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Luonnontuotteet ja niiden johdannaiset ovat tarkeitd antibioottien ja syopalaakkeiden
l&hteitd. Suuri osa naista bioaktiivisista sekundaarimetaboliiteista tuotetaan jonkin
Streptomyces-tuotantokannan avulla. Yhdisteiden tuottaminen Escherichia coli -
bakteerin, eli kolibakteerin, avulla on kuitenkin yleensa nopeampaa, ja tuotantoreittien
muokkaamiseen ja suunnitteluun kaytettdvat menetelmat yksinkertaisempia ja
mahdollisuuksiltaan monipuolisempia. Tastd johtuen Kkolibakteerien hyoddyntamista
luonnontuotteiden  tuotannossa onkin  tutkittu paljon. Sen hyddyntaminen
laaketieteellisesti tarkeiden luonnontuotteiden, kuten tyypin Il polyketidien tuotannossa
on kuitenkin viela alkutekijoissaan.

Antrasykliinit ovat tyypin Il polyketidien alaluokka. Niiden rakenteet ovat monimutkaisia
ja niiden muodostukseen liittyy useita eri tekijoita. Antrasykliinien biosynteesiin osallistuu
tyypillisesti 30-30 proteiinia. Vaikka tuotannon eri vaiheista ja mekanismeista tiedetaan
paljon, ndiden muodostamassa kokonaisuudessa on edelleen avonaisia kysymyksia.
Tutkielman tarkoitus oli tuottaa nogalamysinonin synteesireitin  polyketideja
kolibakteerissa fermentoimalla hyddyntden Streptomyces nogalaterin geeneja.
Tutkimuksen aikana kavi selvaksi, ettei tdma reaktiotie toimi kuten odotettua, jolloin
paadyin kayttdmaan homologisia geeneja aklasinomysiinin ja daunorubisiinin
synteesireiteiltd. Daunorubisiinin  fermentointitulokset vaikuttivat UPLC-tulosten
perusteella lupaavilta. Nama tulokset tulisi kuitenkin viela varmentaa laajan mittakaavan
kasvatuksissa ja NMR-mittauksilla.

Tutkielman yksi tarkeimmista paatelmista on, etta polyketidien tuotanto kolibakteerien
avulla sen kaikki tyokalut hyoddyntden on mahdollista. Polyketidien tuotanto
kolibakteereissa on ollut haaste vuosikymmenia, ja tulee varmasti olemaan viela
tulevaisuudessakin. Vaikka polyketidien tuotto kolibakteerien avulla vaatii viela paljon
tutkimusta ja laakeaineiden tuoton teolliset sovellukset ovat edelleen kaukana, viime
aikaiset tutkimustulokset ovat antaneet viitteita, ettd tdma on mahdollista.

Avainsanat: antrasykliinit, polyketidit, nogalamysiini, BioBrick, Escherichia coli
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1 KIRJALLISUUSKATSAUS

1.1 Luonnontuotteet

Luonnontuotteet ja niiden johdannaiset ovat tarkeitd antibioottien ja
syopalaakkeiden lahteitd. Vuoteen 2019 mennessa hyvaksytyista antibiooteista
lahes 70 % oli luonnontuotteita tai niiden johdannaisia. (Newman ja Cragg 2020.)
Niiden valtavan maaran lisdksi ne ovat l|aaketieteteellisesti merkittavia
tutkimuskohteita myds muilla tavoin: ne inspiroivat synteettisten ja analyyttisten
kemiallisten tuotteiden suunnittelussa ja antavat lisda tietoa merkittavista
biologisista prosesseista. On my6s huomioitava, ettd laheskaan kaikkia
luonnontuotteita ei viela tunneta, joten niihin liittyva tutkimusty6 on merkittavassa

roolissa viela tulevaisuudessakin. (Walsh ja Fischbach 2010.)

Suuri osa naista bioaktiivisista sekundaarimetaboliiteista tuotetaan jonkin
Streptomyces-tuotantokannan eli streptomykeettien avulla (Liu ja muut 2020).
Vaikka evoluution kannalta ajateltuna  streptomykeettien tuottamien
sekundaarimetaboliittien suurin hyoty on lajin suojelussa ja Kkilpailukyvyn
parantamisessa ymparistda vastaan, jotkin naistd metaboliiteista toimivat myos
isantaorganismin morfologisten prosessien signaaleina (Hopwood ja Sherman
1990).

