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АНОТАЦІЯ 

 

Ющук О.С. Генетичні механізми регуляції біосинтезу пептидних та 

полікетидних антибіотиків. – Кваліфікаційна наукова праця на правах 

наукової доповіді за сукупністю статей. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора біологічних наук за 

спеціальністю 03.00.22 «Молекулярна генетика» (09 – Біологія). – Львівський 

національний університет імені Івана Франка, Львів. – ДУ «Інститут харчової 

біотехнології та геноміки НАН України» НАН України, Київ, 2023. 

Розповсюдження штамів патогенних мікроорганізмів, резистентних до 

антибіотиків, створює нові виклики всесвітній системі охорони здоров’я, 

забираючи мільйони життів щороку. Гостро стоїть питання пошуку нових 

антибіотиків і покращення продукції вже відомих сполук, а також вивчення 

механізмів стійкості до них. Більшість антибіотиків природного походження, 

активних проти Грам-позитивних, Грам-негативних бактерій і патогенних 

грибів, походять з деяких груп актинобактерій, відомих під нетаксономічною 

збірною назвою актиноміцети. Актиноміцети є Грам-позитивними організмами, 

що мешкають в ґрунті у формі міцелію і здатні до морфологічної диференціації. 

Значні за розміром геноми актиноміцетів кодують десятки кластерів 

біосинтетичних генів (КБГ) антибіотиків, що є потенційним джерелом нових 

сполук для боротьби із мультирезистентними патогенами.  

У вивченні біосинтезу антибіотиків ключове значення має дослідження 

регуляції біосинтезу цих сполук, бо саме функціонування регуляторних генів 

визначає як активно і за яких умов продукуватиметься той чи інший 

антибіотик, як координуватиметься біосинтез антибіотика з ростом і 

морфогенезом культури продуцента та буде забезпечуватися його стійкість до 

власного антибіотика. Вивчення регуляторних механізмів біосинтезу 

антибіотиків включає аналіз геномів продуцентів in silico в пошуках КБГ, 

експериментальне вивчення ролі генів глобальних і шлях-специфічних 

регуляторів, їх застосування для створення надпродуцентів антибіотиків. 
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Враховуючи те, що переважаюча більшість КБГ антибіотиків в геномах 

актиноміцетів є мовчазною, використання регуляторних генів часто є єдиним 

способом активації мовчазних КБГ. Успішне виконання досліджень, 

перелічених вище, потребує зручних та ефективних методів для генетичних і 

генно-інженерних маніпуляцій із бактеріями-продуцентами. 

Одними з найважливіших антибіотиків, до продукції яких здатні 

актиноміцети, є пептидні і полікетидні антибіотики. Ці сполуки 

характеризуються значною різноманітністю хімічних структур, яку забезпечує 

модульна організація нерибосомних пептидсинтаз (НРПС) і полікетидсинтаз 

(ПКС) – ключових ферментів біосинтезу цих сполук. Серед пептидних і 

полікетидних антибіотиків є сполуки, що входять до списку критично-

важливих для медицини антибіотиків, створеному Всесвітньою Організацією 

охорони здоров’я (ВООЗ). Зокрема, глікопептидні антибіотики (ГПА) – такі як 

ванкоміцин і тейкопланін – визнані критично-важливими антибіотиками із 

найвищим пріоритетом для їх вивчення і нагляду за формуванням стійкості до 

ГПА у патогенів. В цій роботі ми зосередили свою увагу на таких штамах-

продуцентах пептидних і полікетидних (та деяких інших) антибіотиків: 

Actinoplanes teichomyceticus ATCC 31121 (продуцент тейкопланіну), 

Actinoplanes rectilineatus NRRL B-16090 (несе КБГ ГПА), Nonomuraea 

gerenzanensis ATCC 39727 (продуцент А40926), Nonomuraea coxensis 

DSM 45129 (продуцент А50926), Streptomyces roseochromogenes NRRL 3504 

(продуцент хлоробіоцину, несе КБГ нового пептидного антибіотика), 

Streptomyces cyanogenus S136 (продуцент ландоміцину А і люцензоміцину). 

Метою цієї роботи стало вивчення генетичної регуляції біосинтезу 

пептидних та полікетидних антибіотиків, створення нових систем експресії 

генів в актиноміцетах-продуцентах антибіотиків і дослідження механізмів та 

генів стійкості до глікопептидних антибіотиків (ГПА). 

Спочатку ми вивчили плейотропні регулятори біосинтезу антибіотиків у 

модельних стрептоміцетів S. albus (=albidoflavus) J1074 і S. coelicolor A3(2). Це 

були елементи adpA-опосередкованого каскаду і транскрипційні регулятори 
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YtrA-підродини. Гени adpA є ключовими глобальними регуляторами біосинтезу 

антибіотиків у стрептоміцетів, експресія яких залежить від лейцинової 

тРНКUAA, здатної транслювати рідкісний UUA-кодон (ТТА-кодон в генах adpA). 

Ми дослідили поширення ортологів AdpA серед стрептоміцетів і виявили 

закономірності розміщення рідкісного ТТА-кодона у відповідних генах. Нам 

вдалося показати, що видалення олігомеризаційного GATase-1 домена білків 

AdpA не призводить до втрати ДНК-зв’язувальних властивостей HTH_18-

домена. Дослідження гена bldA в J1074 (який кодує тРНК
ЛЕЙ

UАА здатну до 

трансляції рідкісного UUA-кодона adpA), показали, що bldA не є критично-

важливим для морфологічної диференціації J1074, але є вирішальним для 

продукції таких антибіотиків як пауломіцини. Показано роль нових 

компонентів adpA-опосередкованого каскаду J1074 – генів ферментів 

модифікації тРНКХХА miaA і miaB – в регуляції вторинного метаболізму і 

морфогенезу J1074. Здійснено вивчення розповсюдження і філогенії 

плейотропних транскрипційних регуляторів YtrA-підродини у актиноміцетів, а 

також експериментально досліджено роль трьох генів YtrA-регуляторів 

модельного об’єкта S. coelicolor A3(2) – SCO0823, SCO1728 і SCO3812. Нокаути 

цих генів слабо впливали на морфогенех і продукцію антибіотиків. Нокаут 

SCO3812 вів до незначного зниження продукції антибіотика актинородину, тоді 

як гетерологічна експресія SCO0823 мала вплив на продукцію інших 

антибіотиків в гетерологічних системах.  

У підсумку, нам вдалося встановити закономірності розповсюдження і 

еволюції AdpA-подібних білків. Ми дослідили adpA-опосередкований каскад в 

S. albus (=albidoflavus) J1074 і гени YtrA-подібних регуляторів у S. coelicolor 

A3(2) встановивши їх роль в продукції антибіотиків і морфогенезі.  

В наступній частині роботи ми зосередилися на створенні знарядь і 

підходів до генно-інженерних маніпуляцій із A. rectilineatus NRRL B-16090 і 

S. roseochromogenes NRRL 3504. Провівши аналіз послідовностей геномів обох 

штамів нам вдалося виявити нові КБГ пептидних антибіотиків. Обидва штами є 

складними об’єктами для генно-інженерних маніпуляцій. Тому, щоби зробити 
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подальші дослідження нових антибіотиків можливими, ми дослідили 

особливості і напрацювали методики кон’югаційного перенесення плазмід в 

NRRL B-16090 і NRRL 3504 з клітин Escherichia coli ET12567 pUZ8002
+
. 

Дотепер NRRL B-16090 не був об’єктом генної інженерії. У випадку NRRL B-

16090 нам вдалося продемонструвати, що плазміди на основі системи інтеграції 

актинофага φС31, а також pSG5-реплікона, переносяться із високою частотою з 

E. coli ET12567 pUZ8002
+
. Ми визначили оптимальні умови культивування 

NRRL B-16090 для отримання спорулюючих газонів цього штаму. Ми 

перевірили активність 5 гетерологічних промоторів у клітинах NRRL B-16090 

за допомогою кількісного і якісного аналізу експресії репортерного гена gusA, 

опосередкованої β-глюкуронідазною активністю. Виявилося, що промотори 

aac(3)IVp, moeE5p і tei2p є ефективними знаряддями для надекспресії генів в 

NRRL B-16090. 

Хоча S. roseochromogenes NRRL 3504 є відомим продуцентом 

амінокумаринового антибіотика хлоробіоцину, знаряддя для генно-інженерних 

маніпуляцій із цим штамом є вкрай обмежені. Ми створили високоефективну 

методику кон’югативного перенесення плазмід в NRRL 3504, використовуючи 

спори штаму як клітини реципієнти, а клітини E. coli ET12567 pUZ8002
+
 як 

клітини донори. Ми продемонстрували, що плазміди на основі систем 

інтеграції фагів φBT1 і VWB1, і плазміди на основі pSG5-реплікона можна 

переносити і застосовувати для експресії генів в NRRL 3504. За допомогою 

суїцидного вектора pKC1132 ми створили штам NRRL 3504 не здатний до 

продукції хлоробіоцину. Також, гетерологічні гени adpA i bldA із S. albus 

(=albidoflavus) J1074 виявилися ефективними знаряддями для активування 

вторинного метаболому NRRL 3504. Використовуючи гени шлях-специфічних 

регуляторів КБГ хлоробіоцину і спорідненого антибіотика новобіоцину – cloG і 

novG як репортери, ми вивчили ефективність ряду платформ експресії генів в 

NRRL 3504. Виявилося, що плазміда pGCcymRP21, в якій експресія генів є 

кумат-індукованою, є найефективнішою платформою експресії генів у NRRL 

3504: штами із надекспресіями cloG i novG продукували до 30 разів більше 
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хлоробіоцину, ніж штам дикого типу – більше 200 мг/л. Це найбільші 

показники продукції хлоробіоцину, описані в літературі. 

Наступним кроком було вивчення регуляції біосинтезу клінічно-важливого 

ГПА А40926 в N. gerenzanensis ATCC 39727. Ми дослідили активність 11 

гетерологічних і нативних промоторів у клітинах N. gerenzanensis ATCC 39727 

за допомогою репортерного гена β-глюкуронідази gusA. Виявилося, що 

aac(3)IVp є найефективнішим промотором для експресії генів у ATCC 39727. 

Аналіз геномів інших представників роду Nonomuraea дав змогу відкрити 

новий КБГ ГПА в N. coxensis DSM 45129. Для DSM 45129 дотепер не існували 

методики генно-інженерних досліджень, тому ми розробили протокол для 

перенесення плазмід в клітини цього штаму, використовуючи спори як клітини-

реципієнти. Ми вивчили активність 11 тих самих промоторів у DSM 45129, 

помітивши, що aac(3)IVp є найактивнішим і тут. 

Ми застосували розроблену систему експресії генів з метою створення 

нових штамів-надпродуцентів A40926. Так, ми клонували гени шлях-

специфічних регуляторів КБГ A40926 (названий dbv) – dbv4 і dbv3 – під 

контроль aac(3)IVp у складі інтегративних плазмід заснованих на системі 

інтеграції фага φС31. Отримані рекомбінантні штами ATCC 39727 із 

надекспресіями цих генів продукували більше A40926 за умов культивування в 

колбах Ерленмеєра та ферментері. Найбільший рівень продукції А40926 – 

прибл. 800 мг/л – спостерігали у штамів із одночасною надекспресією обох 

генів dbv3 i dbv4 у ферментері. Контрольний штам продукував прибл. 400 мг/мл 

антибіотика за тих же умов. 

Ми секвенували геном DSM 45129 і охарактеризували новий КБГ ГПА, 

який назвали noc. Порівнявши КБГ noc і dbv ми виявили, що noc є повноцінним 

кластером, який містить всі необхідні біосинтетичні гени, а отже найімовірніше 

кодує продукцію нового ГПА. Підібравши оптимальні умови культивування, 

нам вдалося досягти продукції ГПА в DSM 45129, виділити його і вивчити його 

структуру за допомогою ВЕРХ-МС і МС/МС. Виявилося, що цей ГПА – 

названий А50926 – є подібним за структурою до А40926, але містить 
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некарбоксильований GlcN-ацильний залишок, приєднаний до 4 амінокислоти 

аглікона. Нам вдалося створити надпродуцентів А50926 за допомогою 

надекспресії гетерологічних регуляторних генів dbv3 і dbv4. На останньому 

етапі ми створили альтернативного продуцента А40926 на основі DSM 45129 

шляхом гетерологічної експресії гена гексозооксидази dbv29.  

Отримані результати значно розширюють набір знарядь для генно-

інженерних маніпуляцій із бактеріями роду Nonomuraea і описують 

застосування цих знарядь для створення надпродуцентів клінічно-важливого 

антибіотика А40926. Ми відкрили новий ГПА і описати його біосинтетичний 

шлях в N. coxensis DSM 45129, вказуючи на те, що рід Nonomuraea залишається 

джерелом нових ГПА. 

А40926 і А50926 є типовими ГПА IV-го типу, що разом із ГПА типів I-III 

пригнічують ріст Грам-позитивних бактерії зв’язуючи ліпід ІІ. Натомість, ГПА 

V-го типу мають альтернативну мішень – автолізини, чим і цікаві. Першим із 

виявлених ГПА V-го типу є антибіотик комплестатин, що продукується 

Streptomyces lavendulae SANK 60477. Наша реконструкція мультилокусної 

філогенії 18 КБГ ГПА продемонструвала, що КБГ комплестатину – com – є 

зовнішньою групою до решти КБГ ГПА типів I-IV. Далі ми проаналізували 

2664 геномів стрептоміцетів в пошуках КБГ, подібних на КБГ комплестатину. 

Ми виявили такі КБГ в 53 геномах. Більше детальний аналіз дав змогу 

отримати 33 повні послідовності таких КБГ. Ми створили мультилокусну 

філогенію 33 віднайдених КБГ і виявили 5 окремих клад. Реконструкція in silico 

біосинтетичних шляхів, кодованих в знайдених КБГ, дала змогу припустити, 

що КБГ деяких клад можуть кодувати біосинтез нових аналогів комплестатину. 

Зокрема, КБГ клад IV і II ймовірно кодують N-малоніл-норкомплестатин, клади 

III – норкомплестатин, а клади І – N-ацетил-норкомплестатин. Знайдені КБГ 

заслуговують на подальше експериментальне вивчення. 

Ми вивчали нові підходи до активації мовчазних КБГ на моделі 

продуцента полікетидного антибіотика ландоміцину А S. cyanogenus S136. 

Спочатку ми секвенували геном цього штаму і оцінили різноманіття КБГ 
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антибіотиків в ньому. Дослідивши властивості нативного алеля регуляторного 

гена adpA в S136 ми виявили, що він кодує нефункціональний білок. Натомість, 

надекспресія гетерологічних алелів adpA з різних стрептоміцетів, зокрема алеля 

з J1074, вела до багатократного збільшення продукції ландоміцину А (в шість 

разів – до 250 мг/л в рідкому середовищі SG), а також активувала продукцію 

цього антибіотика за умов, в яких S136 ландоміцин А не продукує.  

Ми виявили, що, окрім продукції ландоміцину А, введення гетерологічних 

алелів adpA має активуючий вплив на інші компоненти вторинного метаболому 

S. cyanogenus S136. Зокрема, ми спостерігали активацію накопичення 

забарвлених сполук, ймовірно меланінів; появу активності проти Грам-

позитивних бактерій і дріжджових грибів. ВЕРХ-МС аналіз екстрактів із 

штамів з надекспресією гетерологічних алелів adpA продемонстрував появу 

нових мас-піків. Один із них відповідав протигрибковому полікетиду 

люцензоміцину. Нам вдалося підібрати оптимальні умови для продукції 

люцензоміцину і виділити цей антибіотик для підтвердження його структури за 

допомогою МС/МС. Також, ми ідентифікували і анотували в геномі S136 

дотепер невідомий КБГ люцензоміцину, назвавши його lcm. Ми встановили 

позитивну для продукції люцензоміцину роль шлях-специфічних регуляторних 

генів lcmRII і lcmRIII, створивши інтегровану adpA-опосередковану модель 

активації цього біосинтетичного шляху. 

У підсумку, наші результати свідчать про те, що для успішної активації 

мовчазних біосинтетичних шляхів антибіотиків необхідний комплексний 

підхід, який включає: застосування шлях-специфічних і глобальних 

регуляторів, підбір оптимальних умов культивування, елімінацію інших 

біосинтетичних шляхів, що можуть конкурувати за речовини-попередники. 

Остання частина цієї роботи описує функції генів стійкості до 

тейкопланіну в продуцента цього антибіотика – A. teichomyceticus ATCC 31121 і 

особливості розповсюдження та еволюції генів стійкості до ГПА у інших 

бактерій. Ми створили повну модель функціонування генів стійкості до ГПА в 

ATCC 31121. Вони згруповані у два оперони: tei2-3-4 (ортологи vanRS + ген 
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дигідрофолат редуктази) і tei7-6-5 (ортологи vanHAX). Експресія обох оперонів 

протягом всього життєвого циклу рівномірно забезпечена сильними і 

конститутивними промоторами, незалежними від шлях-специфічної регуляції 

біосинтезу тейкопланіну, а Tei2 розпізнає промотор tei7p. Сенсорна гістидинова 

кіназа Tei3 володіє конститутивною фосфорилазною активністю, а її сенсорний 

домен розпізнає не тейкопланін, а споріднений ГПА А40926.  

Ми оцінили розповсюдження і еволюцію генів стійкості до ГПА серед всіх 

актинобактерій: проаналізувавши 7108 геномів актинобактерій вдалося 

продемонстрували, що van-гени є поширеними у бактерій типу Actinobacteria 

(зустрічаються з частотою приблизно 13% – знайдені принаймні в 900 геномах); 

при цьому, КБГ ГПА типів I-IV – стійкість до яких забезпечують van-гени – 

було знайдено лише в 39 геномах. Подальший скринінг вже геномів всіх 

бактерій, доступних в базі даних GenBank на 2022 рік, виявив, що гени 

стійкості до ГПА поширилися з актинобактерій до представників класів Грам-

позитивних бактерій Bacilli, Clostridia, Erysipelotrichia і Ktedonobacteria, а 

також до представників Грам-негативних бактерій – класу Anaerolineae. 

Аналізуючи філогенію цих генів, ми описали ряд ймовірних подій 

горизонтального генного переносу, а також створили картину потенційних 

шляхів розповсюдження генів стійкості до ГПА серед бактерій.  

У підсумку, гени стійкості до ГПА в A. teichomyceticus ATCC 31121 

виявилися своєрідним «демонстратором» стратегій, які ведуть до високої 

стійкості цього штаму до ГПА: цілком ймовірно, що подібні стратегії можна 

буде спостерігати у патогенів. З іншого боку, гени стійкості до ГПА активно 

мігрують між різними групами Terrabacteria, створюючи загрозу 

розповсюдження нових генів стійкості до ГПА в патогенів. 

Перед людством стоїть нагальна потреба пошуку нових антибіотиків, 

покращення продукції нових і нагляду за генами стійкості до них. В нашій 

роботі ми обґрунтовуємо застосування деяких глобальних позитивних 

регуляторів стрептоміцетів, зокрема AdpA, для покращення продукції відомих 

полікетидів (на прикладі ландоміцину А) і активації нових біосинтетичних 
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шляхів (на прикладі люцензоміцину). Іншим результатом цієї роботи стало 

значне розширення арсеналу знарядь і підходів для генетичних і генно-

інженерних маніпуляцій із продуцентами пептидних антибіотиків, що походять 

не тільки із стрептоміцетів, а й з т.зв. «рідкісних родів» актиноміцетів: це дало 

змогу відкрити і описати новий ГПА, а також сприяти відкриттю інших нових 

пептидних антибіотиків. Не менш важливими є отримані дані про регуляцію 

стійкості до ГПА у A. teichomyceticus ATCC 31121, а також про еволюцію і 

поширення цих генів. 

Ключові слова: актиноміцети, глікопептидні антибіотики, полікетидні 

антибіотики, регуляторні гени, гени стійкості до антибіотиків, тейкопланін, 

A40926, ландоміцин, люцензоміцин. 
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The emergence and spread of drug-resistant microorganisms critically endanger 

contemporary healthcare systems throughout the globe, taking millions of lives every 

year. In this light, the search for novel antimicrobials and continuous improvement of 

the production of known antibiotics are crucial. Surveillance of the antibiotic 

resistance genes spread and investigation of resistance mechanisms are important as 

well. The majority of the natural antibiotics active against Gram-positive, Gram-

negative bacteria, and fungi comes from certain groups of actinobacteria, widely 

known under the non-taxonomic name of actinomycetes. Actinomycetes are soil-

dwelling Gram-positive microorganisms existing in form of mycelium and able to 
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produce spores. Sizeable genomes of actinomycetes carry dozens of biosynthetic 

gene clusters (BGCs) and are a potential source of novel antibiotics against 

multidrug-resistant pathogens. The most important aspect of studying antibiotic 

biosynthesis is the investigation of regulatory mechanisms governing the biosynthesis 

of these compounds. Indeed, the activity and properties of regulatory genes determine 

how and under what conditions certain antibiotic would be produced. This also 

involves continuous screening of actinobacterial genomes in silico to identify novel 

BGCs, identification of pathway-specific and global regulatory genes, and their 

application to create overproducer strains. Considering BGCs coming from one 

organism are mostly silent, applying regulatory genes is often a viable way to activate 

them. Successful achievement of all these goals depends on the development of 

efficient methods for gene-engineering of antibiotic producer strains.  

 Peptide and polyketide antibiotics are among the most important antibiotics 

coming from actinomycetes. These compounds have extremely variable chemical 

structures due to the modularity of key biosynthetic enzymes – non-ribosomal peptide 

synthases and polyketide synthases. Some peptide and polyketide antibiotics belong 

to the World Health Organization lists of critically-important antimicrobials. These 

are, in particular, glycopeptide antibiotics (GPAs), e.g. vancomycin and teicoplanin; 

moreover, they were identified as the highest-priority antimicrobials for investigation 

and resistance surveillance. This work was focused on following actinomycetes able 

to produce peptide, polyketide, and some other antibiotics: Actinoplanes 

teichomyceticus ATCC 31121 (teicoplanin producer), Actinoplanes rectilineatus 

NRRL B-16090 (carries GPA BGC), Nonomuraea gerenzanensis ATCC 39727 

(producer of А40926), Nonomuraea coxensis DSM 45129 (producer of А50926), 

Streptomyces roseochromogenes NRRL 3504 (clorobiocin producer, carries BGC of 

novel peptide antibiotic), Streptomyces cyanogenus S136 (landomycin A and 

lucensomycin producer). 

The main goal of this work was to elucidate mechanisms of the genetic control 

behind the biosynthesis of peptide and polyketide antibiotics, design of novel gene-
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expression systems for producer strains, and investigate functions and distribution of 

certain antibiotic-resistance genes. 

First, we have investigated some pleiotropic regulators in model actinomycetes 

S. albus (=albidoflavus) J1074 and S. coelicolor A3(2). These were elements of the 

adpA-mediated regulatory cascade and transcriptional regulators of the YtrA-

subfamily. Notably, adpA regulatory genes are the most important regulators of 

antibiotic biosynthesis in streptomycetes. We assessed the distribution of adpA 

orthologues among different streptomycetes and characterized the occurrence of rare 

TTA codons therein. Investigation in vivo allowed us to demonstrate that the 

oligomerization GATase-1 domain is not crucial for the proper functioning of AdpA. 

Studying the regulation of adpA on a translational level, we investigated the bldA 

gene (coding for tRNA able to decode rare UUA codon) in J1074. We demonstrate 

that bldA is not crucial for the morphogenesis of J1074, although the production of 

paulomycins depends on bldA. Two novel players of the adpA-mediated regulatory 

cascade were investigated and studied: these were genes for tRNAXXA modification 

enzymes MiaA and MiaB. Finally, we studied the spread and phylogeny of YtrA-like 

transcriptional regulators among actinobacteria. Three genes of YtrA-like regulators 

were studied in the S. coelicolor A3(2) model: SCO0823, SCO1728, and SCO3812. It 

appeared that these genes do not play a decisive role in antibiotic production and 

morphogenesis. In particular knockout of SCO3812 led to a slight decrease in 

actinorhodin production, while heterologous expression of SCO0823 influenced 

antibiotic production in some other streptomycetes. 

Summarizing, herein we update the picture describing the distribution and 

evolution of AdpA-like regulators; we investigate adpA-mediated regulatory cascade 

in S. albus (=albidoflavus) J1074, introducing some new players (in particular, genes 

of the tRNA modification enzymes) and showing their role in antibiotic production 

and morphogenesis. The exact roles of YtrA-like regulators in S. coelicolor A3(2) 

were elusive under our experimental conditions, although gene deletions seemed to 

slightly impact antibiotic production and morphogenesis; this group of regulators 

indeed merits further investigations.  
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The next part of the work was dedicated to the design of tools and methods for 

gene-engineering of A. rectilineatus NRRL B-16090 and S. roseochromogenes 

NRRL 3504. Genomics analysis revealed both strains to be potential producers of 

novel peptide antibiotics. Since both seem to be challenging objects for gene-

engineering manipulations, we had to develop efficient and straightforward methods 

to manipulate these strains. In the case of NRRL B-16090, we were able to create a 

protocol for conjugal transfers of plasmids based on the integration system of φС31 

phage and pSG5-replicon. Unfortunately, we were unable to transfer φBT1- and 

VWB1-based plasmids into NRRL B-16090 under tested conditions. A prerequisite 

for developing the protocol for conjugal transfer of plasmids into NRRL B-16090 

was finding optimal conditions for the sporulation of the strain. We also tested the 

activity of 5 heterologous promoters in NRRL B-16090 via qualitative and 

quantitative analysis of β-glucuronidase activity. Three of them, particularly 

aac(3)IVp, moeE5p, and tei2p appeared to be efficient tools for constitutive gene 

overexpression in NRRL B-16090. 

Although S. roseochromogenes NRRL 3504 is a known producer of 

aminocoumarine antibiotic clorobiocin, the toolkit for genetic manipulations of this 

strain is limited. To improve this situation, we created a simple and efficient protocol 

for conjugal transfer using spores of NRRL 3504 as recipient cells. Using this 

protocol, we were able to successfully transfer a set of additional actinophage (φBT1 

and VWB1) based plasmids, as well as plasmid derived from pSG5 replicon, into 

NRRL 3504. We also utilized suicide vector pKC1132 to perform insertional 

knockout of the clorobiocin biosynthetic cluster, generating a clorobiocin non-

producing strain. Heterologous adpA and bldA genes from J1074 appeared to be an 

efficient tool to activate the secondary metabolome of NRRL 3504. Finally, we 

utilized pathway-specific regulators of clorobiocin biosynthesis – genes cloG and 

novG – as reporters to investigate the efficiency of a set of gene-expression platforms 

for NRRL 3504. pGUScymRP21 plasmid, having cloG and novG under the control of 

cumate-inducible promotor, appeared to be the most efficient tool for gene 

overexpression in NRRL 3504. Indeed, pGUScymRP21-mediated overexpression of 
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cloG and novG led to a dramatic increase in clorobiocin production reaching more 

than 200 mg/L (while the wild type produced less than 10 mg/L). 

In the next step, we investigated the activity of 11 heterologous and native 

promoters in the producer of clinically-relevant GPA A40926 – 

N. gerenzanensis ATCC 39727 – using β-glucuronidase reporter gene gusA. We 

revealed aac(3)IVp as the most active promoter in ATCC 39727. Genome analysis 

made on other Nonomuraea spp. discovered putative novel GPA BGC in 

N. coxensis DSM 45129. Latter strain was never an object for gene engineering 

before, hence we have developed an efficient protocol to transfer plasmids into 

DSM 45129. Consequently, we investigated the activity of the same 11 promoters in 

DSM 45129 and observed that aac(3)IVp is the most active here as well. 

We applied obtained information to create novel A40926 overproducers in 

ATCC 39727. To that goal, we have cloned pathway-specific regulatory genes of 

A40926 BGC (known as dbv) – dbv3 and dbv4 – under the control of aac(3)IVp. 

Generated recombinants tended to produce more A40926 than the wild type in 

Erlenmeyer flasks and bioreactors. The best A40926 production level was achieved 

in the strain overexpressing dbv3 and dbv4 simultaneously. This recombinant 

produced ca. 800 mg/L of the A40926 in the bioreactor, while the wild type 

accumulated only ca. 400 mg/L. 

Returning to DSM 45129, we sequenced and completely assembled the genome 

of this strain, allowing us to identify and characterize novel GPA BGC, named noc. 

Comparing noc to dbv we realized that noc carries all genes necessary for the 

production of novel GPA. Therefore, we have identified the optimal conditions for 

GPA production in DSM 45129 and isolated this compound. Further chemical 

analysis by means of the HPLC-MS and MS/MS allowed concluding that this novel 

GPA – named A50926 – possesses a structure similar to A40926, although lacking 

carboxylic group at GlcN-acyl moiety attached to the amino acid 4 of the aglycone. 

Applying our experience from ATCC 39727, we utilized heterologous regulatory 

genes dbv3 and dbv4 to activate or increase A50926 production in DSM 45129. 
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Lastly, we have sculpted DSM 45129 into the alternative A40926 producer by 

expressing dbv29 – a hexose oxidase gene. 

Obtained results widen our arsenal of genetic tools for manipulating bacteria 

from the Nonomuraea genus and the application of those tools to create novel strains 

overproducing clinically-relevant GPA A40926. Moreover, we discovered a novel 

GPA from N. coxensis DSM 45129 and described its biosynthetic pathway, indicating 

that the genus Nonomuraea remains a promising source of novel GPAs. 

