – 1,5 мл метанолу. Отриманий елюат висушували у вакуумній сушці SpeedVac, сухий залишок розчиняли у 150 мкл води з 0,1 % гідроксиду амонію, 20 мкл розчину використовували для ВЕРХ-МС. 
Для ВЕРХ-МС використали прилади Agilent 1100 LC/MSD ESI, Agilent 1150 LC/MSD TOF та Agilent 6520 Accurate-Mass qTOF LC-MS. Система розчинників: розчин А – вода + 0,1 % гідроксид амонію, розчин Б – ацетонітрил + 0,1 % гідроксид амонію. Як нерухому фазу використовували хроматографічні колонки С18,  (2,5×50), Phenomenex. У всіх випадках колонки термостатували (30 ºС). Типова програма розділення моеноміцинів:(час, хв – % розчину Б): 0 – 25, 1,0 – 25, 10,0 – 95, 14,0 – 95, 14,1 – 25, 20,0 – 10. За таких умов моеноміцини з повнорозмірним ліпідним ланцюгом (25 карбонів) виходять з колонки на 10-11 хв. Зразки аналізували в режимі негативної іонізації скануванням аніонів у діапазоні 300 – 1700 Да. Напруга капіляру становила 4 кВ, фрагментора – 150 В. Температура газів просушування – 300  ºС, швидкість потоку – 7 л/хв, тиск на короні розряду – 4 атм/см2. 
Для кількісного аналізу продукції моеноміцинів площі мас-піків досліджуваних сполук інтегрували і нормалізували відносно біомаси (суха вага). Експеримент повторювали тричі і визначали середнє значення, похибку та стандартне відхилення σ.
2.5 Біоінформатичнй аналіз нуклеотидних послідовностей та їхніх імовірних білкових продуктів
Пошук гомологів та консервативних доменів виконували за допомогою програми BLASTX, BLASTP та CDD на сервері NCBI. Пошук ортологів виконували за допомогою реципрокного BLASTХ-опосередкованого аналізу генів. Для множинного порівняння амінокислотних послідовностей та їхнього ілюстрування використали ресурси сервера PFAM (http://pfam.xfam.org.). Філогенетичні дерева білків обчислювали за допомогою методу приближеної схожості на сервері http://www.phylogeny.fr. Достовірність топології дерев визначали за допомогою тесту aLRT [153], який полягає в тому, що логарифм величини подібності обчислють шляхом оптимізації тільки через гілку, яка цікавить, та чотири сусідні гілки, тоді як інші параметри зафіксовані на їхніх оптимальних значеннях, що відповідають кращому дереву. Перевірка за допомогою boostrap-аналізу полягала в тому, що на підставі вихідного набору даних створють певне число (100-1000) випадкових наборів даних. Їх аналізують так само, як і вихідний, результати аналізу випадкових наборів даних підсумовують шляхом конструювання консенсусного дерева. Також філогенетичний аналіз виконували порівнянням дерев, отриманих за допомогою інших філогенетичних алгоритмів (“об’єднання сусідів”) (доступні на сайті серверу PHYLIP http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html). Передбачення ймовірної вторинної структури білків виконували за допомогою програми PSIPRED v3.0, що розміщена на сайті http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/.
2.6 Методи, використані для вивчення взаємодії стрептоміцетів з модельними об’єктами одно- та дводольних рослин
2.6.1 Поверхнева стерилізація насіння
Поверхневу стерилізацію насіння ячменю та томатів проводили згідно [147].

2.6.2 Обробка насіння спорами стрептоміцетів
Поверхнево стерилізоване, промите від антибіотиків насіння 
Hordeum vulgare L. cv Barke (Josef Breun GdbR, Herzogenaurach, Germany) та Lycopersicon esculentum Mill. cv. MicroTom (Bruno Nebelung GmbH, Everswinkel, Germany), пророщене протягом двох діб, інкубували у споровій суспензії стрептоміцетів (2,5*109 спор/мл) [154] протягом 1 год. Інокульоване насіння закладали у грунт або кварцовий пісок з мінеральним середовищем. 

2.6.3 Інокуляція рослин патогеном Alternaria alternatа

Зараження патогеном проводили шляхом нанесення на листки спор A. alternata в інокулюючому розчині (глюкоза, 0,1 г; KH2PO4, 0,85 г; Tween, 1 мкл; дистильована вода, 100 мл; pH=6,0) у кількості 975 спор/рослину. Характер ураження аналізували на 4 добу після зараження, оцінюючи розмір та колір плям на листках.
2.6.4 Обробка рослин та штамів гамма-бутиролактоном
Гамма-бутиролактон у сольовому розчині (Hogland’s Salt) у кінцевій концентрації 1мкм-10 мМ вносили у кварцовий пісок в різні періоди росту досліджувавних рослин [155]. Для оцінки впливу гамма-бутиролактону на синтез вторинних метаболітів штамами S. ghanaensis у культуральну рідину вносили метанольний розчин гамма-бутиролактону у кінцевій концентрації 10 мМ [140].
2.6.5 Флуоресцентна гібридизація in situ
Клітини та корені, фіксовані у розчині етанол 70 %-PBS (1:1), зневоднювали в градієнті етанолу (50 %-80 %-96 %) та гібридизували з зондом (Cy5EUBMix, універсальний зонд, мішенню якого є рРНК малої субодиниці рибосоми, для ідентифікації різних класів бактерій; Cy3HGC69a, зонд, мішенню якого є рРНК великої субодиниці рибосоми, для ідентифікації геномів з високим умістом GC-пар) протягом 90 хв при 46 °С у гібридизаційному буфері (NaCl-тріс-HCl-формамід, 35 %-натрій додецилсульфат). Після відмивання зонду, що не зв’язався (NaCl-тріс-HCl- натрій додецилсульфат-ЕДТА) зразки висушували і аналізували за допомогою сканувальної флуоресцентної мікроскопії. 
РОЗДІЛ 3