1.2 Streptomykeetit

Streptomykeetit ovat yksi parhaiten tunnettuja aktinobakteerien sukuja.
Streptomykeetit ovat gram-positiivisia bakteereja, jotka lisdantyvat sienten
kaltaisesti itioimalla. (Waksman ja Henrici 1943.) Streptomykeetit ovat kuitenkin
geneettisesti eri alkuperaa. Lisaksi streptomykeeteilla on sienia kehittyneempia
mekanismeja ymparistoarsykkeisiin (Flardh ja Buttner 2009). Streptomykeetteja
esiintyy hyvin erilaisissa ymparistdissa, kuten maaperassa ja vesistoissa
(Waksman ja Henrici 1943). Niiden ehka kiinnostavin ominaisuus on niiden kyky
tuottaa sekundaarimetaboliitteja, joita voidaan hyddyntaa esimerkiksi ihmisten ja
eldinten laaketieteessa ja agrikulttuurisesti (Omura ja muut 2001). Lis&ksi
streptomykeetit hyddyntavat tehokkaasti ympariston tarjoaman ravinnon, ovat
aerobisia ja niilla on lukematon maara geeneja ja mekanismeja, joita hyddyntaa

sekundaarimetaboliittien tuotannossa (Lee ja muut 2005).



Streptomykeettien kromosomi on ainutlaatuinen rakenteeltaan ja kooltaan.
Streptomykeeteilla on kaikki organismit huomioiden poikkeuksellisen korkea
kromosomin GC-pitoisuus (yli 70 %) (Omura ja muut 2001). Niillé saattaa olla yli
50 kromosomikopiota solussaan (deLima ja muut 2012). Streptomykeettikantojen
kromosomien on osoitettu olevan lineaarisia (Huang ja muut 1998), pituudeltaan
noin 6—12 megaemasta (Mb, megabase) (Caisedo-Montoya ja muut 2021) pitkia
dna-molekyyleja, joiden paadyissa on kaanteisia toistoalueita ja 5-paadyssa
kovalenttisesti kiinnittyneita proteiineja. Streptomykeettien kromosomien koko on
suhteellisen kookas verrattuna muihin bakteereihin (Omura ja muut 2001).
Esimerkiksi kolibakteerien koko on vain noin 4,6 megaemasta (Holmes ja

Cozzarelli 2000) ja Bacillus subtiliksen 4,2 megaemasta (Piggot 2009).
1.2.1 Streptomykeettien elinkaari

Streptomykeeteilla on bakteereille erikoinen, monimutkainen monisoluinen
elinkaari.  Streptomykeettien itidt muodostavat oikeissa olosuhteissa
kasvualustalleen haaroittuneita vegetatiivisia rihmastoja. (Waksman ja Henrici
1943.) Mikali kasvualusta muuttuu kasvua rajoittavaksi, streptomykeeteilla on
kaksi toimintamekanismia: ilmarihmastojen muodostus seka antibioottien ja
sekundaarimetaboliittien tuotto (Omura ja muut 2001). Joillain streptomykeeteilla
nama ovat itsenaisia mekanismeja, joillakin ne kytkeytyvat toisiinsa (de Lima ja
muut 2012).

llImarihmastot voivat muodostaa jopa 100 pum pitkid aseptaattisia el
valiseinattomia karkiosia, jotka sisaltavat usein kymmenia kopioita genomista
(Chater & Chandra 2006). Tata karkiosaa pidetaan tarkeimpana proteiinien ja
lipidien eritysalueena (Flardh ja Buttner 2009). Kun karkiosa lopettaa kasvunsa,
se erilaistuu yksigenomisiksi esi-itididen ketjuksi. Naiden esi-itididen erilaistuessa
itidiksi, niiden soluseind paksuuntuu, pyoéristyy ja kerdd mahdollisesti myds
itiopigmenttia, jonka jalkeen ne vapautuvat ymparistoén (Kuva 1).
Streptomykeettien itidt eivat ole erityisen lammodnkestavia, mutta ne selviytyvat
hyvin esimerkiksi kuivuudessa ja kulkeutuvat pitkienkin matkojen paahan
iimavirtausten, veden ja elainten mukana. [tididen kestdvyyden on selitetty

johtuvan niiden sisaltdmista pigmenteista ja aromista. (Chater & Chandra 2006.)
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Kuva 1. Streptomykeettien elinkaari. Sykli alkaa itibstd, joka muodostaa
kasvualustaansa haaroittunutta rihmastoa. Ympaéristoarsykkeiden lasnéollessa,
kuten  kasvua rajoittavissa  olosuhteissa,  streptomykeetit  aloittavat
monimutkaisen kehityskaarensa kasvattamalla ilmarihmastoa ja tuottamalla
mahdollisesti myds sekundaarimetaboliitteja. llmarihmasto erilaistuu vaheittain
genomin siséltdmiksi esi-itibiksi ja lopulta itibketjuiksi. (Law ja muut 2019.)