A40926 and A50926 are representatives of type IV GPAs, which, as well as 

GPAs from types I-III inhibit cell-wall biosynthesis in Gram-positive bacteria via 

binding to the lipid II murein intermediate. Instead, GPAs of type V possess another 

molecular target – autolysins. An archetypical representative of type V GPAs is 

complestatin produced by S. lavendulae SANK 60477. We reconstructed the multi-

locus phylogeny of 18 GPA BGCs, including complestatin BGC – com – showing 

that the latter significantly diverges from type I-IV BGCs. Further on, we have 

screened genomes of 2664 Streptomyces spp. and identified com-like BGCs in 53 

genomes. The more detailed investigation allowed for retrieving 33 complete 

sequences of com-like BGCs. We created multilocus phylogeny of these 33 BGCs 

and identified 5 separate clades. When encoded biosynthetic pathways were 

reconstructed in silico, we observed that clade IV and II BGCs potentially encode the 

production of N-malonyl-norcomplestatin, clade III – norcomplestatin, while BGCs 

from clade I might be coding biosynthesis of N-acetyl-norcomplestatin. Discovered 

BGCs merit further experimental investigation. 

We investigated novel approaches to activate silent BGCs using 

S. cyanogenus S136 as a model. Latter is a producer of polyketide antibiotic 

landomycin A. Initially we sequenced and assembled the genome of S136, assisting 

in further assessment of the antibiotic BGCs carried by S136. We have further 

studied the properties of the adpA allele of this strain, showing that it is probably 

coding for a non-functional protein. Indeed, the expression of heterologous adpA-

alleles led to a several-fold increase in landomycin A production (up to 250 mg/L in 
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liquid SG medium). In addition, heterologous adpA-alleles triggered landomycin A 

production under conditions where production is not observed in the wild-type strain. 

adpA-induced activation of the S136 secondary metabolome was not limited to 

landomycin A. In particular, we also observed activation of the production of several 

other secondary metabolites. One of them was identified as an antifungal polyene 

polyketide lucensomycin by means of LC-MS and MS/MS. We were able to identify 

optimal cultivation conditions for lucensomycin production. For the first time, we 

identified and characterized lucensomycin BGC named lcm. Studying the roles of 

lcmRII and lcmRIII pathway-specific regulators allowed us to deduce a model of 

adpA-mediated activation of this biosynthetic pathway. 

Overall, our results indicate that successful activation of silent biosynthetic 

pathways requires a complex approach including the application of pathway-specific 

and global regulators, identification of the optimal cultivation conditions, and 

elimination of other competing pathways. 

The last part of the work was dedicated to the investigation of GPA-resistance 

genes. First, we have studied GPA-resistance genes in teicoplanin producer 

A. teichomyceticus ATCC 31121. Extensive in vivo and in silico analysis allowed the 

creation of a detailed model of teicoplanin resistance in ATCC 31121. GPA-

resistance genes in ATCC 31121 are organized into two operons: tei2-3-4 (vanRS-

orthologues + dihydrofolate reductase gene) and tei7-6-5 (vanHAX-orthologues). 

Expression of both operons is stable throughout the whole lifecycle due to the activity 

of strong constitutive promoters, which are independent of pathway-specific 

regulation of teicoplanin biosynthesis. The Tei2 response regulator was shown to 

bind tei7p in vivo. By turn, sensor histidine kinase Tei3 exhibited constitutive 

phosphorylase activity. Paradoxically, the sensor domain of Tei3 was able to 

recognize not teicoplanin, but A40926. Going laterally, we also assessed the 

occurrence and evolution of GPA-resistance genes across actinobacteria. We have 

analyzed 7108 actinobacterial genomes and found GPA-resistance genes in ca. 13% 

of them. At the same time, we found BGCs for type I-IV GPAs only in 39 genomes. 

Further screening made in other bacterial lineages allowed to map the further spread 
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of GPA-resistance genes into other classes of Gram-positive bacteria – Bacilli, 

Clostridia, Erysipelotrichia, and Ktedonobacteria, as well as one class of Gram-

negatives – Anaerolineae. Our phylogenetic analysis revealed several possible events 

of horizontal gene transfer, driving the spread of GPA-resistance genes from 

Actinobacteria. 

In summary, GPA resistance genes in A. teichomyceticus ATCC 31121 appeared 

to be a sort of a “demonstration stand” showing multiple strategies this strain utilized 

to become GPA-resistant: it is likely that at least some of these strategies might be 

found in pathogens evolving GPA resistance. We also found evidence of constant 

migration of van-genes between different groups of Terrabacteria, which creates a 

constant threat of van-genes transmission to pathogens. 

To sustain the continuous “arms race” between pathogens and mankind, we 

critically require to discover novel antibiotics, improve the production of used ones 

and surveil the spread of antibiotic resistance genes. In this work we demonstrate the 

potential of certain regulatory genes, for instance, adpA, to improve and activate the 

production of valuable antibiotics. The other outcome of this work was a significant 

improvement of our genetic toolkit for manipulations with the producers of peptide 

antibiotics, especially those coming from so-called rare genera (like Actinoplanes and 

Nonomuraea). This allowed us to discover and describe novel GPA and pave new 

venues for the discoveries of other peptide antibiotics. Of the same importance were 

our results about the regulation of GPA resistance genes in A. teichomyceticus ATCC 

31121, as well as about the evolution and spread of van-genes. 

Key words: actinomycetes, glycopeptide antibiotics, polyketide antibiotics, 

regulatory genes, antibiotic resistance genes, teicoplanin, A40926, landomycin, 

lucensomycin. 
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Вступ 

 

Обґрунтування вибору теми дослідження. Антибіотики – це природні 

або синтетичні молекули, здатні пригнічувати або припиняти ріст і 

розмноження різноманітних мікроорганізмів. Антибіотики повністю змінили 

хід історії, давши змогу ефективно боротися із смертельними бактеріальними 

інфекціями. Хоча перші синтетичні антибіотики були введені в клінічне 

застосування Паулем Ерліхом наприкінці 19 століття, природні протимікробні 

сполуки з'явилися пізніше: бензилпеніцилін і граміцидин С (продукуються 

грибком Penicillium chrysogenum і Грам-позитивною бактерією Bacillus brevis) 

знайшли застосування в медицині в 1942 році [1]. Однак, справжній потенціал 

природних антибіотиків розкрився з відкриттям стрептоміцину (потрапив до 

клінічного використання в 1944 році) Селманом Ваксманом. Його роботи 

вперше показали, що актиноміцети – міцеліальні Грам-позитивні бактерії, що 

живуть у ґрунті – є фактично необмеженим джерелом природних антибіотиків 

[2]. Відтоді 24 класи природних антибактеріальних препаратів 

використовуються в клініці, а актиноміцети продукують представників 14 

таких класів [1].  

Цікаво, що більшість із цих антибіотиків є макромолекулярними 

структурами, біосинтетичні шляхи яких потребують десятків ферментів. 

Відповідно, ці ферменти кодовані генами, які колокалізуються на хромосомі, 

забезпечуючи синхронну експресію всіх необхідних компонентів біосинтезу. 

Такі асамблеї генів отримали назву кластерів біосинтетичних генів (КБГ). До 

складу КБГ, окрім біосинтетичних генів, також входять гени стійкості, 

експорту, біосинтезу попередників, та, щонайважливіше, регуляторні гени [3]. 

Потенціал актиноміцетів до продукції антибіотиків відображається в організації 

їх геномів: великі хромосоми (наприклад до 13 млн.п.н. у Nonomuraea sp. ATCC 

55076 [4]) містять десятки КБГ для продукції антибіотиків. Зазвичай лише 

небагато таких КБГ активні за лабораторних умов; інші залишаються 

мовчазними з різних причин, наприклад внаслідок низької або відсутньої 
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експресії генів [5, 6]. Мовчазні біосинтетичні шляхи часто кодують біосинтез 

раніше невідомих – криптичних – антибіотиків [5]. 

Активне використання актиноміцетів (здебільшого Streptomyces spp.) 

розпочало «золоте століття» відкриття і використання антибіотиків [7]. Певні 

класи сполук почали також використовувалися у ветеринарії та як стимулятори 

росту сільськогосподарських тварин [8, 9]. Природне середовище 

забруднювалося антибіотиками, що надходили з лікарняних, комунальних і 

промислових стічних вод [10]. Таке широке, часто необґрунтоване використання 

антибіотиків мало серйозні наслідки. Як фактор природного добору, антибіотики 

сприяли змінам геномів факультативних і облігатних патогенів, а також еволюції 

метамобілому навколишнього середовища, що призвело до накопичення та 

поширення генів стійкості. Стійкість до протимікробних препаратів зробила 

багато успішних класів антибіотиків неефективними [11]. Передбачається, що 

множинно-резистентні штами Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa та 

Enterobacter spp. призведуть до 10 мільйонів смертей на рік до 2050 року [12]. 

Глобальна пандемія COVID-19, спричинена вірусом SARS-CoV-2, стимулює 

нераціональне використання антибіотиків [13–15]. Усе згадане вище робить 

пошук нових антибіотиків і вивчення біосинтезу вже відомих сполук важливими 

завданням біомедичної науки.  

В цій роботі основний фокус зроблено на вивченні нерибосомних 

пептидних та полікетидних антибіотиків, які продукуються представниками 

різних родів актиноміцетів. Головну увагу приділено глікопептидним 

антибіотикам (ГПА). Ці сполуки є ліками вибору проти інфекцій, спричинених 

множинно-резистентними штамами золотистого стафілококу і Enterococcus spp. 

ГПА, що перебувають в клінічному використанні, включають як природні 

сполуки, такі як ванкоміцин і тейкопланін, так і напівсинтетичні антибіотики 

далбаванцин, орітаванцин і телаванцин [16]. Ці антибіотики входять до списку 

критично важливих для медицини препаратів Всесвітньої Організації Охорони 

Здоров’я [17]. ГПА інгібують ріст клітинної стінки Грам-позитивних бактерій 

зв’язуючи ліпід ІІ [18]. Окрім клінічної значущості, ГПА цікаві завдяки 
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складним біосинтетичним шляхам: нерибосомні пептидні ядра цих сполук 

модифікуються шляхом приєднання залишків цукрів, сульфатуються, 

хлоруються, тощо [19, 20]. Нажаль, стійкі до ГПА стафілококи і ентерококи 

чимраз частіше трапляються в довкіллі [21, 22]. Тому гостро стоїть проблема 

пошуку нових ГПА та покращення продукції вже відомих.  

Проблеми, згадані вище, вимагають зусиль, спрямованих у три основні 

напрямки, що і стали основними напрямками цієї робити. По-перше, ми 

вивчали генетичні знаряддя, які можна застосувати для маніпуляцій із 

відомими та потенційними продуцентами антибіотиків, з метою модифікації 

рівнів продукції цих сполук. Регуляція біосинтезу антибіотиків здійснюється на 

шлях-специфічному і глобальному рівнях [23]. Шлях-специфічні регулятори 

кодовані в межах відповідних КБГ, а їх регулон обмежується генами цього 

кластера [24–26]. Такі регулятори, здебільшого, є позитивними, а надекспресія 

їх генів веде до підвищення рівня продукції антибіотиків. Натомість, регулони 

глобальних регуляторів включають десятки генів, зокрема і шлях-специфічних 

регуляторів [27]; це дає глобальним регуляторам здатність одночасно 

контролювати шляхи біосинтезу різних антибіотиків. Мабуть, найцікавішим 

прикладом глобального позитивного регулятора біосинтезу антибіотиків у 

актиноміцетів є AdpA, що є перспективним знаряддям для покращення 

продукції антибіотиків [28]. Варто відмітити, що використання згаданих вище 

регуляторних генів із метою покращення рівнів продукції тих чи інших 

антибіотиків потребує ефективних платформ експресії цих генів, а також 

методів перенесення рекомбінантних молекул ДНК у штами продуценти. 

Зокрема, продуценти ГПА є часто дуже складними об’єктами для генно-

інженерних маніпуляцій [29, 30], тому ряд підходів спочатку необхідно 

напрацювати на більш доступних моделях.  

По-друге, потрібно розвивати підходи для активації мовчазного 

вторинного метаболому актиноміцетів. Для цього ми використовували 

глобальний позитивний регулятор AdpA. 

По-третє, потрібно здійснювати постійний геномний скринінг потенційних 

КБГ з метою пошуку нових та цікавих кандидатів для експериментальної 
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роботи. Такі бази даних як MIBIG [3], а також алгоритми автоматизованого 

пошуку і анотації КБГ на кшталт antiSMASH [31] є ефективними знаряддями 

для ідентифікації нових КБГ. 

Розуміння генетики регуляції та біосинтезу антибіотиків було б неповним 

без вивчення генів стійкості до цих сполук, пошуку первинних резервуарів 

генів стійкості та шляхів їх поширення.  

Наша робота дає відповіді на ряд питань для кожного із напрямків, 

перелічених вище. У підсумку, ця робота демонструє нові механізми регуляції 

та активації біосинтезу антибіотиків, як у модельних об’єктах (таких як 

Streptomyces albus, Streptomyces  coelicolor, Streptomyces  cyanogenus), так і в 

продуцента клінічно важливого ГПА А40926 Nonomuraea gerenzanensis ATCC 

39727. В світлі усього переліченого вище, вибрана тема дослідження є 

актуальною і відповідає сучасним напрямкам біомедичної науки. 

Мета та завдання дослідження. Метою роботи було вивчити генетичні 

механізми регуляції біосинтезу пептидних та полікетидних антибіотиків. Для 

досягнення цієї мети поставлено такі завдання: 

1) вивчити філогеноміку AdpA-подібних глобальних позитивних 

регуляторів і дослідити властивості інших компонентів adpA-

опосередкованого регуляторного каскаду на моделі Streptomyces albus 

(=albidoflavus) J1074; 

2) розробити набір методів для генно-інженерних маніпуляцій із 

Streptomyces roseochromogenes NRRL 3504 – потенційного продуцента 

салінамід-подібного пептидного антибіотика; 

3) розробити набір методів для генно-інженерних маніпуляцій та експресії 

гетерологічних генів в Actinoplanes rectilineatus NRRL B-16090 – 

потенційного продуцента ГПА; 

4) створити підходи для створення надпродуцентів промислово-важливого 

ГПА А40926 в Nonomuraea gerenzanensis ATCC 55076; 

5) дослідити потенціал Nonomuraea coxensis DSM 45129 до продукції нових 

ГПА; 
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6) побудувати філогенетичну модель еволюції КБГ ГПА, з акцентом на 

пошук нових КБГ подібних до комплестатину; 

7) вивчити adpA-опосередкований глобальний генетичний контроль 

продукції ландоміцину А та способи активації інших вторинних 

метаболітів у Streptomyces cyanogenus S136, як моделі активації 

мовчазних КБГ; 

8) вивчити механізми стійкості до ГПА в продуцента тейкопланіну 

Actinoplanes teichomyceticus ATCC 31121; 

9) здійснити порівняльний філогеномний аналіз розповсюдження генів 

стійкості до ГПА серед бактерій, з метою виявлення вихідного резервуару 

цих генів та вивчення шляхів їх розповсюдження. 

Об’єкт дослідження – механізми регуляції біосинтезу пептидних та 

полікетидних антибіотиків, гени стійкості до ГПА. 

Предмет дослідження – КБГ ГПА і полікетидних антибіотиків, їх шлях-

специфічні регуляторні гени; регуляторні гени adpA-опосередкованого каскаду 

стрептоміцетів – adpA, bldA, miaA, miaB; гени регуляторів YtrA-підродини 

актинобактерій; системи для гетерологічної експресії генів; регуляторні гени 

біосинтезу хлоробіоцину novG і cloG; гени стійкості до тейкопланіну в 

A. teichomyceticus; гени стійкості до ГПА бактерій; гени експортерів пептидних 

антибіотиків. 

Методи дослідження. В роботі було застосовано набір загальноприйнятих 

методів досліджень, зокрема:  

- мікробіологічні методи досліджень – культивування мікроорганізмів, 

вивчення їх морфології методами світлової та сканувальної електронної 

мікроскопії (СЕМ), вивчення антибіотичних властивостей штамів методами 

пригнічення росту тест-культур; 

- біотехнологічні методи досліджень – культивування штамів актиноміцетів-

продуцентів антибіотиків в умовах, наближених до промислових, в колбах 

Ерленмеєра або лабораторних ферментерах, вивчення динаміки росту 

культур, накопичення біомаси і антибіотиків; 
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- генетичні й генно-інженерні методи досліджень – отримання і вивчення 

рекомбінантних штамів бактерій, генетична трансформація клітин 

Escherichia coli, кон’югаційне перенесення плазмід з донорських штамів E. 

coli до різних актиноміцетів; виділення плазмідної та хромосомної ДНК, 

виділення сумарної РНК та синтез кДНК, рестрикційний аналіз плазмідної 

ДНК, конструювання рекомбінантних молекул ДНК, горизонтальний гель-

електрофорез ДНК, полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР), секвенування 

ДНК, напівкількісна полімеразна ланцюгова реакція із зворотною 

транскрипцією. 

- біохімічні методи досліджень – кількісний та якісний аналіз антибіотиків 

продукції антибіотиків за допомогою тонкошарової хроматографії (ТШХ), 

високоефективної рідинної хроматографії (ВЕРХ) та ВЕРХ із мас-

спектрометрією (ВЕРХ-МС) чи тандемною мас-спектрометрією (МС/МС), 

екстракція антибіотиків, якісний і кількісний аналіз β-глюкуронідазної 

активності. 

- біоінформатичні методи досліджень – аналіз нуклеотидних та 

амінокислотних послідовностей, анотація генів, пошук та характеристика 

КБГ, моделювання біосинтетичних шляхів in silico, філогенетичний аналіз 

амінокислотних та нуклеотидних послідовностей.  

Наукова новизна отриманих результатів. Вперше здійснено 

філогеномний аналіз AdpA-подібних регуляторів та продемонстровано 

важливість окремих доменів цього білка; вперше вивчено інші компоненти 

adpA-опосередкованого регуляторного каскаду на моделі S. albus (=albidoflavus) 

J1074. Вперше вивчено функції YtrA-подібних регуляторів на моделі 

S. coelicolor A3(2). Розроблено ефективні методи для генно-інженерних 

маніпуляцій продуцента хлоробіоцину і потенційного продуцента салінамід-

подібного пептидного антибіотика S. roseochromogenes NRRL 3504. Вперше 

розроблено набір знарядь для генно-інженерних маніпуляцій із потенційним 

продуцентом нового ГПА A. rectilineatus NRRL B-16090. Розроблено нові 

підходи до покращення біосинтезу клінічно важливого ГПА А40926 в 

N. gerenzanensis ATCC 55076. Відкрито та описано біосинтетичний шлях 
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нового ГПА – названого А50926 – в N. coxensis DSM 45129. Показана роль 

функціональних алелів adpA для продукції ландоміцину А в S. cyanogenus S136, 

а також їх важливість як знарядь активації мовчазного вторинного метаболому. 

Вперше описано КБГ полікетидного антибіотика люцензоміцину. Побудовано 

повноцінну модель функціонування генів стійкості до тейкопланіну в 

A. teichomyceticus ATCC 31121; вперше охарактеризовано глобальне 

розповсюдження генів стійкості до ГПА на основі даних порівняльної геноміки. 

Практичне значення отриманих результатів. В ході виконання роботи 

автором створено надпродуцентів хлоробіоцину, які за рівнем продукції цього 

антибіотика не мають аналогів, описаних в літературі. Створено низку 

платформ для надекспресії генів в штамах продуцентах ГПА, таких як 

Actinoplanes spp. і Nonomuraea spp. Створено надпродуцентів промислово-

важливого антибіотика А40926 на основі N. gerenzanensis ATCC 55076, що в 

рази переважають за продуктивністю інших описаних в літературі 

надпродуцентів А40926. Вперше створено альтернативний продуцент А40926 

на основі N. coxensis DSM 45129 методом гетерологічної експресії гена dbv29. В 

ході виконання роботи, автор продемонстрував важливість різних алелів adpA 

для активації мовчазних КБГ, зокрема КБГ люцензоміцину в S. cyanogenus S136 

– на ці результати автор отримав Патент України на винахід. Автором створено 

повний опис генів стійкості до ГПА серед усіх бактерій, що є важливим 

доповненням до нагляду за поширенням множинно-резистентних патогенів. 

Особистий внесок здобувача. Роботи здобувача, представлені в цій 

дисертації, засновані на результатах отриманих ним особисто, або за його 

безпосередньої участі чи під його керівництвом. Мету і задачі дослідження, а 

також висновки було сформульовано разом із д.б.н., проф. В.О. Федоренком. 

Вивчення компонентів adpA-опосередкованого регуляторного каскаду в S. albus 

здійснювалося разом із к.б.н. О.Т. Кошлою (ЛНУ ім. І. Франка). Дослідження 

властивостей генів YtrA-регуляторів S. coelicolor було виконано разом із асп. 

О. Ципік (ЛНУ ім. І. Франка). Виділення та ВЕРХ-МС аналіз люцензоміцину 

було виконано разом із к.б.н. І.С. Осташ (ЛНУ ім. І. Франка) та групою проф. 

Р. Зюсмута (Технічний Університет Берліна, Німеччина). Секвенування та 
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анотація геномів актиноміцетів була здійснена у співпраці із групою проф. 

Й. Каліновські (Університет Білефельда, Німеччина). ВЕРХ-МС аналіз нового 

ГПА А50926 виконано у співпраці із доктором Е. Труманом і доктором Н.-М. 

Віор (Джон Іннес Центр, Великобританія). Вивчення продукції ГПА 

здійснювалося спільно з доктором Ф. Беріні, доктором Е. Біндою, доктором 

А. Андрео-Відалем (керівником дисертації доктора філософії – PhD – якого був 

автор) (Університет Інзубрії, Італія). Сканувальна електронна мікроскопія 

актиноміцетів виконана спільно із к.ф.-м.н. Ю.Р. Дацюком (ЛНУ ім. І. Франка). 

Планування експериментів, аналіз та обговорення отриманих результатів 

проведено спільно з д.б.н., проф. В.О. Федоренком, а також д.б.н. Б.О. Осташем 

(ЛНУ ім. І. Франка), проф. Ф. Марінеллі (Університет Інзубрії, Італія), проф. М. 

Бібом (Джон Іннес Центр, Великобританія), к.б.н. М. Рабик (ЛНУ ім. І. 

Франка), аспірантками С. Мельник і К. Жукровською (ЛНУ ім. І. Франка), з 

якими автор має спільні публікації. З наукових праць, опублікованих у 

співавторстві, в дисертаційній роботі використано тільки ті ідеї та здобутки, що 

являються особистим внеском здобувача. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 

Дисертаційну роботу виконано в науково-дослідній лабораторії генетики, 

селекції та генетичної інженерії продуцентів біологічно активних речовин 

(НДЛ-42) кафедри генетики та біотехнології Львівського національного 

університету імені Івана Франка. Роботу виконано в межах держбюджетних тем 

БГ-41Нр «Універсальний генетичний механізм контролю продукції біологічно-

активних речовин стрептоміцетами» (№ держреєстрації 0116U008070), БГ-46Ф 

«Нові гени актинобактерій, що контролюють продукцію і стійкість до 

антибіотиків-інгібіторів синтезу пептидоглікану» (№ держреєстрації 

0117U001224), БГ-09Ф «Мутації стійкості актинобактерій до антибіотиків: 

джерело нових уявлень про механізми резистентності та біотехнологічних 

знарядь» (№ держреєстрації 0120U102039); теми Державного Фонду 

фундаментальних досліджень України у рамках співпраці з Японським т-вом 

сприяння науки (JSPS) Ф80-2018 «Посттранскрипційні модифікації тРНК як 

регулятори первинного й вторинного метаболізму в актинобактерій»; тем у 
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рамках спільної грантової програми Міністерства освіти і науки України й 

Федерального Міністерства Німеччини освіти і науки Німеччини (BMBF) М/18-

2017 «Плейотропні транскрипційні регулятори родини AdpA як знаряддя 

відкриття нових природних біоактивних сполук», М/26-2018 «Плейотропні 

транскрипційні регулятори родини AdpA як знаряддя відкриття нових 

природних біоактивних сполук». Частину досліджень виконано під час 

наукового стажування на факультеті біотехнології та наук про життя 

Університету Інзубрії (Італія, 2018-2020, 2022 р.) за індивідуальними 

комерційними грантами та персональним грантом від Університету Інзубрії. За 

роботи, представлені в цій дисертації, автор був удостоєний Премії Верховної 

Ради України молодим ученим за 2021 рік (постанова ВРУ № 2833-IX від 13 

грудня 2022 року). 

Апробація результатів дисертації. Основні результати дисертації 

доповідалися та обговорювалися на Міжнародній конференції «Integrative 

Biology & Medicine», Київ (2017); XІI Міжнародній конференції молодих 

науковців «Біологія: від молекули до біосфери», Харків (2017); Міжнародній 

конференції «Advances in Microbiology and Biotechnology», Львів (2018); XIV 

Міжнародній науковій конференції студентів і аспірантів «Молодь та поступ 

біології», присвяченій 185 річниці від дня народження Б. Дибовського, Львів 

(2018); XІIІ Міжнародній конференції молодих науковців «Біологія: від 

молекули до біосфери», Харків (2018); XV Міжнародній науковій конференції 

студентів і аспірантів «Молодь та поступ біології», присвяченій 135 річниці від 

дня народження Я. Парнаса, Львів (2019); 3rd International Conference on Natural 

Products Discovery and Development in the Genomic Era, San Diego (2020); XVII 

Міжнародній науковій конференції студентів і аспірантів «Молодь та поступ 

біології», Львів (2021); Міжнародному онлайн конгресі «VAAM Workshop 

2021», Тюбінген (2021); Міжнародному онлайн конгресі «ExpoBAC Zaragoza 

2020», Сарагоса (2021); IV Міжнародній науковій конференції «Microbiology 

and immunology – the development», Київ (2022); XVІІІ Міжнародній науковій 

конференції студентів і аспірантів «Молодь та поступ біології» присвяченій 195 

річниці від дня народження Ю. Планера, Львів (2022); на звітних наукових 
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конференціях ЛНУ імені Івана Франка (2018-2022); звітних наукових 

конференціях факультету біотехнології та наук про життя Університету Інзубрії 

(2018-2020). 

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 44 наукові роботи, із 

них 3 роботи у наукових фахових виданнях України, 20 у зарубіжних наукових 

журналах, проіндексованих в міжнародних наукометричних базах даних Scopus 

і Web of Science, 19 тез доповідей на вітчизняних та закордонних наукових 

конференціях. Серед цих робіт: 7 експериментальних статей у журналах, що 

належать до Q1 SCImago; 6 експериментальних статей у журналах, що 

належать до Q2 SCImago; 3 експериментальні статті у журналах, що належать 

до Q3 SCImago; 4 літературні огляди у журналах, що належать до Q1 SCImago; 

3 експериментальні статті у фахових виданнях України; один розділ монографії 

видавництва Springer і один патент України на винахід. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота є кваліфікаційною 

науковою працею на правах наукової доповіді за сукупністю статей, викладена 

на 460 друкованих сторінках. Дисертація складається з наступних структурних 

елементів: вступу, огляду літератури, розділу матеріалів та методів досліджень, 

аналізу і узагальнення результатів досліджень (викладено в 5 розділах), 

висновків, переліку використаних джерел та додатку. Розділами дисертації є 

публікації здобувача наукового ступеня в виданнях високого рівня. Список 

використаної літератури включає 1549 позицій, з яких 1342 є в публікаціях 

здобувача. Робота містить 127 рисунків і 29 таблиць (в публікаціях здобувача). 
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РОЗДІЛ 1 Огляд літератури  

 

Актиноміцети – збірна нетаксономічна назва ґрунтових актинобактерій, 

що ростуть у вигляді міцелію [32] – є відомими продуцентами антибіотиків, які 

широко застосовуються в медицині [1]. Антибіотики є лише частиною 

продуктів вторинного спеціалізованого метаболізму цих організмів. Біосинтез 

антибіотиків потребує десятків ферментів, гени яких колокалізовані на 

хромосомі. Такі сукупності генів отримали назви кластерів генів біосинтезу 

(КБГ). Координація експресії біосинтетичних генів здійснюється за допомогою 

шлях-специфічних регуляторів, гени яких також входять до складу КБГ. Окрім 

структурних і регуляторних, в складі КБГ можна знайти також гени експортерів 

і гени стійкості. Останні необхідні, бо продуценти потребують механізмів 

захисту від власних продуктів. Цікаво, що продукція антибіотиків і 

морфологічна диференціація актиноміцетів часто ко-регульована за допомогою 

транскрипційних регуляторів вищого (ніж шлях-специфічний) рівня. 

Серед найважливіших антибіотиків є нерибосомні пептидні і полікетидні 

антибіотики. Ці сполуки синтезуються за допомогою великих мультидоменних 

ферментів, названих нерибосомними пептидсинтазами (НРПС) і полікетидсинтазами 

(ПКС). В подальших етапах біосинтезу цих антибіотиків присутні різноманітні 

модифікації, з яких найпоширенішими і найрізноманітнішими є реакції додавання 

цукрів. Клінічно-релевантним класом нерибосомних пептидних антибіотиків є 

глікопептидні антибіотики (ГПА). ГПА інгібують біосинтез клітинної стінки Грам-

позитивних бактерій зв’язуючись із ліпідом ІІ. Біосинтез ГПА забезпечується 

експресією складно-організованих КБГ, які можна знайти у різних груп 

актиноміцетів. Різноманіття генів КБГ ГПА веде до значного хімічного різноманіття 

цих сполук, що зустрічаються в природі. У подібний спосіб відбувається біосинтез 

полікетидних антибіотиків. 