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Дослідження генетичного контролю біосинтезу моеноміцинів розпочато у 2007 р. [4]. Секвенування хромосоми S. ghanaensis дало змогу ідентифікувати кластери генів біосинтезу МмА у цьому штамі [4, 42] (див. рис. 1.4). Функції генів біосинтезу МмА (moe) визначено експериментально, за допомогою заміщень та гетерологічної експресії генів, а також біохімічних досліджень Мое-ферментів [42]. Сьогодні виявлено, що для синтезу МмА необхідно 17 генів, встановлено структуру найменшої частини МмА, що виявляє антибактерійну активність, а також досліджено кристалічну структуру низки ПГТ у комплексі з МмА [16, 156, 157]. Низька подібність більшості moe-генів до інших генів біосинтезу вторинних метаболітів – характерна ознака генетики біосинтезу МмА. Зазначимо, що секвенування та гетерологічна експресія показали, що кластер не містить шлях-специфічних регуляторних генів. Дані особливості moe-кластерів спонукають до ґрунтовнішого дослідження регуляції продукції МмА. В цій роботі вирішено зосередитися на групі генів, що контролюють продукцію низькомолекулярних сигнальних сполук бутанолідного ряду. Відомо, що ці сполуки мають плейотропний вплив на морфогенез та продукцію антибіотиків стрептоміцетами, і їхню роль достатньо глибоко вивчено на низці модельних штамів. Продуцент моеноміцинів Streptomyces ghanaensis ATCC14672 має низку особливостей, що роблять його новою і корисною моделлю вивчення ролі сигнальних сполук у продукції антибіотиків. По-перше, як вже зазначено вище, біосинтез моеноміцинів не залежить від шлях-специфічних, кластер-розташованих регуляторних генів – і тому вплив усіх можливих генів-регуляторів і сигнальних сполук на продукцію цього антибіотика має здійснюватисся, мабуть, прямо на структурні гени, що нехарактерно для описаних наразі моделей регуляції вторинного метаболізму. По-друге, попередній аналіз (in silico) показав, що в геномі продуцента моеноміцинів містяться гени синтезу двох різних сигнальних сполук бутенолідної природи, які контролюють синтез сполук подібних до А-фактора та авеноліду. Це нова риса, порівняно з вивченими випадками. Нарешті, цікавим є питання ширшої екологічної ролі сигнальних сполук стрептоміцетів. Тобто, існує багато даних, які вказують на їхню роль у кворум-сенсингу, що впливає на продукцію антибіотиків. Однак, практично немає даних, як синтез бутиролактонів чи інших сигнальних сполук впливає на здатність стрептоміцетів взаємодіяти з іншими організмами у природному середовищі, у першу чергу з рослинами. Для інших груп бактерій описано багато фактів, що вказують на важливу роль систем кворум-сенсингу у взаємодії з рослинами, зокрема у здатності перших колонізувати ризосферу. Тому нами вирішено використати S. ghanaensis для висвітлення значення генів синтезу бутиролактон-подібних сполук у здатності цього штаму взаємодіяти з рослинами.
Під час виконання цієї роботи ми: а) виконали біоінформатичний аналіз генів синтезу та рецепції сигнальних молекул бутенолідної природи; б) за допомогою генної надекспресії і генних заміщень дослідили низку генів синтезу та рецепції сигнальних молекул бутенолідної природи; в) опрацювали нові методи аналізу транскрипційної активності генів ATCC14672 та дослідили відносний рівень експресії низки нових промоторів у цьому штамі; г) виконали надекспресію генів adpAgh та adpA19AT , що кодують плейотропний, потенційно бутиролактон-залежний регулятор родини AdpA, у низці штамів АТСС14672; д) дослідили вплив низки генів синтезу моеноміцинів і сигнальних сполук на здатність штмами цього виду взаємодіяти з модельними рослинами.
3.1 БІОІНФОРМАТИЧНИЙ АНАЛІЗ ГЕНІВ СИНТЕЗУ БУТИРОЛАКТОН-ПОДІБНИХ СПОЛУК У ГЕНОМІ 
S. GHANAENSIS. 

Першим кроком став біоінформатичний пошук у хромосомі АТСС14672 генів, що кодують відомі глобальні регуляторні білки у модельних стрептоміцетах. Аналіз in silico виявив у S. ghanaensis гени, які кодують імовірні структурні, регуляторні і рецепторні білки, задіяні у метаболізмі низькомолекулярних сигнальних сполук (НСС) двох різних сигнальних систем – γ-бутиролактонної та авенолідної. Виявлені гени S. ghanaensis мають гомологів у геномах модельних штамів S. coelicolor, S. griseus і  S. avermitilis (Табл. 3.1). 
Ген-гомолог рецептора авеноліду AvaR – avaRgh – знаходиться  поруч з генами acogh та cyp на кінці хромосоми S. ghanaensis, і вони подібні до генів біосинтезу авеноліду S. avermitilis. Продукт гена avaRgh – це білок родини TetR, з характерною вторинною структурою ДНК-зв’язувального домена “спіраль-поворот-спіраль”. Представники цієї родини функціонують як транскрипційні регулятори, найчастіше – репресори [73]. 
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Білок Aco належить до ACAD-суперродини (котра об’єднує оксидази та дегідрогенази); родини ACOX, представники якої перетворюють ацил-КоА до транс-2-еноїл-КоА. У структурі домінують α-спіральні ділянки (рис. 3.1).
Рисунок 3.1 Структурна модель ацил-КоА-дегідрогенази S. ghanaensis ATCC14672 [за: http://pfam.xfam.org]
Таблиця 3.1
Гомологи генів синтезу бутиролактонів у геномі S. ghanaensis
	Streptomyces ghanaensis ATCC14672
	Гомологи

	№
	Білок
	Продукт
	 Ген
	Продукт
	Штам
	 %* 

	1
	Ssfg_07724
	Рецептор бутиролактонів 
	 scbR


	Білок-рецептор А-фактора
	S. coelicolor 
	46

	2
	Ssfg_07725

(AfsAgh)
	Регулятор/ Відповідає за синтез гормонів
	 afsA
	Біосинтез А-фактора
	S. griseus
	44