1.2.2 Sekundaarimetaboliittien tuotto

Steptomykeetit ovat kiinnostava tutkimuskohde, silla niilla on kyky tuottaa
yksinkertaisista solun lahtdaineista, kuten aminohapot, sokerit ja rasvahapot,
hyvin monipuolisesti erilaisia sekundaarimetaboliitteja, kuten antibiootteja (Kuva
2) ja muita bioaktiivisia yhdisteita. Naitd metaboliitteja on rakenteellisesti ja
vaikutukseltaan erilaisia, kuten patogeeneja ja tuumoreita ehkaisevia,
immuunipuolustusjarjestelmaan, verenpaineeseen ja veren kolesteroli-

pitoisuuteen vaikuttavia yhdisteitd. (Omura ja muut 2001.)

Streptomykeettien  sekundaarimetaboliittien  tuotantoa ja  morfologista
erilaistumista kontrolloivat samanaikaisesti erilaiset saatelymekanismit, joihin
vaikuttavat erilaiset ymparistoarsykkeet. Naista oleellisimpia ovat ympariston
ravinteet, kuten hiili, typpi, fosfori ja hivenaineet. (Chi ja muut 2011).
Saatelymekanismit ovat streptomykeeteille elintarkeita. Mikali itididen muodostus
alkaa liian aikaisin, myds streptomykeetin mahdollinen biomassan keraaminen ja
kasvaminen pysahtyy liilan aikaisin. Toisaalta taas liian myohainen aloitus, ja

itididen muodostukseen vaadittavat ravinteet loppuvat liian aikaisin. (Rigali ja



Erithromycin'952 Saccharopolyspora erythraea
Virginiamycin'%2 in S. pristinaespiralis S. virginiae

Mupirocin'985 Pseudomonas fluorescens
Ribostamycin'970 S. ribosidificus

Fosfomycin'9® S. fradiae

Trimethoprim1968 Synthetic
Rifamycin957 Amycolatopsis mediterranei

Noviobiocin9%€ S. niveus

Fusidic acid 983 Fusidium coccineum
Vancomycin'956 S. orientalis

Nalidixic acid962 Synthetic

Tinidazole19%9 Synthetic
Penicillin'®*! Penicillium chrysogenum

Bacitracin945 Bacillus licheniformis
Cephalosporins'®5 S. clavuligerus

Kanamycin'957 S. kanamyceticus
Streptomycin'¥4 S. griseus

Polymyxin'947 Bacillus polymyxa

Nitrofurantoin947 Synthetic
Cephalosporins'®5 S. clavuligerus

Platensimycin2%08 S. platensis
Daptomycin2093 S, roseosporus

Linezolid20% Synthetic
Lincomycin'952 S. lincolnensis

Neomycin'94® S, fradiae
Chloramphenicol'%4? S. venezuelae

Isoniazid'951 Synthetic
Viomycin'%' S. vinaceus e S. capreolus

Isoniazid!951 Synthetic
Viomycin1931 S. vinaceus e S. capreolus

Gentamicin'963 Micromonospora purpurea
Nystatin19%0 S. noursei
Tetracycline'950 S, aureofaciens

Cycloserine'%5 S, garyphalus

2000
1970
1960
1950
1940

Kuva 2. Antibiootteja ja niiden I6ytymisvuosia. Kuvasta kéy ilmi streptomykeettien
merkitys antibioottien tuotannossa kautta aikojen. Muokattu kuvasta de Lima ja
muut 2012.

muut 2008.) Suurin osa streptomykeettisen tuottamista sekundaarimetaboliiteista
on lajikohtaisia, ja niista on hyotya lahtokohtaisesti itse tuottajakannalle. Niiden
paaasiallinen tarkoitus onkin suojella isantaa ymparistoltaan. (de Lima ja muut
2020.)