Усі вивчені аспекти біосинтезу ГПА, регуляторні механізми, а також 

механізми стійкості до цих антибіотиків повно висвітлені в ряді оглядових 

публікацій автора [33–35]. Генетика біосинтезу полікетидних антибіотиків 

розглянута на прикладі ландоміцину А, що описано в огляді автора [36]. 
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Анотація: Глікопептидні антибіотики (ГПА), що порушують біосинтез 

клітинної стінки Грам-позитивних бактерій, залишаються однією із 

найуспішніших родин антибіотиків. ГПА продукуються Actinobacteria, класом 

Грам-позитивних мікроорганізмів зі складними життєвими циклами і великими 

геномами. Вивчення біосинтезу ГПА є важливим з кількох причин. По-перше, 

продуценти ГПА, ймовірно, є основним джерелом відповідних генів стійкості; 

їх дослідження дасть змогу передбачити можливі шляхи розвитку 

антибіотикорезистентності серед патогенів. По-друге, дослідження 

біосинтезу дають інформацію про регуляторні механізми, що контролюють 

продукцію ГПА, які можна використовувати в біотехнології. По-третє, 

маніпуляції з біосинтетичними генами ГПА є життєздатним підходом до 

створення нових ГПА із практичною цінністю. Нарешті, інформація про гени 

ГПА може бути використана для пошуку нових сполук шляхом 

біоінформатичного аналізу загальнодоступних геномних даних. У цьому розділі 

ми окреслюємо комплексну картину ГПА, зосереджуючись на генетиці та хімії, 

що стоять за їх біосинтезом. Наведено приклади використання отриманих 

знань для вдосконалення штамів-продуцентів та відкриття нових сполук. 
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Анотація: Глікопептидні антибіотики є цінними природними 

метаболітами, що мають різні фармакологічні властивості: серед них 

далбагептиди, які використовуються для лікування різних інфекцій, викликаних 

мультирезистентними Грам-позитивними збудниками. Далбагептиди 

синтезуються Грам-позитивними актинобактеріями, ґрунтовими 

мікроорганізмами з високим вмістом ГЦ-пар в геномах. Біосинтетичні шляхи 

далбагептидів закодовані у великих кластерах біосинтетичних генів. 

Нерибосомний гептапептидний аглікон є спільним для всіх далбагептидів. 

Аглікон проходить через різні етапи модифікації, включаючи глікозилювання. 

Глікозилювання далбагептидів є останнім етапом, який надає їм специфічну 

біологічну активність. Глікозилювання досягається великою кількістю 

глікозилтрансфераз, закодованих у відповідних кластерах біосинтетичних 

генів. Глікозилтрансферази здатні приєднувати залишки різних цукрів. Ці 

цукри можуть походити з первинного метаболізму, або, альтернативно, їх 

біосинтез може бути закодований у кластерах біосинтетичних генів. Вже 

приєднані моносахариди можуть бути додатково модифіковані 

ферментативно або служити субстратами для додаткових етапів 

глікозилювання. У цьому огляді ми висвітлюємо останні доповнення, що 

стосуються генетики та ензимології глікозилювання далбагептидів, 

створюючи детальну та послідовну картину цього процесу і його біологічної 

еволюції. Глибоке розуміння того, як глікозилтрансферази функціонують у 

біосинтезі далбагептидів, може відкрити нові шляхи їх використання в 

хемоферментному синтезі й/або в комбінаторному біосинтезі для створення 

нових глікозильованих антибіотиків. 
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Анотація: Глікопептидні антибіотики (ГПА) вважаються препаратами 

«останньої інстанції» для лікування небезпечних для життя інфекцій, 

спричинених Грам-позитивними збудниками (ентерококами, стафілококами чи 

клостридіями). У сучасну «постгеномну» епоху активно досліджується 

біосинтез ГПА і механізми резистентності бактерій до цих антибіотиків. 

Вважається, що гени стійкості до ГПА були отримані патогенами від 

актиноміцетів – ґрунтових організмів, які продукують антибіотики. Гени 

стійкості необхідні актиноміцетам-продуцентам для того, щоб уникнути 

самогубства під час біосинтезу. Все більше і більше геномів продуцентів ГПА 

секвенуються, і в них знаходять різні гени стійкості до ГПА (названі van-

генами). У актиноміцетів-продуцентів van-гени зазвичай асоційовані з 

кластерами генів біосинтезу (КБГ) ГПА, що, ймовірно, сприяє спільній регуляції 

біосинтезу антибіотиків і стійкості до них. Також відомо, що асоційовані з 

КБГ ГПА van-гени трапляються в метагеномних послідовностях. Цікаво, що 

деякі КБГ для антибіотиків, здавалося б, не пов’язаних з ГПА (наприклад, 

фегліміцину), містять гомологи van-генів. Тут ми хотіли б висвітлити останні 

досягнення присвячені поширенню генів стійкості до ГПА в геномах і 

метагеномах, що належать фактичним або потенційним мікроорганізмам-

продуцентам ГПА. Глибоке розуміння механізмів стійкості до ГПА у 

мікроорганізмів-продуцентів може виявитися корисним у майбутньому для 

передбачення та відслідковування нових механізмів стійкості до представників 

цього клінічно значущого класу антибіотиків. 
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Анотація: Тейкопланін (Tcp) є клінічно-значущим глікопептидним 

антибіотиком (ГПА), який синтезується актинобактерією 

Actinoplanes teichomyceticus. Tcp є пріоритетним антибіотиком для лікування 

важких інфекцій, спричинених мультирезистентними Грам-позитивними 

мікроорганізмами у дорослих і немовлят. У цьому огляді ми надаємо детальний 

аналіз біосинтезу Tcp в A. teichomyceticus, описуючи етапи біосинтезу, 

регуляцію і стійкість до Tcp. Зокрема, ми узагальнюємо знання, отримані під 

час досліджень in vivo та in vitro, щоб створити інтегровану модель 

біосинтезу тейкопланіну. Потім ми обговорюємо генетичні та інші фактори, 

які сприяють регуляції біосинтезу тейкопланіну, зосереджуючись на тих, які 

були успішно застосовані для покращення продукції тейкопланіну. Також 

наведено сучасний погляд на механізми стійкості до тейкопланіну в 

A. teichomyceticus, і порівняно кластер біосинтетичних генів Tcp з іншими 

кластерами генів глікопептидів з актинопланет і неідентифікованих 

ізолятів/метагеномних зразків. 
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Анотація: Цей огляд зосереджений на висвітленні генетичних аспектів 

біосинтезу ландоміцинів (La) – ангуциклінових полікетидів. З самого відкриття 

в 1990-х роках La були відомі своєю незвичайною структурою та потужними 

протираковими властивостями. La продукуються кількома актинобактеріями, 

які належать до роду Streptomyces. Біохімічна логіка, що лежить в основі 

біосинтезу аглікону La та подальшого глікозилювання, а також впливу La на 

клітини ссавців були ретельно розглянуті в 2009-2012 роках. Тим не менш, 

генетичне різноманіття кластерів біосинтетичних генів La (BGC) і 

регулювання їх біосинтезу не були належно розглянуті з моменту відкриття 

La. В цій роботі ми прагнемо заповнити цю прогалину, зосередившись на трьох 

взаємопов’язаних темах. По-перше, порівнюється організація відомих La 

кластерів. По-друге, лаконічно викладено сучасний погляд на особливості 

біосинтетичного шляху ландоміцину А (LaA), найбільшого (за молярною масою) 

представника родини La. По-третє, ми описуємо генетичні та інші фактори, 

які впливають на продукцію та експорт La. 
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РОЗДІЛ 2 Матеріали і методи досліджень 

 

2.1 Матеріали досліджень 

 

Штами бактерій. Штам Escherichia coli DH5α [37] був використаний як 

господар для рутинного клонування, тоді як штам E. coli ET12567 pUZ8002
+
 

використовували як донор для міжродових схрещувань [38]. В роботі 

використовували такі штами актиноміцетів, як: S. coelicolor A3(2), 

S. cyanogenus S136, S. albus (=albidoflavus) J1074, S. sioyaensis NRRL-B5408, 

S. ghanaensis (=viridosporus) ATCC14672, S. globisporus 1912, N. gerenzanensis 

ATCC 39727, N. coxensis DSM 45129, A. rectilineatus NRRL B-16090, 

A. teichomyceticus NRRL B-16726, та інші. 

Плазміди. Набір різноманітних інтегративних та реплікативних плазмід 

було застосовано для конструювання похідних, залежно від конкретної мети. 

Інтегративні плазміди, використані в роботі, були засновані на трьох системах 

інтеграції актинофагів, а саме φC31 (похідні pSET152) [38]; φBT1 (похідні 

pRT801) [39]; VWB1 (похідні pSOK804) [40]. Реплікативні плазміди були 

похідними pKC1139, що несе термочутливий pSG5-реплікон [41]. Для генних 

нокаутів використовували суїцидну плазміду pKC1132 [38]. Репортерні 

плазміди, в яких різні промотори злиті з геном β-глюкуронідази gusA, 

створювали на основі pGUS [42]. 

 

2.2 Методи досліджень 

 

2.2.1 Мікробіологічні методи досліджень 

 

Культивування штамів бактерій. Всі компоненти живильних середовищ 

та антибіотики були вироблені Sigma-Aldrich, або іншими постачальниками.  

Штами E. coli вирощували при 37 °C в бульйоні LB [37] або на середовищі 

LA [37], з додаванням за потреби 100 мкг/мл апраміцину сульфату, 50 мкг/мл 
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канаміцину сульфату, 25 мкг/мл хлорамфеніколу, 100 мкг/мл спектиноміцину, 

100 мкг/мл гігроміцину.  

Штами актиноміцетів вирощували при 30 °C як за умов культивування на 

чашках з агаризованими середовищами, так і за умов зануреного 

культивування. Для рутинного вирощування штамів стрептоміцетів і 

Actinoplanes spp. використовували середовище SFM або ISP3 [38] із додаванням 

50 мкг/мл апраміцину сульфату; штамів Nonomuraea – середовище ISP3 із 

додаванням за потреби 50 мкг/мл апраміцину сульфату.  

Для виділення геномної ДНК, штами вирощували: (1) N. gerenzanensis і 

N. coxensis в рідкому середовищі VSP [43]; (2) A. teichomyceticus і A. rectilineatus 

в рідкому середовищі ISP2 [44]; стрептоміцетів вирощували в рідкому 

середовищі TSB (Condalab) на орбітальному шейкері за 220 об./хв. при 30 °C 

протягом 72 год. Робочі банки клітин (РБК) для штамів актиноміцетів 

створювалися відповідно до опублікованого протоколу [45, 46]. Для виділення 

сумарної РНК штами A. teichomyceticus вирощували в рідкому середовищі TM1 

[47], а штами стрептоміцетів в рідких середовищах TSB, YMPG і SG [24]. 

Тести на пригнічення росту тест-культур. Для визначення 

антимікробної активності тих чи інших штамів актинобактерій, або екстрактів 

антибіотиків, використовували тести пригнічення росту тест-культури методом 

дифузії антибіотиків в агар з агарового блока, паперовому диску Whatman (GE 

Healthcare), або лунки в агарі.  

Як Грам-позитивні тест-культури використовувалися штами 

Bacillus subtilis ATCC 6633, B. cereus ATCC 19637, Micrococcus luteus 

ATCC 4698. Штами інкубували через ніч в бульйоні Мюллера-Хінтона II 

(Sigma Aldrich), та використовували для інокуляції свіжої культури (1% 

об./об.), яку підрощували до OD600=0,6. Потім, 200 мкл цієї культури додавали 

до 25 мл 0,7% агару Мюллера-Хінтона (Condalab). Після затвердіння середовищ 

на поверхню агару поміщали агарові блоки, вирізані з чашок із газонами 

відповідних актиноміцетів, або паперові диски, що містили екстракти 

антибіотиків, або вирізали в агарі лунки (⌀ 5 мм), в які вносили зразки 

занурених культур актиноміцетів, або крапали зразки занурених культур 
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безпосередньо на поверхню агару. Альтернативно, використовували спори 

B. subtilis і B. cereus (приготовані, як описано в [48]) з розрахунку 10
6
-10

7
 спор 

на 25 мл агару Мюллера-Хінтона (Condalab). Чашки інкубували протягом 

16 год при 37 °C, а тоді отримані результати документували. Як Грам-

негативну тест-культуру використовували E. coli DH5α. Для приготування 

тесту на пригнічення росту, E. coli інкубували через ніч в бульйоні LB; нічну 

культуру використовували для інокуляції свіжої культури (5% об./об.), яку 

підрощували до OD600=0,6. 100 мкл отриманої суспензії клітин додавали до 25-

30 мл середовища LA. Отримані чашки із агаризованим середовищем, що 

містить клітини E. coli, використовували для приготування тестів на 

пригнічення росту у спосіб, описаний вище. Тест-культура Debaryomyces 

hansenii VKM Y-9 відображала дріжджові гриби (Saccharomycetales). 

D. hansenii культивували при 30 °С, а тести пригнічення росту виконували 

аналогічно до описаного для E. coli, однак для вирощування і для тесту 

використовували середовища TSB і TSA (Condalab), відповідно. 

Світлова та сканувальна електронна мікроскопія. В роботі 

застосовувалися стандартні методи світлової мікроскопії для аналізу занурених 

культур актиноміцетів чи спорових суспензій (Carl Zeiss Primo Star). 

Мікроморфологія газонів актиноміцетів за потреби вивчалася за допомогою 

сканувального електронного мікроскопа JEOL JSM-T220a SEM (Jeol), як з 

напиленням тонкого шару міді на препарат, так і без нього. 

 

2.2.2 Культивування штамів актиноміцетів задля продукції антибіотиків 

 

В роботі культивували штами актиноміцетів в зануреній культурі задля 

вивчення продукції ними деяких антибіотиків. Зокрема це були ГПА A40926 і 

A50926, полікетиди ландоміцин А і люцензоміцин, типові методики для 

продукції яких подано нижче. 

Продукція А40926 і А50926. Для старту ферментації, одну пробірку РБК 

(див. вище) додавали до ребристої колби Ерленмеєра (300 мл) (або колби із 

додаванням 10 скляних куль, ø 5 мм), що містила 50 мл вегетативного 
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середовища E26 [43]. Прекультури в колбах інкубували протягом 72 год на 

орбітальному шейкері при 220 об./хв., 30 °C, а потім використовували для 

інокуляції (10% об./об.) 500 мл ребристих колб Ерленмейєра, що містили 100 

мл середовища FM2 [45] або для інокуляції (10% об./об.) 3-л скляного 

біореактора P-100 Applikon (висота 250 мм, ø 130 мм), оснащеного 

біоконтролером AD1030 і двигуном AD1032, що містить 2 л продукційного 

середовища FM2. Культивування в FM2 у колбах проводили при 30 °C і 

220 об./хв. Ферментацію в біореакторі проводили при 30 °C, зі швидкістю 

перемішування 450 об./хв. (що відповідає швидкості лопаток 1,17 м/с) і 

швидкістю аерації 2 л/хв. Розчинений кисень (вимірюється як % pO2) 

контролювали за допомогою полярографічного кисневого електрода Ingold 

(Mettler Toledo). Значення рН культуральних бульйонів контролювали за 

допомогою рН-метра. Появу піни контролювали шляхом додавання 

піногасника Hodag (Hodag Chemical Corporation) через датчик піногасника. 

Зразки культуральної рідини збирали через регулярні інтервали культивування 

для оцінки накопичення біомаси (суха вага), споживання глюкози (палички 

Diastix, Bayer AG) і продукції A40926. 

Продукцію А50926 вивчали в аналогічний спосіб, однак як продукційні 

середовища використовували ISP2 або TM1, а колби Ерленмеєра були не 

ребристі і з додаванням 10 скляних куль (ø 5 мм). 

Продукція ландоміцину А. Задля продукції ландоміцину А, прекультури 

штамів S. cyanogenus засівали шляхом додавання фрагментів агару, вирізних із 

з газонів S. cyanogenus (168 год росту на агаризованому середовищі ISP3) до 

ребристих колб Ерленмеєра (250 мл) з 50 мл рідкого середовища TSB. 

Прекультури вирощували протягом 72 год на орбітальному шейкері при 

220 об./хв., 30 °C. Потім, 3% (об./об.) прекультури переносили в ребристі колби 

Ерленмеєра (250 мл) з 50 мл середовища SG. Отримані у такий спосіб 

продукційні культури вирощували протягом 72 год за аналогічних умов.  

Продукція люцензоміцину. Щоб розпочати ферментацію штамів 

S. cyanogenus з метою продукції люцензоміцину, в ребристі колби Ерленмеєра 

(250 мл), з 50 мл рідкого середовища TSB додавали фрагменти агару, вирізані з 
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газонів S. cyanogenus, вирощених на агаризованому середовищі ISP3 протягом 

168 год. Прекультури інкубували протягом 72 год на орбітальному шейкері при 

220 об./хв., 30 °C, а 1,5 мл отриманої прекультури потім переносили до 

ребристих колб Ерленмеєра (250 мл) з 50 мл середовища YMPG. Отримані 

культури інкубували до 120 год на орбітальному шейкері при 220 об./хв., 30 °C. 

З аналітичною метою, біомасу в такої продукційної культури відбирали після 

кожних 24 год. 

 

2.2.3 Генетичні і генно-інженерні методи досліджень 

 

Генетична трансформація клітин E. coli. Для трансформації клітин 

E. coli рекомбінантними молекулами ДНК, використовували або хімічно-

компетентні клітини, або електро-компетентні клітини. Хімічно-компетентні 

клітини готували за традиційним протоколом з інкубуванням клітин на льоді в 

розчинах солей двовалентних металів (Са
2+

 і Mg
2+

) [37]. Електро-компетентні 

клітини використовували для електропорації та готували шляхом 

багатократного промивання крижаним 10% розчином гліцеролу [37]. 

Перенесення плазмід за допомогою міжродової кон’югації 

актиноміцетів з E. coli. Для перенесення плазмід у спорулюючі штами 

стрептоміцетів використовували типовий протокол [38]. Для цього, необхідні 

плазміди індивідуально переносили в неметилюючий штам E. coli ET12567 

pUZ8002
+
; отримані рекомбінанти використовували як донори для 

кон’югаційного перенесення, тоді як спорові суспензії стрептоміцетів 

використовували як клітини-реципієнти. Спорові суспензії готували із 

використання спорулюючих газонів стрептоміцетів, умови споруляції для яких 

підбиралися індивідуально. Прибл. 10
6
 спор змішували з прибл. 10

9
 клітин 

донора, а суміш висівали на добре підсушені чашки з агаризованими 

середовищами SFM або ISP3 з додаванням MgCl2 (10 мМоль). Далі, після 12 год 

інкубування при 30 °C, кожну чашку заливали 1 мл стерильної води із 

селективними антибіотиками. З огляду на те, що S. cyanogenus є 

стрептоміцетом, не здатним до споруляції, протокол для кон’югаційного 
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перенесення плазмід в цей штам було модифіковано. Тут, як клітини-

реципієнти використовували вегетативний міцелій, зібраний з газону, 

вирощеного на ISP3 протягом 120 год при 30 °С, а суміші із клітинами донора 

висівали виключно на чашки з агаризованим середовищем ISP3 з додаванням 

10 мМоль MgCl2.  

Кон’югаційне перенесення плазмід в N. gerenzanensis виконували за 

методикою описаною раніше [43]. Для цього, всі рекомбінантні плазміди в 

індивідуальному порядку переносилися в неметилюючий штам E. coli ET12567 

pUZ8002
+
, а отримані похідні використовували як донори для кон’югаційного 

перенесення. Реципієнтом слугував свіжий вегетативний міцелій 

N. gerenzanensis, отриманий з культури, вирощеної в 50 мл середовища VSP (в 

250 мл колбі Ерленмеєра з додаванням 10 ø 5 мм скляних куль) протягом 48 год 

на орбітальному шейкері при 220 об./хв. та 30 °C. Міцелій збирали за 

допомогою центрифугування (10 хв., 3220 g), двічі промивали із використанням 

20% стерильного гліцеролу і ресуспендували в ньому же, доводячи до 

кінцевого об’єму 20 мл. Далі, 1 мл суспензії клітин вегетативного міцелію 

змішували із приблизно 10
9
 клітин донорного штаму, а суміші висівали на 

добре підсушені чашки з агаризованим середовищем VM0.1 (+ 20 мМоль 

MgCl2). Після 12-16 год інкубування при 30 °C, кожну чашку заливали 1 мл 

стерильної деіонізованої води, що містила 1,25 мг апраміцину сульфату та 750 

мкг натрієвої солі налідиксової кислоти. Транскон’юганти відбиралися як стійкі 

до апраміцину сульфату в концентрації 50 мкг/мл. 

У випадку N. coxensis, реципієнтом слугувала спорова суспензія, отримана 

з газонів, вирощених на середовищі ISP3 протягом 7 діб. Спори із однієї чашки 

збирали за допомогою деіонізованої стерильної води та фільтрували через один 

шар Miracloth (Merck KGaA, Німеччина), щоби позбутися фрагментів 

вегетативного міцелію. Потім спори осаджували із 50 мл фільтрованої суспензії 

за допомогою центрифугування (15 хв., 3220 g) і ресуспендували в 1 мл 15% 

гліцеролу. Для кон’югації, прибл. 10
6
 спор змішували з 10

7
 клітин донорних 

штамів E. coli. Висівання та подальша селекція транскон’югантів здійснювалася 

як і в випадку N. gerenzanensis.  
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При кон’югаційному перенесенні плазмід в A. teichomyceticus і 

A. rectilineatus реципієнтами слугували спори. Спорові суспензії готували у 

спосіб, описаний раніше [49]. Далі, прибл. 10
6
 спор змішували з прибл. 10

9
 

клітин донора, а суміш висівали на чашки з агаризованими середовищами SFM 

або ISP3 з додаванням MgCl2 (20-40 мМоль). Після 12 год інкубування при 

30 °C, кожну чашку заливали 1 мл стерильної води із селективними 

антибіотиками. 

Отриманих транскон’югантів у кожному із випадків перевіряли за 

допомогою ПЛР. 

Горизонтальний агарозний гель-електрофорез та елюювання 

фрагментів ДНК з агарозного гелю. Електрофорез ДНК здійснювали в 

горизонтальному агарозному гелі в ТРІС-ацетатному буфері (ТАЕ) за напруги 

100-150 В. До складу ТАЕ буферу входило: 40 мМоль Тріс, рН 8,0; 20 мМоль 

CН3COONa; 1 мМоль Na2ЕДТА; 25 мMоль CH3COOH.  

Для рутинного аналізу молекул ДНК в діапазоні 500-8000 п.н. 

використовували 1% агарозний гель; для розділення молекул ДНК з метою 

подальшого елюювання використовували 0,7% гель; для візуалізація малих 

фрагментів ДНК (>500 п.н., наприклад ампліконів отриманих в результаті ПЛР 

із зворотною транскрипцією – ЗТ-ПЛР) використовували 1,5-2% гель. 0,7% 

агарозний гель.  

Для визначення розміру аналізованих фрагментів ДНК порівнювали їх 

рухливість із рухливістю комерційних маркерів ДНК із відомими розмірами 

фрагментів, наприклад GeneRuler 1 kb DNA Ladder (ThermoFisher Scientific). 

Візуалізацію фрагментів ДНК в гелі здійснювали з додаванням до гелю броміду 

етидію (1 мкг/мл) на трансілюмінаторах різних виробників.  

Елюювання бажаних фрагментів ДНК здійснювали за допомогою 

комерційних наборів, наприклад GeneJET PCR Purification Kit (ThermoFisher 

Scientific), згідно із рекомендаціями виробника. 

Ферментативна обробка ДНК. Очищену плазмідну ДНК чи амплікони, 

отримані за допомогою ПЛР, обробляли бажаними ендонуклеазами рестрикції 

(ThermoFisher Scientific або New England Biolabs) відповідно до рекомендацій 
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виробника. Лінеаризовані плазміди, які використовували як шасі для 

клонування генів, додатково обробляли за допомогою лужної фосфатази FastAP 

Thermosensitive Alkaline Phosphatase (ThermoFisher Scientific), щоб 

дефосфорилювати 5’-кінці та запобігти самолігування. Щоб позбутися 

виступаючих 5’- чи 3’-кінців використовували ДНК полімеразу фага Т4 (T4 

DNA Polymerase, ThermoFisher Scientific). Лігування фрагментів ДНК 

здійснювали з використання ДНК-лігази фага Т4 (від різних виробників) згідно 

до рекомендацій виробника. Отримані рекомбінантні молекули ДНК перевіряли 

за допомогою картування із використанням ендонуклеаз рестрикції і 

комерційного секвенування.  

Виділення плазмідної та хромосомної ДНК. Плазмідну ДНК з E. coli з 

аналітичною чи препаративною метою виділяли за допомогою методики 

лужного лізису [37], для секвенування – за допомогою GeneJET Plasmid 

Miniprep Kit (ThermoFisher Scientific). Хромосомну ДНК актиноміцетів 

виділяли за допомогою методу Кірбі [38]. 

Виділення сумарної РНК і синтез кДНК. У бажані часові точки, міцелій 

досліджуваних актиноміцетів збирали з 4 мл культурального середовища за 

допомогою центрифугування (14000 т.о., 5 хв, 4 °С). Отриману біомасу 

промивали 1 мл ТЕ буферу (рН 7,5) і ресуспендували в 2 мл ТЕ буферу із 

додаванням 5 мг/мл лізоциму. Після 15 хв інкубування зразків з лізоцимом при 

37 °С, РНК виділяли за допомогою модифікованого методу Кірбі [38]. 

Отримані зразки нуклеїнових кислот піддавали двом послідовним обробкам 

ДНКазою, використовуючи RNase-free DNase I (ThermoFisher Scientific). Щоб 

виключити можливість присутності залишкових кількостей ДНК, отримані 

після обробок ДНКазою зразки РНК перевіряли за допомогою ПЛР. кДНК 

синтезували із однакових вихідних кількостей РНК із використанням First 

Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher Scientific). Отриману кДНК 

використовували для ПЛР із застосуванням Phusion High-Fidelity PCR Master 

Mix (ThermoFisher Scientific). 

Полімеразна ланцюгова реакція. У випадку ПЛР фрагментів, 

призначених для подальшого субклонування або секвенування, 
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використовували високоточні термостабільні ДНК-полімерази Q5 High-Fidelity 

DNA Polymerase (New England Biolabs) або Phusion High-Fidelity DNA 

Polymerase (ThermoFisher Scientific), згідно із рекомендаціями виробника 

стосовно складу реакційного суміші та умов реакції. Для аналітичної ПЛР, де 

не потрібна точність ампліфікації, використовували Taq DNA Polymerase 

(ThermoFisher Scientific), згідно із рекомендаціями виробника. Для кращого 

плавлення ГЦ-багатої хромосомної ДНК актиноміцетів у суміш ПЛР додавали 

диметилсульфоксид (ДМСО) (10%). Для ПЛР використовувалися термоциклери 

різних моделей.  

Секвенування геномів актиноміцетів. Геноми N. coxensis і S. cyanogenus 

були секвеновані за допомогою комбінації технологій HiSeq Illumina і GridION 

ONT у подібний спосіб. Дані Illumina були отримані з архіву послідовностей 

рідів, а для ONT бібліотека секвенування була приготована з використанням 

Ligation Sequencing Kit (Oxford Nanopore Technologies) відповідно до 

рекомендацій виробника та просеквенована з використанням сиквенсера 

GridION R9.4.1 (Oxford Nanopore Technologies). Поклик основ в сирих даних 

було здійснено за допомогою GUPPY-FOR-GRIDION v3.0.6. Збірка геномів була 

здійснена у спосіб, опублікований раніше [50], використовуючи canu v.1.8. 

Збирання контигів здійснювалося за допомогою NEWBLER v2.8. Після ручного 

вирішення дрібних конфліктів з використанням CONSED [51], було отримано 

повні геноми.  

Геном N. coxensis DSM 45129 складався з однієї кільцевої хромосоми 

розміром 9073954 п.н. (ГЦ-склад 72.12%). Анотація генома була здійснена за 

допомогою PROKKA v1.11 [52]. В геномі анотовано 8398 кодуючих 

послідовностей, 5 оперонів рРНК, 73 гени тРНК і 5 генів некодуючих РНК. 

Анотований геном та бібліотеки сирих рідів було депоновано в 

DDBJ/ENA/GenBank з ідентифікатором BioProject PRJNA693185.  

Отримана послідовність генома S. cyanogenus була лінійною хромосомою 

розміром 8773899 п.н., на якій було анотовано 7700 генів, з яких: 7590 

потенційно кодують білки, 91 ген тРНК, 1 ген тмРНК і 6 оперонів генів 16S-5S-

23S рРНК. Усереднений ГЦ склад генома становить 71,8%. Цікаво, що геном 
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S. cyanogenus S136 мав декілька аномалій. Зокрема, кількість генів тРНК є 

помітно більшою, ніж зазвичай спостерігається в геномах стрептоміцетів: 91 

проти, скажімо, 65 генів тРНК у модельного об’єкта генетики стрептоміцетів 

S. coelicolor (при майже однакових лінійних розмірах обох геномів) [53]. 

Другою аномалією виявилося те, що один із шести генів 16S рРНК (а саме 

S1361_18950) виявився значно дивергований від решти п’яти, які були 

ідентичні. Ідентичність нуклеотидної послідовності S1361_18950 з іншими 

генами 16S рРНК становила 97,4%, що нижче, ніж поріг для диференціації 

окремих видів [54]. Вцілому, певна варіабельність генів 16S рРНК 

стрептоміцетів у межах одного генома описана. Однак, йшлося про від однієї 

до десяти нуклеотидних замін (sic!) [55], коли S1361_18950 відрізняється від 

решти 16S рРНК на 29 нуклеотидів. Послідовність була депонована в GenBank 

під номером CP071839. 