	3
	Ssfg_07843
	TetR-регулятор
	 scbR
	Білок-рецептор 
А-фактора
	S. coelicolor
	45

	4
	Ssfg_07848 (AvaRgh)
	Авторегулятор-ний рецепторний білок
	 avaR 
	Білок-рецептор авеноліду
	S. avermitilis 
	75

	5
	Ssfg_07849
(Acogh)
	Ацил-КoA оксидаза
	 aco
	Ацил-  КoA- оксидаза
	S. avermitilis 
	48

	6
	Ssfg_01628
	Рецептор А-фактора 
	 cprA
	ArpA-подібний рецептор
	S. coelicolor
	76


*%. – відсоток подібності
Центральним елементом другої гормональної системи S. ghanaensis є ген afsAgh, що, відповідно, кодує білок AfsAgh. Аналіз доменної будови білків на сервері PFAM (див. Додаток Б) виявив, що у структурі білка присутні типові для родини два “hot-dog”-домени, у третинній структурі яких β-складчасті шари огортають α-спіралі (рис 3.2). Типовим представником надродини, до якої належить AfsAgh, є білок FabZ, котрий функціонує як тіоестердегідратаза, яку залучено у процесах метаболізму жирних кислот [124]. Ця надродина також включає FapR, бактерійний гомолог, залучений у транскрипційній регуляції біосинтезу жирних кислот. Тому, ймовірно, AfsAgh, окрім власне каталітичної активності, може відігравати роль транскрипційного активатора, який діє опосередковано через мережу інших активаторів (можливо, за рахунок білок-білкових взаємодій з рецепторами бутиролактонів), оскільки в його структурі не виявлено ДНК-зв’язувального домена. На таку можливість вказують і дані мутаційного аналізу ScbA – А-фактор синтази S. coelicolor [124]. 
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Рисунок 3.2 Третинна структура білка FabA, типового представника “hot-dog”-суперодини [http://pfam.xfam.org]
Ген afsAgh знаходиться на кінці хромосоми S. ghanaensis, поряд із дивергентно розміщеним геном ssfg_07724, продукт трансляції якого є імовірним рецептором А-фактора. 
Виконано філогенетичну реконструкцію низки амінокислотних послідовностей білків з ортологічних груп AfsA та Aco (рис. 3.3 А, Б). Для групи білків родини Aco знайдено менше ортологів, ніж для AfsA, оскільки ця група на сьогодні менш поширена; функціональна авенолідна сигнальна система представлена лише у деяких стрептоміцетів. У групі гомологів AfsA найближчим до AfsAgh є транскрипційний регулятор S. albus; серед ортологів ацил-КоА-оксидази найближчими до S. ghanaensis є Aco  S. avermitilis та його ортолог у S. clavuligerus. Натомість, гомологи/ортологи білків Aco та AfsA S. ghanaensis та модельних об’єктів стрептоміцетів  (S. coelicolor, S. griseus) філогенетично віддалені, що може свідчити про унікальну структуру сигнальних сполук у досліджуваного нами штаму. 
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Рисунок 3.3 Філогенетичні дерева вибраних гомологів білків AfsA (А) та Aco (Б). Для аналізу використані повні амінокислотні послідовності білків. Дерево обчислено на основі алгоритму максимальної вірогідності на сервері phylogeny.fr. Топологію дерева оцінено методом обчислення індексу aLRT (значення індекса наведено на кладах дерева, у частках від 1). Клади позначено номерами доступу до білкових послідовностей 
Отже, біоінформатичний аналіз свідчить про те, що S. ghanaensis, на відміну від абсолютної більшості стрептоміцетів, містить дві гормональні комунікативні системи – γ-бутиролактонного та авенолідного типів.

Підсумок підрозділу. У геномі штаму S. ghanaensis ATCC14672 виявлено гомологи рецепторів, регуляторів та ферментів, залучених в біосинтезі й функціонуванні сигнальних сполук двох типів – бутиролактонного та авенолідного рядів [158]. 
3.2 ЕКСПРЕСІЯ ВИБРАНИХ ГЕНІВ СИНТЕЗУ БУТИРОЛАКТОН-ТА АВЕНОЛІД-ПОДІБНИХ СПОЛУК У ГЕНОМІ S. GHANAENSIS
Геном S. ghanaensis кодує ортологи двох описаних на сьогодні гормональних комунікативних систем. Проте, допоки можна лише припускати функціональне значення кожного з них, опираючись на вже відомі факти і механізми дії у модельних об’єктах. Необхідно отримати експериментальні докази участі описаних вище генів у продукції НСС, а також дослідити, як синтез цих гормон-подібних сполук впливає на різні ознаки штаму АТСС14672. Тому, для з’ясування ролі окремих генів гамма-бутиролактонної та авенолідної систем у S. ghanaensis, їх дослідили методами генного заміщення та уведення у геном АТСС14672 додаткових копій. 

Для надекспресії обрано три гени АТСС14672. Два з них кодують ключові ферменти синтезу сигнальних молекул – afsAgh, acogh. Слід зазначити, що для гена afsAgh не виключена й регуляторна функція [123]. Ще один ген, avaRgh, кодує імовірний рецептор авеноліду, однак його функцію експериментально досі не вивчали. Для внесення додаткових копій генів avaRgh, acogh та afsAgh у клітини S. ghanaensis було сконструйовано плазміди на основі двох векторів – реплікативного pKC1139 та інтегративного pTES. Фрагменти хромосоми АТСС14672 розмірами 957 п. н., 654 п. н. та  2286 п. н., що містять, відповідно, гени afsAgh, avaRgh, та acogh, ампліфіковано за допомогою пари праймерів, котрі на кінцях містять сайти для ендонуклеаз рестрикції EcoRI – HindIII (для afsAgh, avaRgh) та XbaI – EcoRI (для acogh) (послідовність праймерів – див. Матеріали та методи, табл. 2.3). Амплікони обробляли відповідними ендонуклеазами рестрикції, і після очистки лігували з лінеаризованими векторами pKC1139 та pTES. Лігазною сумішшю трансформували клітини Е.coli DH5α. Клони, що містили рекомбінантні плазміди, відбирали на індикаторних чашках з хромогенним субстратом X-Gal та індуктором IPTG. Факт клонування вищезгаданих генів у вектори доведено за допомогою рестрикційного картування, полімеразної ланцюгової реакції та секвенування ДНК. Отримані плазміди позначено як pKCafsAgh, pKCavaRgh. pTESacogh286 (рис. 3.4 А, Б, В). 
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Рисунок 3.4 Рекомбінантні плазміди для експресії генів НСС у геномі S. ghanaensis: А – pKCafsAgh; Б – pKCavaRgh; В – pTESacogh286. Умовні позначення – див. Матеріали й методи
Плазміди pKCafsAgh, pKCavaRgh, pTESacogh286 перенесено у 
S. ghanaensis АТСС14672 за допомогою міжродової кон’югації з E. coli. Транскон’югантів відбирали за стійкістю до апраміцину. Колонії екскон’югантів S. ghanaensis (pKCafsAgh), S. ghanaensis (pKCavaRgh) та 
S. ghanaensis (pTESacogh286) фенотипово не відрізнялись від штаму дикого
типу за швидкістю росту (нагромадженням біомаси), споруляції та стійкістю до антибіотиків. У порівнянні з контрольним штамом (АТСС14672, що містить вектор), у транскон’югантів також не змінився рівень синтезу вторинних метаболітів (рис. 3.5). 
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Рисунок 3.5 Зони пригнічення росту MмA-чутливої тест-культури 
B. cereus навколо дисків з метанольними екстрактами з біомаси штамів S. ghanaensis (pKC1139) (1), S. ghanaensis (pKCavaRgh) (2) та S. ghanaensis (pKCafsAgh) (3), вирощених у TSB протягом 5 діб. Показано типовий результат трьох незалежних експериментів; у всіх випадках антибіотики екстрагували з однакової кількості біомаси 

Отже, уведення додаткових копій генів ключових ферментів синтезу гамма-бутиролактону та авеноліду, а також рецептора авеноліду не має фенотипового прояву у S. ghanaensis. Ймовірно, продукція НСС лімітується кількістю первинних метаболітів, які є субстратом для синтезу, і не залежить від дози функціонального гена, котрі залучені у процесах синтезу та зв’язування НСС. Також можна припустити, що рівень продукції цих НСС не є лімітуючою ланкою у продукції антибіотиків штамом АТСС14672.
Підсумок підрозділу. Уведення генів синтезу бутиролактон- та авенолід-подібних сполук – afsAgh, acogh та avaRgh. – у клітини S. ghanaensis не змінює морфологію та антибіотичну активність штаму [158]. 