Kaikkia saatelymekanismeja ja niihin liittyvia saatelytekijoita ei taysin tunneta.
Monet niista tunnetaan kuitenkin hyvinkin tarkasti. (Zhu ja muut 2014.)
Pleiotrooppinen saatelytekija (pleiotropic atoregulatory factor, A-factor, 2-
isokapriloyyli-3R-hydroksimetyyligammabutyrolaktoni) laukaisee seka
morfologisen etta fysiologisen erilaistumisen (Horinouchi ja muut 1984).
Korkeiden N-asetyyliglukosamiinipitoisuuksien (N-acetylglucosamine, GIcNAc)
on osoitettu estavan yhta tutkituimmista streptomykeeteista, S. coelicolor
A3(2):a, aloittamasta ilmarihmaston tuotantoa (Rigali ja muut 2008).
Streptomykeettien on osoitettu my0Os hajoittavan vegetatiivista rihmastoaan
lyyttisesti, jonka jalkeen ne aloittavat monimutkaisen morfologisen
itididenmuodostusprosessin  ja hyoddyntavat tassa prosessissa aiemmin

syntyneita ravintoaineita (Fernandez ja Sanchez 2002).



Perinteisin tapa luokitella streptomykeettien tuottamat sekundaarimetaboliitit on
jakaa ne niiden kemiallisten ominaisuuksien mukaan luokkiin: polyketidit, peptidit,
oligosakkaridit, terpeoidit ja alkaloidit. Jokaisen sekundaarimetaboliittiiluokan
tuottajan genomissa on seka kaikille yhteisia etta yksittaisen yhdisteen tuotolle
ainutlaatuisia geeneja. (Boucher ja muut 2001.) Naiden sekundaarimetaboliittien
tuotannossa mukana olevat geenit ovat yleensa ryhmittyneena streptomykeettien
genomissa niin kutsuttuina biosynteettisina geeniklustereina (biosythetic gene
clusters, BGCs). Taman ryhmittyneisyyden vuoksi ndiden geenien tutkiminen on
ollut suhteellisen yksinkertaista. (Walsh ja Fischbach 2010.) Lisaksi nykyiset
sekvensointimenetelmat ovat niin kehittyneitd (Loman ja Pallen 2015), etta
streptomykeettien sekundaarimetaboliittien tuotannosta vastaavat geenit

tunnetaan hyvin.

Vaikka uusien ja mahdollisesti parempien antibioottien tuotannosta vastuussa
olevia BGC:a tunnetaan paljon, ne ovat usein hiljennettyja laboratorio-
olosuhteissa (Walsh ja Fischback 2010). Tasta johtuen niiden ilmentaminen
luonnontuotteiden tutkimustydn yhteydessa on wusein haastavaa ja/tai
metaboliittien tuotantomaarat alhaisia havainnoitaviksi. Tahan ratkaisuna on
usein kyseisten geenien ilmentaminen toisessa organismissa. (Liu ja muut 2020.)
Tama ei kuitenkaan ole valttamatta ihan yksinkertaista. Yhdisteiden muodostus
tapahtuu eri organismeissa usein hieman eri tavoin ja niiden tuotannossa saattaa
olla mukana myos vield tuntemattomia saatelymekanismeja. Nain ollen
laboratorio-olosuhteissa voi olla hankalaa toteuttaa kaikkia naitéd luonnollisia

ymparistoarsykkeita, joita BGC:den ilmentaminen vaatii. (Zhu ja muut 2014.)
1.3 Polyketidit

Biologisesti aktiivisia metaboliitteja, jotka ovat joko polyketideja tai niiden
johdannaisia, on valtava maara. Niiden tuottajakanta on yleensa rihmastollinen
bakteeri (aktinobakteeri), sieni tai kasvi. (Hopwood ja Sherman 1990.)
Polyketideilla on monenlaisia laaketieteellisia kayttotarkoituksia. Ne toimivat
esimerkiksi syopia, sienia ja parasiitteja vastaan seka antibiootteina. (Staunton ja
Weissman 2001.) Lisaksi polyketideja I0ytyy osana kasvien tuottamia vari- ja
makuaineita ja ne suojelevat kasveja muun muassa sieni-infektioilta (Hopwood
ja Sherman 1990).
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Ensimmaiset polyketiditutkimukset (Collie ja Myers 1893) on tehty jo yli 100
vuotta sitten, mutta siltikdan niiden rakenteesta ja toiminnasta ei tiedeta viela
kaikkea (Liu ja muut 2020). Niista tiedetdan kuitenkin valtavasti: satojen
polyketidien molekyylirakenne tunnetaan tarkasti, niiden rakentumiseen liittyvat
entsyymit on pystytty valtaosin tunnistamaan ja eristamaan, ja lisaksi naiden
entsyymien tuottamiseen liittyvat geenit on pystytty tunnistamaan ja

kloonaamaan. (Staunton ja Weissman 2001.)

