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Sz‘repmmyces plaz‘ensis kot naravni vir za
biotehnoloske aplikacije

Vida Lang

V naravi se skrivajo nestete priloznosti in moznosti za razvoj novih biotehnoloskih resitev.

Bakterija Strepromyces platensis, ki je bila izolirana iz prsti, ponuja eno izmed taksnih pri-

loznosti pri proizvodnji encimov in drugotnih metabolitov. V prispevku opisujemo vlogo §.

platensis, zlasti pa njenega drugotnega metabolita transglutaminaze, ki obeta izjemne mo-

znosti za biotehnoloske aplikacije.

Vloga encimov v biologkih sistemih je ne-
dvomno kljuéna, saj ti proteinski katalizatorji
omogocajo pospesevanje §tevilnih presnovnih
procesov v Zivih organizmih. Njihova visoka
kataliti¢na ucinkovitost in specifi¢nost jih
postavljata v sredisCe pozornosti v razli¢nih
biotehnoloskih aplikacijah. V industriji, kot
so zivilska, farmacevtska, kozmeticna, teks-
tilna in papirna, so encimi nepogresljiv del
procesov, ki omogocajo vpeljavo u¢inkovitih
inovativnih nadinov izbolj$av proizvodov ter
samih postopkov njihovega pridobivanja.
Med stevilnimi viri encimov, ki jih lahko
uporabljamo v biotehnoloske namene, imajo
bakterije in glive pomembno vlogo. Med te-
mi organizmi izstopa Streptomyces platensis,
ki se nahaja v prsti. Ta bakterija je znana
po svoji sposobnosti proizvodnje encimov
in drugih drugotnih metabolitov, kar jo po-
stavlja v sredi$¢e zanimanja raziskovalcev in
industrije.

Posebej izstopa encim transglutaminaza, ki ga
§. platensis izlo¢a zunajceli¢no. Ta encim ima
izjemno pomembno vlogo pri tvorbi pre¢nih
vezi med fibrilarnimi proteini, kar povzroca
nastanek netopnih polimernih struktur, kot
so krvni strdki, lasje, koza in drugi tkivni
elementi. Transglutaminaza je postala pred-
met Stevilnih raziskav zaradi svoje koristnosti
na podrodjih, kot sta tkivno inZenirstvo ter
proizvodnja biotehnoloskih orodij. Zanimi-
vo je, da ta encim ostaja dejaven v §irokem
razponu pH in temperatur, kar dodatno $iri
njegove moznosti za industrijsko uporabo.

Streptomyces platensis

Streptomyces platensis so bakterije iz rodu
Streptomyces. V rod Strepromyces sodijo ni-
taste bakterije, ki jih pogosto najdemo v
zemeljski prsti. Strepromyces je raznolik rod
aerobnih, negibljivih, grampozitivnih bak-
terij, od katerih nekatere vrste proizvajajo
antibiotike, nekatere pa so lahko patogene
(Slovenski medicinski slovar, 2012) (slikal).
Streptomyces je najvelji rod aktinobakterij
z ve¢ kot 550 opisanimi vrstami (Kdmpfer,
2006), med katere uvrs¢amo tudi 8. platen-
sis. Te bakterije izstopajo po svoji genomski
sestavi, ki vkljucuje visok delez gvanin-ci-
tozin baznih parov, ki v povpre¢ju znasa
72,1 odstotka. Posebnost teh organizmov je
njihova sposobnost izlo¢anja metabolitov v
zunajceliéno snov, kar je kljuéno za §tevilne
bioloske procese. V naravi se pojavljajo kot
saprofiti, pogosto naseljujejo rastlinski ma-
terial in Zivalske ostanke. Prav tako sodelu-
jejo s koreninami rastlin, pri cemer bakterije
oskrbujejo rastline s hranili in uporabljajo
koreninske izlo¢ke kot vir hrane. Ta zaplete-
ni proces simbioze temelji na bogatem gen-
skem ozadju (Kieser in sod., 2000). Strep-
tomyces prevladujejo v nevtralnih do rahlo
alkalnih tleh, ki dobro prepuséajo vodo. V
tak$nih okoljih predstavljajo do devetdeset
odstotkov vseh aktinobakterij in imajo kljuc-
no vlogo pri zaletnih stopnjah razkrajanja
organskega materiala (Schrempf, 2006).
Bakterije 8. platensis so znane po izlocanju
neprijetnega vonja po zemlji, ki ga povzroca
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geosmin, hlapni metabolit. Geosmin, organ-
ska spojina, ki jo proizvajajo aktinobakterije,
je odgovoren za vonj po zemlji, ki se spro-
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Slika 2: Geosmin — hlapni metabolit, ki ga izloca S.
platensis, in ga zaznamo po degju kot znacilni vonj po
zemlji.