3.3 НОКАУТИ ГЕНІВ ACOGH ТА AFSAGH У ГЕНОМІ
S. GHANAENSIS
Нокаут (заміщення, делеція) гена – один із основних генно-інженерних підходів до вивчення його функції, поряд з експресією цього гена у геномі. Оскільки експресія генів двох сигнальних систем – acogh та afsAgh – не змінювала рівня синтезу моеноміцину чи морфології колоній, то наступним кроком у їхньому вивченні стало заміщення цих генів на маркерні гени стійкості до антибіотиків. 
3.3.1 Вивчення гена acogh (ssfg_07849)
Для вивчення ролі гомолога ацил-КоА-оксидази у S. ghanaensis, відповідний ген вирішено замістити на генну касету стійкості до апраміцину методом REDIRECT (рис. 3.6). Амплікон з геному S. ghanaensis розміром 6 т. п. н., фланкований сайтами ендонуклеаз рестрикції HindIII та EcoRI і з геном acogh (ssfg_07849) посередині, клоновано у вектор pUC19. В останньому методом рекомбінірингу заміщено ген стійкості до бета-лактамів bla на ген стійкості до канаміцину aphII з плазміди pKD4. Модифікований вектор і 6-т. п. н. вставку обробляли ендонуклеазами рестрикції HindIII-EcoRI, очищували і лігували. Надалі конструкт pUC19ssfg_07849-∆bla-neo перенесено у клітини E. coli BW 25113 (pIJ790) шляхом трансформації. Вектор pIJ790 є носієм генів exo, bet, gam, клонованих з геному бактеріофага λ, продукти яких (екзонуклеаза, ДНК-зв’язувальний білок та інгібітор нуклеази V) зумовлюють заміщення гена-мішені на ген стійкості до антибіотика шляхом гомологічної рекомбінації. Цей оперон знаходиться під контролем індуцибельного промотора araBADp, що в нормі репресується білком AraC. За наявності арабінози у культуральній рідині промотор вивільняється від репресії, що індукує експресію red-оперона [159]. 
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Рисунок 3.6 Схема нокауту гена acogh у геномі S. ghanaensis
Клітини E. coli BW 25113 (pIJ790 pUC19ssfg_07849-∆bla-neo), вирощені у середовищі з умістом L-арабінози у концентрації 10 мМ, трансформовано касетою стійкості до апраміцину (aac(3)IV) з сайтом oriT, фланковану послідовностями, гомологічними до промоторної та термінальної послідовностей гена acogh. Для отримання нокауту використано праймери: ave-gh-f-ave-gh-r; ssfg_07849-red-f- ssfg_07849-red-r; bla-red-f-bla-red-r (табл.. 2.3). У результаті acogh заміщено на aac(3)IV-oriT. 

Отриманий конструкт pUC19∆ssfg_07849-aac-∆bla-neo далі перевірено методами рестрикційного картування та полімеразної ланцюгової реакції. Цією плазмідою трансформовано кон’югативний штам E. coli 12567 (pUZ8002) і далі перенесено у S. ghanaensis за допомогою міжродової кон’югації. Отриманий мутант не відрізнявся від штаму дикого типу за характером росту і споруляції (рис. 3.7 А, Б, В). 
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Рисунок 3.7 Морфологічні характеристики мутанта ∆acogh. Електронна мікроскопія міцелію S. ghanaensis: А – батьківський штам, Б – ∆acogh; В – ріст на вівсяному середовищі: (зверху – батьківський штам, знизу – ∆acogh)
Транскон’юганти, стійкі до апраміцину та водночас чутливі до канаміцину, є результатом подвійного кросинговеру, який відбувся у клітинах реципієнта після інтеграції плазміди в геном та наступного її вирізання і заміщення гена acogh на aac(3)IV. Нокаут даного гена у геномі було підтверджено методом полімеразної ланцюгової реакції.
Результати біотесту свідчать, що мутант за геном acogh синтезує антибіотичних сполук менше, ніж дикий тип. А саме, стерильна зона на чашках з тест-культурою навколо дисків з метанольним екстрактом із міцелію мутанта менша, порівняно із стерильною зоною навколо диска з екстрактом дикого типу. Окремі (імовірно ізогенні) колонії мутанта, які росли на вівсяному середовищі, взагалі не пригнічували ріст моеноміцин-чутливої тест культури B. сereus (рис. 3.8 А, Б). 
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Рисунок 3.8 Біотест на антибіотичну активність: А – пригнічення росту тест-культури метанольним екстрактом з міцелію зі штамів дикого типу (1), S. ghanaensis (∆acogh∆aac(3)IV) (2), S. ghanaensis (∆acogh) (3); Б – ріст тест-культури на чашці з колоніями дикого типу (1) та S. ghanaensis (∆acogh) (2, 3, 4)
Слід зазначити, що після елімінації маркерного гена апраміцин-стійкості антибіотична активність мутанта не змінюється [161].
3.3.2 Вивчення гена afsAgh (ssfg_07725) 
Плазміду для нокауту (рис. 3.9) сконструйовано на основі багатокопійного вектора з термочутливим репліконом pSG5 – pKC1139. 
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Рис. 3.9 Схема нокауту гена afsAgh у геномі S. ghanaensis
З геному S. ghanaensis ампліфіковано фрагмент розміром 5 т. п. н., з геном ssfg_07725 розміром 1 т. п. н. у центрі, що оточений двома сегментами розміром по 2 т. п. н. кожен. Цей фрагмент оброблено ендонуклеазами рестрикції HindIII й EcoRI, і клоновано у відповідні сайти рКС1139. Отриманий конструкт (pKCafsAghred) перенесено у клітини E. coli BW 25113 (pIJ790) методом електропорації.
Надалі E. coli BW 25113 (pIJ790 pKCafsAghred) трансформували касетою стійкості до гігроміцину hyg, фланкованою послідовностями з ділянками 40-п. н. гомології до промоторної та термінальної послідовностей гена ssfg_07725. Стійкі до гігроміцину трансформанти містили конструкцію pKC∆afsAghhyg, у якій ген afsAgh заміщено геном стійкості до гігроміцину. Для отримання цієї плазміди використовувались праймери: afsA-gh-red-f, afsA-gh-red-r; afsA-gh-Hyg-f- afsA-gh-Hyg-r (табл. 2.3). 
Даний конструкт було верифіковано методом рестрикційного картування (після обробки ендонуклеазами рестрикції HindIII та EcoRI з вектора вирізано фрагмент розміром 5 т. п. н.), після чого перенесено у клітини E. coli ЕТ12567 (pUZ8002), а далі – у S. ghanaensis. Мутант отримано як описано вище для гена acogh [162]. Його морфологія відрізняється від дикого типу , рис. 3.10 А, Б, В, Г, Д, Е). 
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Рисунок 3.10 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 ОМ (В), ∆afsAgh на ОМ (Г),  АТСС14672 на TSA (Д), ∆afsAgh на TSA (Е) 

Мутант з делецією гена afsAgh (∆afsA4) не формує повітряного міцелію при культивуванні на триптон-соєвому агарі, а на вівсяному середовищі набагато повільніше утворює повітряні гіфи, у порівнянні зі штамом дикого типу 

