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Na kaj najprej pomislite, ko vam kdo ome-
ni bakterije? Na motece vnetje med li¢ni-
kom in ko¢nikom zgoraj desno? Na skisano
mleko, ki je nastalo v $alici pozabljene bele
kave? Obe asociaciji sta razumljivi, saj sta
pogost pojav v nasem vsakdanjem Zivljenju.
Hkrati pa nam ponazorita, da so bakteri-
je vsenavzocli organizmi, ki se uspejo hitro
bakterije ponavadi gledamo kot na zlovesce
organizme, pa lahko prav lastnost njihovega
uspesnega razra$¢anja s pridom uporabimo
v razli¢ne ¢loveku koristne namene. Ali ve-
ste, da bakterije lahko spremenimo v celi¢-
ne tovarne? In jih tako uporabimo za sin-
tezo razli¢nih molekul, od zdravil pa celo
do gradbenega materiala? V tem prispevku
bova opisala, kako smo genetsko spremenili
bakterije, da so za nas proizvajale rumene
in oranzne pigmente, ter zakaj te molekule
lahko dosegajo stokratno vrednost Cistega
zlata.

Klorofil, najbolj razsirjeni pigment

Vecina ljudi naravo povezuje z zeleno bar-
vo. A kaj barva sploh je? Z besedo »barva«
oznacujemo lastnost snovi, ki jo zaznajo na-
§e o¢i, ko na njih posveti svetloba. V slo-
vens§¢ini s to besedo opisujemo tudi snov,
ki jo uporabljamo za nanos barvne snovi
(»barva za les«). To, da je barva obarvana,
pa je posledica vsebnosti pigmentov, pri ce-
mer razli¢ni pigmenti dolo¢ajo razli¢no bar-
vo neke snovi. Ce je barva le lastnost snovi,
pa so pigmenti molekule. Te molekule so
taksne, da odbijajo svetlobo to¢no doloc¢enih
valovnih dolzin v vidnem delu spektra, kar
zaznamo v razli¢ni obarvanosti snovi. Izmed
vseh organizmov, ki poseljujejo planet, lah-
ko najvec zaslug za barvitost pripiSemo rast-
linam, ki vsebujejo velik nabor pigmentnih
molekul. Izmed vseh naravnih pigmentov,
ki obstajajo, je najve¢ klorofila. Ta moleku-

la ne absorbira v zelenem delu spektra, kar
pomeni, da ga naSe o¢i zaznajo kot zelene-
ga, kar daje rastlinam znacilno barvo, ki jo
povezujemo z naravo.

Klorofil je molekula, ki jo rastline potrebu-
jejo za izvedbo fotosinteze — procesa, kjer
iz vode in ogljikovega dioksida ustvarjajo
sladkorje. Pri tem kot stranski produkt na-
staja kisik, ki ga ostali organizmi tega pla-
neta (glive in zivali) porabljamo za dihanje.
Fotosinteza je energetsko precej potraten
proces, kar pomeni, da rastline potrebuje-
jo precej energije za njeno izvedbo. In prav
»lovljenje« svetlobe oziroma natancneje fo-
tonov je glavna naloga klorofila, ki z veza-
vo fotonov omogo¢i delovanje fotosintetskih
sredis¢. Zato se zdi razumljivo, da so rastli-
ne tako zelene, saj jim le zadostna koli¢ina
klorofila lahko omogo¢i ustrezno izvedbo
fotosinteze in posledi¢no zadostne koli¢ine
ustvarjenega sladkorja za prezivetje.

Vendar pa tudi klorofil ni tako magicna
molekula, kot se zdi. Ce pogledamo celotni
spekter vidne svetlobe (to je med valovnimi
dolZinami priblizno 380 nanometrov in 740
nanometrov), lahko ugotovimo, da kloro-
fil ne uspe ujeti fotonov celotnega spektra,
temveé le tiste, ki imajo valovno dolzino
okrog 430 oziroma 660 nanometrov, zato
velina ostalega dela vidnega spektra osta-
ne neizkori$¢ena. Da rastline lahko ujamejo
tudi fotone nepokritih valovnih dolzin, naj-
demo v listih tudi dodatne pigmente, ki jim
glede na njihov namen rec¢emo tudi pomoz-
ni pigmenti. Njihova naloga je, da ujamejo
fotone tistih valovnih dolZin, ki jih klorofil
ne more, in jih preusmerijo v fotosintetska
sredisca.

Pomozne pigmente kopenskih rastlin raz-
delimo v dve vedji skupini, ki jih enostavno
lo¢imo po barvi: rumeni pigmenti spadajo v
druzino ksantofilov (ksanfo pomeni v gricini
rumen), oranzni pa v druzino karotenov (kar
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izvira iz latinskega izraza za korenje carora).
Ksantofili so odgovorni za rumeno barvo
paprik, koruze in bu¢, karoteni pa dajejo
znacilno barvo korenju, sladkemu krompirju
in papaji. Ceprav so vsi ti nateti plodovi,
pa je treba vedeti, da so ravno ksantofili in
karoteni v listih odgovorni za pisano jesen
v gozdu.