 

2.2.4 Біохімічні методи досліджень 

 

Кількісний та якісний тест на β-глюкуронідазну активність. Якісно, β-

глюкуронідазна активність в рекомбінантних штамах актиноміцетів виявлялася 

шляхом додавання 5-бромо-4-хлоро-3-індоліл-β-D-глюкуроніду (X-Gluc, 

ThermoFisher Scientific) в концентрації 25-100 мг/мл (розчин в ДМСО) або до 

середовища культивування, або безпосередньо на поверхню газона. β-

глюкуронідазна активність проявлялася як хромогенна конверсія X-Gluc в 

забарвлений у зелений колір 5,5′-дибромо-4,4′-дихлоро-індиго. Для кількісного 

вимірювання, культури актиноміцетів спочатку вирощували у оптимальних 

рідких середовищах за бажаних умов. Отриманий у такий спосіб міцелій 

використовували для приготування безклітинних лізатів, відповідно до 

методики, описаної раніше [29]. β-глюкуронідазна активність вимірювалася у 

лізатах з використанням спектрофотометричного аналізу для виявлення 

перетворення безбарвного p-нітрофеніл-β-D-глюкуроніду на забарвлений p-

нітрофенол при λ=415 у спосіб, описаний раніше [29, 42]. Для цього 

використовували Unicam UV 500 UV-Visible Spectrometer (Thermo) або Infinite 
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200 PRO microplate reader (Tecan). β-глюкуронідазна активність була 

нормалізована до ваги сухої біомаси.  

Екстракція і аналіз ландоміцинів. Із культур, вирощених на чашках з 

агаризованим середовищем, ландоміцини екстрагували з 15 мл подрібненого 

агару за допомогою 10 мл етилацетату (Sigma). Отримані екстракти 

випаровували за допомогою вакуумного концентратора (Labconco), а сухий 

антибіотик розчиняли в 1 мл метанолу (Sigma). У випадку занурених культур, 

10 мл зразка екстрагували за допомогою 10 мл етилацетату; з екстрактом 

поводилися так само, як описано попередньо. Концентрація ландоміцину 

визначалася за допомогою спектрофотометра Unicam UV 500 UV-Visible 

Spectrometer (Thermo) при λ=445. Отримані значення екстинкції 

перераховували в концентрацію за допомогою калібраційної кривої, створеної 

для різних концентрацій ландоміцину А. Останній було виділено з 

продукційних культур штамів дикого типу (S136) за методикою, описаною в 

[56]. Для тонкошарової хроматографії, метанольні розчини ландоміцинів 

наносили на пластинки для ТШХ разом із стандартним зразком чистого 

ландоміцину А. ТШХ проводили в системі: нерухома фаза – пластинки із 

сілікагелем F60254 (Merck), рухома фаза – хлороформ (Sigma):метанол (9:1), 

протягом 20 хв при 22 °C. 

Екстракція та аналіз А40926 і А50926. Для кількісного вимірювання, 

A40926 і A50926 екстрагували з культур Nonomuraea spp. за допомогою 

аналогічного об’єму борного буферу (100 мМоль H3BO3 (Sigma), 100 мМоль 

NaOH (Sigma), pH 12). Отримані екстракти аналізували за допомого ВЕРХ 

(VWR Hitachi diode array L-2455 HPLC), детекція при λ=254 нм згідно із 

протоколом, описаним в літературі [45, 46]. Високороздільча мас-спектрометрія 

і фрагментаційний аналіз А40926 і А50926 здійснювали за допомогою мас-

спектрометра SYNAPT G2-Si mass spectrometer з Acquity UPLC (Waters) [57].  

Екстракція та аналіз люцензоміцину. Для екстракції люцензоміцину, 1 г 

вологої біомаси, отриманої з продукуючої культури, промивався тричі за 

допомогою деіонізованої води, а антибіотик екстрагували за допомогою 2 мл 

метанолу. Отриманий екстракт концентрували за допомогою вакуумного 
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концентратора. Метанольні розчини люцензоміцину аналізували за допомогою 

ВЕРХ-МС на HiRes Extractive Oribtrap MassSpectrometer (ThermoFisher 

Scientific). Використовували систему розчинників: вода + 0,1% HFo (фаза А); 

ацетонітрил + 0.1% HFo (фаза Б); в градієнті: 95% A до 0% A за 8 хв., потім 1,5 

хв при 0% A, потім знову до 95% A за 1,5 хв. 

Очищення глікопептидних антибіотиків за допомогою D-Ala-D-Ala-

афінної хроматографії. ГПА було очищено за допомогою афінної 

хроматографії з використанням полімерної смоли з приєднаними залишками D-

Ala-D-Ala (мішень ГПА) та хроматографа FPLC AKTA Start (GE Healthcare). 

Активація колонки HiTrap NHS-Activated HP affinity column (5 мл, GE 

Healthcare) та зв’язування ГПА здійснювали відповідно до описаного протоколу 

[58] з певними модифікаціями. Зокрема, смолу було активовано за допомогою 

30 мл 1 мМоль HCl, після чого додавали 200 мМоль розчин D-Ala-D-Ala, в 5 мл 

зв’язувального буферу (0.2 M NaHCO3, pH 7,0). Після 30 хв інкубування, смолу 

тричі промивали за допомогою 0,5 Моль етаноламін гідрохлориду та 0,5 Mоль 

NaCl (pH 4,0, 30 мл), потім послідовно за допомогою 0,1 Mоль ацетату натрію 

та 0,5 мMоль NaCl (pH 4,0, по 30 мл кожного). Нарешті, смолу промивали за 

допомогою 50 мл зв’язувального буферу і залишали на 1 год перед 

використанням. ГПА екстрагували у спосіб, описаний вище, pH в отриманих 

екстрактах доводили до 7,5 за допомогою HCl та використовували для афінної 

хроматографії. Для цього, екстракти фільтрували через 0,45 мкм фільтри та 

завантажували на D-Ala-D-Ala-активовану колонку зі швидкістю 0,5 мл/хв. 

Після декількох раундів промивання колонки із використанням зв’язувального 

буферу, зв’язаний ГПА елюювався за допомогою 0,1 Mоль NaOH, а отриманий 

елюат ліофілізувався. 

 

2.2.5 Біоінформатичні методи досліджень 

 

В роботі використано широкий спектр серверів, програм та підходів 

біоінформатичного аналізу, що були специфічно обрані для конкретних цілей. 

Основні підходи, які застосовувалися універсально, подано нижче. 
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Рутинний аналіз амінокислотних та нуклеотидних послідовностей 

здійснювали в GENEIOUS v4.8.5.[59] Пошук гомологів білків в онлайн базах 

даних здійснювався за допомогою алгоритму Blastp (Altschul et al., 1990). 

Множинні вирівнювання амінокислотних та нуклеотидних послідовностей, 

підбір оптимальних моделей еволюцій та побудова філогенетичних дерев, 

зокрема, відбувалася з використанням пакету програм MEGA 6, X, XI [60]. 

Попарні та множинні вирівнювання амінокислотних та нуклеотидних 

послідовностей також виконували за допомогою Clustal Omega [61]. Для 

пошуку КБГ в секвенованих геномах актиноміцетів застосовували, зокрема, 

antiSMASH 6.0 [31]; анотація здійснювалася відповідно до записів бази даних 

MIBIG [3]. Визначення доменної організації нерибосомних пептидсинтаз 

(НРПС) і полікетидсинтаз (ПКС), а також передбачення специфічності 

відповідних аденілазних та кетосинтазних доменів здійснювали за допомогою 

PKS/NRPS Analysis [62]. MultiGeneBlast, http://multigeneblast.sourceforge.net [63] 

було застосовано для пошуку гомологів колокалізованих генів. Для 

ідентифікації структурних та функціональних доменів і мотивів в 

амінокислотних послідовностях білків використовували CD-Search [64]. Для 

створення структурних формул хімічних речовин використовували ChemDraw 

Ultra 12.0 (CambridgeSoft).  
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РОЗДІЛ 3 Плейотропні регулятори морфогенезу і вторинного метаболізму 

стрептоміцетів, що належать до adpA-опосередкованого каскаду і YtrA-

підродини, як знаряддя для контролю продукції антибіотиків  

 

У цьому розділі представлено результати вивчення компонентів adpA-

опосередкованого регуляторного каскаду в стрептоміцетів з метою 

застосування генів цього каскаду як знарядь для регуляції біосинтезу різних 

антибіотиків. Ген adpA було вперше досліджено на моделі S. griseus, в якому 

цей ген кодує глобальний регулятор процесів морфологічної диференціації і 

продукції антибіотика стрептоміцину [65]. У S. griseus експресія adpA залежна 

від низькомолекулярної гормоноподібної сполуки – γ-бутиролактона (відомого 

як А-фактор). Біосинтез останнього розпочинається, коли бактерійна культура 

досягає певного етапу росту; далі, А-фактор зв’язує рецепторний білок ArpA, 

знімаючи його репресорний вплив з експресії adpA [66, 67]. Регулон AdpA є 

значним та включає від 100 до 500 генів (як було показано на моделях S. griseus 

і S. coelicolor) [28]. Окрім регуляції на рівні транскрипції гена, продукція білка 

AdpA регулюється і на трансляційному рівні. Це опосередковується 

трансляцією рідкісного UUA кодона, який знаходиться в мРНК adpA; UUA є 

найменш вживаним кодоном в транскриптомі стрептоміцетів (та й інших 

актиноміцетів) [68], в чиїх геномах переважають ГЦ-пари. Відповідно, ген bldA 

кодує єдину в стрептоміцетів лейцинову тРНК (тРНК
ЛЕЙ

UAA), що забезпечує 

трансляцію UUA [68]. Функціонування лейцинової тРНК, кодованої bldA, в 

свою чергу може регулюватися пострансляційними модифікаціями цієї тРНК 

[69]. Очевидно, що всі ці компоненти adpA-опосередкованого каскаду 

відіграють важливу роль в регуляції продукції антибіотиків. Також у цьому 

розділі ми висвітлюємо роль інших плейотропних регуляторів – 

малодослідженої групи бактерійних транскрипційних репресорів YtrA-

підродини.  

Філогеноміка AdpA-регуляторів. Хоча функції багатьох AdpA-регуляторів 

в стрептоміцетів вивчено, їх філогенія досі не вивчалася. У цій роботі ми 

відшукали ортологів AdpA у стрептоміцетів, геноми яких були доступні в базі 

даних GenBank на момент виконання роботи (2017 рік) – знайдено 390 
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послідовностей. Ми також ідентифікували найближчі гомологи AdpA серед 

представників інших рядів класу Actinobacteria. Ортологічна група 

транскрипційних регуляторів AdpA у стрептоміцетів належить до білків 

AraC/XylS-родини, для яких характерна двохдоменна організація у складі 

GATase-1 домена (глутамінової амідотрансферази) і HTH_18 ДНК-

зв’язувального домена [28]. Рідкісний ТТА кодон модельних adpA розміщений 

між ділянками, що кодують ці два домени [70]; таке положення ТТА-кодона 

виявилося консервативним в генах ідентифікованої ортологічної групи AdpA. 

Однак, ми виявили також декілька винятків – adpA-генів в яких були додаткові 

ТТА-кодони. Зокрема, в деяких ортологів adpA додатковий ТТА-кодон 

розміщувався в ділянці, що кодує GATase-1 домен; тоді як в Streptomyces sp. 

HmicA12 додатковий ТТА-кодон було знайдено в ділянці, що кодує ДНК-

зв’язувальний домен, а в S. neyagawaensis SL-387 додатковий ТТА-кодон 

розміщувався біля стоп-кодона.  

Цікаво, що в деяких актинобактерій ми виявили гени-гомологи ділянок, що 

кодують окремі домени AdpA. У цих випадках гени, що кодують глутамінові 

амідотрансферази та HTH_18-подібні транскрипційні регулятори були 

послідовно ко-локалізовані. Подібна організація дає змогу припустити, що 

група регуляторів AraC/XylS-родини виникла в результаті злиття двох окремих 

генів, що кодували GATase-1 і НТН_18-ДНК зв’язувальні домени. 

В двохдоменній архітектурі AdpA (див. вище) GATase-1 домен, вочевидь, 

потрібний для димеризації білка, бо AdpA зв’язує свій операторний сайт у 

вигляді гомодимеру (а сам сайт зв’язування є інвертованим повтором) [66]. Ми 

спекулятивно припустили, що ДНК-зв’язувальний домен AdpA здатний 

функціонувати без димеризаційного; відсутність потреби в димеризації, в свою 

чергу, може вести до розширення репертуару зв’язування такого окремого 

домена в геномі. Щоби перевірити наше припущення, ми клонували цілі 

послідовності генів, що кодують ортологи adpA із низки модельних 

стрептоміцетів, а саме: із S. albus (=albidoflavus) J1074 (XNR_4181), 

S. ghanaensis (=viridosporus) ATCC 14672 (adpAgh), S. clavuligerus ATCC 7064 

(adpAscl), S. coelicolor А3(2) (adpAsco). Також ми клонували відповідні сегменти 
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цих генів, які кодують ДНК-зв’язувальні домени (XNR_4181_dbd, adpAgh_dbd, 

adpAscl_dbd, adpAsco_dbd). Всі перелічені вище послідовності було клоновано у 

кумат-індуцибельний вектор експресії pGCymRP21 [71] і перенесено в штам 

S. coelicolor А3(2) з нокаутом гена adpAscо – S. coelicolor M851 [70]. Цей штам 

має кондиційний «лисий» (bald, Bld) фенотип, при якому на середовищі R5 він 

не здатний до формування повітряного міцелію і споруляції. Ми очікували, що 

створені конструкти зможуть комплементувати такий фенотип у S. coelicolor 

M851. 

Геноми стрептоміцетів містять багато генів, що кодують AraC/XylS-

подібні транскрипційні регулятори; однак, із невідомих причин, лише adpA 

володіє розширеним функціоналом. Очевидно, це є результатом певних 

особливостей його ДНК-зв’язувального домену. Щоб підтвердити унікальність 

adpA, ми також клонували у плазміду pGCymRP21 ген XNR_1761, що кодує 

найближчий AraC/XylS-регулятор-гомолог XNR_4181 у геномі S. albus 

(=albidoflavus) J1074. Відповідну плазміду, pGC1761, також перенесли в 

S. coelicolor M851. XNR_1761 також належить до HTH_18-надродини 

транскрипційних регуляторів, має таку саму доменну архітектуру, що й AdpA, і 

володіє ідентичністю амінокислотної послідовності з XNR_4181 на рівні 60%. 

Враховуючи таку подібність послідовності XNR_1761 з AdpA, було цікаво 

встановити, чи здатний XNR_1761 комплементувати Bld фенотип 

S. coelicolor M851. 

Морфологія отриманих рекомбінантів була вивчена на середовищі R5. 

Штами M851 pGCymRP21
+
 не спорулювали (ознака відсутності гену adpA) на 

багатому середовищі R5 наприкінці 72 год культивування, тоді як дикий тип – 

S. coelicolor M145 – був здатний до споруляції. Введення повних генів 

XNR_4181, adpAgh, adpAscl і adpAsco відновлювало утворення спор, вказуючи на 

те, що всі ці регулятори (будучи близькими гомологами) мають когерентні 

властивості. Введення XNR_4181_dbd, adpAgh_dbd, adpAscl_dbd і adpAsco_dbd 

також відновлювало споруляцію M851. У свою чергу, введення XNR_1761 не 

змогло відновити утворення спор в M851. 
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Отже, наша вихідна гіпотеза підтвердилася: наявність GATase-1 

димеризаційного домена не є обов’язкова для функціонування AdpA, тоді як 

його найближчі гомологи не здатні комплементувати втрату цього гена. 

Отримані дані свідчать і на користь висунутого припущення про еволюційне 

походження AdpA-подібних регуляторів. 

Елементи adpA-опосередкованого регуляторного каскаду S. albus 

(=albidoflavus) J1074. J1074 відрізняється від інших стрептоміцетів 

доступністю для генно-інженерних маніпуляцій і природно-мінімізованим 

геномом (прибл. 7 млн.п.н.) [72]. Закономірно, J1074 розглядається як 

потенційний господар для гетерологічної експресії КБГ різних антибіотиків 

[73]. Варто відзначити, що описане тут дослідження здійснювалося на 

похідному J1074 – штамі SAM2 – який відрізняється від дикого типу 

видаленням псевдо-attB-сайту інтеграції φC31 [74]. 

У світлі того, що експресія більшості КБГ антибіотиків, які походять із 

стрептоміцетів, є adpA-опосередкована і лімітується трансляцією UUA кодонів, 

ми вирішили вивчити властивості гена bldA із SAM2 методом нокауту. 

Виявилося, що на відміну від інших модельних об’єктів [68], відсутність bldA 

не призводить в SAM2 до Bld фенотипу. Однак, ΔbldA штам відрізнявся від 

дикого типу за морфологією на ранніх етапах росту на деяких середовищах, а 

саме на агаризованих середовищах SFM і SMMS. Тут, після 72 год 

культивування мутант формував рідкі гіфи повітряного міцелію і нерегулярні 

спори, тоді як штам дикого типу бурхливо спорулював у цій часовій точці. 

Натомість, відсутність bldA призвела до зупинки продукції пауломіцину, 

антибіотика активного проти Грам-позитивних бактерій [75]; очевидно, 

причиною цього є наявність ТТА-кодону в гені (XNR_0585) потенційного шлях-

специфічного LuxR-подібного регулятора біосинтезу пауломіцину.  

Для того, щоб досягти функціонального стану тРНК бактерій, а зокрема і 

стрептоміцетів, піддаються різноманітним посттрансляційним модифікаціям 

[69]. Перші кроки модифікації таких тРНК як тРНКХХА, до яких належить і 

тРНК
ЛЕЙ

UAA (кодована геном bldA), є найважливішими і включають 

модифікацію залишку аденіну в положенні 37 (А37), що розмішений в 
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антикодоновій петлі на 3’-кінці антикодона ХХА (34-36) [76]. Дві послідовні 

реакції модифікації виконуються ферментами MiaA і MiaB. А37-N6-

диметилалілтрансфераза MiaA каталізує утворення N6-ізопентеніл аденозину 

[77], а N6-ізопентеніл-А37-С2-метилтіотрансфераза MiaB забезпечує утворення 

2-метилтіо-N6-ізопентеніладенозину [78]. Геном J1074 містить гени, які 

кодують MiaA і MiaB – XNR_1074 (miaA) і XNR_1078 (miaB), відповідно [79], 

даючи змогу припустити, що тРНК
ЛЕЙ

UAA (продукт bldA) піддається цим 

модифікаціям. Щоб перевірити це припущенні, ми здійснили нокаути обох 

генів; ВЕРХ аналіз екстрактів тРНК мутантів продемонстрував, що припущення 

про функції XNR_1074 і XNR_1078 виявилося правильним.  

Більш цікавим було вивчення впливу нокаутів генів miaA і miaB на 

морфологічну диференціацію та продукцію антибіотиків у SAM2. Зокрема, 

фенотип ΔmiaA мутанта нагадував фенотип ΔbldA мутанта, описаний вище. 

Натомість, морфологія ΔmiaB мутанта не відрізнялася від штаму дикого типу за 

умов вирощування на різних агаризованих середовищах. Подібною була і 

ситуація із продукцією пауломіцину: як і ΔbldA, ΔmiaA мутант майже не 

продукував цього антибіотика, тоді як продукція пауломіцину в ΔmiaB не 

відрізнялася від такої у дикого типу. Мабуть, спостережені ефекти спричинені 

тим, що модифікація тРНК
ЛЕЙ

UAA, яку забезпечує MiaA, є критичною для 

правильного розпізнавання UUA-кодону цією тРНК, і, відповідно, трансляції 

ТТА-вмісних генів. Для того, щоб перевірити це припущення, ми створили 

плазміди pSAGA і pSAGAt. В обох плазмід два алелі гена β-глюкуронідази gusA 

[42] знаходяться під контролем сильного конститутивного промотора aac(3)IVp 

(промотор гена стійкості до апраміцину [38]). При цьому, у плазміді pSAGA 

використано вихідний ген gusA, в якому є лейциновий кодон CTG, розміщений 

відразу після старт-кодону. Натомість, в pSAGAt ми замінили CTG кодон на 

ТТА, що не змінює амінокислотну послідовність білка, але впливає на 

трансляційну динаміку створеного алеля. Отримані плазміди перенесли в SAM2 

і ΔmiaA. Порівнявши β-глюкуронідазну активність отриманих рекомбінантних 

штамів, ми виявили, що вона порівнянна у SAM2 pSAGA
+
, SAM2 pSAGAt

+
 і 

ΔmiaA pSAGAt
+
, але практично відсутня в ΔmiaA pSAGAt

+
. Розвиваючи цю 
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лінію досліджень, ми спробували комплементувати фенотипи ΔmiaA за 

допомогою надекспресії алеля adpA, в якому ТТА-кодон було замінено на CTC; 

виявилося, що експресія такого алеля в ΔmiaA дійсно позитивно впливає на 

морфогенез в останнього мутанта. Ці дані засвідчують, що вихідне припущення 

є, скоріше, правильним, а немодифікована тРНК
ЛЕЙ

UAA не здатна до ефективної 

трансляції UUA-кодону. 

В підсумку, ми вивчили властивості генів adpA і bldA S. albus 

(=albidoflavus) J1074 і продемонстрували їх важливість для продукції 

антибіотиків цим штамом. Проте, adpA і bldA, схоже, не відіграють вирішальної 

ролі для морфогенезу в J1074, на відміну від інших модельних стрептоміцетів. 

Ми також описали новий компонент adpA-опосередкованого регуляторного 

каскаду J1074, продемонструвавши регуляторний вплив гена miaA, який кодує 

фермент модифікації тРНК
ЛЕЙ

UAA. 

Філогенія та властивості YtrA-подібних регуляторів. Важливою 

родиною плейотропних регуляторів продукції антибіотиків і морфогенезу 

стрептоміцетів є родина GntR [80]. Подібно до архітектури AdpA (див. вище), 

білки цієї родини складаються з N-термінального ДНК-зв’язувального HTH-

домена і С-термінального олігомеризаційного домена. GntR-родина поділяється 

на сім підродин, члени яких відрізняються за структурою С-термінального 

домена [80]. Серед цих підродин є YtrA-підродина, білки якої мають 

найкоротший олігомеризаційний домен, що складається лише із двох α-

спіралей; регулятори цієї підродини мало вивчені для актиноміцетів. 

Представники YtrA-підродини зацікавили нас, бо один із них – LndYR – є 

залученим в регуляції біосинтезу полікетидного антибіотика ландоміцину Е в 

S. globisporus 1912 [81]. Тому, ми вирішили вивчити особливості 

розповсюдження та філогенії YtrA-регуляторів в актинобактерій, а також їх 

властивості у модельного стрептоміцета S. coelicolor M145.  

Використовуючи ytrA Bacillus subtilis як запит, ми проаналізували всі 

доступні в базі даних GenBank на момент виконання роботи (2016 рік) геноми 

актинобактерій на наявність гомологів. Всього ми виявили 17 гомологів в 6 

геномах підкласу Coriobacteridae, 3 гомолога в 2 геномах підкласу 
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Rubrobacteridae і 76 гомологів в 80 геномах підкласу Actinobacteridae. 

Паразитичні актинобактерії з малими геномами не містили гомологів ytrA, як і 

високоспеціалізовані представники підкласів Acidimicrobidae і Nitriliruptoridae. 

Вивчення геномного контексту та філогенії знайдених генів показало, що ці 

гени найчастіше колокалізовані з генами АВС-транспортерів, і поділяються на 

7 клад. В модельного штаму S. coelicolor було знайдено три гени YtrA-

регуляторів, а саме SCO0823, SCO1728 і SCO3812, що належали до різних клад. 

Дослідивши мутанти S. coelicolor за генами SCO0823, SCO1728 і SCO3812, ми 

не виявили радикального впливу відсутності цих генів на продукцію 

антибіотиків та морфогенез, лише певні маргінальні зміни. Це дає нам змогу 

припустити, що YtrA-регулятори стрептоміцетів забезпечують адаптивну 

мінливість організмів до невстановлених чинників зовнішнього середовища, 

але не відіграють ключової ролі. 

У підсумку, нам вдалося оновити уявлення про розповсюдження і 

еволюцію AdpA-подібних білків; ми дослідили adpA-опосередкований каскад в 

S. albus (=albidoflavus) J1074, описавши нові його компоненти, а саме гени 

ферментів модифікації тРНК, їх роль в продукції антибіотиків та морфологічній 

диференціації. Точну роль YtrA-подібних регуляторів за наших лабораторних 

умов визначити не вдалося, хоча і делеції їх генів у S. coelicolor мали слабкий 

вплив на продукцію антибіотиків і морфологічну диференціацію; ця група 

транскрипційних регуляторів заслуговує подальшого вивчення. 

Основні результати, отримані у цьому розділі, опубліковано в [82–85]. 
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Оригінал доступний за посиланням:  

https://link.springer.com/article/10.1007/s00239-018-9834-z.  

Електронний додаток до статті доступний за посиланням: 

https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs00239-018-9834-

z/MediaObjects/239_2018_9834_MOESM1_ESM.pdf. 

https://link.springer.com/article/10.1007/s00239-018-9834-z
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs00239-018-9834-z/MediaObjects/239_2018_9834_MOESM1_ESM.pdf
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs00239-018-9834-z/MediaObjects/239_2018_9834_MOESM1_ESM.pdf
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Анотація: Білок AdpA з продуцента стрептоміцину Streptomyces griseus є 

засновником родини плейотропних регуляторів AdpA, які, як відомо, повсюдно 

присутні в геномах стрептоміцетів. Функціональні геномні підходи виявили 

величезну кількість мішеней AdpA, що дало змогу охарактеризувати регулон 

AdpA як найбільший у бактерій. Експресія adpA обмежена на рівні трансляції 

наявністю рідкісного лейцинового кодону UUA. Усі відомі властивості 

регуляторів AdpA були досліджені на кількох штамах стрептоміцетів. 

Існують відкриті питання щодо справжньої розповсюдженості та 

різноманітності AdpA серед інших таксонів актинобактерій (і не тільки), а 

також щодо можливих еволюційних процесів, які формують ортологічну групу 

AdpA у Streptomyces. В цій роботі ми демонструємо, що положення ТТА-кодона 

в генах ортологічної групи аdpA є варіабельнішим, ніж вважалося раніше. Ми 

виявили гомологів AdpA в представників багатьох рядів актинобактерій, які 

мають організацію доменів, що нагадує організацію AdpA, але існують також 

інші конфігурації. Диверсифікуючий позитивний добір був виявлений в межах 

ділянки adpA, що кодує ДНК-зв’язувальний домен (AraC) у Streptomyces. Цей 

добір, швидше за все, впливає на амінокислоти, що дають змогу AdpA 

розпізнавати вироджену операторну послідовність. Послідовність, що кодує 

передбачуваний домен глутамінової амідотрансферази (GATase-1), також 

демонструє ознаки позитивного добору. Двохдоменна організація AdpA, 

швидше за все, виникла в результаті злиття генів, що кодують окремі домени 

GATase-1 і AraC. Дійсно, виявлено, що домен AraC зберігає біологічну функцію 

за відсутності GATase-1 домена. Ми припускаємо, що регуляторна роль кодону 

TTA є результатом відносно недавньої події в еволюції AdpA, яка збіглася з 

розвитком клади Streptomycetales і в даний час знаходиться під послабленими 

селективним тиском. Запрошується подальше експериментальне дослідження 

наших висновків, яке має дати нове розуміння і перспектив еволюції AdpA-

опосередкованого регуляторного каскаду. 
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Оригінал доступний за посиланням: 

https://link.springer.com/article/10.1007/s00203-017-1389-7.  

Електронний додаток до статті доступний за посиланням: 

https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs00203-017-1389-

7/MediaObjects/203_2017_1389_MOESM1_ESM.pdf.  

https://link.springer.com/article/10.1007/s00203-017-1389-7
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs00203-017-1389-7/MediaObjects/203_2017_1389_MOESM1_ESM.pdf
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs00203-017-1389-7/MediaObjects/203_2017_1389_MOESM1_ESM.pdf
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Анотація: Streptomyces albus J1074 є одним із найпопулярніших і 

найзручніших господарів для гетерологічної експресії генних кластерів, що 

контролюють біосинтез різних природних метаболітів, таких як 

антибіотики. Це підживлює інтерес до з'ясування генетичних механізмів, які 

можуть регулювати вторинний метаболізм у J1074. В цій роботі ми 

повідомляємо про створення та дослідження мутанта J1074, із нокаутом гена 

bldA для тРНК
Leu

UAA, єдиної тРНК, здатної декодувати рідкісний лейциновий 

TTA кодон у Streptomyces. Делеція bldA в J1074 призвела до умовного Bld 

фенотипу із порушеним утворенням повітряних гіфів і спор на певних 

агаризованих середовищах. Крім того, bldA мутант J1074 не зміг продукувати 

ендогенні антибактеріальні сполуки та два гетерологічних антибіотики, 

моеноміцин і аранціаміцин, біосинтез яких контролюється TTA-вмісними 

генами. Ми використали нову репортерну систему на основі β-галактозидази, 

специфічну для кодону TTA, щоб довести, що мутант J1074 bldA має 

порушення трансляції TTA-кодону. Крім того, ми обговорили можливі причини 

відмінностей у фенотипах мутантів bldA, описаних тут і в попередніх 

дослідженнях, надаючи нову інформацію для вивчення bldA-опосередкованої 

регуляції біосинтезу антибіотиків. 
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Оригінал доступний за посиланням: 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/mmi.14266.  