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. 3.11 А, Б).
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 масс-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.
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Рисунок 3.11 Біотести 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)
Мутант за геном acogh продукує моеноміцини у слідових кількостях (менше 1 %, у порівнянні зі штамом дикого типу АТСС14672). Як негативний контроль використано штам з нокаутом гена moeO5, що контролює перший етап синтезу молекули фосфогліколіпідних антибіотиків (рис. 3.12) [42].
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Рисунок 3.12 Результати кількісного мас-спектрометричного аналізу продукції моеноміцинів штамами: S. ghanaensis (wt), S. ghanaensis (∆moeO5), S. ghanaensis (∆afsAgh) та S. ghanaensis (∆acogh) 
3.3.3 Транскрипційна активність окремих moe-генів у мутанті 
S. ghanaensis за геном асоgh
Рівень продукції антибіотика залежить від рівня експресії структурних генів, які кодують його синтез. Оскільки компоненти сигнальних систем стрептоміцетів належать до плейотропних регуляторів, то вони прямо чи опосередковано змінюють транскрипційну активність структурних генів синтезу вторинних метаболітів. 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 [49]. Продукти цих генів залучені на початкових етапах збирання молекули МмА. Ген moeO5 кодує фермент пренілтрансферазу, який функціонує на першому етапі формування молекули моеноміцину і забезпечує приєднання частини ліпідного ланцюга до фосфогліцерату. Наступним кроком є перетворення УДФ-глюкози в УДФ-галактозу за участю епімерази MoeE5. Надалі модифіковане вуглеводне кільце приєднується до каркасу молекули антибіотика за дії глікозилтрансферази [8]. 
Отримані раніше [65] 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 геніа acogh (рис. 3.13). 
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Рисунок 3.13 Активність промоторів moeE5p та moeO5p у мутанті за геном acogh 
У випадку мутанта за acogh в1,3 раза знижується рівень транскрипції промотора гена епімерази moeE5p, проте рівень експресії moeO5p незмінний порівняно з диким типом. Отримані дані свідчать, що саме промотор гена епімерази підлягає регуляторним впливам з боку певних сигнальних сполук, синтез яких контролюється геном acogh.

Отже, регуляторний вплив, опосередкований гормональними системами, необхідний для підтримання високого рівня синтезу моеноміцинів.
3.3.4 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 є чітко видоспецифічними: розпізнаються лише власним видом і сприймаються як тригер (пусковий механізм) певної метаболічної ланки. Тому відомі лише поодинокі випадки міжвидової комплементації – ситуацій, коли сигнальна молекула, що продукується одним штамом, відновлює формування повітряного міцелію в іншому [73]. В науковій літературі такий тип комплементаційних експериментів, що не ґрунтується на уведенні генетичного матеріалу, відомий під назвами “хімічна комплементація”, або тест на синтрофізм. 
Ми виконали такий тест для ∆afsA4. Для цього останній вирощувався поблизу різних штамів стрептоміцетів і визначалася їхня здатність індукувати ріст повітняого міцелію в ∆afsA4. Виявлено здатність мутанта формувати повітряний міцелій при спільному культивуванні на соєвому та вівсяному середовищах із деякими штамами S. ghanaensis: диким типом, а також мутантом за геном acogh. Нанесення асептичної культуральної рідини дикого типу також відновлює ріст повітряного міцелію у S. ghanaensis ∆afsA4 (рис 3.14 А, Б).  
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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Рисунок 3.14 Комплементація мутантного фенотипу штаму ∆afsA4 (1) при спільному культивуванні (А): 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. 3.15)
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Рис. 3.15 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 
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. 
Отже, обидві сигнальні системи S. ghanaensis функціонують незалежно, і кожна з них постачає відповідну сигнальну сполуку, які, відповідно, регулюють продукцію Мм та морфогенез.
3.3.5 Гетерологічна експресія регуляторного гена adpA19AT Actinoplanes teichomyceticus у штамах S. ghanaensis. Комплементація мутанта acogh регуляторними генами родини adpA
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 [108]. 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 [49]. 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 [163, 164]. У його геномі виявлено понад 30 потенційних регуляторів AraC-XylS-родини, 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 [165]. 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 фенотипового прояву двох плейотропних регуляторів – adpAgh S. ghanaensis та гетерологічного adpA19AT A. teichomyceticus, ці гени було клоновано у вектори pKC1139 (30 копій плзаміди 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. 3.16). 
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Рисунок 3.16 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 
Додатково явище комплементації підтверджено методом біохроматографії. Для цього антибіотики з міцелію екстрагували у 6 мл метанолу при 37 °С, 225 об/хв протягом доби. Надалі екстракт 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. 3.17). 
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Рис. 3.17 Біохроматограма метанольних екстрактів мутантів S. ghanaensis ∆acogh та ∆acogh::aac(3)IV 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. 
Підсумок розділу. Делеція гена afsAgh пригнічує ріст повітряного міцелію S. ghanaensis та не змінює рівня продукції МмА; нокаут гена acogh не впливає на морфологічний розвиток культури, суттєво пригнічує синтез антибіотика: кожній із сигнальних систем притамання своя функція. 
S. ghanaensis продукує певну регуляторну дифузибельну сполуку, імовірно бутиролактонної природи, яка комплементує втрату гена afsAgh. Регуляторна функція НСС може бути опосередкована плейотропним транскрипційним фактором родини AdpA [165, 166]. 
3.4 ТЕСТУВАННЯ ГЕТЕРОЛОГІЧНИХ ПРОМОТОРІВ У ШТАМІ S. GHANAENSIS
Експерименти, які описані на початку розділу, не виявили впливу уведення додаткових копій генів синтезу і рецепції НСС на морфологію і продукцію моеноміцинів штамом АТСС14672. Відомо, що експресія цих генів підлягає складній багатокомпонентній регуляції, завдання якої – не допустити надсинтезу НСС [122]. Тому досягення надекспресії таких гормональних систем, мабуть, вимагатиме ґрунтовнішої інженерії генома АТСС1472 (наприклад, збільшення числа копій генів рецепторів, делеція генів-репресорів тощо). Іншою потенційною проблемою є низький рівень експресії з використаних векторних ДНК. Цікаво підібрати нові промотори, які забезпечували б 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 [167].

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 (рис 3.18). 

Для нагромадження біомаси культур, трансформованих описаними вище плазмідами, середовище TSB інокулювали 3 мл суспензії 
S. ghanaensis у експоненціальній фазі росту.