Od kod barvitost jesenskih gozdov?

Listi vecine listopadnih dreves so zaradi
prevladujocega pigmenta klorofila zeleni.
Najdemo ga v rastlinski celici v organelu,
ki mu re¢emo kloroplast. Vendar pa rastlina
za uspesno lovljenje fotonov vidne svetlobe

Spekter vidne svetlobe ter absorpcijski
spektri obeh /e/orofi/m; in karotenoidov,
iz katerih je razvidno, da klorofila

ne absorbirata pri valovni dolZini

karatenl
okrog 550 nanometrov. 1u valovna
dolZina ustreza zeleni barvi, ki se
od listov torej odbije, kar rastlinam
daje previadujoco zeleno barvo. Da
bi dokazali, da se v rastlinah kljub
Haanag previadujoci zeleni barvi nahajajo
tudi drugi pigmenti, pa lahko
Kloralil a izvedemo tekocinsko kromatografijo,
Karakil &

ki bi razkrila se prisotnost pomoznih
pigmentov, kot so rumeni kmntafih’ in
organzni karoteni.

poleg klorofila vsebuje $e rumene (ksanto-
file) in oranzne pigmente (karotene). Teh je
v listu precej manj kot klorofila, zaradi ce-
sar njegova barva pomladi in poleti prevla-
da nad ostalimi. Ko pa se pribliZzuje jesen,
mora rastlina poskrbeti, da ima zadostne
zaloge hranil za zimske Case, ko je svetlo-
be precej manj in je zato sinteza sladkorjev
s fotosintezo omejena. Posledi¢no pride do
razgradnje klorofila in fotosintetskih sredis¢,
ne pa tudi do razgradnje oranznih in rume-
nih pomoznih barvil. Ti so torej v listih
prisotni ves ¢as, a se njihova barva razkrije
Sele jeseni in ostane na listih, dokler ti ne
padejo z drevesa. Izjema teh barvnih spek-
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Barve jesenskih listov in prevladujoce pigmentne molekule.

trov so rde¢i listi, ki so posledica prisotnos-
ti barvila antocianina, ki med drugim daje
znatilno vijoli¢no barvo vijolicam in modro
barvo borovnicam. Tega pigmenta listi ne
ustvarjajo vse leto, temve¢ samo jeseni, ko
naj bi imel zas¢itno vlogo proti mrazu in se
z njegovo sintezo rastlina pripravi na zimo

(Hughes in sod., 2010).

Pigmenti, ¢loveku koristne molekule
Pigmenti niso le lovilci svetlobe pri rastli-
nah. Te molekule namreé¢ opravljajo podob-
no vlogo tudi pri ¢loveku. Omenjeni karo-
ten je molekula, iz katere nastane vitamin
A. Gre za vitamin, ki si ga nase telo ne
more ustvariti simo in prav pomanjkanje
vitamina A je v nerazvitih drzavah glavni
razlog za slepoto. Zadostne koli¢ine te-
ga vitamina lahko pridobimo le z ustrezno
prehrano. Vitamin A se v mrezZnici (retini)
oCesa nahaja v obliki retinala in se povezuje
s proteinom opsinom. Kompleksu retinala in
opsina re¢emo rodopsin, njegova vloga pa je
absorbiranje svetlobe.

Poleg dobro znanega vitamina A pa ¢loveku
niso koristni le karoteni, temve¢ tudi ksan-
tofili. Eden izmed najbolj znanih ksantofi-
lov je molekula zeaksantin. Povpragevanje
po tej rumeno obarvani molekuli se strmo
povecuje, saj vse vel raziskav potrjuje njego-
vo pomembno antioksidativno vlogo. Upo-

rabljajo ga kot aditiv v Zivilski industriji in
kot aditiv zivalski krmi (na primer kot oja-
Cevalec barve ribjega mesa ali pigmentacije
jajénega rumenjaka), pa tudi v kozmetiki
in farmacevtski industriji. Zeaksantin po-
staja tudi popularni prehrambeni dodatek,
zelo veliko ga je v jagodah »goji« (navadna
kustovnica, Lycium barbarum). Vrednost trga
zeaksantina v letu 2020 naj bi znasala veé
deset milijonov ameriskih dolarjev. Za pri-
merjavo: en gram zelo Cistega karotena ima
ceno okrog sto evrov, medtem ko bi morali
za enako Cisti gram zeaksantina odsteti veé
tiso¢ evrov. Zeaksatin sicer lahko izoliramo
iz zelenjave, a so izkoristki s tehnoloskega
vidika prenizki, organska sinteza pa zahte-
va uporabo topil in procesov, ki so okolju in
konénemu potrosniku neprijazni. Vprasanje
torej je, kako pridobiti velike koli¢ine zeak-
santina?