Електронний додаток до статті доступний за посиланням: 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.1111%2Fmmi.1

4266&file=mmi14266-sup-0001-Supinfo.pdf.  

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/mmi.14266
https://onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.1111%2Fmmi.14266&file=mmi14266-sup-0001-Supinfo.pdf
https://onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.1111%2Fmmi.14266&file=mmi14266-sup-0001-Supinfo.pdf
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Анотація: Представники актинобактерій роду Streptomyces мають 

складний життєвий цикл і є найбільшим джерелом біоактивних вторинних 

метаболітів. Хоча морфогенез і вторинний метаболізм підлягають 

транскрипційній корегуляції, стрептоміцети використовують додатковий 

механізм для активації вищезгаданих процесів. Цей механізм заснований на 

відстроченій трансляції рідкісного лейцинового кодону UUA єдиною 

спорідненою тРНК
Leu

UAA (кодується геном bldA). Генетичний перемикач на 

основі bldA є добре вивченим прикладом регуляції трансляції у Streptomyces. 

Проте, після п’яти десятиліть з моменту відкриття bldA, деякі його 

особливості залишаються невідомими. В цій роботі ми розглядаємо гіпотезу 

про те, що посттранскрипційні модифікації тРНК відіграють роль у тРНК-

опосередкованих механізмах трансляційного контролю в Streptomyces. Зокрема, 

ми досліджуємо два гени Streptomyces albus J1074, XNR_1074 (miaA) і 

XNR_1078 (miaB), що кодують тРНК (аденозин(37)-N6)-

диметилалілтрансферазу і тРНК (N6-ізопентеніладенозин(37)-C2)-

метилтіотрансферазу, відповідно. Ці ферменти послідовно здійснюють 

гіпермодифікацію залишку A37 у більшості тРНК, що містять A36-A37. Ми 

демонструємо, що miaB і особливо miaA мутанти S. albus мають змінений 

морфогенез і вторинний метаболізм. Ми надаємо генетичні докази того, що 

дефіцит miaA впливає на трансляційний рівень експресії генів, швидше за все, 

через порушення декодування кодонів УXX і зокрема UUA. 
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Оригінал доступний за посиланням: 
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https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs12223-015-0426-7/MediaObjects/12223_2015_426_MOESM1_ESM.pdf


161 

Анотація: Транскрипційні фактори родини GntR задіяні в бактерій для 

регуляції чисельних фізіологічних та морфологічних процесів у відповідь на 

сигнали наявності факторів живлення. Кількість генів, що кодують GntR-

подібні транскрипційні фактори, у актиноміцетів є найвищою серед бактерій. 

Це відображає великі геноми актиноміцетів і складні екологічні ніші, які 

займають актиноміцети. Однак, існує мало даних про роль GntR-подібних 

регуляторів у біології актиноміцетів. В цій роботі ми проаналізували геном 

модельного стрептоміцета Streptomyces coelicolor A3(2) задля отримання 

нових даних про роль GntR-регуляторів. Всього було знайдено 56 генів, що 

кодують такі регулятори, які були класифіковані в підродини FadR, HutC, 

MocR, YtrA і DevA, відповідно до вторинної структури білків. Потім ми 

перевірили присутність ортологів цих 56 генів в 6 геномах стрептоміцетів та 

одному геномі Kitasatospora, знайшовши 12 консервативних регуляторів. 

Порівняльний геномний аналіз розповсюдження YtrA-подібних регуляторів в 

представників підкласів Сoriobacteridae, Rubrobacteridae і Actinobacteridae 

виявив послідовності 96 таких білків, кодовані в 88 геномах. Філогенетично, ці 

білки утворювали сім щільних кластерів, а їх гени були найчастіше 

колокалізованими з генами транспортерів. Ймовірні операторні сайти були 

знайдені для білків з ортологічних груп SCO0823 і SCO3812. Три гени YtrA 

регуляторів S. coelicolor (SCO0823, SCO1728, SCO3812) було проаналізовано на 

транскрипційному рівні, нокаутовано та надекспресовано. Також було вивчено 

ген SCO0824, потенційний компонент оперона SCO0823. Результати всіх цих 

експериментів подано і обговорено в статті. 
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РОЗДІЛ 4 Підходи до генно-інженерних маніпуляцій із Actinoplanes 

rectilineatus NRRL B-16090 і Streptomyces roseochromogenes NRRL 3504 

 

Публічно-доступні геноми актиноміцетів дають змогу проаналізувати 

потенціал цих бактерій до продукції цікавих вторинних метаболітів і обрати 

пріоритетних кандидатів для експериментального вивчення. У цій роботі, нашу 

увагу привернули такі організми як A. rectilineatus NRRL B-16090 і 

S. roseochromogenes NRRL 3504, в геномах яких ми знайшли потенційні КБГ 

пептидних антибіотиків. В NRRL B-16090 це був КБГ ГПА подібний до КБГ 

ристоцетину [86], а в NRRL 3504 – КБГ, подібний до КБГ депсипептидного 

антибіотика салінаміду [87]. Як перший крок до подальшого вивчення цих 

перспективних КБГ, необхідно було розробити ефективні методи генно-

інженерних маніпуляцій із NRRL B-16090 і NRRL 3504. Доступність NRRL B-

16090 для генно-інженерних маніпуляцій дотепер не вивчалася, бо штам не був 

об’єктом генетичних досліджень. NRRL 3504 же, хоча і є відомим продуцентом 

амінокумаринового антибіотика хлоробіоцину [88], був описаний як 

надзвичайно складний об’єкт для генно-інженерних маніпуляцій [89, 90]. 

Створення систем експресії генів в A. rectilineatus NRRL B-16090. 

Актинобактерії, які належать до роду Actinoplanes, унікальні тим, що формують 

спори у спорангіальних структурах [49], а також є складними об’єктами для 

генно-інженерних маніпуляцій [29]. Для того, щоб знайти оптимальні умови 

для формування спорангіїв, і, відповідно, спор, ми вивчили морфологію NRRL 

B-16090 за умов росту на різних агаризованих середовищах. За допомогою 

СЕМ ми виявили, що спорангії формуються на середовищі ISP3 за умов 

пролонгованого культивування (>240 год). Використовуючи культури, 

вирощені за таких умов, нам вдалося відпрацювати методику отримання 

концентрованих спорових суспензій, що є важливою передумовою для 

перенесення плазмід. 

Інтегративні вектори, засновані на системах інтеграції актинофагів широко 

використовуються в генетиці актиноміцетів як знаряддя для експресії генів [38]. 

Це вектори, що використовують int-attP модулі актинофагів φC31, VWB1 і 
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φBT1 [39, 91–93]. Додатково використовуються реплікативні вектори на основі 

pSG5-реплікона [41]. Ми вирішили перевірити, чи доступний NRRL B-16090 

для перенесення таких плазмід методом міжродової кон’югації з 

використанням клітин E. coli ET12567 pUZ8002
+
 як донорів, а спор NRRL B-

16090 – як клітин-реципієнтів.  

Щоби полегшити скринінг транскон’югантів, ми створили похідні 

pSET152 (система інтеграції φC31), pRT801 (система інтеграції φBT1), 

pSOK804 (система інтеграції VWB1) і pKC1139 (pSG5-реплікон) – pSAGA (див. 

Розділ 3), pRAGA1, pSoAGA2 і pKAGA1, відповідно, що б несли репортерний 

ген β-глюкуронідази gusA під контролем конститутивного промотора aac(3)IVp. 

NRRL B-16090 виявився не здатним до β-глюкуронідазної активності, тому 

отримані транскон’юганти можна було б легко верифікувати за здатністю до 

хромогенної конверсії безбарвного субстрату 5-бромо-4-хлоро-3-індоліл-β-D-

глюкуроніду в забарвлений 5,5′-дибромо-4,4′-дихлоро-індиго. 

В результаті, нам вдалося перенести в клітини NRRL B-16090 лише дві 

плазміди: pSAGA – на основі системи інтеграції фага φC31 і pKAGA1 – на 

основі pSG5 реплікона. Оптимальними умовами для кон’югаційного 

перенесення виявилося середовище SFM із додаванням 40 мМоль MgCl2, на 

якому частота перенесення pSAGA становила прибл. 10
-3

, а pKAGA1 – прибл. 

10
-5

. Плазміди на основі систем інтеграції фагів φBT1 і VWB1 в NRRL B-16090 

перенести не вдалося за жодних досліджених умов. 

Отже, плазміди на основі системи інтеграції φC31 виявилися ефективним 

знаряддям для перенесення генів у NRRL B-16090. Розвиваючи цей напрямок, 

ми вирішили перевірити активність ряду гетерологічних промоторів, щоб 

обрати найефективніший для експресії генів у NRRL B-16090. Для цього, ми 

використали такі плазміди: pSAGA, pTEGA (несе gusA під контролем 

конститутивного промотора ermEp), pGUSmoeE5script (несе gusA під контролем 

конститутивного промотора moeE5p), pGT2p (несе gusA під контролем 

конститутивного промотора tei2p, див. Розділ 8 цієї роботи) і pGCymRP21 (несе 

gusA під контролем кумат-індуцибельного промотора P21). Кількісний та 

якісний аналіз β-глюкуронідазної активності отриманих рекомбінантів дав 
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змогу визначити, що промотори aac(3)IVp, moeE5p і tei2p забезпечують сильну 

експресію гена gusA, а отже є ефективними знаряддями для надекспресії генів в 

NRRL B-16090. 

Отримані результати роблять A. rectilineatus NRRL B-16090 – 

представника т.зв. «рідкісних актиноміцетів» – доступним для генно-

інженерних маніпуляцій і спрощують подальше вивчення продукції нового 

ГПА цим штамом. 

Створення набору знарядь для маніпулювання вторинним 

метаболомом S. roseochromogenes NRRL 3504. На даний момент, для 

S. roseochromogenes NRRL 3504 описане використання лише векторів на основі 

системи інтеграції фага φC31 [94]. Володіючи послідовністю генома 

NRRL 3504 [95], ми перевірили її на наявність attB-сайтів актинофагів φC31, 

VWB1 і φBT1, які були знайдені.  

В наступному кроці ми вирішили перевірити, чи можна перенести 

плазміди на основі згаданих вище систем інтеграції і pSG5 реплікона в клітини 

NRRL 3504 за допомогою міжродової кон’югації з E. coli ET12567 pUZ8002
+
. 

Дотепер, основним методом перенесення плазмід в клітини NRRL 3504 була 

трансформація протопластів; успішна спроба міжродової кон’югації також була 

описана, однак в цьому випадку саме вегетативний міцелій штаму 

використовувався як реципієнт [94]. Обидва підходи є складними у виконанні 

та не підходять для рутинних робіт. Тому, ми вирішили використати спори 

NRRL 3504 в якості клітин-реципієнтів. Підібравши оптимальні умови для 

споруляції NRRL 3504 (вирощування на ISP3-агарі протягом 168 год), ми 

розробили методику для приготування концентрованих спорових суспензій 

NRRL 3504. Використовуючи спори як клітини-реципієнти, нам вдалося 

успішно перенести в NRRL 3504 ряд плазмід, а саме: pSAGA (система 

інтеграції φC31), pRAGA1 (система інтеграції φBT1), pSoAGA2 (система 

інтеграції VWB1) і pKAGA1 (pSG5-реплікон). Усі ці плазміди несуть 

репортерну касету aac(3)IVp-gusA, яка дала змогу виявити, що всі 

рекомбінантні штами проявляють β-глюкуронідазну активність на відміну від 

штаму дикого типу – NRRL 3504. 
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Для подальшого вивчення вторинного метаболому NRRL 3504 необхідний 

штам, не здатний до продукції хлоробіоцину. Тому, нас зацікавило, чи можна 

застосувати суїцидні плазміди для інсерційного нокауту генів в NRRL 3504 за 

один етап гомологічної рекомбінації. Для цього ми створили плазміду pKOClo 

на основі суїцидного вектора pKC1132 [38], клонувавши в нього внутрішню 

ділянку оперона cloH-I (ключовий для біосинтезу хлоробіоцину оперон). 

Використавши описаний вище протокол для міжродової кон’югації, ми 

перенесли pKOClo в NRRL 3504. Отримані рекомбінантні штами виявилися не 

здатними до продукції хлоробіоцину, що випливало із результатів тестів на 

пригнічення росту Грам-позитивної тест-культури M. luteus ATCC 4698 і 

ВЕРХ-МС. 

У Розділі 3, ми описали елементи adpA-опосередкованого регуляторного 

каскаду, а саме гени adpA i bldA. Ми перевірили, чи здатні гетерологічні гени 

adpA i bldA, отримані із модельного об’єкта S. albus (=albidoflavus) J1074, 

позитивно впливати на вторинний метаболізм NRRL 3504 на прикладі шляху 

біосинтезу хлоробіоцину. Рекомбінантні штами NRRL 3504 з надекспресіями 

генів adpA i bldA продукували прибл. в 3 і 2,5 рази більше хлоробіоцину, 

відповідно, як випливало із даних тестів на пригнічення росту M. luteus ATCC 

4698 і ВЕРХ-МС. 

В останньому кроці, ми перевірили ефективність ряду платформ для 

надекспресії генів у NRRL 3504 на прикладі надекспресії гена шлях-

специфічного регулятора біосинтезу хлоробіоцину cloG [96], а також 

надекспресії його ортолога із КБГ новобіоцину (спорідненого 

амінокумаринового антибіотика) – novG [97]. Для цього, регуляторні гени 

клонували в такі вектори: pmoeE5script (система інтеграції φC31, під контроль 

конститутивного промотора moeEp [98]); pTES (система інтеграції φC31, під 

контроль конститутивного промотора ermEp [99]); pGCymRP21 (система 

інтеграції φC31, під контроль кумат-індуцибельного промотора P21 [100]); 

pIJ6902 (система інтеграції φC31, під контроль тіострептон-індуцибельного 

промотора tipAp [101]); pOOB83e (pSG5-реплікон, під контроль 

конститутивного ermEp [102]). Всі отримані штами надпродукували 
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хлоробіоцин, демонструючи високу ефективність обраних платформ експресії. 

Найвищі показники продукції антибіотика продемонстрували рекомбінанти, які 

несли cloG і novG у складі pGCymRP21 (за умов індукції куматом), продукуючи 

в 20 і 32 рази більше хлоробіоцину, ніж вихідний NRRL 3504. В кількісному 

перерахунку це становило 169 і 239 мг/л, що є найвищим зареєстрованим в 

літературі показником продукції хлоробіоцину. 

Отримані результати значно оновлюють та розширюють інструментарій 

для генно-інженерних маніпуляцій з S. roseochromogenes NRRL 3504, 

відкриваючи шлях для подальшого вивчення цього штаму в якості продуцента 

нового депсипептидного антибіотика. 

Основні результати, отримані в цьому розділі, опубліковані в [103, 104]. 
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Оригінал доступний за посиланням: 

https://link.springer.com/article/10.1007/s13353-019-00534-7. 

Електронний додаток до статті доступний за посиланням: 

https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs13353-019-00534-

7/MediaObjects/13353_2019_534_MOESM1_ESM.docx. 

https://link.springer.com/article/10.1007/s13353-019-00534-7
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs13353-019-00534-7/MediaObjects/13353_2019_534_MOESM1_ESM.docx
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs13353-019-00534-7/MediaObjects/13353_2019_534_MOESM1_ESM.docx
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Анотація: Нагальна потреба у відкритті нових біологічно-активних 

метаболітів спонукає до вивчення нових таксонів актинобактерій шляхом 

створення відповідних інструментів для аналізу їх геному та раціональної 

генної інженерії. Одним з багатообіцяючих джерел нових біоактивних 

природних сполук є рід Actinoplanes, домівка для актинобактерій, що здатні 

утворювати спорангії і продукують багато важливих спеціалізованих 

метаболітів, таких як тейкопланін, рамопланін і акарбоза. В цій роботі ми 

описуємо розробку системи експресії генів для нового виду Actinoplanes, 

A. rectilineatus (NRRL B-16090), який є потенційним продуцентом цікавих 

антибіотиків. Визначено оптимальні умови спороутворення в A. rectilineatus 

та процедуру перенесення плазмід за допомогою міжродової кон’югації. 

Вектори на основі φC31 і pSG5 були успішно перенесені в A. rectilineatus, але 

вектори на основі φBT1 та VWB1 не були перенесені. Нарешті, 

використовуючи GusA репортерну систему, ми оцінили силу кількох 

гетерологічних промоторів для експресії генів у A. rectilineatus. 
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Оригінал доступний за посиланням: 

https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-022-11814-4. 

Електронний додаток до статті доступний за посиланням: 

https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs00253-022-11814-

4/MediaObjects/253_2022_11814_MOESM1_ESM.pdf.  

https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-022-11814-4
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs00253-022-11814-4/MediaObjects/253_2022_11814_MOESM1_ESM.pdf
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs00253-022-11814-4/MediaObjects/253_2022_11814_MOESM1_ESM.pdf
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Анотація: Streptomyces roseochromogenes NRRL 3504 найбільш відомий як 

продуцент хлоробіоцину, інгібітора реплікації ДНК із родини амінокумаринових 

антибіотиків. Цей натуральний продукт наразі привертає увагу як 

багатообіцяючий ад’ювант для спільного застосування з іншими 

антибіотиками проти Грам-негативних мультирезистентних патогенів. В цій 

роботі, ми розширюємо набір генетичних інструментів для NRRL 3504, 

демонструючи, що деякі інтегративні і реплікативні вектори, які раніше не 

використовувалися для цього штаму, можуть бути перенесені з високою 

частотою від Escherichia coli до NRRL 3504. Використовуючи такий підхід, ми 

застосували кумат-індуковану експресію шлях-специфічного регуляторного 

гена novG для збільшення титрів хлоробіоцину в 30 разів (приблизно до 200 

мг/л). Наскільки нам відомо, це найвищий опублікований рівень продукції 

хлоробіоцину. Наші результати створюють робочу основу для подальшого 

вдосконалення продукції хлоробіоцину, а також для застосування генетичних 

методів з метою подальшого висвітлення загадкового вторинного метаболому 

NRRL 3504. 
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РОЗДІЛ 5 Гени, що контролюють продукцію глікопептидних антибіотиків 

в бактерій роду Nonomuraea 

 

Nonomuraea є родом так званих «рідкісних» актиноміцетів, чий потенціал 

до продукування вторинних метаболітів досі вивчений лише поверхнево [4, 

105]. Нещодавно опубліковані повні геноми видів цього роду здебільшого дещо 

більші, ніж референсні геноми стрептоміцетів. Так, середній розмір геномів 

Nonomuraea, визначений на основі трьох доступних повних збірок [4, 106], 

становить близько 12 млн.п.н., тоді як середній розмір генома стрептоміцетів, 

обрахований на основі 251 повних збірок, доступних в GenBank, становить 8,6 

млн.п.н. Великі геноми Nonomuraea spp. несуть десятки потенційних КБГ [4, 

106, 107]. Представники роду Nonomuraea визнані доволі складними об’єктами 

для генно-інженерних маніпуляцій [43]. 

Найбільш важливим вторинним метаболітом, що походить з Nonomuraea, є 

ГПА типу IV A40926 [108], який продукується бактерією 

N. gerenzanensis ATCC 39727. A40926 структурно споріднений із іншим 

клінічно-важливим ГПА – тейкопланіном, який виділено з A. teichomyceticus 

ATCC 31121, а також з ристоцетином, виділеним з різних представників роду 

Amycolatopsis (Am. lurida NRRL 2430, Am. japonicum MG417-CF17 і 

Amycolatopsis sp. MJM2582) [86, 109, 110]. Як і тейкопланін, A40926 

продукується у вигляді суміші споріднених сполук. Основними компонентами 

комплексу A40926 є фактори A40926 B і A40926 A, що відрізняються за 

структурою бічного аліфатичного ланцюга. A40926 є попередником 

напівсинтетичного клінічного ГПА другого покоління – далбаванцину. 

Далбаванцин використовують в клініці для лікування інфекцій шкіри, 

спричинених стійкими до антибіотиків патогенами [111]. Відповідно, вивчення 

продукції А40926 та створення його надпродуцентів є важливою задачею. 

У цьому розділі ми поставили за мету розробити комплекс знарядь для 

генно-інженерних маніпуляцій із N. gerenzanensis ATCC 39727 і створити 

надпродуцентів А40926. Також, ми дослідили іншого представника роду 

Nonomuraea – N. coxensis DSM 45129 – на предмет продукції нового ГПА, 

спорідненого до А40926. 
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5.1 Нові молекулярні знаряддя для експресії генів і покращення продукції 

ГПА в представниках роду Nonomuraea 

 

Порівняння активності гетерологічних і нативних промоторів в 

бактерій роду Nonomuraea. Дотепер, системи для надекспресії генів у 

N. gerenzanensis ATCC 39727 раціонально не вивчалися; зокрема, 

використовувався загальноприйнятий для надекспресії генів у стрептоміцетів 

промотор гена стійкості до еритроміцину – ermEp. Базуючись на досвіді, 

отриманому нами для продуцента іншого ГПА – а саме для A. teichomyceticus 

ATCC 31121 – ermEp не є оптимальним вибором для надекспресії генів [29] в 

т.зв. «рідкісних» актиноміцетів. Тому, ми перевірили активність ряду нативних 

і гетерологічних промоторів в N. gerenzanensis ATCC 39727 і 

N. coxensis DSM 45129. Для цього, ми створили та перенесли в ці два штами 

набір інтегративних плазмід, що несли ген β-глюкуронідази gusA під контролем 

серії нативних і гетерологічних промоторів. У цій роботі ми успішно 

застосували частину плазмід, які були створені в Розділах 3, 4 і 8 цієї роботи. З 

огляду на те, що методи перенесення плазмід до N. coxensis DSM 45129 дотепер 

невідомі, ми розробили методику кон’югаційного перенесення плазмід до 

N. coxensis DSM 45129, використовуючи спори цього штаму як реципієнт, а 

клітини E. coli ET12567 pUZ8002
+
 як донор [112]. 

β-глюкуронідазну активність рекомбінантних штамів Nonomuraea 

оцінювали якісно на чашках з агаризованими середовищами і кількісно в 

клітинних лізатах, отриманих з міцелію, вирощеного в рідких середовищах. 

Обидва штами дикого типу N. gerenzanensis ATCC 39727 і 

N. coxensis DSM 45129 не проявляли β-глюкуронідазної активності [112]. Ми 

протестували такі гетерологічні промотори: aac(3)IVp (за допомогою плазміди 

pSAGA) – промотор гена апраміцинової ацетилтрансферази, отриманий з 

pSET152A [29]; ermEp (за допомогою плазміди pTEGA) – промотор гена 

стійкості до еритроміцину з pTES [99]; moeE5p (за допомогою плазміди 

pGUSmoeE5script) – промотор гена біосинтезу моеноміцину S. ghanaensis 

moeE5 [98]; tei2p (за допомогою плазміди pGT2p) – промотор гена стійкості до 
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тейкопланіну tei2 з A. teichomyceticus; P21p, синтетичний промотор, злитий з 

куматним оператором cmt-оперону Pseudomonas putida F1 (за допомогою 

плазміди pGCymRP21) [71]. Паралельно також перевіряли активність шести 

нативних промоторів, що належать генам домашнього господарства 

N. gerenzanensis: gyrBngp – промотор гена β-субодиниці ДНК-гірази (за 

допомогою плазміди pGBP); hrdBngp – промотор гена σ-фактора РНК-

полімерази RpoD (за допомогою плазміди pHBP); ssbngp – промотор гена білка 

зв’язування одноланцюгові ДНК (за допомогою плазміди pSBP); rpsLngp – 

промотор гена S12p рибосомного білка SSU (за допомогою плазміди pRLP); 

rpoBRngp – промотор гена β-субодиниці РНК-полімерази, стійкої до 

рифампіцину (за допомогою плазміди pRBP2); rpoBngp – промотор гена β-

субодиниці РНК-полімерази, чутливої до рифампіцину (за допомогою плазміди 

pRBP1). Рекомбінанти N. gerenzanensis pSAGA
+
 і N. coxensis pSAGA

+
, що 

несуть aac(3)IVp-gusA, демонстрували найінтенсивнішу β-глюкуронідазну 

активність, як за умов вирощування на чашках, так і в зануреній культурі. 

Натомість, у N. gerenzanensis pTEGA
+
 і N. coxensis pTEGA

+
, що несуть ermEp-

gusA, β-глюкуронідазна активність спостерігалася на низькому рівні. У штамів, 

що несуть плазміду pGCymRP21, β-глюкуронідазна активність була індукована 

додаванням 50 мкМоль кумату, що підтверджує індуцибельну експресію гена 

gusA. Однак, у N. gerenzanensis pGCymRP21
+
 базальний рівень GusA-активності 

був виявлений навіть за відсутності кумату. На відміну від цього, у N. coxensis 

pGCymRP21
+
 не було виявлено базального рівня експресії cmt-P21p-gusA. У 

підсумку, aac(3)IVp поводився як сильний промотор як у N. gerenzanensis, так і 

в N. coxensis, а активнішим за нього був лише cmt-P21p, за умов індукції 

шляхом додаванням 50 мкМоль кумату. Це робить обидві системи експресії 

потенційними кандидатами для надекспресії генів в обох досліджених штамах 

Nonomuraea [112]. 

Використання шлях-специфічних регуляторних генів для створення 

надпродуцентів А40926. Наступним кроком, ми вирішили застосувати створені 

системи експресії генів для дизайну надпродуцентів А40926 в 

N. gerenzanensis ATCC 39727 Найефективнішим існуючим способом для 
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покращення продукції важливих ГПА є маніпуляції з шлях-специфічними 

регуляторами відповідних КБГ. Їх функції вже вивчалися на продуценті 

баліміцину Am. balhimycina [113], A40926 N. gerenzanensis [25] i тейкопланіну 

A. teichomyceticus [26]. Надекспресія генів шлях-специфічних регуляторів 

біосинтезу тейкопланіну tei15*, що кодує StrR-подібний транскрипційний 

регулятор і tei16*, що кодує LuxR-подібний транскрипційний регулятор, в 

A. teichomyceticus помітно збільшувала рівень синтезу тейкопланіну [26, 114]. 

КБГ для A40926, названий dbv, містить два гени, що кодують 

транскрипційні регулятори: dbv3 і dbv4 [25]. Ген dbv3 кодує регулятор типу 

LuxR, який, однак, не є ортологічним до LuxR-регулятора з tei – Tei16*. Ген 

dbv4 кодує StrR-подібний регулятор транскрипції, який має ортологів в 

кожному КБГ ГПА. Спроба створення надпродуцентів А40926 за допомогою 

надекспресії dbv3 вже здійснювалася, але використання неоптимальної системи 

експресії і середовища вирощування не дає підстав вважати її успішною [25]. 

Оскільки aac(3)IVp було ідентифіковано як найактивніший 

конститутивний промотор для Nonomuraea spp., ми використали його для 

надекспресії регуляторних генів dbv3 і dbv4 у N. gerenzanensis ATCC 39727. 

Обидва гени були клоновані в інтегративний вектор pSET152A [29], що дало 

рекомбінантні плазміди pSAD3 і pSAD4, відповідно. Користуючись 

послідовним розташуванням генів dbv3 і dbv4, ми також клонували їх разом, 

створивши плазміду pSAD3-4. Крім того, dbv3-подібний регуляторний ген 

nocRI з N. coxensis DSM 45129 був також клонований в pSET152A, даючи 

плазміду pSAR1. Всі створені плазміди було перенесено в N. gerenzanensis 

ATCC 39727. Отримані рекомбінантні штами вирощували протягом 120 год 

паралельно з контрольним штамом, що несе pSET152A, а продукцію A40926 

вимірювали за допомогою ВЕРХ.  

Продукція A40926 у N. gerenzanensis, що містить pSET152A, досягла рівня 

в майже 250 мг/л після 120 год культивування, а всі рекомбінанти мали 

підвищений рівень продукції А40926. Продукція A40926 у N. gerenzanensis 

pSAD3
+
 і pSAR1

+
 була на рівні прибл. 500 мг/л, pSAD3-4

+
, продукував прибл. 
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550 мг/л. Найкращим продуцентом за наших умов виявився штам із 

надекспресією dbv4, який продукував більше 650 мг/л А40926 [112]. 

Порівняння динаміки росту і продукції А40926 штамами-

надпродуцентами в колбах Ерленмеєра і 3 л ферментерах. Далі ми в деталях 

вивчили динаміку росту і продукції А40926 рекомбінантними штамами. Для 

цього, штами N. gerenzanensis, що несуть плазміди pSET152A, pSAD3, pSAD4 

або pSAD3-4, паралельно вирощували протягом 192 год в промисловому 

середовищі FM2 в колбах Ерленмеєра, вивчаючи динаміку накопичення сухої 

біомаси, змін pH, споживання глюкози і продукції A40926 (кожні 24 год). Усі 

три рекомбінантні штами починали накопичувати помітну кількість A40926 

раніше, ніж контрольний штам. Продукція A40926 досягала піку після 120 год 

росту в N. gerenzanensis pSAD3
+
 (прибл. 500 мг/л) і pSAD4

+
 (майже 650 мг/л), 

тоді як у pSAD3-4
+
 максимальна продуктивність (прибл. 600 мг/л) досягалася 

на 144 год культивування. Контрольний штам продукував близько 300 мг/л 

через 144-168 год після інокуляції. Глюкоза споживалася швидше 

рекомбінантними штамами, що містять надекспресовані регуляторні гени, у 

порівнянні з контрольним; ці ж штами накопичували менше біомаси, ніж 

N. gerenzanensis pSET152A
+
. 

Також ми вивчили, як рекомбінантні штами, що надпродукують А40926, 

поводитимуть себе в ферментерах на 3 л, що містять 2 л робочого об’єму FM2. 