Рисунок 3.18 Газони S. ghanaensis (pMT3226GusA), S. ghanaensis (pSETamGusA), S. ghanaensis (pSETermGusA) та S. ghanaensis (pGUS) після нанесення на поверхню клітин розчину X-Gluc
Штами культивували протягом 20 та 94 год при 37 °С, після чого осаджували та проводили лізис 5 мл культуральної суспензії. Для спектрофотометричної детекції активності β-глюкуронідази у лізат вносили п-нітрофеніл-D-глюкуронід та вимірювали оптичну густину зразків при довжині хвилі 415 нм, фіксуючи значення OD кожної хвилини протягом 20 хв. Активність глюкуронідази нормалізували відносно загальної однакової кількості сумарного білка у лізаті. 
Результати свідчать, 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. 3.19).
Відомо, що рівень транскрипції з промотора gylP1/P2 у S. coelicolor зростає за наявності у середовищі гліцеролу, оскільки останній взаємодіє з репресором GylR та сприяє дисоціації білка від операторної послідовності. Натомість, молекули глюкози є корепресором у цьому випадку [168]. Слід зазначити, що у штамі ATCC14672 gylP1/P2 не репресується білком GylR (його ген локалізований у конструкті pMT3226gusA), оскільки активність GusA спостерігається вже після 20 годин росту культури. На противагу даним літератури [168] 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 обумовлене 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 (рис. 3.19 А, Б). 
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Рисунок 3.19 Активність гетерологічних промоторів у штамі 
S. ghanaensis після 20 год (А) та 96 год (Б) культивування (кількісно спектрофотометрично визначена за каталітичною активністю β-глюкуронідази): 1 – негативний контроль pGus; 2 – gylP1/P2p; 3 – gylP1/P2 (1 % гліцерол); 4 – aac(3)IVp; 5 – ermEp
Підсумок розділу. Три гетерологічні промотори, що функціонують у стрептоміцетах – gylP1/P2p, aac(3)IVp і ermEp – виявляють різну транскрипційну активність у штамі S. ghanaensis: Промотор gylP1/P2 є найсильнішим, aac(3)IVp – найслабшим. Таким чином, гліцероловий промотор gylP1/P2 оптимальний для ефективної експресії регуляторних та структурних генів різної дії у даному штамі та може бути використаним у подальшому конструюванні векторів експресії [169].

3.5 ВЗАЄМОДІЯ ДОСЛІДЖУВАНИХ ШТАМІВ СТРЕПТОМІЦЕТІВ З МОДЕЛЬНИМИ ОБ’ЄКТАМИ ОДНО- ТА ДВОДОЛЬНИХ РОСЛИН
У попередньому підрозділі отримано докази того, що гени синтезу НСС ATCC14672 впливають на продукцію вторинних метаболітів, зокрема на синтез антибіотика моеноміцину, а також на морфологічний розвиток колоній на агаризованих середовищах. Нами вирішено дослідити, чи мають вплив досліджувані гени на інші, досі не досліджені ознаки чи властивості стрептоміцетів. Зокрема, дуже мало відомо про роль НСС у здатності актиноміцетів взаємодіяти з рослинами. Враховуючи важливість стрептоміцетів у ґрунтових екосистемах, вирішено дослідити це питання на прикладі АТСС14672 і його мутантів.

3.5.1 Біометричні характеристики ячменю звичайного Hordeum vulgare і томатів Lycopersicon esculentum (MicroTom) за сумісного вирощування із S. ghanaensis та Streptomyces lividans
Для дослідження використовували штами S. ghanaensis: ATCC14672 (дикий тип), ∆acogh та ∆moeO5. Як контроль використали штами S. lividans 1326 (дикий тип), S. lividans М707; для цього виду описано здатність колонізувати ризсоферу низки рослин. Модельними рослинним об’єктами слугували агропромислово важливі культури – ячмінь звичайний Hordeum vulgare L. cv Barke (Josef Breun GdbR, Herzogenaurach, Germany) та томати Lycopersicon esculentum Mill. cv. MicroTom (Bruno Nebelung GmbH, Everswinkel, Germany). Результати наведені на рис. 3.20 А, Б.
З метою інокуляції досліджуваних рослин штамами актиноміцетів використовували поверхнево стерилізоване насіння ячменю та томатів. Поверхневу стерилізацію проводили шляхом обробки насіння розчинами етанолу (70 %), натрій гіпохлориту (2-14 %) та суміші розчинів антибіотиків – пеніциліну та стрептоміцину (60 мг/л та 250 мг/л, відповідно). Стерилізоване насіння пророщували на вівсяному середовищі протягом 2-5 діб при температурі 30 °С. Промите від розчину антибіотиків пророщене насіння інкубували у споровій суспензії актиноміцетів (2.5×109 спор/мл) або в рідкій дводобовій культурі (OD=0,7) протягом 60-90 хв, після чого насіння закладали у пробірки та контейнери, наповнені піском із мінеральним середовишем Гогланда (Hogland’s Salt, 1,6 г/л) та вирощували у фітокамері протягом 14 діб. Титрування спор актиноміцетів проводили шляхом посіву на агаризоване середовище TSA серійних розведень профільтрованих від міцелію спор. Для аналізу змін біометричних характеристик за дії актиноміцетів вимірювали вологу біомасу та довжину кореня і пагона рослин. Отримані дані після зважування та вимірювання рослин порівнювали шляхом статистичного аналізу (t-test, ANOVA). 
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Рисунок 3.20 Біометричні характеристики H. vulgare після інкубування із спорами S. lividans: А – зміна ваги кореня; Б – зміна приросту біомаси рослини; * p=0, 95; **p=0,99; ***p=0,999
Штами S. ghanaensis не виявляли стимулюючої чи інгібувальної дії на ріст Hordeum vulgare та Lycopersicon esculentum. Обробка насіння спорами  S. lividans також не змінювала біометричних характеристик Lycopersicon esculentum. Водночас, штами 1326 та M707 сприяли збільшенню приросту біомаси Hordeum vulgare, що в основному виявляється у збільшенні ваги кореня.

Цей експеримент було також повторено за умов вирощування ячменю у ґрунті, проте тут статистично значних змін між контролем та зразками не виявлено (дані не наведено).
3.5.2 Колонізація коренів H. vulgare та L. esculentum (MicroTom) штамами актиноміцетів
Отримані результати поставили питання – чи взагалі використані штами актиноміцетів здатні колонізувати ризосферу рослин? Тому 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). Опрацьовано новий підхід виявлення колонізації ризосфери штамами S. ghanaensis, які підсумовано на рис. 3.21. 
Для цього використано похідний штам 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 [65]. Вирішено виявляти активність moeE5р на коренях, оброблених хромогенним субстратом (5-Br-4-Cl-3-індоліл-β-D-глюкуроновою кислотою, X-Gluc). Рис. 3.21 відображає типовий результат трьох незалежних повторів.
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Рисунок 3.21 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 інтенсивну колонізацію коренів томатів та ячменю досліджуваними штамами. Штами S. ghanaensis (wt) та ∆aco колонізують корені ячменю інтенсивніше та рівномірніше, у порівнянні із мутантним штамом ∆moeO5; найбільш рівномірна колонізація спостерігається в ділянці зони росту кореня. Отже, штам 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 з повністю заблокованим синтезом моеноміцину (∆moeO5).
Корені томатів інтенсивно колонізуються штамом S. ghanaensis (wt) та менш активно – moeO5 та acogh, (рис. 3.22). 
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Рисунок 3.22 Колонізація коренів L. esculentum штамами S. ghanaensis. Скорочення – див. попередні рисунки
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 (Рис. 3.23 А, Б, В).