Slika 1:
Streptomyces
platensis

pod opticnim
mikroskopom.

Foto: Lang, 2017.

sti ob dezevju, ko mikroorganizmi odmrejo
(Gerritsen, 2003). Kemijsko je geosmin bi-
cikli¢ni alkohol (slika 2), ki se po IUPAC-
-ovi nomenklaturi imenuje 4,8a-dimethyl-
-decahydronaphthalen-4a-ol.

Proizvodnja drugotnih metabolitov in
njihova vloga v biotehnologiji

Drugotni metaboliti so organske spojine, ki
jih mikroorganizmi proizvajajo, Ceprav niso
bistveni za njihovo osnovno prezivetje. Nji-
hova biosinteza se obi¢ajno sprozi v poseb-
nih fazah rasti ali kot odgovor na dolocene
razmere, ki niso nujno povezane s hitrostjo
rasti. Pri §. platensis in podobnih organiz-
mih je zanimivo, da je proizvodnja teh me-
tabolitov najvi§ja, ko primanjkuje hranilnih
snovi v gojiscu. Proizvodnja drugotnih me-
tabolitov obicajno doseze vrhunec proti kon-
cu faze rasti, natanéneje v stacionarni fazi,
ko se §tevilo celic v populaciji ne poveluje
ved.

Streptomyces platensis in sorodne bakterije
so pomembni proizvajalci drugotnih meta-
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bolitov, ki imajo moznosti Siroke uporabe,
vkljuéno v biotehnoloskih in farmacevtskih
procesih. Drugotni metaboliti so zanimivi
predvsem v industriji, in sicer v proizvodnji
antibiotikov, mikotoksinov in pigmentov.
Razumevanje mehanizmov, ki sprozijo pro-
izvodnjo teh metabolitov, je kljuéno za na-
daljnji razvoj v biotehnologiji, genetiki in
inZenirstvu proteinov ter pri raziskavi novih
antibiotikov, ki lahko pomagajo v boju proti
bakterijskim okuzbam dihal.

Streptomyces platensis je znana po svoji spo-
sobnosti izlo¢anja zunajceli¢nih encimov, ki
so klju¢ni za Stevilne industrijske procese.
Ti encimi delujejo kot biokatalizatorji pri
kemijskih reakcijah in so nepogresljivi pri
metaboli¢nih procesih (Akst, 2014). Poleg
encimov ta bakterija proizvaja raznovrstne
drugotne metabolite, med katerimi izstopa-
ta platensimicin in platencim. Oba navede-
na metabolita sta nedavno odkrita naravna
proizvoda, ki sluzita kot pomembna an-
tibiotika (Akst, 2014) z delovanjem, ki ga
trenutna zdravila ne uporabljajo. Obe spo-
jini sta mocna zaviralca bakterijske sinteze
mascobnih kislin. Platensimicin in platen-
cim sta ulinkovita proti $irokemu spektru
grampozitivnih patogenov, vkljuéno z vrsto
patogenih stafilokokov Staphylococcus aure-
us, odporno proti meticilinu, in enterokoki,
odpornimi proti vankomicinu. Ne kazeta

Slika 3: Streptomyces platensis v fekoéem gojiscu.
Foto: Lang, 2017.

navzkrizne odpornosti z drugimi komer-
cialno dostopnimi antibiotiki (Wang in
sod., 2007). Navzkrizna odpornost (cross-
-resistance) je pojav, ko organizmi posta-
nejo odporni proti ve¢ razli¢nim zdravilom
ali antibiotikom, ker so razvili mehanizme
odpornosti, ki delujejo proti ve¢ razli¢nim
ucinkovinam.

Transglutaminaza

Zgodovina raziskav transglutaminaze sega v
leto 1959, ko so raziskovalci prvi¢ prepozna-
li ta encim v jetrih morskih prasickov. Ven-
dar so bili postopki ¢is¢enja in pridobivanja
transglutaminaze zahtevni in dragi, kar je
vplivalo na ceno konénih izdelkov. To je
spodbudilo raziskovalce k iskanju drugaénih
virov tega encima.

Leta 1989 so raziskovalci odkrili, da je mo-
goce transglutaminazo pridobiti iz bakterije
Streptomyces sp. Od takrat so transglutami-
nazo prepoznali v razli¢nih organizmih,
tudi v zivalskih in rastlinskih tkivih ter
mikroorganizmih (lancu in sod., 2009).
Do leta 2011 so kot vire transglutaminaze
prepoznali bakterije, kot so Streptomyces li-
vidans, Escherichia coli, Corynebacterium glu-
tamicum, in metilotropske kvasovke (Liu in
sod., 2011).