Виявилося, що усі штами продукували значно більше A40926 і росли краще, 

ніж у в колбі, за винятком N. gerenzanensis pSAD3
+
. Контрольний штам досягав 

піку продукції A40926 – майже 400 мг/л – через 120 год інкубування. 

Рекомбінантний штам pSAD4
+
 досягав піку продукції антибіотика – 700 мг/л – 

через 168 год. Найкращі показники щодо продукції А40926 у ферментері 

продемонстрував штам pSAD3-4
+
, який продукував максимальну кількість 

антибіотика – 800 мг/л – після 168 год культивування. Штам pSAD3
+
 слабо 

накопичував біомасу, а продукція A40926 починалася дуже пізно (після 168 год 

культивування) і ніколи не перевищувала 100 мг/л  

У підсумку, результати, отримані в цьому розділі роботи, показують 

створення і ефективне застосування нових систем експресії генів в бактерій 
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роду Nonomuraea. Окрім деяких повідомлень про генно-інженерні маніпуляції з 

продуцентом A40926 N. gerenzanensis [25, 43] і продуцентом кистаміцину 

Nonomuraea sp. ATCC 55076 [115], будь-які інші спроби розробити ефективні 

генетичні знаряддя для маніпулювання штамами Nonomuraea були відсутні. 

Тому, ми випробували набори гетерологічних і нативних промоторів (останні 

походять з генів домашнього господарства в N. gerenzanensis) як на 

N. gerenzanensis, так і на N. coxensis, ставлячи за мету відібрати найефективніші 

для надекспресії генів. Як і у випадку Actinoplanes spp. [29], найсильнішим 

гетерологічним промотором виявився aac(3)IVp, хоча деякі нативні промотори 

N. gerenzanensis, такі як hrdBngp і rpsLngp, мали еквівалентну ефективність і 

заслуговують на подальше застосування. Використавши aac(3)IVp для 

надекспресії регуляторних генів dbv3 і dbv4 з КБГ dbv і nocRI (ортолога dbv3) з 

КБГ noc в N. gerenzanensis, нам вдалося створити надпродуцентів А40926. Ми 

також ефективно застосували надекспресію генів dbv3 і dbv4 для підвищення 

продукції нового ГПА А50926 в N. coxensis DSM 45129. 

У попередній роботі [25] повідомлялося, що надекспресія dbv3 (під 

контролем тіострептон-індукованого промотору tipA* в інтегративній плазміді 

pIJ8600) у N. gerenzanensis збільшила продукцію A40926 з 13 до 27 мг/л в 

лабораторному середовищі R3. У нашій роботі ми перевірили реальний 

промисловий потенціал надекспресії не лише dbv3, але й dbv4, а також dbv3 і 

dbv4 разом, клонуючи їх під сильним конститутивним промотором aac(3)IVp, та 

вивчаючи продуктивність відповідних рекомбінантних штамів у ферментері з 

використанням промислового середовища FM2 [45]. У ферментері найкращий 

рівень продукції А40926 продемонстрував штам, що надекспресує гени dbv3 i 

dbv4 одночасно. Цей штам продукував майже 800 мг/л A40926, що вдвічі 

більше, ніж у вихідного штаму, вирощеного в тих же умовах.  

 

5.2 А50926 – новий ГПА з N. coxensis DSM 45129 

 

Характеристика нового КБГ ГПА в N. coxensis DSM 45129 і відповідного 

біосинтетичного шляху. Як вже згадувалося вище, ми знайшли потенційний 
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КБГ ГПА в N. coxensis DSM 45129. Однак, проект генома N. coxensis, 

доступний в базі даних GenBank, містив послідовність низької якості. Як 

наслідок, потенційний КБГ ГПА був фрагментований на декількох контигах, а 

деякі важливі частини КБГ і взагалі були відсутні. Тому, ми секвенували і 

повністю зібрали геном N. coxensis DSM 45129 використавши комбінацію 

HiSeq Illumina і GridION ONT. Аналіз генома за допомогою antiSMASH 5.0 

[116] виявив 26 потенційних КБГ. При цьому лише деякі з них були більше, ніж 

на 20%, подібні до вже відомих КБГ, включно з КБГ терпеноїдів, 

десферіоксаміну, полікетидів, мірубактину, акарвіостатину і ГПА.  

КБГ ГПА ми назвали noc (від Nonomuraea coxensis) і перевірили анотацію, 

отриману за допомогою antiSMASH. До складу noc входить 36 відкритих рамок 

зчитування, з яких 35 гомологічні до генів dbv (негомологічний ген кодував 

ймовірну транспозазу). Враховуючи відомості про шлях біосинтезу A40926 

[117], ми передбачили біосинтетичний шлях потенційного ГПА з N. coxensis 

DSM 45129. Набори генів, необхідних для біосинтезу непротеїногенних 

амінокислот-попередників 4-гідроксифенілгліцину (Hpg), 3,5-

дигідроксифенілгліцину (Dpg) і β-гідрокситирозину, виявилися однаковими в 

КБГ noc і dbv. НРПС, закодована у noc, мала таку саму організацію і 

специфічність аденілюючих (А)-доменів, що й НРПС dbv. Усі інші гени, 

відповідальні за етапи формування поперечних зшивок та модифікації аглікона, 

виявилися гомологічними у noc і dbv. Помітна відмінність полягала в тому, що 

noc не мав ортолога dbv29. Dbv29 є гексозооксидазою, відповідальною за 

окислення GlcN-ацильної частини A40926 [118]. Відповідно, ми передбачили, 

що шлях noc кодує біосинтез аналога А40926, який не має карбоксильної групи 

на GlcN-ацильному залишку, нагадуючи в цьому тейкопланін. 

Окрім біосинтетичних генів, noc і dbv містять аналогічний набір 

регуляторних генів. Два головних регулятори біосинтезу A40926 – LuxR-

подібний Dbv3 і StrR-подібний Dbv4 – мають ортологів кодованих в noc – 

NocRI (94.4% ідентичності амінокислотної послідовності) і NocRII (86.3% 

ідентичності амінокислотної послідовності), відповідно. Також, noc кодує 

єдиний білок стійкості до ГПА – це Noc27, близький (87,3% ідентичності 
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амінокислотної послідовності) ортолог Dbv7 (VanYn), який є D,D-

карбоксипептидазою, що формує стійкість до A40926 у N. gerenzanensis 

ATCC 39727 [119, 120]. 

Хоча біосинтетичні, регуляторні гени і гени стійкості майже однакові в dbv 

і noc, організація обох КБГ значно відрізняється. Поки що майже всі КБГ ГПА 

мають гени НРПС, розташовані на одному ланцюзі в порядку, який є 

колінеарним до порядку модулів НРПС-конвеєра. Єдиним винятком є dbv, де 

гени НРПС розміщені на різних ланцюгах і розділені іншими біосинтетичними 

генами [121]. КБГ noc, хоча й cхожий з dbv, має організацію генів НРПС типову 

для всіх інших ГПА [122].  

Ідентифікація нового ГПА з N. coxensis DSM 45129 – А50926. N. coxensis 

DSM 45129 було вперше описано в 2007 році [123], але здатність цього штаму 

до продукції антибіотиків ніколи не перевірялася. Ми вивчили ріст N. coxensis 

DSM 45129 і продукцію антибіотика на середовищах які були оптимальними 

для інших продуцентів ГПА, а саме FM2, TM1 (оптимальне для продукції 

тейкопланіну в A. teichomyceticus) [47], R5 (оптимальне для продукції 

баліміцину в Am. balhimycina) [124], середовищ VM0.1 і ISP2l. Антимікробна 

активність спостерігалася у культур, вирощених в середовищах ISP2l і TM1. 

Ми застосували D-Ala-D-Ala-афінну хроматографію для того, щоб виділити 

потенційний комплекс ГПА з продукційних культур N. coxensis DSM 45129, 

вирощених в середовищах ISP2lm і TM1m. Аналіз отриманих зразків за 

допомогою ВЕРХ-МС показав присутність сполук, що утворюють іони з m/z 

852,3 і 859,3 ([M+2H]
2+

), на 28 і 14 Да, відповідно, меншим ніж стандарт 

A40926 ([M+2H]
2+

=866,3, що відповідає A40926 B). Отриманий комплекс було 

названо А50926. Подальший аналіз за допомогою МС/МС дав змогу 

локалізувати цю відмінність від А40926 у залишку глюкозаміну. Тобто, в 

А50926 залишок GlcN-ацилу містить 6-гідроксильну групу. Це корелює з 

відсутністю гомолога dbv29 в noc, бо цей ген кодує фермент відповідальний за 

окислення C-6 гідроксильної групи GlcN-ацильного залишку в карбоксильну 

групу в біосинтезі A40926 [122]. 
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Створення штамів-надпродуцентів А50926 за допомогою надекспресії 

гетерологічних шлях-специфічних регуляторів. Виходячи з того, що 

надекспресія генів dbv4 і dbv3 мала позитивний вплив на продукцію А40926, ми 

вирішили перевірити, чи можна застосувати ці гени для покращення продукції 

А50926 у N. coxensis DSM 45129. Ми перенесли плазміди pSAD4 і pSAD3 в 

клітини N. coxensis DSM 45129 та вивчили продукцію А50926 в отриманих 

рекомбінантних штамах. Виявилося, що в продукційних середовищах ISP2lm, і 

TM1m, штами N. coxensis pSAD3
+
 і pSAD4

+
 продукували більше А50926, ніж 

дикий тип. У ISP2lm N. coxensis pSAD3
+
 досягав піку продукції антибіотика на 

192 год, продукуючи прибл. 45 мг/л, що перевищує продуктивність як дикого 

типу (прибл. 20 мг/л), так і N. coxensis pSAD4
+
 (прибл. 30 мг/л). У середовищі 

TM1m продукція антибіотика в штамі N. coxensis pSAD3
+
 була трохи вищою, 

досягаючи прибл. 50 мг/л на 192 год культивування. У той самий момент часу в 

TM1m дикий тип і N. coxensis pSAD4
+
 продукували прибл. 16 і 22 мг/л 

антибіотика, відповідно [122].  

Створення альтернативного продуцента А40926 шляхом надекспресії 

гетерологічного гена dbv29 в N. coxensis DSM 45129. Враховуючи, що 

N. gerenzanensis є єдиним відомим продуцентом А40926 – попередника 

клінічно-релевантного ГПА далбаванцину – а також те, що ми створили 

ефективні системи експресії генів в N. coxensis DSM 45129, ми вирішили 

перевірити, чи можна створити нового продуцента A40926 на основі N. coxensis 

DSM 45129. Ми припустили, що можна перетворити N. coxensis DSM 45129 на 

продуцента A40926 шляхом надекспресії гена dbv29, який кодує 

гексозооксидазу, необхідну для окислення C-6 гідроксильної групи GlcN-ацилу 

у відповідну карбонову кислоту, з N. gerenzanensis. Для цього ми клонували ген 

dbv29 в pSET152A, даючи плазміду pSAD29, яка потім була перенесена в 

N. coxensis DSM 45129. N. coxensis pSAD29
+
 вирощували в середовищі ISP2lm 

протягом 168 год, а отриманий комплекс ГПА очищали за допомогою афінної 

хроматографії з D-Ala-D-Ala.  

Аналіз за допомогою ВЕРХ-МС показав, що створений штам N. coxensis 

pSAD29
+
 здатний продукувати молекулу з ідентичним часом виходу та МС-
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спектром, як і у A40926 (спостережене значення m/z 1731,5181, розраховане для 

A40926 [M+H]
+
 m/z 1731,5107). МС/МС продукту N. coxensis pSAD29

+
 

продемонструвала, що він має фрагментаційний спектр ідентичний до 

стандарту A40926, включаючи фрагмент з m/z 358,22, що відповідає 

карбоксильованому залишку GlcN-ацилу [122]. Рівні продукції A40926 у 

N. coxensis pSAD29
+
 були порівнянними з тими, які спостерігалися для A50926 

в N. coxensis DSM 45129. Отже, хоча в наших умовах N. coxensis pSAD29
+
 і 

продукував менше A40926, ніж N. gerenzanensis дикого типу, це перший 

успішний крок до створення альтернативних продуцентів А40926 шляхом 

генної інженерії. 

У підсумку, ми ідентифікували продукцію нового ГПА, який було названо 

A50926, в N. coxensis DSM 45129. Секвенувавши геном N. coxensis DSM 45129 

нам вдалося анотувати відповідний КБГ – noc – і детально описати відповідний 

біосинтетичний шлях у порівнянні із біосинтетичним шляхом A40926. Тоді ми 

знайшли оптимальні умови для продукції ГПА в N. coxensis DSM 45129, та 

виділили цей антибіотик. Детальний МС-аналіз продемонстрував, що A50926 

відрізняється від A40926 відсутністю карбоксильної групи в GlcN-ацильному 

фрагменті, приєднаному до АА4 аглікону. Різниця в хімічній структурі між 

A50926 і A40926 виявилася пов’язаною з відсутністю ортолога dbv29 в КБГ 

A50926 – noc. Надекспресія dbv29 в N. coxensis DSM 45129 привела до 

продукції А40926. 

Результати, отримані в Розділі 5, оновлюють уявлення про представників 

роду Nonomuraea як про продуцентів ГПА і створюють передумови для 

подальшого вивчення бактерій цього роду з метою пошуку нових ГПА, а також 

використання вже відомих продуцентів ГПА для комбінаторного біосинтезу 

нових похідних.  

Основні результати цього розділу опубліковано в [112, 122].
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Оригінал доступний за посиланням: 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.00008/full. 

Електронний додаток до статті доступний за посиланням: 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.00008/full#supplementary-

material.  

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.00008/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.00008/full#supplementary-material
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.00008/full#supplementary-material
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Анотація: Секвенування геномів показало, що Nonomuraea spp. 

залишаються все ще невивченим джерелом спеціалізованих метаболітів. 

Nonomuraea gerenzanensis ATCC 39727 є найбільш вивченим видом роду, 

оскільки є продуцентом глікопептидного антибіотика (ГПА) A40926 – 

попередника клінічно-значущого антибіотика далбаванцину, схваленого FDA у 

2014 році для лікування гострих шкірних інфекцій, спричинених 

мультирезистентними Грам-позитивними збудниками. Клінічна значущість 

далбаванцину привернула увагу до вивчення механізмів біосинтезу A40926 та 

його регуляції. У цій статті ми досліджуємо, як покращити генетичний 

інструментарій для представників роду Nonomuraea, що виявилися досить 

складними об’єктами для генетичних маніпуляцій. Конструюючи вектори із 

різними промоторами, ми протестували активність 11 промоторів 

(гетерологічних і нативних) за допомогою репортерної системи GusA у 

N. gerenzanensis і Nonomuraea coxensis; цей останній вид є філогенетично 

далеким від N. gerenzanensis і також має генетичний потенціал продукувати 

A40926 або дуже схожий ГПА. Нарешті, найсильніший конститутивний 

промотор, проаналізований у цьому дослідженні, aac(3)IVp, використовувався 

для надекспресії розташованих у кластері регуляторних генів, що 

контролюють біосинтез A40926 (dbv3 і dbv4 з N. gerenzanensis і nocRI з 

N. coxensis) у N. gerenzanensis, а динаміку росту і продуктивність найкращих 

штамів оцінювали в масштабі біореактора з використанням промислового 

середовища. Надекспресія регуляторних генів привела до значного підвищення 

рівня продукції A40926 у N. gerenzanensis, забезпечивши новий, заснований на 

знаннях, підхід до покращення продуцента цього цінного ГПА. 
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Анотація: Глікопептидні антибіотики (ГПА) є препаратами останньої 

лінії захисту від мультирезистентних Грам-позитивних патогенів. Природні 

ГПА тейкопланін і ванкоміцин, а також напівсинтетичні оритаванцин, 

телаванцин і далбаванцин, наразі дозволені для клінічного використання. Хоча 

ці антибіотики залишаються ефективними, поява нових патогенів, стійких до 

них, є питанням часу. Тому важливо досліджувати природне різноманіття 

ГПА, що походять від так званих «рідкісних» актинобактерій. Тут ми 

описуємо новий продуцент ГПА – Nonomuraea coxensis DSM 45129. Його 

повністю секвенований і зібраний геном містить кластер біосинтетичних 

генів (КБГ), подібний до dbv – КБГ A40926, природного попередника 

далбаванцину. Штам продукує новий ГПА, який є аналогом A40926, у якому 

відсутня карбоксильна група у залишку N-ацилглюкозаміну. Ця структурна 

відмінність корелює з відсутністю ортолога dbv29, що кодує фермент, 

відповідальний за окислення залишку N-ацилглюкозаміну. Експресія dbv29 у 

N. coxensis веде до продукції A40926 у цьому штамі. Нарешті, ми успішно 

застосували гетерологічні регулятори транскрипції dbv3 і dbv4 для активації 

та покращення продукції A50926 у N. coxensis, що робить їх перспективними 

інструментами для скринінгу інших видів Nonomuraea. Наша робота 

висвітлює рід Nonomuraea як досі не вичерпане джерело нових ГПА. 
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РОЗДІЛ 6 Особливості порівняльної філогеноміки кластерів генів 

біосинтезу глікопептидних антибіотиків 

 

Досліджені в попередньому розділі А40926 і А50926 є типовими ГПА типу 

IV [19], що, як і представники типів І-ІІІ, активні проти Грам-позитивних 

бактерій шляхом зв’язування ліпіду ІІ. На противагу, нещодавно було виявлено, 

що ГПА типу V, такі як комплестатин [125], мають іншу мішень дії, а саме 

автолізини [126] – ферменти утилізації компонентів клітинної стінки Грам-

позитивних бактерій [127]. На відміну від ГПА інших типів, КБГ ГПА типу V 

зустрічаються майже виключно в представників роду Streptomyces [128]. 

Прототипом ГПА типу V є комплестатин – потужний інгібітор системи 

комплементу у людини [125], який також має антимікробну активність (діє на 

автолізини, див. вище). На даний момент хімічна різноманітність типу V є 

вивченою недостатньо, що спонукало нас в цьому розділі спочатку вивчити 

філогенію 17 модельних КБГ ГПА, включно із КБГ біосинтезу комплестатину 

(єдиний КБГ ГПА типу V вибірки). Для цього, ми дослідили філогенію окремих 

найконсервативніших генів, наявних в усіх 17 КБГ, а саме генів шлях-

специфічних регуляторів, генів ферментів біосинтезу амінокислот dahp, pdh, 

dpgA, hpgT, генів найконсервативніших модулів НРПС, а потім збудували 

мультилокусну філогенію всіх КБГ одночасно. В результаті, виявилося, що 

гени com є, скоріше, зовнішньою групою для всіх інших генів біосинтезу ГПА, 

даючи змогу ствердити, що КБГ ГПА типу V еволюційно відмежовані від КБГ 

ГПА типів I-IV.  

Наступним кроком, ми проаналізували 2664 геномів стрептоміцетів в 

пошуках КБГ, подібних на КБГ комплестатину, за допомогою Multi Gene Blast 

[63] та виявили такі КБГ в 53 геномах. Більше детальний аналіз дав змогу 

отримати 33 повні послідовності таких КБГ (інші виявилися просеквенованими 

лише частково). Ми створили мультилокусну філогенію 33 віднайдених КБГ і 

виявили 5 окремих клад. КБГ в межах однієї клади мали однакову генетичну 

організацію. Змоделювавши in silico біосинтетичні шляхи потенційних ГПА, 

подібних до комплестатину, які закодовані в КБГ цих 5 клад, ми виявили, що 
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КБГ деяких клад потенційно можуть кодувати біосинтез нових аналогів 

комплестатину. Зокрема, КБГ клади V кодують біосинтез комплестатину, клад 

IV і II – гіпотетичного N-малоніл-норкомплестатину, клади III – 

норкомплестатину, а клади І – N-ацетил-норкомплестатину.  

Цікаво, що в біосинтетичних генах проаналізованих КБГ було знайдено 

численні ТТА-кодони, а в промоторних ділянках деяких генів (зокрема генів 

шлях-специфічних регуляторів і НРПС) ми знайшли потенційні сайти 

зв’язування глобального позитивного регулятора AdpA. Разом, це вказує на 

ймовірність AdpA-опосередкованого контролю біосинтезу комплестатин-

подібних антибіотиків у стрептоміцетів. Ця інформація важлива у світлі даних, 

отриманих в Розділі 3. 

Отримані у цьому розділі результати вказують на стрептоміцетів як на 

джерело нових ГПА антибіотиків типу V, подібних до комплестатину, що 

заслуговують подальшого експериментального вивчення.  

Основні результати цього розділу опубліковано в [129, 130]. 
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Оригінал доступний за посиланням:  

http://utgis.org.ua/journals/index.php/Faktory/article/view/744.  
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Оригінал доступний за посиланням: 

https://utgis.org.ua/journals/index.php/Faktory/article/view/1474.  

Електронні додатки до статті доступні за посиланням: 

https://data.mendeley.com/datasets/h443z9ztz5/1. 
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РОЗДІЛ 7 Регуляція продукції антибіотиків в Streptomyces cyanogenus 

S136 – моделі активації мовчазних кластерів біосинтетичних генів 

 

У попередньому розділі ми отримали докази того, що стрептоміцети 

потенційно є багатим джерелом ГПА типу V, подібних до комплестатину. Тим 

не менше, ці антибіотики досі не були описані, даючи змогу припустити, що 

знайдені КБГ є мовчазними. КБГ актиноміцетів залишаються мовчазними із 

різних причин, зокрема через низьку або відсутню транскрипцію відповідних 

генів [110, 131]. Відповідно, необхідно вивчати підходи до активації мовчазних 

КБГ. 

У цьому розділі ми вивчали продукцію антибіотиків у 

Streptomyces cyanogenus S136, продуценті перспективного протиракового 

полікетидного антибіотика ландоміцину А [56, 132]. КБГ ландоміцину – lan – 

відомий, а особливості шлях-специфічної регуляції та механізмів його 

біосинтезу вже вивчалися [24, 133, 134]. S. cyanogenus привабив нас як модель 

вивчення мовчазних КБГ із низки причин: (1) даний штам є доступним для 

генно-інженерних маніпуляцій, він невибагливий до умов культивування та 

швидко росте; (2) попередні роботи давали певні натяки, що цей штам здатний 

продукувати певні вторинні метаболіти, крім ландоміцинів [24]; (3) нарешті, 

штам S. cyanogenus S136 дикого типу не здатний до споруляції, що може 

свідчити про зміни в глобальних регуляторних механізмах біосинтезу 

антибіотиків і морфогенезу. 

Цільовим знаряддям, роль якого для активації продукції антибіотиків у 

S. cyanogenus вивчалася, став глобальний позитивний регуляторний ген adpA. 

Він привернув нашу увагу, оскільки є присутнім в геномах багатьох 

стрептоміцетів і часто впливає на транскрипцію генів біосинтезу антибіотиків, 

як безпосередньо [98, 135, 136], так і опосередковано [67, 70, 137–140]. AdpA 

виглядає як привабливе знаряддя і в тому стосунку, що здатен зв’язувати дуже 

вироджені операторні послідовності [66] і, в такий спосіб, має величезний 

регулон [141]. Ми припустили, що надекспресія такого транскрипційного 

фактора може привести до зв’язування з численними (ймовірно, 

неспецифічними за фізіологічних умов) ділянками хромосоми, впливаючи на 



250 

експресію багатьох генів і оперонів. Тобто, надекспресія генів adpA може бути 

використана для високопродуктивної активації різних КБГ у штамах з 

невідомим геномним фоном. 

 

7.1 Секвенування та характеристика генома S. cyanogenus S136 

 

Щоби отримати уявлення, які саме КБГ несе хромосома S. cyanogenus 

S136, ми вирішили секвенувати геном цього штаму. Секвенування генома було 

здійснено за допомогою комбінації Illumina HiSeq і Oxford Nanopore 

Technologies (ONT) GridION. Отримана послідовність репрезентувала лінійну 

хромосому розміром 8773899 п.н., на якій було анотовано 7700 генів, з яких: 

7590 потенційно кодують білки, 91 ген тРНК, 1 ген тмРНК і 6 оперонів генів 

16S-5S-23S рРНК. Усереднений ГЦ склад генома становить 71,8%.  

Для того, щоб оцінити потенціал S. cyanogenus до продукції вторинних 

метаболітів ми проаналізували отриману послідовність геному за допомогою 

antiSMASH 5.0 [116]. В результаті, було ідентифіковано 41 КБГ для 

різноманітних вторинних метаболітів (включно із КБГ ландоміцину А). Цікаво, 

що геном ніс КБГ спорового пігмента – сполуки полікетидної природи, що 

інкрустує спори стрептоміцетів, хоча, як вже зазначалося, сам S. cyanogenus до 

споруляції не здатний. 

В підсумку, геном S. cyanogenus S136 має розмір, типовий для інших 

стрептоміцетів і володіє значним потенціалом до продукції різноманітних 

вторинних метаболітів, зокрема полікетидів. 

Результати цього підрозділу опубліковано в [142]. 
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Оригінал доступний за посиланням: 

https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-021-02834-4. 

Електронні додатки до статті доступні за посиланням:  

https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs13205-021-02834-

4/MediaObjects/13205_2021_2834_MOESM1_ESM.pptx. 

https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-021-02834-4
https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-021-02834-4
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs13205-021-02834-4/MediaObjects/13205_2021_2834_MOESM1_ESM.pptx
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs13205-021-02834-4/MediaObjects/13205_2021_2834_MOESM1_ESM.pptx
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Анотація: Streptomyces cyanogenus S136 є єдиним відомим продуцентом 

ландоміцину A (LaA), одного із засновників родини ароматичних ангуциклінових 

полікетидів. LaA демонструє потужні протиракові властивості, що робить 

цей природний продукт об’єктом численних хімічних і клітинно-біологічних 

досліджень. Мало відомо про потенціал штаму S136 продукувати інші 

вторинні метаболіти. Тут ми повідомляємо про повну послідовність геному 

продуцента LaA та про те, як ми використали цю послідовність для оцінки 

цього виду, його філогенетичного положення та різноманітності кластерів 

генів для біосинтезу антибіотиків. 
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7.2 Вплив гетерологічних алелів гена adpA на продукцію ландоміцину А в 

S. cyanogenus S136 

 

Володіючи послідовністю генома S. cyanogenus S136, ми ідентифікували в 

ній гени, який кодує ортолог AdpA (названий AdpAscy). Нуклеотидна 

послідовність КБГ lan містила потенційні сайти зв’язування для AdpA на 

відстані 9 п.н. від старт-кодону гена lanX (кодує ацил-КоА мутазу), а також на 

відстані 1000 і 800 п.н. від 5’-кінця гена lanI, який кодує ключовий шлях-

специфічний активатор транскрипції всіх структурних генів lan. Це дає змогу 

припустити, що експресія lan-генів може контролюватися за допомогою AdpA. 

В подальшому, ми дослідили властивості adpAscy експресувавши його в 

S. coelicolor M851 (системі, яка добре зарекомендувала себе в наших 

дослідженнях, див. Розділ 3), а також в нативному штамі. Отже, 

повнорозмірний ген adpAscy, а також його фрагмент adpAscy_dbd, який кодує 

лише ДНК-зв’язувальний домен, були надекспресовані в S. cyanogenus S136. У 

цьому експерименті ми хотіли з’ясувати, чи справляє ДНК-зв’язувальний домен 

AdpAscy якийсь вплив на морфологію та продукцію ландоміцину за відсутності 

димеризаційного домена. Створені рекомбінантні похідні S. cyanogenus S136 не 

відрізнялися від дикого типу за продукцією ландоміцину А [143].  

Відсутність впливу додаткової копії adpAscy на морфологію і продукцію 

ландоміцину А в S. cyanogenus можна пояснити двома способами. По-перше, 

AdpA дійсно може не бути активатором продукції ландоміцину, а знайдені нам 

in silico в КБГ lan операторні сайти можуть бути нерелевантними. Друге 

пояснення припускає, що AdpA може бути нефункціональним в S. cyanogenus 

S136 (що може мати сенс в контексті Bld фенотипу цього штаму) [143].  

Щоби підтвердити чи спростувати ці припущення, ми спробували 

комплементувати Bld фенотип S. coelicolor M851 за допомогою генів adpAscy і 

adpAscy_dbd. Виявилося, що Bld фенотип не комплементується у отриманих 

рекомбінантних штамів, підтверджуючи припущення, згідно з яким ген adpAscy 

кодує нефункціональний білок [143].  

Наявність кількох операторних ділянок для AdpA в КБГ lan (див. вище) 

дала змогу нам припустити, що цей транскрипційний фактор був частиною 
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регуляторної мережі біосинтезу ландоміцину А до того, як втратив свою 

функціональність. Якщо так, то гетерологічні гени adpA можуть впливати на 

морфогенез S. cyanogenus і продукцію антибіотиків. Ми вибрали набір adpA-

генів з кількох добре вивчених видів Streptomyces, зокрема S. coelicolor M145, 

S. ghanaensis (=viridosporus) ATCC 14672, S. clavuligerus ATCC 27064 і S. albus 

(=albidoflavus) J1074. Ортологи AdpA цих видів представляють різні клади 

філогенії AdpA Streptomyces. Відповідні гени було надекспресовано в 

S. cyanogenus S136 [143].  

Виявилося, що гетерологічні adpA-гени справляли позитивний вплив на 

продукцію ландоміцину А в S. cyanogenus. А саме, штами накопичували більше 

ландоміцину А на різних агаризованих середовищах. У рідкому середовищі SG 

рекомбінантні штами продукували до 250 мг/л ландоміцину А, тоді як рівень 

продукції антибіотика в штамі дикого типу був прибл. у 6 разів нижчий. У 

мінімальному середовищі ISP5l продукція ландоміцину А рекомбінантними 

штамами становила в середньому 275 мг/л, що перевищувало продукцію дикого 

типу більше ніж у 15 разів. Рекомбінантні штами не відрізнялися рівнем 

накопичення біомаси у зазначених середовищах порівняно з диким типом [143].  