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.
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Рисунок 3.23 Колонізація коренів ячменю штамами S. lividans 1326, М707 та S. ghanaensis : А – колонізація коренів ячменю штамом S. lividans 1326; Б – колонізація коренів ячменю штамом S. lividans M707; В – колонізація коренів томатів штамом S. ghanaensis (wt): блакитне та рожеве забарвлення – флуоресцентне свічення мічених зондів (Cy5EUBMix (універсальний зонд) та Cy3HGC69a (зонд, специфічний для GC-багатих геномів)) у полі лазерного скануючого мікроскопа; синє забарвлення – результат перетворення X-Gluc у дибромдихлоріндиго gusА–вмісним репортерним штамом-носієм, який колонізує корінь
3.5.3 Біометричні характеристики H. vulgare та L. esculentum (MicroTom) за дії різних концентрацій γ-BL
Найпростіший штучний аналог гамма-бутиролактонних сигнальних сполук – 1,4-бутиролактон – виявляє фізіологічну дію на стрептоміцетів, а саме, стимулює продукцію антибіотиків в деяких видів [140]. Проте, він не комплементує продукцію Мм штамом із заміщенням гена acogh, а також не впливає на синтез Мм штамом S. ghanaensis дикого типу.

Для виявлення впливу хімічно простого і комерційно доступного γ-BL, 1,4-бутиролактону, 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 (рис. 3.24). 
Встановлено, що 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.

Рисунок 3.24 Фотографія, що ілюструє пригнічення росту Lycopersicon esculentum (MicroTom) γ-BL у концентрації 10мМ
Підсумок розділу. Стрептоміцети S. ghanaensis та S. lividans здатні взаємодіяти з модельними об’єктами дво- та однодольних рослин, що виявляється у колонізації коренів H. vulgare та L. esculentum.
Колонізація коренів H. vulgare актиноміцетом S. lividans сприяє збільшенню біомаси ячменю, при цьому штам, що здатний синтезувати НСС, зумовлює більший її приріст. 1,4-бутиролактон як найпростіша штучна модель НСС грампозитивних мікроорганізмів, у високих концентраціях (10 мМ) пригнічує ріст L. esculentum.
ОБГОВОРЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕНЬ
Виконану роботу спрямовано на вивчення плейотропних механізмів генетичного контролю синтезу антибіотиків у штамі-продуценті моеноміцину Streptomyces ghanaensis. У попередніх роботах показано, що moe-кластери 1 і 2 не містять генів шлях-специфічних регуляторів, і синтез моеноміцинів у S. ghanaensis підпорядкований низці глобальних регуляторів, а саме: Bld-каскаду (BldA, BldH (AdpA), BldD), представникам родини Wbl, двокомпонентним системам на основі кіназ, РНКазам [8, 48, 49, 59, 61].
У цій роботі розпочато дослідження регуляції продукції моеноміцинів штамом S. ghanaensis на основі низькомолекулярних сигнальних сполук (НСС) – стрептоміцетних гормонів, що в своїй структурі мають спільний бутенолідний каркас. Сьогодні описано гормональні системи стрептоміцетів, які в окремих випадках мають протилежний вплив на актиноміцета [74, 123], але так чи інакше вони залучені у регуляції біосинтезу антибіотиків та іноді – в морфогенезі [72, 73, 74, 84, 102]. Не винятком став і центральний факт, який доведено у цій роботі – те, що НСС бутенолідної природи необхідні для продукції моеноміцинів штамом S. ghanaesis ATCC14672, та нормального перебігу морфологічного розвитку. Водночас, виявлено низку особливостей впливу НСС на продуцента моеноміцинів, які заслуговують докладнішого обговорення.
Довгий час гамма-бутиролактони та відповідні гени синтезу й рецепції становили єдину гормональну систему описану для стрептоміцетів. Моделлю у цьому випадку був штам-продуцент стрептоміцину S. griseus та гени afsA-arpA. У 2011 р. культура S. avermitilis стала першою, в якій описано НСС авенолідного типу. У геномі S. ghanaensis знайдено ортологи обидвох вищезгаданих систем, і, як свідчать наші дані, обидві функціональні, бо впливають на продукцію антибіотика (авенолідна) та морфологію (бутиролактонна). 

В науковій літературі висловлено припущення, що в біосинтезі гамма-бутиролактонів та авенолідів є спільний бутенолідний попередник. Формування авеноліду є шунтом шляху біосинтезу гамма-бутиролактонів [119]. Втім, згідно наших результатів, у S. ghanaensis обидві сигнальні сполуки формуються і діють незалежно одна від одної. S. ghanaensis – своєрідний “гормональний гібрид”: він нагромаджує дві незалежні за біогенезом НСС, кожна з яких має різне функціональне навантаження. А саме, продукція імовірних авенолід-подібних сполук позитивно впливає на синтез антибіотиків, зокрема моеноміцинів; продукція гамма-бутиролактонів важлива для нормального формування повітряного міцелію та спор S. ghanaensis на твердих середовищах. Аналіз геному продуцента моеноміцину дав нам змогу виявити усі гени, необхідні для продукції бутиролактонів, водночас генетичний контроль перших кроків продукції авенолід-подібної сполуки залишається незрозумілим. Аналіз геному іншого продуцента авеноліду, S. avermitilis, також не дав змоги виявити гени ранніх етапів продукції авеноліду. В сумі, ці дані вказують на особливий шлях продукції авенолідних НСС, який суттєво відрізняється від того, що описано для бутиролактонів. Однак, слід відзначити і певні паралелі у схемах НСС-опосередкованої регуляції продукції моеноміцину та інших антибіотиків. Як вже зазначено вище, спостерігається позитивний вплив плейотропного транскрипційного фактора AdpA на продукцію моеноміцинів; подібне спостерігається і в низці інших штамів стрептоміцетів, зокрема S. griseus, продуценті стрептоміцину. Так, надекспресія гетерологічних генів adpA в S. ghanaensis відновлювала синтез моеноміцину А в ∆aco-мутанті. Можливо, НСС авенолідного ряду зв’язує білок-репресор, перешкоджаючи його приєднанню до adpAgh. А за умов внесення в клітини додаткової кількості AdpA кількості репресора недостатньо для інгібування функції цього плейотропного активатора. 