Bakterije rodu Streptomyces izlocajo trans-
glutaminazo v obliki neaktivnega proencima
(cimogen). Ta se aktivira ob biokemijskih
spremembah, ki razkrivajo njeno aktivno
mesto. Preoblikovanje iz neaktivne v aktiv-
no obliko je doseZeno z uporabo signalnega
peptida (Liu in sod., 2011). Transglutami-
naza katalizira tvorbe pre¢nih vezi med fi-
brilarnimi proteini (Slovenski medicinski slo-
var, 2012).

Transglutaminaza katalizira tvorbo izopepti-
dnih vezi med prosto aminoskupino in acil-
no skupino, pri ¢emer kot produkt nastane
$e amonijak. Osnovni produkt teh reakcij so
trirazsezZnostne proteinske mreze, ki imajo
pomembno vlogo pri tvorbi razli¢nih biolo-
skih struktur, kot so krvni strdki, lasje in
koza. Biokemijske reakcije transglutaminaze
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so odvisne od razli¢nih dejavnikov, pred-
vsem pa od vrednosti pH in temperature.
Pomanjkanje transglutminaze ali dejavni-
ka XIIT povzroé¢i redko genetsko motnjo,
ki vpliva na proces strjevanja krvi. V takih
primerih je treba bolnikom dodajati trans-
glutaminazo, da strjevanje krvi normalizira.
Encim transglutaminaza je pritegnil veliko
pozornost predvsem zaradi velikih mozno-
sti v industriji. Uporaba transglutaminaze v
prehrambeni industriji je potrjena s Stevil-
nimi primerjalnimi $tudijami, ki so poka-
zale, da dodatki transglutaminaze izboljsajo
funkcionalne lastnosti zivil. Uporaba trans-
glutaminaze na primer v pekarstvu izboljsu-
je kakovost moke, posledi¢no pa tudi teks-
turo in volumen kruha, saj encim uéinkovito
katalizira tvorbo beljakovinskih navzkriznih
povezav. To ugodno prispeva tudi k obstoj-
nosti pekovskih izdelkov, izboljsuje reoloske
(teko¢nostne) lastnosti ter prispeva k podalj-
$anju roka uporabnosti pekovskih izdelkov.
Encim transglutaminaza je uporaben tudi
v mle¢ni industriji. Mle¢ne beljakovine (na
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Slika 4: Shema eksperimentalnega dela v laboratoriju.
Narisala: Lang, 2017.

primer kazein) uporabljajo kot substrat za
izbolj$anje lastnosti penjena, emulgiranja
in Zeliranja razli¢nih Zivil. V jogurtih se na
primer uporablja za prepreevanje sinereze
in za utrjevanje ali mehcanje struktur. Si-
nereza se zgodi, ko se v jogurtu lo¢i voda
in nastanejo grudice. Transglutaminaza pa
prepreci, da bi se voda lo¢ila, tako da jogurt
ostane gladek in kremast.

Transglutaminaza kaZe izjemno vsestran-
skost, saj jo uporabljajo v tkivnem inZeni-
ringu, tekstilni in usnjarski industriji ter
proizvodnji biotehnoloskih orodij. Raziska-
ve na tem podroc¢ju nenehno razkrivajo nove
uporabe te encimske aktivnosti, kar Se do-
datno povecuje njene moznosti v razli¢nih

industrijskih panogah.

Testiranje razmer gojenja §. platensis in
aktivnost transglutaminaze

Bakterije Streptomyces v naravnem in ume-
tnem okolju uspevajo v milih razmerah, to
je pri pH od 6,5 do 8,0 in v temperaturnem
obmodju od 25 do 35 stopinj Celzija. Za §.

rudirans. suleria in whiangs suhe mang telic 5 platenas
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2. izvedba 3. izvedba

1. izvedba

Zacetni pH celiZne suspenzije S.
platensis je bil 6,7.

Zatetni pH celiéne suspenzije S.
platensis smo uravnali na 7,2.

Zatetni pH celi¢ne suspenzije
S. platensis je bil 6,7.

V procesu gojenja S. platensis V procesu gojenja S. platensis
smo po vsakem odvzetem vzorcu pH nismo vet spreminjali.

pH celitne suspenzije uravnali J
- na zacetno vrednost (pH = 6,7). /

V procesu gojenja S. platensis
pH nismo spreminjali.

Bakterijo S. platensis smo gojili v hranilnem mediju pri temperaturi 28 °C
in ob stalnem stresanju. V procesu gojenja smo vsak dan ob 8.in 12. uri
odvzeli vzorce, izmerili pH celitne suspenzije ter spremljali dogajanje.