Prenos genov iz paprik v bakterije

Do odgovora na zastavljeno vprasanje lahko
pridemo z uporabo metod in znanj moleku-
larne biologije in tehnologije rekombinantne
DNA. Najprej moramo sicer vedeti, kako
pride do »priprave« zeaksantina v paprikah
ali pa jagodah »goji«. Za sintezo molekul so
v celici najveckrat odgovorne specializirane
beljakovine (proteini), ki jim re¢emo encimi.
Ti delyjejo kot katalizatorji kemijskih reak-
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Bakterije naravno vsebujejo molekulo dimetilpirofosfat, ki pa jo z dodatkom treh genov (crtE, crtB in crtl) lahko

pretvorimo v rdece obarvani likopen. Tega encim crtY lahko pretvori v beta karoten, prisotnost gena crtZ pa omogoci

sintezo zeaksantina. Kopicenje beta karotena je tako vidno Ze na agarni ploséi, na katerih rastejo bakterije E. coli. Na

levi so vidne kolonije bakterij brez genov, ki omogocajo proizvodnjo beta karotena. Na desni plosci pa rastejo bakterije,

ki imajo dodane gene za sintezo beta karotena. Ta se sintetizira v toliksni meri, da se kolonije obarvajo znacilno

oranino.

cij in iz zaletnih snovi (reaktantov) pripravl-
jajo kon¢ne molekule (produkte). Bakterije,
kot je na primer najpogosteje uporabljeni
laboratorijski sev Escherichia coli, same ne
znajo proizvesti zeaksantina, vsebujejo pa ze
nekaj reaktantov, ki se porabljajo pri drugih
metabolnih poteh. Bakterijo moramo torej
reprogramirati tako, da ji dodamo encime,
ki bodo v celici naravno prisotne reaktante
spreminjale v Zeleni produkt (v nasem pri-
meru zeaksantin).

Tega sicer ne naredimo tako, da dodamo
celicam kar encime v obliki proteinov, am-
pak jim v celice vrinemo zapis za te encime
na ravni DNA, torej gene. To naredimo ta-
ko, da zapise za encime vklju¢imo v krozno
DNA, ki ji reCemo vektor, saj omogoca pre-
nos Zelene dedne informacije v gostiteljsko
celico. Bakterije, ki imajo sedaj poleg svoje
kromosomske DNA $e naso, vektorsko, so
gensko spremenjene. Ko bakterije rastejo
in se delijo, prepisujejo tako svojo DNA
kot tudi naso, na kateri je zapis za gene za
sintezo zeaksantina. Na ta nalin se v veli-
kih koli¢inah v celicah ustvarjajo encimi, ki

omogocajo nastanek tega produkta.

Kako spremljati koncentracije nastalega pro-
dukta, optimizirati rast bakterij ter §e do-
datno gensko spremeniti bakterije za dose-
go vedjih izkoristkov, je bil cilj projekta, ki
smo ga to pomlad in poletje v partnerstvu
s podjetjem AciesBio iz Ljubljane izvajali na
Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo
Univerze v Ljubljani.

Pet genov in milijarda oranznih bakterij

Seveda nismo bili prvi, ki smo si zeleli
ustvariti bakterije, ki bi proizvajale zeaksan-
tin. Zato smo lahko vektor, ki je vseboval
gene za gene, ki sintetizirajo zeaksantin,
kar narocili. Vektor je vseboval pet genov,
ki so potrebni za sintezo zeaksantina: gen
za pirofosfat sintazo (cr2E), likopen ciklazo
(crtY), fitoen dehidrogenazo (cr#l), fitoen
sintazo (¢7£B) in beta karoten hidroksilazo
(crZ) (Sun in sod., 1996). Poleg tega vek-
torja smo uporabili tudi vektor brez zapisa
za zadnji encim: ta v E. co/i omogoca sinte-
zo in kopicenje beta karotena. Oba vektorja
smo s postopkom transformacije vnesli v ce-
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lice E. coli, ki smo jih nato gojili na agarnih
ploséah pri sobni temperaturi.

Da je bil prenos genov uspesen in da so
bakterijske celice sintetizirale beta karoten
in zeaksantin v velikih koli¢inah, je bilo
vidno Ze po nekaj dneh. Namesto bledo ru-
menih kolonij gensko nespremenjenih E. co/i
so bile na plos¢ah vidne oranzne kolonije
tistih celic, ki so sintetizirale beta karoten,
in intenzivno rumene kolonije tistih, ki so
sintetizirale zeaksantin.