Ми також виявили, що продукція ландоміцину А рекомбінантними 

штамами індукується за умов, коли дикий тип не здатний продукувати цей 

антибіотик, зокрема за умов культивування в середовищі TSB [143]. 

Беручи до уваги те, що наш аналіз in silico передбачив декілька 

операторних послідовностей для AdpA в КБГ lan, цілком ймовірно, що 

позитивний ефект надекспресії adpA опосередковується геном lanI, який кодує 

ключовий шлях-специфічний регулятор біосинтезу ландоміцину А [24]. Для 

того, щоб перевірити це припущення, ми надекспресували згадані вище алелі 

adpA в штамі S. cyanogenus, мутантному за геном lanI – S. cyanogenus ΔlanI7. 

Отримані рекомбінантні штами виявилися нездатними до продукції 

ландоміцину А за умов культивування в середовищах SG, ISP5l і TSB. Отже, 

AdpA-опосередкована індукція продукції ландоміцину А в S. cyanogenus S136 

залежить від присутності гена lanI [143].  
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Щоби чітко прослідкувати зв'язок між фенотипами та експресією генів, ми 

порівняли експресію гена lanI, а також деяких інших генів з КБГ lan (зокрема, 

lanA, lanJ і lanG), у S. cyanogenus S136 і S. cyanogenus pGM4181
+
 

(рекомбінантний штам, що надекспресує ген adpA з S. albus J1074) за 

допомогою ЗТ-ПЛР. Ми проаналізували експресію генів у культурах, 

вирощених у середовищах TSB та SG протягом 45 год. У випадку SG, lanI 

експресувався сильніше в S. cyanogenus pGM4181
+
; відповідно, експресія 

структурних генів lan була помітно вищою. За умов культивування в 

середовищі TSB, ми не виявили експресії генів lanI, lanA, lanJ, lanG у 

S. cyanogenus S136, тоді як ці гени активно експресувалися в S. cyanogenus 

pGM4181
+
 за тих же умов культивування [143]. 

Отже, отримані нами результати демонструють, що функціональні алелі 

adpA, які походять з гетерологічних господарів, є цінними знаряддями для 

підвищення рівнів продукції ландоміцину А в S. cyanogenus. Що більш 

важливо, відбувається AdpA-опосередкована активація продукції цього 

антибіотика за умов, в яких дикий типу до продукції не здатний. Це говорить на 

користь використання поточного підходу для спроб активації мовчазних КБГ. 

Основні результати цього підрозділу опубліковані в [143]. 
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Оригінал доступний за посиланням: 

https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-018-9249-1. 

Електронні додатки до статті доступні за посиланням: 

https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs00253-018-9249-

1/MediaObjects/253_2018_9249_MOESM1_ESM.pdf.  

https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-018-9249-1
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs00253-018-9249-1/MediaObjects/253_2018_9249_MOESM1_ESM.pdf
https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1007%2Fs00253-018-9249-1/MediaObjects/253_2018_9249_MOESM1_ESM.pdf
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Анотація: Streptomyces cyanogenus S136 є єдиним відомим продуцентом 

ландоміцину А (LaA), одного з найбільших глікозильованих ангуциклінових 

антибіотиків, що володіє сильними антипроліферативними властивостями. 

Зростає інтерес до з'ясування механізмів дії ландоміцинів, що, у свою чергу, 

вимагає доступу до великої кількості чистої речовини. Надпродукції LaA було 

досягнуто в минулому шляхом маніпулювання регуляторними генами, 

розташованими в кластері. Однак, інші компоненти регуляторної мережі 

біосинтезу LaA залишаються невідомими. Щоб заповнити цю прогалину, ми 

з’ясували внесок плейотропних регуляторів родини AdpA у продукцію 

ландоміцину через експресію генів adpA різного походження в S. cyanogenus 

S136. Надекспресія нативного ортолога adpA S. cyanogenus S136 не впливала на 

продукцію ландоміцину. У той же час, експресія кількох гетерологічних генів 

adpA привела до значного збільшення продукції ландоміцину за різних умов 

культивування. Отже, гетерологічні гени adpA є корисним інструментом для 

посилення або активації продукції ландоміцину S. cyanogenus. Подальші зусилля 

зосереджені на ідентифікації мутацій, які роблять S. cyanogenus AdpA 

нефункціональним. 
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7.3 Зміни вторинного метаболому S. cyanogenus S136 у відповідь на 

експресію гетерологічних алелів гена adpA 

 

Як випливає із наших результатів, в S. cyanogenus S136 ген adpAscy кодує 

нефункціональний білок, а експресія гетерологічних алелів adpA (перелічених в 

Підрозділі 7.2) активує біосинтез ландоміцину А в умовах, коли S136 зазвичай 

не продукує цей антибіотик. Також, ми спостерігали накопичення невідомої 

сполуки із темним забарвленням, яка з’являлася в S. cyanogenus ΔlanI7, де 

експресуються ці алелі. Ці спостереження спонукали нас глибше вивчити 

вторинний метаболом штамів S. cyanogenus, що несуть гетерологічний алель 

adpA з S. albus (=albidoflavus) J1074. Для цих експериментів ми використали 

згаданий вище мутант S. cyanogenus ΔlanI7, який не здатний до продукції 

ландоміцину [24]. Цей мутантний штам був обраний і для того, щоб усунути 

конкуренцію за попередники (ацил-КоА, цукри) біосинтетичного шляху 

ландоміцину А з потенційними активованими КБГ, що кодують біосинтез 

споріднених сполук (наприклад, полікетидів). Для досліджень ми використали 

штами S. cyanogenus ΔlanI7 pGM4181d
+
 (надекспресує ділянку adpA S. albus, що 

кодує ДНК-зв’язувальний домен) і ΔlanI7 pGM4181
+
. Ми культивували ці 

штами у порівнянні із диким типом на різноманітних агаризованих 

середовищах та перевіряли їх антимікробні властивості методом тестів на 

пригнічення росту тест-культур Грам-позитивних, Грам-негативних бактерій і 

дріжджових грибів. 

Виявилося, що S. cyanogenus ΔlanI7 pGM4181
+
, але не pGM4181d

+
, 

накопичує темно-коричневу сполуку при вирощуванні на середовищі TSA або в 

середовищі TSB. Ми не змогли виділити цю сполуку з культуральних 

бульйонів або агаризованого середовища звичайними розчинниками, але 

припускаємо, що це можуть бути полімери на основі тирозину – меланіни. 

Подальші дослідження виявили, що S. cyanogenus ΔlanI7 виявляє слабку 

активність проти Грам-позитивних бактерій при вирощуванні на агарі ISP5. 

Така активність була значно підвищена у S. cyanogenus ΔlanI7 pGM4181
+
 і 

pGM4181d
+
. Натомість, ні вихідний, ні рекомбінантні штами не виявили 
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активності проти E. coli. Також, експресія adpA в S. cyanogenus ΔlanI7 

викликала сильну протигрибкову активність, відсутню в контрольному штамі. 

Розвиваючи цей напрямок, ми перевірили низку агаризованих середовищ і 

виявили, що багато з них сприяють продукції невідомої протигрибкової 

сполуки і в S. cyanogenus ΔlanI7 pGM4181d
+
. Середовище YMPG сприяло 

найкращій продукції невідомої сполуки із протигрибковою активністю. 

Далі ми вирощували ΔlanI7 та його похідне pGM4181
+
 у рідкому 

середовищі YMPG і аналізували метанольні екстракти з біомаси та 

супернатанту за допомогою ВЕРХ-МС; те саме було зроблено паралельно для 

дикого типу (S136) та його похідного, що несе pGM4181. Піки ландоміцину А 

та його попередників домінували на хроматограмах екстрактів S136 і S136 

pGM4181
+
; не було виявлено якісних відмінностей між хроматограмами ВЕРХ 

цих штамів. Натомість, принаймні чотири нові мас-піки з’явилися на 

хроматограмах екстрактів ΔlanI7 pGM4181
+
. Значення m/z, що відповідають 

менш інтенсивним мас-пікам, не мали збігів у базах даних природних сполук. 

Однак, молекулярна маса найбільш помітного «активованого» іонного піку 

([M+H]
+
=708,35 Да) збігалася з молекулярною масою протигрибкового полієну 

люцензоміцину [144]. 

Ми визначили оптимальні умови для продукції люцензоміцину в 

S. cyanogenus ΔlanI7 pGM4181
+
. Для цього ми використали рідке середовище 

YMPG. Для виявлення люцензоміцину, ми екстрагували за допомогою 

метанолу зразки біомаси S. cyanogenus ΔlanI7 pGM4181
+
 зібрані на 24, 48, 72, 96 

та 120 год культивування. Отримані екстракти використовували для тестів 

пригнічення росту D. hansenii методом дифузії антибіотика із паперового диску 

в агар. Продукція протигрибкової сполуки стала помітною вже на 48 год росту 

та досягла свого піку через 72 год. Поява зон пригнічення росту D. hansenii 

навколо дисків, просякнутих метанольними екстрактами, корелювала з 

відносною інтенсивністю мас-піку 708,35 Да на хроматограмах ВЕРХ тих 

самих екстрактів. Ми не виявили жодної протигрибкової активності в 

екстрактах біомаси ΔlanI7, зібраних на ті самі часові точки культивування в 

середовищі YMPG.  
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Використовуючи оптимізовані умови для культивування S. cyanogenus 

ΔlanI7 pGM4181
+
, нам вдалося очистити прибл. 40 мг цільової протигрибкової 

сполуки з культур, вирощених в 2 л колбах Ерленмеєра із середовищем YMPG. 

Аналіз отриманої сполуки за допомогою ВЕРХ-МС і МС/МС продемонстрував 

маси (очікувана m/z [M-H]
-
 для люцензоміцину = 706,3444 Да, спостережені m/z 

[M-H]
-
=706,3447, m/z [M+H]

+
=708,3586) та фрагментаційний спектр, що 

повністю співпадає зі структурою люцензоміцину. 

Наш аналіз генома S. cyanogenus продемонстрував (див. Підрозділ 7.1), що 

один КБГ має значну подібність до КБГ полікетиду І-го типу пімарицину 

(також відомого як натаміцин) (pim) [145–147]. Оскільки люцензоміцин і 

пімарицин є структурними гомологами [148], ми припустили, що активація 

цього конкретного КБГ веде до накопичення люцензоміцину в S. cyanogenus 

ΔlanI7 pGM4181
+
 і pGM4181d

+
. Ми назвали цей КБГ lcm, а переанотована 

вручну послідовність цього КБГ була задепонована в GenBank під номером 

MW175861. Всього, ми анотували 19 ORF в межах lcm, серед яких 18 виявили 

схожість з генами, знайденими в інших КБГ полієнових антибіотиків. Ми 

скористалися наявними відомостями про біосинтез пімарицину та структурною 

подібністю між ним і люцензоміцином, щоб реконструювати біосинтетичний 

каскад для останнього. 

Щоб зрозуміти механізм AdpA-опосередкованої активації біосинтезу 

люцензоміцину, ми проаналізували транскрипцію вибраних lcm генів у штамах 

S. cyanogenus S136, S136 pGM4181
+
, ΔlanI7 і ΔlanI7 pGM4181

+
 за допомогою 

ЗТ-ПЛР. Вибрані гени кодують ГТФ-D-манозо 4,6-дегідратазу (lcm2), 

монооксигеназу (lcm6), ABC-транспортер (lcm8), холестерол оксидаза (lcm11), 

ключовий шлях-специфічний регулятор (lcmRIII) і ПКС (lcmC). Продукти цих 

генів беруть участь в різних етапах біосинтезу, регуляції та експорту 

люцензоміцину, а отже досить повно відображають експресію генів КБГ 

Спочатку ми перевірили експресію обраних lcm генів в культурах 

S. cyanogenus ΔlanI7 і S. cyanogenus ΔlanI7 pGM4181
+
, вирощених у середовищі 

YMPG протягом 72 год. lcm транскрипти були відсутніми в 

S. cyanogenus ΔlanI7, але присутніми в штамі ΔlanI7 pGM4181
+
. Далі ми 
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проаналізували біосинтез люцензоміцину та експресію lcm генів у штамів-

продуцентів ландоміцину А S. cyanogenus S136 та S136 pGM4181
+
, 

культивованих протягом 72 год у середовищі SG (оптимальному для продукції 

ландоміцину А) і YMPG (оптимальному для продукції люцензоміцину). Ми не 

виявили ознак накопичення люцензоміцину в S136 при культивуванні на 

агаризованих середовищах SG і YMPG, але слабка протигрибкова активність 

була виявлена у випадку S136 pGM4181
+
, вирощеного на YMPG. Хоча й 

продукцію люцензоміцину в культурах S136 pGM4181
+
 у SG неможливо було 

виявити за допомогою тестів пригнічення росту D. hansenii, lcm гени тут 

експресувалися.  

Коли ми кількісно визначили накопичення люцензоміцину в екстрактах 

різних штамів S. cyanogenus вирощених у рідкому YMPG за допомогою ВЕРХ-

МС, то виявилося, що сигнал люцензоміцину є ледь помітним в S136 і ΔlanI7 

(прибл. 10
3
 та 10

4
 ум.од., відповідно). У S136 pGM4181

+
 і ΔlanI7 pGM4181

+
 

інтенсивність сигналу люцензоміцину збільшилася приблизно на 2 і на 3 

порядки, відповідно, порівняно з їх батьківськими штамами.  

Отже, у дикому типі (S136) AdpA посилює експресію генів як 

люцензоміцину, так і ландоміцину А, хоча і продукція люцензоміцину 

спостерігається лише в кількостях достатніх для детекції методом ВЕРХ з мас-

спектрометрією, але не методом пригнічення росту D. hansenii. Якщо 

інактивувати шлях біосинтезу ландоміцину А (штам ΔlanI7), надекспресія adpA 

веде до інтенсивної продукції люцензоміцину. 

Наведені вище результати демонструють, що AdpA необхідний для 

експресії генів lcm і продукції люцензоміцину в S. cyanogenus. Усі описані на 

сьогоднішній день КБГ протигрибкових полієнів містять в своєму складі гени 

транскрипційних регуляторів, чиї продукти беруть участь в регуляції експресії 

генів КБГ BGC несуть гени регуляторів транскрипції [149]. КБГ pim, 

наприклад, містить два таких гени, pimR і pimM [150, 151], а КБГ ністатину 

чотири: nysRI, nysRII, nysRIII і nysRIV [40]. PimR – це великий мультидоменний 

білок, який, як відомо, має єдину мішень у КБГ pim: pimM. PimM складається з 

N-кінцевого ефекторного PAS-подібного домена та C-кінцевого LuxR-
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подібного ДНК-зв’язувального домена. PimM активує експресію структурних 

генів pim. У біосинтезі ністатину NysRI, NysRII і NysRIII є паралогами, 

коортологічними PimR, які відіграють некумулятивну роль в активації nysRIV, 

ортолога pimM [40]. Вищезгадані шлях-специфічні регулятори є вирішальними 

для біосинтезу відповідних сполук, бо нокаут відповідних генів веде до 

припинення біосинтезу полієнових антибіотиків. Кластер lcm містить три гени 

для шлях-специфічних транскрипційних регуляторів: lcmRI, lcmRII і lcmRIII. 

LcmRI є гомологом NysRIV, а LcmRII і LcmRIII є гомологами PimM та PimR.  

Щоб визначити можливі мішені AdpA, ми проаналізували кластер lcm in 

silico в пошуках потенційних сайтів зв’язування AdpA. Два суміжних сайти 

зв’язування (TGGCGGAAAC, TGGCCGATAG; p < 10
-4

) були знайдені в ділянці 

промотора гена lcmRIII. Це, разом з даними про транскрипційну активність 

генів lcm (див. вище), свідчить про те, що AdpA активує транскрипцію генів lcm 

шляхом безпосередньої активації lcmRIII. Як і у випадку біосинтезу 

пімарицину, LcmRIII повинен потім активувати транскрипцію або lcmRI, або 

lcmRII, або обох. Оскільки LcmRI і LcmRII обидва є PimM/NysRIV-подібними 

регуляторами, важко зробити висновок, який з них відповідає за активацію 

генів lcm. 

Для уточнення ролі шлях-специфічних регуляторних генів з lcm КБГ, ми 

надекспресували кожен із них індивідуально під контролем ermEp у 

S. cyanogenus ΔlanI7 і визначили рівні продукції люцензоміцину в отриманих 

штамах. Активація продукції люцензоміцину спостерігалася в рекомбінантних 

S. cyanogenus ΔlanI7 lcmRIII
+
 та lcmRII

+
, але не в S. cyanogenus ΔlanI7 lcmRI

+
. Це 

дало змогу припустити, що AdpA не має мішеней у КБГ lcm, окрім lcmRII і 

lcmRIII. Ген lcmRI, ймовірно, кодує нефункціональний паралог lcmRII.  

Якщо низький рівень продукції люцензоміцину, що спостерігався в штамі 

S136 pGM4181
+
, є наслідком паралельної надпродукції ландоміцину А, то 

надекспресія шлях-специфічних регуляторів біосинтезу люцензоміцину 

повинна би привести до накопичення останнього в штамі S136. Дійсно, після 

надекспресії lcmRIII в S136 ми змогли виявити помітну протигрибкову 

активність рекомбінантного штаму при вирощуванні на агаризованих 
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середовищах, які сприяють продукції ландоміцину А (SG) або люцензоміцину 

(YMPG), а також на середовищі TSB, несприятливому для обох біосинтетичних 

шляхів. У той же час, надекспресія lcmRIII не вплинула на продукцію 

ландоміцину А в S136. 

У підсумку, результати, отримані у цьому підрозділі, показують, що різні 

алелі гена adpA є ефективним знаряддям для активації мовчазних КБГ 

антибіотиків у S. cyanogenus S136, а, ймовірно, і в нших стрептоміцетів. 

Зокрема, нам вдалося активувати мовчазний КБГ полікетидного антибіотика 

люцензоміцину. Хоча сам антибіотик є відомим [148], наші результати вперше 

дали змогу ідентифікувати відповідний КБГ та повністю охарактеризувати 

біосинтетичний шлях люцензоміцину.  

Результати, отримані в цьому підрозділі опубліковано в [152, 153].  
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Анотація: Актинобактерії є одними з найбільш багатих джерел важливих 

для медицини та сільського господарства сполук, отриманих з їхніх кластерів 

біосинтетичних генів (КБГ) для спеціалізованих (вторинних) шляхів 

метаболізму. Геноміка засвідчує, що більшість актинобактеріальних КБГ є 

мовчазними, швидше за все, через їх низьку або нульову транскрипцію. Багато 

зусиль докладено для пошуку підходів до активації мовчазних КБГ, оскільки 

вважається, що це пожвавить відкриття нових природних продуктів. Ми 

припустили, що глобальний транскрипційний фактор AdpA, завдяки його 

сильно виродженій операторній послідовності, може бути використаний для 

підвищення експресії мовчазних КБГ. Використовуючи Streptomyces cyanogenus 

S136 як взірець, ми показали, що плазміди, які експресують або повнорозмірний 

adpA, або його ДНК-зв’язуючий домен, ведуть до значних змін у вторинному 

метаболомі. Це було очевидно із змін в накопиченні забарвлених сполук, 

біоактивності, а також у появі нових вторинних метаболітів, які виявлено за 

допомогою ВЕРХ-МС. Далі ми зосередилися на найбільш явному вторинному 

метаболіті та ідентифікували його як полієновий антибіотик люцензоміцин. 

Нарешті, ми анотували повний кластер генів для біосинтезу люцензоміцину 

(lcm), який залишався невловимим протягом п’яти десятиліть, і окреслили 

заснований на доказах сценарій його adpA-опосередкованої активації. 
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РОЗДІЛ 8 Гени стійкості до глікопептидних антибіотиків в бактерій 

 

У попередніх розділах роботи продемонстровано вивчення генетичних 

механізмів регуляції та біосинтезу різних полікетидних та пептидних 

антибіотиків. Очевидно, що найбільш важливим із практичної точки зору було 

вивчення саме глікопептидних антибіотиків (ГПА), які застосовуються в клініці 

[16]. Саме те, що ці сполуки активно застосовуються, веде до появи та 

поширення стійких штамів патогенів, а саме ентерококів та стафілококів. З 

одного боку, нагляд за поширенням стійких до ГПА штамів ведеться доволі 

прискіпливо [21, 22, 154], однак загальна картина явища залишається 

загадковою: як на рівні особливостей функціонування генів стійкості до ГПА – 

van-генів, так і на рівні глобальної філогеноміки розповсюдження та еволюції 

цих генів. Зокрема, невідомо чи відбувається корегуляції біосинтезу ГПА і 

стійкості до них у продуцентів. Прикладів повного вивчення регуляторних 

механізмів експресії генів стійкості до ГПА також недостатньо. 

У цьому завершальному розділі дисертаційної роботи ми поставили за 

мету створити детальну модель функціонування van-генів у модельного 

продуцента клінічно-важливого ГПА тейкопланіну – A. teichomyceticus, і, 

зокрема перевірити чи існує взаємозв’язок між механізмами регуляції 

біосинтезу тейкопланіну і стійкості до нього; оцінити, як розповсюджені van-

гени у актинобактерій та інших груп бактерій, і прослідкувати особливості і 

шляхи їх розповсюдження та еволюції. Також ми вивчили особливості 

розповсюдження та філогенії АВС-транспортерів, кодованих в КБГ ГПА, які 

можуть відігравати додаткову роль у формуванні стійкості. 

 

8.1 Гени стійкості до глікопептидних антибіотиків в A. teichomyceticus 

ATCC 31121 

 

Отже, відомо, що гени vanHAXRS забезпечують стійкість до ГПА у (1) 

актинобактерій, що продукують ГПА (див Розділ 1), (2) актинобактерій не здатних 

до продукції ГПА [155], (3) патогенів, стійких до ГПА [156], та (4) інших ґрунтових 

бактерій [157]. У більшості відомих випадків двокомпонентна регуляторна система 
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VanRS використовується для детекції позаклітинних ГПА [158], або, можливо, 

комплексу ГПА з ліпідом II [159] і, як наслідок, активації експресії структурних van-

генів. Патогени та актинобактерії, що не продукують ГПА, зазвичай мають 

індуцибельні van-резистентні фенотипи, оскільки конститутивна експресія van-генів 

веде до зниження загального фітнесу клітин [160, 161]. 

Фенотип стійкості до ГПА є конститутивним у продуцентів ГПА, як, 

наприклад, в продуцента баліміцину Am. balhimycina. В Am. balhimycina, ортологи 

vanHAX є основними факторами стійкості до ГПА [162, 163]. Цікаво, що гени 

vanHAX не розмішені в межах КБГ баліміцину, як це зазвичай є в інших 

актиноміцетів, що продукують ГПА, і вони не колокалізовані з ортологами vanRS 

[163]. Отже, експресія vanHAX у цього штаму позбавлена vanRS-опосередкованої 

регуляції та є конститутивною. Примітно, що Am. balhimycina також має додаткові 

механізми стійкості до ГПА, які не є van-опосередкованими [164]. Генетичні 

механізми стійкості до ГПА у інших представників роду Amycolatopsis, мабуть, 

аналогічні таким в Am. balhimycina. У представників іншого роду актиноміцетів-

продуцентів ГПА, а саме Nonomuraea, стійкість до ГПА визначається 

функціонуванням гена vanY, що кодує D-Ala-D-Ala карбоксипептидазу; гени 

vanHAXRS відсутні [45, 165, 166]. 

Модельний об’єкт третього архетипового роду (Actinoplanes) продуцентів ГПА 

– A. teichomyceticus ATCC 31121 – містить гени vanHAX (tei7-6-5) та vanRS (tei2-3) 

колокалізовані та розташовані в КБГ. На даний момент, функції цих генів вивчені 

недостатньо. Відомо, що принаймні tei7-6-5 формують один оперон, а стосовно 

сенсорної гістидинової кінази Tei3 припускається, що вона може функціонувати 

конститутивно і не потребувати ліганда для активації vanHAX [167]. 

У цьому розділі ми вирішили прояснити деякі аспекти стійкості до 

тейкопланіну в A. teichomyceticus ATCC 31121, створюючи інтегровану модель. 

Спочатку, ми перевірили транскрипційну організацію van-генів в 

A. teichomyceticus, та виявили, що tei2-3 (ортологи vanRS) транскрибуються 

спільно з tei4, який кодує потенційну дигідрофолатредуктазу [168]. Важко 

сказати, чи впливає Tei4 на стійкість до тейкопланіну. Також, було 

підтверджено, що гени tei7-6-5 (ортологи vanHAX) котранскрибуються, але tei8 
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(кодує потенційний MurF-подібний білок) становить окрему транскрипційну 

одиницю [168]. Подібно до Am. balhimycina, експресія генів tei2-3 і tei7-6-5 

виявилася конститутивною і не залежала від фази росту чи середовища 

культивування [168, 169]. Важливо, що експресія van-генів виявилася 

незалежною і від шлях-специфічного регулятора біосинтезу тейкопланіну 

Tei15* [169]. Реконструкція регуляторної ланки Tei15* → tei2-3 у S. albus 

(=albidoflavus) J1074 продемонструвала, що промотор tei2, найімовірніше, не 

залежить від регуляторного впливу Tei15* [168]. Також, промотори генів tei2-3-

4 і tei7-6-5 виявилися дуже активними в клітинах A. teichomyceticus ATCC 

31121, а для Tei2 ми in vivo показали зв’язування з tei7p [168]. 

Із літератури відомо, що в S. coelicolor A3(2) певні мутації в АТФазному 

домені VanSSc можуть надавати йому конститутивну кіназну активність [155]. 

Порівняння послідовностей Tei3 і VanSSc показує, що аналогічні точкові мутації 

також присутні в АТФ-азному домені Tei3 [167]. Зокрема, у VanSSc це заміни 

L216P і G271V [155], гомологічними сайтами до яких в Tei3 є N215 і R270. Ми 

вирішили перевірити, чи дійсно Tei3 функціонує конститутивно. Тому, ми 

реконструювали Tei3-опосередкований шлях стійкості до ГПА в гетерологічній 

системі S. coelicolor M512 і отримали in vivo докази того, що Tei3 функціонує 

як конститутивна сенсорна кіназа. Примітно, що Tei3 зміг активувати 

резистентність до тейкопланіну та A40926 у S. coelicolor, ймовірно, шляхом 

фосфорилювання неспорідненого регулятора відповіді – VanRSc [170]. 

Враховуючи те, що АТФ-азні домени Tei3 і VanSSc значно відрізняються й 

окрім згаданих вище замін, ми припускаємо, що конститутивна кіназна 

активність, скоріше, є наслідком значної еволюційної дивергенції цих білків, а 

не лише декількох замін. Експресія вкорочених варіантів tei3 та vanSSc, у яких 

відсутні сенсорні домени, продемонструвала, що окремих АТФазних доменів 

недостатньо для надання стійкості [170]. 

Найбільш важливим результатом нашої роботи було те, що сенсорний 

домен Tei3 не реагував на тейкопланін, але розпізнавав A40926: експресія 

гібридної сенсорної кінази, що несе сенсорний домен Tei3, злитий з АТФазним 

доменом VanSSc, змінила конститутивний фенотип резистентності до ГПА в 
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S. coelicolor J3200, зробивши штам чутливим до тейкопланіну та ванкоміцину, 

але стійким до A40926 [170]. Це спонукало нас зосередитися на відповідних 

відмінностях хімічної структури A40926 і тейкопланіну (наявність залишку 

GlcNAc у тейкопланіні, який відсутній в A40296), а також на можливій 

еволюції моделі глікозилювання тейкопланіну та всього tei. Реконструкція 

філогенії глікозилтрансфераз, закодованих у відомих КБГ ГПА, дала змогу нам 

побудувати можливі сценарії, що б пояснювали отримані результати. Зокрема 

виявилося, що предковий КБГ до tei, найімовірніше, кодував біосинтез дез-

GlcNAc-тейкопланіну, який структурно нагадує A40926 (що виявився 

субстратом сенсорного домена Tei3). Ми припускаємо, що Tei3 у продуценті 

дез-GlcNAc-тейкопланіну стала неіндуцибельною внаслідок випадкової мутації, 

відповідно давши КБГ простір для подальшої еволюції та структурних змін 

продукованого ГПА. Відповідно, мутації, що ведуть до неіндуцибельності Tei3, 

стали преадаптацією, яка дала змогу тейкопланіну з’явитися в його нинішній 

формі [170]. 

У підсумку, наші результати дають змогу створити доволі повну модель 

функціонування генів стійкості до ГПА в A. teichomyceticus. Вони згруповані у два 

оперони: tei2-3-4 (ортологи vanRS + ген дигідрофолат редуктази) і tei7-6-5 

(ортологи vanHAX). Експресія обох оперонів протягом всього життєвого циклу 

рівномірно забезпечена сильними і конститутивними промоторами, незалежними 

від шлях-специфічної регуляції біосинтезу тейкопланіну, а Tei2 розпізнає промотор 

tei7p. Сенсорна гістидинова кіназа Tei3 володіє конститутивною фосфорилазною 

активністю, а її сенсорний домен розпізнає не тейкопланін, а споріднений ГПА 

А40926. Важливо відмітити і декілька практично-цінних результатів, отриманих у 

цьому розділі. Зокрема, ми показали промотори tei2p і tei7p як потенційні 

інструменти для надекспресії генів в A. teichomyceticus. Іншим важливим 

результатом стало створення тест-системи на основі S. coelicolor, здатної до 

виявлення ванкоміцину в нг-діапазоні. 