Z aktivnostnim testom smo dolotili aktivnost encima transglutaminaza, z
metodo po Bradfordu smo doloéili preostalo koncentracijo proteinov in z
nugiranjem celitne suspenzije, sudenjem ter tehtanjem suhe mase celic

S. platensis doloCili prirast suhe mase celic.

Slika 5: Shema razdelitve laboratorijskega dela v tri izvedbe. Narisala: Lang, 2017.

platensis je znacilna proizvodnja zunajcelic-
nih encimov, ki se uporabljajo v industriji.
V eksperimentalnem delu nas je zanimalo,
kako sprememba pH v celi¢ni suspenziji
§. platensis (slika 3) vpliva na maso celic
8. platensis, kakina je aktivnost encima
transglutaminaza in kolik$na je koncentraci-
ja skupnih proteinov v bakterijski suspenziji
S. platensis.

Celi¢na suspenzija 8. platensis je bila inku-
birana v inkubacijskem stresalniku osem dni
pri temperaturi 28 stopinj Celzija in ob ra-
hlem stalnem stresanju. Na sliki 4 je pred-
stavljena shema poteka eksperimentalnega
dela. Po treh izvedbah (slika 5), pri kate-
rih smo pri inkubiranju celi¢ne suspenzije
8. platensis spreminjali razmere pH, je bilo
ugotovljeno, da ko se je pH celi¢ne suspen-
zije znizeval, so koncentracija proteinov,
aktivnost transglutaminaze in prirast suhe
mase celic naragéale.

Po treh razli¢nih izvedbah se je pokazalo,
da je za gojenje celi¢ne suspenzije S. platen-
sis najugodnej$i zacetni pH 6,7 in inkubi-
ranje pri temperaturi 28 stopinj Celzija ob
rahlem stresanju ter brez dodatnega spre-
minjanja pH. Spreminjanje oziroma urav-

navanje pH na zacetku ali med celotnim
inkubiranjem celi¢ne suspenzije S. platen-
sis ni ugodno za uspes$no gojenje bakterije
§. platensis, saj se celotni proces pospesi in
bakterije hitreje propadejo.

Iz pridobljenih eksperimentalnih rezultatov
(Lang, 2017) smo potrdili, da je za gojenje
celic in pridobivanje encimov ter proteinov
iz bakterijske suspenzije S. platensis najbolj
ugodno inkubiranje pri milih razmerah, pri
temperaturi 28 stopinj Celzija, ob rahlem
stresanju in pri pH goji§¢a z zacetno vre-
dnostjo 6,7. Spreminjanje pH gojis¢a ni bilo
najbolj primerno za gojenje celic §. platensis,
saj so celice zalele hitreje propadati in od-
dajati neprijeten vonj po razpadanju.
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Svoje delo usmerja v podrocja biologije, kemije in naravoslovja.
Aktivno sodeluje na Fakulteti za naravoslovje in matematiko
kot asistentka in raziskovalka, zlasti na podrocju didaktike
biologije. V svoji magistrski nalogi iz kemije se je osredotocila
na pridobivanje encimov in sekundarnih metabolitov iz bakterij.

V magistrski nalogi iz biologije je izvedla raziskavo o motivaciji
slovenskih dijakov za poucevanje biologije, kar prica o njenem
interdisciplinarnem pristopu k raziskavam na podrocju didaktike.
Z izkusnjami iz poucevanja v osnovnih Solah in Zeljo po razsiritvi

Evtanazija « Razmisljanje o Zivijenju in smrti

znanja se je vpisala na doktorsko Solo. V svojem doktorskem
delu se osredotoca na raziskovanje uporabe pametnih mobilnih
telefonov za poucevanje biologije. Njeno delo kaze Sirok spekter
zanimanj in strokovnosti na podrocju bioloskih in ekoloskih
znanosti, didaktike ter uporabe tehnologije v izobrazevanju.

Razmisljanje o Zivljenju in smrti

Poskus vpeljave evtanazije v Slovenijo

Zvonka Zupanic Slavec

Zivljenje je najvec, kar imamo. Tudi Zivljenje s teZjo neozdravljivo boleznijo je lepo in ga

bolniki radi Zivijo.

Zahodna druzba se izjemno hitro spremi-
nja, s spremembami, ki so klasi¢ni druzbi
vse prej kot blizu, pa prihaja tudi sprejema-
nje zakonov o evtanaziji ali »dobri«, umetno
povzroleni smrti. Na zahodu zagovorniki
evtanazije govorijo o hudem trpljenju sta-

rej$ih in neozdravljivo bolnih kakor tudi o
¢lovekovi pravici, da sam odlo¢a o ¢asu in
nacinu smrti. Zivljenje pa je eno samo, en-
kratno in nepovrnljivo, zato toliko bolj dra-
goceno. Ker je nepovratno, so po svetu tudi
ve¢inoma ukinili smrtno kazen.