Kuvassa 3 on esitelty erilaisia polyketidirakenteita ja niiden kayttokohteita
(Staunton ja Weissman 2001). Polyketidit ovat rakenteiltaan hyvinkin erilaisia.
Kaikille polyketideille on kuitenkin yhteistda niiden rakenteen muodostava
hiilirunko, joka rakentuu perakkaisillda kondensaatioreaktioilla lyhytketjuisista
karboksyylihapoista, kuten asetaatti, propionaatti ja butyraatti. Jokainen
karboksyylihappoyksikkd pidentaa ketjua kahdella hiiliatomilla muodostaen
lineaarisen hiiliketjun, jossa B-hiileen on kiinnittyneena ketoryhma. Tyypillisesti
nama ketoryhmat muokataan hydroksyyliryhmiksi ja toisinaan ne poistetaan
kokonaan. Juuri naiden hiilirungossa esiintyvien ketoryhmien mukaan polyketidit

ovat saaneet nimensa. (Hopwood ja Sherman 1990.)

Toisessa kasvavaan polyketidiketjuun liittyvien karboksyylihappojen hiilista on
erilaisia funktionaalisia ryhmia riippuen ketjuun liittyvasta karboksyylihaposta.
Mikali tama on asetaatti, on hiileen kiinnittyneena vain vety, ja mikali tama on
propionaatti tai butyraatti, on hiileen kiinnittyneena metyyli- tai etyylirynma.Tama
sivuketjujen ja ketoryhmien vaihtelu, jokaisen ketjun hiiliryhman mahdollinen
kiraalisuus seka koko ketjun mahdollinen kokonaispituus (6-50 hiiltd) tekevat
polyketidien perusrakenteesta hyvin monipuolisen molekyylin. (Hopwood ja
Sherman 1990.)

Polyketidien kemialliseen monipuolisuuteen vaikuttavat perusrakenteen
muodostuksen lisaksi perusrakenteen katalysoinnin jalkeen tapahtuvat reaktiot,
kuten aromaattisen tai muun rengasrakenteen muodostus, muiden
funktionaalisten ryhmien lisdys, poisto tai muokkaus. Polyketidien
perusrakenteen muodostavia reaktioita katalysoivat polyketidisyntaasit
(polyketide synthases, PKSs), jotka muistuttavat rasvahapposyntaaseja (fatty

acid synthases, FASs). (Hopwood ja Sherman 1990.)
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Kuva 3. Esimerkkejé polyketidituotteista ja niiden Idéketieteellisista
kéyttékohteista. Muokattu kuvasta Staunton ja Weissman 2001.

Tyypillisesti  rasvahapposyntaasit  katalysoivat tayden  pelkistyssyklin:
ketotuotteiden pelkistys, dehydraatio ja enoyylipelkistys. Polyketidisyntaasit
voivat olla rasvahapposyntaaseja spesifisempia lyhentamalla tai jattamalla pois
jotain  rasvahapposyntaasin  katalysoimia reaktioita. @Koska kasvava
polyketidiketju voidaan nain ollen muodostaa lukemattoman monella eri tavalla,
on haluttujen lopputuotteiden tuottamiseksi tarkeaa tuntea tarkasti, miten

polyketidisyntaasi toimii. (Crum ja muut 1997.)

Eri elidlajien PKS:t ovat rakenteellisesti toisistaan poikkeavia. (Hopwood ja
Sherman 1990). Bakteerien PKS:t voidaan jakaa kolmeen eri ryhmaan: tyypin I,
Il ja lll polyketidit, riippuen siita, miten polyketidien perusrakenteen tuottava
polyketidisyntaasi (PKS) rakentuu ja minkalaisia tuotteita syntyy. Rakenteellisista
ja mekanistisista eroista huolimatta kaikki PKS:t syntetisoivat polyketideja
dekarboksylatiivisen  kondensoinnin  (ketonoinnin)  avulla  asyyli-KoA-

aloitusyksikdsta (koentsyymi-A, coenzyme A), ja ketosyntaasidomeeni tai -
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yksikkd (ketosynthase, KS) katalysoi hiili-hiilisidoksen muodostumista. (Shen
2003.)