Основні результати, отримані в цьому підрозділі дисертації опубліковані в 

таких роботах автора: [168–170].  
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Анотація: Тейкопланін є глікопептидним антибіотиком, що продукується 

Actinoplanes teichomyceticus. Тейкопланін застосовується для лікування 

складних випадків інфекцій, у тому числі дитячих, спричинених Грам-

позитивними патогенами. Існує постійний інтерес до вияснення генетичних 

механізмів, що детермінують продукцію тейкопланіну, оскільки це сприятиме 

створенню надпродуцентів тейкопланіну і відкриттю нових глікопептидів. В 

цій роботі ми досліджуємо транскрипційну організацію кластера 

біосинтетичних генів tei і роль розташованих у кластері регуляторних генів у 

контролі продукції тейкопланіну та стійкості до нього в A. teichomyceticus. Ми 

демонструємо, що кластер tei організований у дев'ять полігенних і дев'ять 

моногенних транскрипційних одиниць. Більшість біосинтетичних генів tei 

піддаються контролю StrR-подібним Tei15*, який, у свою чергу, регулюється 

Tei16*, регулятором типу LuxR. Експресія генів, що забезпечують стійкість до 

тейкопланіну в A. teichomyceticus, не корегулюється разом із біосинтезом 

антибіотика. Ген tei31*, який кодує ймовірний ДНК-зв’язуючий білок, не 

експресується в умовах продукції тейкопланіну, і не є необхідним для продукції. 

Нарешті, реконструкція філогенії регуляторів, кодованих глікопептидними 

кластерами, виявляє дві основні групи StrR-подібних регуляторів. Tei15* і 

близькі ортологи утворюють одну з цих клад; друга клада складається з 

ортологів Bbr і Dbv4, що керують біосинтезом баліміцину та 

тейкопланіноподібного A40926, відповідно. Крім того, Tei16* типу LuxR не 

пов’язаний з LuxR-подібним Dbv3, який контролює біосинтез A40926.  
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Анотація: Actinoplanes teichomyceticus NRRL B-16726 є єдиним відомим 

продуцентом клінічно важливого глікопептидного антибіотика тейкопланіну. 

Штам-продуцент має високу стійкість до тейкопланіну. Незважаючи на те, 

що біосинтез тейкопланіну досліджувався, більша частина нашого розуміння 

механізмів стійкості у штамі-продуценті базується на екстраполяції існуючих 

даних про стійкість до глікопептидів (опосередковану експресією генів vanRS-

vanHAX) в інших актиноміцетах і коках. Організація оперонів, які несуть 

передбачувані ортологи van в A. teichomyceticus, відрізняється від відомих 

прецедентів, що ще більше додає невизначеності щодо механізмів 

авторезистентності до тейкопланіну. В цій роботі ми визначили оперонну 

структуру генів стійкості до тейкопланіну в A. teichomyceticus. Хоча Tei15* 

необхідний для активації генів біосинтезу тейкопланіну, було показано, що 

експресія ортологів van не залежить від Tei15*. Крім того, ми показали, що 

промотор tei7, який керує експресією ортологів vanHAX, залежить від Tei2 

(VanR). Нарешті, ми демонструємо корисність промотора tei2 як нового 

інструменту для досягнення сильної конститутивної експресії в 

A. teichomyceticus. 
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Анотація: Глікопептидні антибіотики (ГПА) є одним із найуспішніших 

класів клінічних антибіотиків. ГПА інгібують біосинтез клітинної стінки у 

Грам-позитивних бактерій шляхом зв’язування ліпіду ІІ. Природні ГПА є 

продуктами різних актинобактерій, які і самі є Грам-позитивними 

бактеріями. Продуценти виробили складні механізми авторезистентності, 

щоб уникнути загибелі при продукції власних антибіотиків. Ці гени стійкості, 

скоріше за все, є первинним джерелом генів стійкості до ГПА, які поширилися 

до патогенних стафілококів та ентерококів. Механізми стійкості до ГПА в 

продуценті тейкопланіну – Actinoplanes teichomyceticus – активно вивчалися 

останніми роками, викликаючи закономірні запитання стосовно ролі сенсорної 

гістидинової кінази Tei3. У цій роботі, ми вивчаємо молекулярні властивості 

Tei3. Створення чутливої до ГПА сенсорної системи в модельному об’єкті 

Streptomyces coelicolor дало змогу продемонструвати, що Tei3 функціонує як 

неіндуцибельна кіназа, забезпечуючи високий рівень стійкості до ГПА в 

A. teichomyceticus. Експресія різних вкорочених варіантів гена tei3 в S. coelicolor 

вказала на те, що обидві трансмембранні α-спіралі Tei3 необхідні для 

нормального функціонування. Нарешті, було створено гібридний ген, який 

кодував химерний білок із сенсорним доменом Tei3 та кіназним доменом VanS. 

Неочікувано, такий химерний білок не був здатний до індукції тейкопланіном, а 

лише спорідненим ГПА A40926. Об’єднуючи ці експериментальні дані разом з 

подальшими дослідженнями in silico, ми запропонували новий сценарій для 

коеволюції генів стійкості до ГПА та генів біосинтезу тейкопланіну в 

A. teichomyceticus. 
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8.2 Особливості розповсюдження та філогенії генів стійкості до 

глікопептидних антибіотиків в представників типу Actinobacteria  

 

Як ми вже зазначали раніше, гени стійкості до ГПА зустрічаються не 

тільки в продуцентів ГПА, а й в актиноміцетів, не здатних до продукції ГПА. 

Останній випадок (наприклад S. coelicolor) завжди розглядався як виняток, і 

було незрозумілим, для чого цьому організму необхідні гени стійкості до ГПА 

[155]. Користуючись величезною кількістю доступної до аналізу інформації про 

послідовності геномів різноманітних актинобактерій, у цьому підрозділі ми 

вирішили дати оцінку поширенню та філогенії van-генів, вивчити їх 

розповсюдження і геномний контекст у представників різних рядів типу 

Actinobacteria. 

Всього ми проаналізували 7108 геномів актинобактерій і 

продемонстрували, що van-гени є поширеними у бактерій типу Actinobacteria 

(зустрічаються з частотою приблизно 13% – знайдені принаймні в 900 геномах); 

при цьому, КБГ ГПА типів I-IV – стійкість до яких забезпечують van-гени – 

було знайдено лише в 39 геномах. Наш скринінг включив геноми представників 

28 рядів типу Actinobacteria, а van-гени було знайдено у представників 22 рядів. 

Пошук був націлений на виявлення vanY- і vanHAX-подібних послідовностей, 

колокалізованих з vanRS-подібними двохкомпонентними регуляторними 

парами, з подальшим аналізом генетичного контексту знайдених генів. 

Найбільше було знайдено гомологів генів vanY, колокалізованих з vanRS, або 

розташованих поодиноко. Велика кількість і контекстна різноманітність 

вказують на тип Actinobacteria як на вихідне джерело van-генів.  

Наш порівняльний геномний аналіз бактерій з різних рядів типу 

Actinobacteria показав, що van-гени не обов’язково колокалізовані з КБГ ГПА 

типів I-IV; крім того, у більшості випадків van-гени були виявлені у 

непродуцентів ГПА, а також у продуцентів ГПА типу V. Отже, раціонально 

припустити, що van-гени, розташовані не в КБГ, існували незалежно від КБГ 

ГПА і насправді можуть вважатися ознакою преадаптації, яка потім сприяла 

поширенню КБГ ГПА серед бактерій типу Actinobacteria. Далі, van-гени, 

розташовані в КБГ ГПА, не виявилися монофілетичною групою, а це означає, 
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що різні КБГ ГПА, ймовірно, отримали ці гени з різних джерел, які походять зі 

спільного пулу van-генів актинобактерій.  

Нам видається малоймовірним, що така різноманітність van-генів у 

актинобактерій, які не продукують ГПА, необхідна їм для захисту від 

продуцентів ГПА, які є в 30 разів менш поширеними. Ми припускаємо, що van-

гени можуть мати свої природні функції у ремоделюванні клітинної стінки у 

відповідь на чинники навколишнього середовища та/або в процесі 

морфогенезу. Наприклад, VanY-подібні M15B карбоксипептидази надзвичайно 

поширені в актинобактерій, а наш філогенетичний аналіз показує, що вони 

утворюють різні еволюційні лінії; таке розповсюдження сприяє думці, що 

принаймні деякі з цих білків задіяні у ремоделюванні клітинної стінки носіїв 

протягом життєвого циклу – подібна функція, дійсно була показана для деяких 

інших D-Ala-D-Ala карбоксипептидаз [171]. На користь такій ідеї свідчить 

знайдений в Micromonosporales потенційний оперон, що складається з генів 

PALP-подібної серинової/ треонінової дегідратази, Ddl-лігази та VanX-подібної 

дипептидази, колокалізованих з vanRS-подібною регуляторною парою. Така 

організація, можливо, забезпечує якийсь альтернативний механізм 

ремоделювання попередників пептидоглікану, який нагадує введення кінців D-

Ala-D-Ser дипептидів у клітинну стінку деяких ентерококів [172]. Цей випадок 

дійсно заслуговує подальшого експериментального дослідження. 

У підсумку, наші результати зображують актинобактерій як резервуар, в 

якому міститься дуже багато потенційних генів стійкості до ГПА, які рано чи 

пізно можуть передатися патогенним мікроорганізмам та посприяти 

поширенню лікарської резистентності.  

Отримані в цьому підрозділі результати опубліковано в [173]. 
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Оригінал доступний за посиланням: 

https://www.mdpi.com/2079-6382/10/12/1533. 

Електронні додатки до статті доступні за посиланням: 

https://www.mdpi.com/article/10.3390/antibiotics10121533/s1.  

https://www.mdpi.com/2079-6382/10/12/1533
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Анотація: Поширення резистентності до протимікробних препаратів 

створює виклик глобальній системі охорони здоров’я, роблячи багато раніше 

успішних класів антибіотиків неефективними. На жаль, цей перелік також 

включає глікопептидні антибіотики (ГПА), такі як ванкоміцин і тейкопланін, 

які наразі вважаються препаратами вибору. Виникнення резистентності до 

ГПА загрожує обмежити клінічне використання цього класу антибіотиків – 

нашої останньої лінії захисту від мультирезистентних (МЛР) Грам-

позитивних патогенів. Широко визнано, що детермінанти резистентності до 

ГПА – van-гени– могли походити від продуцентів ГПА, таких як ґрунтові Грам-

позитивні актинобактерії, де використовуються для самозахисту. У поточній 

роботі ми здійснюємо комплексне біоінформатичне дослідження поширення 

та філогенії детермінантів стійкості до ГПА в межах типу Actinobacteria. 

Цікаво, що van-подібні гени (vlg) були розподілені в різних порядків 

актинобактерій, і не лише серед тих, що продукують ГПА, але й у не-

продуцентів: більше 10% проаналізованих геномів актинобактерій містили 

один або кілька vlg, тоді як менше 1% мали кластери біосинтетичних генів 

ГПА. За допомогою ряду філогенетичних реконструкцій наші результати 

показують коеволюцію різних vlg, вказуючи на те, що найбільш 

розповсюдженими є ті, які кодують карбоксипептидази типу VanY і які 

знайдені поодиноко або поруч з регуляторною парою vanS/R. 
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8.3 Особливості філогенії АВС-транспортерів, кодованих в кластерах 

біосинтетичних генів пептидних антибіотиків 

 

Важливим компонентом КБГ ГПА та подібних антибіотиків є гени 

трансмембранних експортерів. Їх продукти щонайперше задіяні у експорті 

антибіотиків. Цілком ймовірно, це не єдина їх функція: КБГ інших пептидних 

антибіотиків також кодують експортери, що часто відіграють роль у 

формуванні резистентності продуцента до власного продукту, як наприклад для 

випадку лантибіотика нізину [174]. На жаль, цей аспект до сьогодні не 

розглядався для продуцентів ГПА. Схоже, що гени експортерів присутні в усіх 

секвенованих КБГ ГПА [175]. Однак, на даний момент лише Tba з КБГ 

баліміцину в Am. balhimycina DSM 5908 [176]. З’ясовано, що нокаут гена tba 

веде до зниження позаклітинної концентрації баліміцину, але до підвищення 

його внутрішньоклітинної концентрації; вплив нокаута на стійкість до ГПА не 

вивчався [176].  

У цьому підрозділі ми вирішили проаналізувати розповсюдження та 

особливості філогенії АВС-транспортерів кодованих в КБГ ГПА і споріднених 

пептидних антибіотиків, таких як рамопланін чи фегліміцин, а також 

потенційних КБГ, виявлених в ході скринінгу, представленому в попередньому 

підрозділі 7.2. Всього ми проаналізували 102 КБГ ГПА та споріднених 

пептидів, та виявили ортологи tba у 95 із них; інші, очевидно, також містять 

ортологи tba, але їх неможливо було ідентифікувати через погану якість 

нуклеотидних послідовностей. На наш подив, послідовності всіх відповідних 

білків виявилися дуже консервативними, незалежно від структурного 

різноманіття сполук, в експорті яких вони ймовірно задіяні. Також, всі ці білки 

мали монофілетичне походження. Схоже, що досліджені АВС-транспортери є 

доволі універсальними та здатні експортувати різні пептидні антибіотики 

незалежно від їх структури.  

Отримані в цьому підрозділі результати є основою для подальшого 

експериментального вивчення цих транспортерів, зокрема їх потенційної ролі в 

формуванні стійкості до ГПА.  

Результати підрозділу опубліковано в [177].
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Оригінал доступний за посиланням: 
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Електронні додатки до статті доступні за посиланням: 
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8.4 Розповсюдження van-генів за межами типу Actinobacteria 

 

Результати нашого філогеномного аналізу розповсюдження van-генів серед 

актинобактерій (викладені у підрозділі 8.2) доволі безальтернативно вказують 

на цей таксон як на вихідне джерело детермінантів стійкості до ГПА.  

Вивчення поширення van-генів серед умовно-патогенних мікроорганізмів, 

таких як ентерококи або стафілококи, є актуальною темою через їх клінічну 

значимість [22, 178–197]. З іншого боку, передача vanHAXRS генів до 

нейтральних ґрунтових бактерій з низьким ГЦ-вмістом на сьогодні 

досліджувалася недостатньо, хоча саме вони, найімовірніше, служать мостом 

для поширення van-генів від актинобактерій до небезпечних патогенів. 

Зокрема, в літературі існують повідомлення про поширення van-генів серед 

двох класів ґрунтових Грам-позитивних бактерій, а саме класів Bacilli і 

Clostridia [154, 157, 198–200], на додачу до актиноміцетів. Загалом, гени 

vanHAXRS знаходили в штамах стафілококів і ентерококів, деяких інших 

бактерій із класу Bacilli, а також зрідка в клостридій (напр. Clostridioides 

difficile AI0499). У багатьох випадках van-гени колокалізовувалися з генами 

МГЕ: транспозонів і плазмід, які, ймовірно, сприяють розповсюдженню. У 

цьому підрозділі ми вирішили детально дослідити як і наскільки van-гени 

розповсюджені за межами типу Actinobacteria. Ми перевірили загальнодоступні 

бази даних геномних послідовностей в пошуках генів vanHAXRS. 

Наш скринінг виявив присутність vanHAXRS та споріднених генів у 

чотирьох класах Грам-позитивних бактерій за межами типу Actinobacteria, а 

саме в класах Bacilli, Clostridia, Erysipelotrichia та Ktedonobacteria, а також в 

одному класі Грам-негативних бактерій – Anaerolineae, усі належать до надтипу 

Terrabacteria [201]. Наскільки нам відомо, van-гени раніше не описували в 

представників останніх трьох класів. Щоб інтегрувати та інтерпретувати цю 

інформацію, ми створили надійне філогенетичне дерево, що представляло б 

еволюційні взаємозв’язки Van білків, кодованих різними класами бактерій і 

перевірили, чи корелює генетичний контекст van-генів (тобто колокалізація 

генів, пов’язаних з МГЕ) з їх філогенією.  
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Аналіз філогенії виявив нещодавню подію ГГТ, яка привела до передачі 

van-генів від актинобактерій до представників класу Ktedonobacteria та деяких 

бактерій класу Clostridia. Відповідні білки не сильно відрізнялися від 

актинобактеріальних і були знайдені глибоко в коровій кладі Actinobacteria. 

Більшість із цих ктедонобактерій та клостридій були виділені з ґрунтових 

біотопів [202], що уможливлює їхнє співіснування з актинобактеріями – 

джерелом van-генів.  

Драйвери цієї події ГГТ не вдалося встановити, хоча ми виявили, що 

численні гени транспозаз і резолваз/рекомбіназ/інтеграз були колокалізовані з 

van-локусами у цих Ktedonobacteria і Clostridia spp. Можливо, тут ми 

спостерігаємо певну «ерозію» геномного ландшафту навколо van-генів, коли 

гени МГЕ втрачалися після ГГТ події, унеможливлюючи їх ідентифікацію на 

даний момент. Проте, IS-елементи таки могли відіграти певну роль в 

перенесенні van-генів до ктедонобактерій, бо ці мікроорганізми мають 

вражаючу кількість генів IS-транспозаз та інтактних IS-елементів поруч із van-

генами. Примітно, що van-локуси Ktedonobacteria spp. піддалися цікавим 

модифікаціям: в усіх випадках гени, що кодують VanX, були втрачені, тоді як 

нові гени пептидаз різних типів були набуті. Згідно з нашими результатами, 

принаймні деякі з цих генів пептидаз були набуті як гени-пасажири IS-

елементів. Ктедонобактерії мають спосіб життя подібний до актиноміцетного 

[202]. Відповідно, ці мікроорганізми могли рекрутувати van-гени для захисту 

від продуцентів ГПА (з якими вони ділять біотопи), авторезистентності до 

якихось ендогенних метаболітів або для ремоделювання клітинної стінки в 

процесі морфогенезу. Кейс van-генів в ктедонобактерій є найцікавішим та 

вимагає подальшого експериментального вивчення. 

Окрім глибоко вкорінених в корову кладу Actinobacteria послідовностей 

VanHA, консенсусне дерево мало п’ять чітко визначених клад. Ми 

інтерпретували філогенію Van-білків виходячи із двох припущень: (1) кожна з 

цих п’яти клад виникла в результаті однієї події ГГТ від Actinobacteria; (2) 

базальні таксони кожної клади є вихідними точками, куди van-локуси були 
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передані первинною подією ГГТ, а далі поширилися до інших таксонів клади. 

Це дало змогу створити сценарій розповсюдження van-генів.  

Зокрема, у кладі (I) первинна подія ГГТ, ймовірно, перенесла van-локуси 

до деяких клостридій. Клада (II) є ілюстрацією кількох інших подій ГГТ на 

додаток до первинної. Більшість таксонів цієї клади належить до класу Bacilli. 

Послідовності, що знайдені в бактерії класу Anaerolineae розташовувалися 

далеко від основи клади (II), даючи змогу інтерпретувати це як доказ події ГГТ, 

яка перенесла van-гени від Bacilli spp. до Anaerolineae. Останній клас є Грам-

негативними бактеріями [203], носії van-генів серед яких раніше не 

документувалися. Той самий сценарій справедливий також для двох Clostridia 

spp., знайдених в кладі (II). Принаймні в одному таксоні клади (II) van-локуси 

виявилися на плазміді, даючи змогу припустити, що носій, який переніс van-

гени до клади (II), міг бути плазмідою. 

Усі таксони, що утворюють кладу (III), належать до Clostridia spp. за 

винятком одного. Винятками є послідовності VanHA, що знайдені в 

представника класу Erysipelotrichia, які були вкорінені глибоко в кладі (III). 

Така топологія, швидше за все, вказує на те, що Erysipelotrichia отримали van-

локуси від деяких Clostridia spp. в результаті додаткової події ГГТ. Важливо 

також відзначити, що van-локуси в базальному таксоні клади (III) розташовані 

поруч із ділянкою деградованого профага. Отже, саме фаги могли перенести 

van-гени до організмів клади (III).  

Клада (IV) складалася з послідовностей VanHA, що походять із класів 

Bacilli, Erysipelotrichia, Clostridia і типу Actinobacteria. Базальна гілка дерева 

була представлена послідовностями з бактерій, виділених із ґрунту [204] та 

стічних вод [205], відповідно. Ніякі гени, пов'язані з МГЕ, не супроводжували 

van-локуси у цих організмів. Однак у всіх інших таксонах клади (III) van-гени 

були знайдені у складі Tn1549-подібних транспозонів. 

На відміну від усіх інших клад, клада (V) складалася виключно з Bacilli 

spp. Базальні таксони клади (V) були переважно мешканцями ґрунту і не 

демонстрували жодних чітких повторюваних патернів у пов’язаних з МГЕ 

генах, колокалізованих спільно з van-локусами. Наше найбільше зацікавлення 
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викликала субклада (V’), яка складалася переважно з послідовностей VanHA, 

закодованих на плазмідах, що несуть Tn1546-подібні транспозони з різних 

клінічних ізолятів стафілококів і ентерококів. Базальною гілкою субклади (V’) є 

послідовності VanHA з клінічного ізоляту умовно-патогенної бактерії B. 

circulans VR0709, що живе в ґрунті [200]. Загалом така топологія клади (V) 

свідчить про те, що невідомий носій переніс van-локуси до B. circulans VR0709 

із генофонду, який існує в базальних таксонах клади (V). Як наслідок, плазміда, 

що містить Tn1546, мобілізувала van-локуси з B. circulans VR0709 і 

опосередкувала подальше їх розповсюдження в нозокоміальних середовищах 

серед стафілококів і ентерококів. Це останнє спостереження фактично 

підтверджує попередній висновок, зроблений на основі філогенетичного 

аналізу, проведеного більше десяти років тому на менш розширеній вибірці 

доступних послідовностей van генів [206].  

Наші результати переконливо демонструють, що van-гени з бактерій типу 

Actinobacteria є цікавою та розповсюдженою частиною мобілому Terrabacteria. 

Перенесення van-генів є активним процесом, який іде в реальному часі. Це 

демонструють результати нашого філогенетичного аналізу стосовно 

ктедонобактерій. van-гени переносяться різними носіями з одного таксону 

бактерій до іншого, і назад, створюючи складну мережу послідовних подій 

ГГТ. Бактерії з класів Bacilli і Clostridia, схоже, служать джерелом van-генів для 

представників класів Anaerolineae і Erysipelotrichia. В підсумку, наші 

результати створюють загальну картину розповсюдження van генів та 

намічають шляхи до подальшого експериментального вивчення цієї проблеми. 

Результати цього підрозділу опубліковано в [207]. 
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Анотація: Клінічно-значущі глікопептидні антибіотики залишаються 

одним з найуспішніших класів природних антибактеріальних засобів. Цей успіх, 

однак, знаходиться під загрозою через поширення генів стійкості до 

глікопептидів, також відомих як van-гени. Важливо простежити та 

зрозуміти можливі шляхи поширення van-генів. У поточній роботі ми 

представляємо комплексний біоінформатичний аналіз, спрямований на 

відстеження van-генів за межами типу Actinobacteria – найбільш вірогідного 

природного резервуару van-генів. Ми демонструємо, що два додаткових класи 

Грам-позитивних бактерій, Erysipelotrichia і Ktedonobacteria, а також один 

клас Грам-негативних бактерій, Anaerolineae, несуть van-гени. Крім того, ми 

демонструємо, що різні нові роди, які належать до класів Clostridia та Bacilli, 

також несуть van-гени. Більшість виявлених van-локусів колокалізовані з 

генами транспозаз різних типів. Нарешті, ми пропонуємо заснований на 

філогенії сценарій поширення van-генів, розкриваючи мережу послідовних подій 

горизонтального переносу генів, що зв’язують тип Actinobacteria з п’ятьма 

іншими класами бактерій, які несуть van-гени. 
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Висновки 

 

Отримані в роботі результати дозволяють вирішувати нагальні проблеми 

пошуку і створення антибіотиків нового покоління та нових механізмів 

генетичної детермінації синтезу антибіотиків. У результаті проведеної роботи 

за допомогою методів молекулярної генетики, геноміки і біоінформатики 

встановлено взаємозв’язки між організацією і експресією структурних генів, 

генів плейотропних і шлях-специфічних регуляторів, та біосинтезом 

антибіотиків. На підставі глобального філогеномного аналізу геномів бактерій, 

доступних в базі даних GenBank, встановлено закономірності поширення і 

еволюції генів стійкості до глікопептидних антибіотиків. Розроблено підходи 

до активації мовчазного вторинного метаболому актиноміцетів із 

використанням генів плейотропних регуляторів. Оптимізовано методи 

перенесення плазмідної ДНК і надекспресії генів у актиноміцетів-продуцентів 

пептидних і полікетидних антибіотиків. В ході роботи отримано 

надпродуцентів клінічно-важливого антибіотика А40926, перспективного 

протиракового антибіотика ландоміцину А, а також відкрито новий 

глікопептидний антибіотик.  

1. Представників ортологічної групи AdpA-регуляторів знайдено в 91 

геномі стрептоміцетів, вказуючи на важливість відповідних генів для біології 

цих бактерій. Двох-доменна архітектура AdpA, ймовірно, постала внаслідок 

злиття двох окремих генів, кожен із яких кодував білок із функціями окремих 

доменів: GATase-1-подібного N-термінального і ДНК-зв’язувального доменів. 

Експресія окремого ДНК-зв’язувального домена AdpA здатна комплементувати 

відсутність повного білка.  

2. У S. albus (=albidoflavus) J1074 відсутність гена bldA (і як наслідок 

правильної експресії adpA) сповільнює морфологічну диференціацію і 

призводить до зменшення продукції вторинних метаболітів. тРНК
ЛЕЙ

UAA 

(кодована bldA) в процесі дозрівання модифікується ферментами MiaA і MiaB, 

гени яких є описаними вперше компонентами adpA-опосередкованого 

регуляторного каскаду. 
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3. Плазміди на основі систем інтеграції фагів φС31, φBT1, VWB1, і pSG5-

реплікона можна із високою частотою переносити в клітини A. rectilineatus 

NRRL B-16090, S. roseochromogenes NRRL 3504, N. coxensis DSM 45129, за 

допомогою кон’югації з E. coli, використовуючи спори цих штамів 

актиноміцетів як реципієнти. Гетерологічні промотори aac(3)IVp, moeE5p і tei2p 

є ефективними знаряддями для надекспресії генів в NRRL B-16090. Вектор 

pGCymRP21 є ефективною платформою для експресії генів в NRRL 3504: 

надекспресія генів шлях-специфічних регуляторів хлоробіоцину і новобіоцину 

із використанням pGCymRP21 привела до збільшення рівня продукції 

хлоробіоцину. 

4. У продуцента глікопептидного антибіотика А40926 

N. gerenzanensis ATCC 39727 найактивнішим конститутивним промотором є 

aac(3)IVp. Надекспресія генів шлях-специфічних регуляторів біосинтезу 

А40926 dbv3 і dbv4 за допомогою aac(3)IVp веде до зростання продукції А40926 

рекомбінантними штамами. 

5. Секвеновано геном N. coxensis DSM 45129. Цей штам здатний до 

продукції досі не описаного глікопептидного антибіотика, названого А50926; 

відповідний кластер генів біосинтезу – названий noc – анотовано і 

охарактеризовано. А50926 подібний за структурою до А40926, однак містить 

некарбоксильований GlcN-ацильний залишок, приєднаний до 4 амінокислоти 

аглікона. Гетерологічні регулятори dbv3 і dbv4 збільшують рівень продукції 

А50926, а експресія гена гексозооксидази dbv29 веде до продукції А40926 в 

DSM 45129. 

6. Кластери біосинтетичних генів, подібні до кластера генів біосинтезу 

глікопептидного антибіотика типу V комплестатину поширені в стрептоміцетів 

і можуть кодувати біосинтез норкомплестатину, N-малоніл-норкомплестатину і 

N-ацетил-норкомплестатину. 

7. Секвеновано геном продуцента ландоміцину А S. cyanogenus S136. adpA 

алель S136 нефункціональний, тоді як експресія гетерологічних алелів adpA 

веде до багатократного зростання продукції ландоміцину А в S136. Експресія 

гетерологічних алелів adpA веде до активації біосинтезу полієнового 
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полікетиду люцензоміцину, а його КБГ – названий lcm – описано і 

охарактеризовано. Активація lcm опосередкована активністю генів шлях-

специфічних регуляторів lcmRII і lcmRIII. 

8. Вивчено механізми стійкості до тейкопланіну в продуцента 

A. teichomyceticus ATCC 31121. Висока стійкість ATCC 31121 до власного 

продукту забезпечена комбінацією факторів: конститутивною експресією 

оперонів стійкості tei7-6-5 і tei2-3, незалежною від шлях-специфічної регуляції 

біосинтезу тейкопланіну; високою активністю промоторів tei2p і tei7p; 

конститутивною фосфорилазною активністю Tei3. Сенсорний домен Tei3 не 

здатний розпізнавати тейкопланін, але реагує на споріднений ГПА А40926. 

9. Гени стійкості до ГПА – van-гени – поширені в актинобактерій, які є їх 

природним резервуаром. Аналіз філогенії і розповсюдження van-генів 

актинобактерій демонструє, що присутність цих генів не корелює з 

присутністю КБГ ГПА, а самі ці гени є преадаптацією для отримання КБГ 

шляхом горизонтального генного переносу. За межами актинобактерій van-гени 

поширилися до класів Грам-позитивних бактерій Bacilli, Clostridia, 

Erysipelotrichia і Ktedonobacteria, а також до Грам-негативних бактерій – класу 

Anaerolineae. 
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