Усі наявні дані узгоджуються з гіпотезою, що S. ghanaensis нагромаджує дифузибельну сполуку гамма-бутиролактонного ряду, за утворення якої відповідає ген afsAgh, і присутність якої необхідна для формування повітряного міцелію і далі спор. Цей гормон синтезується за наявності плейотропного регулятора AdpAgh і є високоспецифічним, оскільки сигнальні сполуки більшості модельних об’єктів не комплементують мутантного фенотипу за геном afsAgh у тестах на хімічну комплементацію. В іншому імовірному сценарії, регуляторну роль виконує не тільки НСС, а й білок AfsA. У низці робіт припускається, що цей білок не тільки бере участь у першому кроці синтезу бутиролактонів, але й виступає транскрипційним фактором [66, 72, 74]. На основі наявних даних ми вважаємо, що другий сценарій, в якому ключовим регулятором виступає білок AfsAgh, а не (синтезований ним) НСС – малоімовірний у нашому випадку. На це вказують експерименти з хімічної комплементації, які можна пояснити лише як наслідок дифузії низькомолекулярної сполуки, стійкої до всіх гідролітичних ферментів. Однак, генетичні підходи, використані в цій роботі, не дають остаточної відповіді про afsA- та aco-опосередковані регуляторні процеси в S. ghanaensis. Висвітлення точного молекулярного механізму взаємодії НСС, структурних, рецепторних і регуляторних генів і білків потребує додаткових експериментів.
Гамма-бутиролактони, які продукуються S. ghanaensis, мають чіткий позитивний вплив на біосинтез антибіотика та формування повітряного міцелію. Згідно останніх літературних даних, морський штам S. ghanaensis TXC6-16 продукує ганаміцини А та Б – сполуки бутиролактонної природи, які виявляють антибіотичну дію проти фітопатогенних грибів та бактерій 
(P. syringae, E. coratowora) [170]. Хоча роль НСС як систем кворум-сенсингу зрозуміла, і їхня еволюція як механізму контролю вторинного метаболізму не викликає сумніву, цікаво зрозуміти, чи не мають НСС ширшого значення у біології актиноміцетів. Ця група мікроорганізмів населяє ґрунт – один із найскладніших біотопів Землі, який також є природним середовищем для рослин. Багато відомо про взаємодію ризосфери рослин з гамма-протеобактеріями чи ризобактеріями – класичними об’єктами вивчення симбіозу. Водночас, практично нічого не відомо, чи і як актиноміцети взаємодіють з ризосферою рослин. Ми вирішили дослідити це питання, розглянувши його під новим кутом – чи мають значення вторинні метаболіти (куди входять як антибіотики, так і НСС) актиноміцетного походження у процесах колонізації коренів. Колонізація є першим етапом синергічних чи антагонічних взаємодій рослини з актиноміцетами, які виявляються в індукції системної стійкості до патогенів, наступній колонізації азотфіксаторами, прирості біомаси кореня та пагона тощо [171, 172]. 

У цьому керунку нами продемонстровано нову методику візуального виявлення колонізації на основі гена бета-глюкуронідази. Це дало змогу спростити виявлення самого факту колонізації, а також показало, що гени синтезу антибіотиків експресуються і на коренях. Нами виявлено, що 
S. ghanaensis та контрольний штам S. lividans (для якого в літературі показано здатність колонізувати корені Arabidopsis thaliana) здатні колонізувати корені модельних об’єктів одно- (ячмінь) та дводольних (томати) рослин. Виявлено умови (поєднання штаму і рослини), за яких колонізація коренів веде до збільшення біомаси, чи часткового пригнічення розвитку фітопатогена A. alternata. Однак у всіх випадках, немає переконливої кореляції між здатністю певного штаму впливати на рослину і його здатністю продукувати НСС чи антибіотик. Іншими словами, однаково добре колонізують рослину штами S. ghanaensis як дикого типу, так і мутанти за генами вторинного метаболізму (синтезу НСС і моеноміцину). У підсумку, за наших експериментальних умов не виявлено важливості генів синтезу НСС у процесах колонізації коренів. Це може бути пов’язано із низькою концентрацією НСС, адже ми показали, що внесення у синтетичне ростове середовище штучного аналога бутиролактону у субмілімолярних концентраціях мало захисний вплив на томати. Очевидно, що використані кількості сполуки далеко виходять за робочі концентрації сполук гормонального типу, але це може бути пов’язано із низькою спорідненістю штучного аналога бутиролактонів до білків-рецепторів природних НСС. Тому ми вважаємо, що питання про участь актиноміцетних вторинних метаболітів (зокрема НСС) у взаємодії з рослинами – перспективне і заслуговує глибших досліджень.
ВИСНОВКИ

Виявлено та схарактеризовано гени S. ghanaensis АТСС 14672, 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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ДОДАТОК Б
Аналіз амінокислотних послідовностей білків Acogh та AfsAgh

Рис. Б1 Порівняння амінокислотної послідовності Acogh з модельними представниками ACOX-родини [http://pfam.xfam.org]


Рис. Б2. Порівняння амінокислотної послідовності AfsAgh з модельними представниками “hot-dog”-суперродини [http://pfam.xfam.org]

ДОДАТОК В
Ураження Hordeum vulgare та Lycopersicon esculentum (MicroTom) патогеном Alternaria alternata за умов інокуляції насіння штамами актиноміцетів Для оцінки впливу актиноміцетів на характер ураження рослин грибковим патогеном A. alternata, вирощені після інкубування із спорами актиноміцетів листки досліджуваних рослин інокулювали спорами A. alternata у кількості 975 спор/листок. Характер ураження аналізували на 4 добу після зараження, оцінюючи розмір та колір плям на листках. Листки томатів, вирощених зі штамами 1326 і M707 у аксенічній системі протягом місяця менше уражуються патогеном, у порівнянні з контролем без актиноміцетів (рис. В1). Слід зазначити, що експеримент вдалося відтворити лише один раз, що ймовірно обумовлено біологічними особливостями об’єкта дослідження та малою вибіркою.

Рис. В1 Фотографії, що ілюструють ураження листків томатів патогеном A. alternata за умов інокуляції насіння спорами актиноміцетів

При вирощуванні томатів у грунті, а також у аксенічній системі протягом 14 діб інгібування патогена не спостерігається. Проте листки першої генерації ушкоджені сильніше, ніж листки другої генерації (на листках першої генерації помітні плями темнішого забарвлення). 

На листках ячменю, заражених патогеном та оброблених штамами актиноміцетів помітні сірі плями ураження діаметром 2-3 мм, аналогічно характеру ураження необробленого стрептоміцетами контролю. 
 ДОДАТОК Г
Ураження листків Lycopersicon esculentum (MicroTom) патогеном Alternaria alternata за умов внесення γ-BL  Для дослідження впливу хімічно простого і комерційно доступного γ-BL, 1,4-бутиролактону, на характер ушкодження листків томатів патогенним грибом, рослини вирощували у аксенічній системі протягом 12 діб, після чого вносили розчини γ-BL у розчин Гогланда у концентраціях 1мкм-10мкм-1мМ. Патогеном заражували на 20 день росту. Через 16 діб після внесення γ-BL спостерігалося пригнічення розвитку патогена на листках: розмір ураженої ділянки зменшувався із зростанням концентрації γ-BL. Найбільше уражений контрольний зразок, у який не вносили γ-BL; найменше уражень на листках рослини, обробленої розчином γ-BL у концентрації 1 мМ (рис. В1).


Рис. В1 Фотографія, що ілюструє характер ураження листків томатів A. alternata за умов внесення γ-BL
Слід відзначити, що даний експеримент вдалося відтворити лише раз, що ймовірно обумовлено недостатньо великою вибіркою та різним біологічним потенціалом насінин.













