Tako kot vsi ostali pigmenti sta tudi beta
karoten in zeaksantin molekuli, ki sta sla-
bo topni v vodi in se zato v celici kopicita
predvsem v membranah, ki jih tvori lipidni
dvosloj. In prav to je eden izmed bistve-
nih omejujo¢ih dejavnikov takih molekul
v bakterijah. Obe molekuli se kopilita v
membranah, vgradnja zeaksantina v lipidni
dvosloj pa poleg tega poveluje rigidnost ce-
li¢cne membrane. To pomeni, da je njegovo
kopicenje omejeno, ko membrana doseze
maksimalno rigidnost. Da bi zaobsli to te-
Zavo, smo si zamislili sistem, v katerem se
zeaksantin ne kopi¢i le v membrani, temved
tudi v citoplazmi, ki je vodotopno okolje.
Da bi to dosegli, smo morali v bakterijske
celice, v katere smo vnesli biosintezno pot
do zeksantina, dodati Se gen za ¢loveski
protein glutation S-transferazo Pi (GSTP1),
ki se pri ¢loveku nahaja v rumeni pegi in
veze dve molekuli zeaksantina (Bhosale in
sod., 2004) Na ta nacin smo Zeleli doseci,
da se del sintetiziranega zeaksantina z veza-
vo na ta protein prenese tudi v citoplazmo,
s ¢imer se poveca celi¢na kapaciteta za ko-
picenje tega pigmenta in posledi¢no njegova
celokupna koncentracija v celici.

Povecanje vsebnosti zeaksantina smo v ce-
licah poskusali dosedi tudi z nakljuéno mu-
tagenezo z ultravijoli¢no svetlobo in dodat-
nimi zapisi za beta karoten hidroksilazo.
Vzporedno pa smo razvijali in optimizirali
metodo za ekstrakcijo ter kvantifikacijo
koncentracije obeh pigmentov z uporabo
razli¢nih topil.

Naravni gensko spremenjeni organizmi in
biotehnologija

Ce dobro pomislimo, sta zeaksantin in beta
karoten nadvse posebni molekuli in pigmen-
ta za ¢loveka. Oba imata namre¢ pomembno
vlogo v vidu in nam tako pravzaprav omo-
gocata, da ju vidimo. Kljub njuni pomembni
vlogi tudi pri ostalih Zivalih pa je zanimivo,
da teh molekul tudi Zivali ne znajo sinteti-
zirati same, temve¢ jih lahko pridobimo le s
hrano. Kot povsod pa tudi tu obstajajo po-
sebne izjeme: Zuzelke, ki so gene za sintezo
beta karotena uspele »prekopirati« od gliv s
tako imenovanim procesom horizontalnega
prenosa genov (Altincicek in sod., 2012).
Nismo torej samo ljudje tisti, ki vidimo do-
dano vrednost v teh molekulah! Ker pa nam
horizontalni prenos genov (zaenkrat) e ni
uspel, ostaja tako biotehnologija mikroorga-
nizmov kljuéno podroé&je nadaljnjega razvo-
ja za pridobivanje teh pomembnih barvnih
molekul.
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Slovarcek:

Pigment. Molekula, ki zaradi svoje struktu-
re odbija svetlobo dolocene valovne dolzZine,
kar oko zazna kot spremembo v barvi.
Kloroplast. Organel, prisoten samo v rast-
linskih celicah, kjer poteka proces fotosinte-
ze, s katerim rastline iz ogljikovega dioksida
in vode ustvarjajo sladkorje. Pri tem procesu
kot stranski produkt nastaja kisik.
Tehnologija rekombinantne DNA. Nabor
tehnik, ki jih lahko uporabimo, da zdruzu-
jemo genski material razli¢nih organizmov,
na primer bakterijskega in Zivalskega oziro-
ma rastlinskega, s ¢imer ustvarimo zapise
DNA, ki jih narava ne bi mogla ustvariti

sama.

Gen. Del DNA, ki se med prepisovanjem v
katerikoli zivi celici prepise v RNA. Pona-
vadi z besedo gen oznacujemo dele DNA,
ki zapisujejo za protein.

Plazmid. Krozna molekula DNA, ki jo ne-
katere bakterije vsebujejo poleg kromosom-
ske DNA. V laboratoriju plazmide lahko
uporabljamo kot vektorje, prenasalce dednih
informacij, med razli¢nimi celicami.
Citoplazma. Del celice, ki ga zaobjema ce-
licna membrana. V bakterijskih celicah v
citoplazmi najdemo DNA, morebitne plaz-
mide, ribosome ter veliko ostalih proteinov.
Pri zivalih in rastlinah pa citoplazma vsebu-
je tudi organele, ki v celicah opravljajo po-
sebne funkcije (mitohondrij, endoplazemski
retikulum in podobno).
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