1.3.1 Tyypin | PKS

Tyypin | PKS |6ytyy paaasiassa bakteereilta (Hopwood ja Sherman 1990). Tyypin
| PKS:a kutsutaan myds modulaariseksi PKS:ksi, koska sen muodostavat
proteiinit ovat usein jarjestaytyneet ikaan kuin moduuleittain, joissa jokaisella
moduulilla on oma roolinsa polyketidien ketjunpidennysreaktiossa (Kuva 4).
Jokaisessa moduulissa on yleensa vahintaan asyylitransferaasi (acyltransferase,
AT), ketosyntaasi (ketosynthase, KS) ja asyylinkantajaproteiini (acyl carrier
protein, ACP), jotka yhdessa katalysoivat hiili-hiilisidoksen muodostusta. Myds
muita entsyymeja saattaa olla Iasna, kuten ketoreduktaasi (ketoreductase KR),
dehydrataasi (dehydratase, DH) ja enoyylireduktaasi (enoylreductase, ER), jotka
osallistuvat mahdollisiin  pelkistysreaktioihin. Joskus mukana on myds
malonyyliasetyylitransferaasi (malonyl-acetyl transferase, MAT), joka osallistuu
asetaatti- ja malonaattiyksikoiden siirtoon ketjunpidennysreakion yhteydessa.
Lahtokohtaisesti jokainen moduuli osallistuu ketjunpidennysreaktioihin vain
kerran. Tyypin | PKS:n tuottamia polyketideja ovat esimerkiksi Kuvassa 3
esiintyvat rapamysiini, aktinorodiini ja erytromysiini A. (Staunton ja Weissman
2001.)

Loading PKS PKS PKS PKS
(module 1] (module-2) (module-3) (module-4) (module-4)
T ]

@@ KSDQQ@-‘ X)0.0QO@ — (@b

g )

Kuva 4. Tyypin | PKS:n toiminta. Jokainen moduuli pidentdd syntyvééa
polypeptidiketiua yhdelld karboksyylihapolla, eli osallistuu katalyysireaktioon
ldhtékohtaisesti vain kerran. Muokattu kuvasta Shen 2003.

1.3.2 Tyypin Il PKS

Tyypin Il PKS |0ytyy paaasiassa bakteereilta (Hopwood ja Sherman 1990). Ne
ovat multientsyymikomplekseja, jotka ovat vastuussa aromaattisten polyketidien
synteesista. Tyypin Il PKS:n paaasialliset tuotteet voidaan jaotella niiden

polyfenolisen rengasrakenteen ja biosynteettisen reaktiotien mukaan
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seuraavasti: antrasykliinit, angusykliinit, aureolihapot, tetrasykliinit,
tetrasenomysiinit, pradimisiinityypin polyfenolit ja bentsoisokromaanikinonit
(Hertweck ja muut 2007).

Kuvassa 5 on esiteltyna paaasialliset tyypin 1l PKS:n tuottamat rakenteet
esimerkkiyhdistein. Antrasykliineilla (doksorubisiini) on lineaarinen tetrasyklinen
rengasrakenne, jossa on kinoni-hydrokinoniryhmat renkaissa B ja C.
Angusykliineilld  (jadomysiini B) on kulmikas (angular) tetrasyklinen
rengasrakenne. Aureolihapoilla (mitramysiini) on kolmirenkainen
kromoforirakenne (chromophore). Tetrasykliineilla  (okxytetrasykliini) on
lineaarinen tetrasyklinen rakenne ilman kinoni-hydrokinoniryhmia.
Tetrasenomysiineilla (tetrasenomysiini-C) on lineaarinen tetrasyklinen rakenne,
jossa on kinoniryhma renkaassa B. Pradimisiinityypin polyfenolit (benastatiini-A)
ovat pidennettyja angusykliineja. Bentsoisokromaanikinonit (aktinorodiini)

sisaltavat kinonijohdannaisen isokromaanirakenteesta. (Risdian ja muut 2019.)

Tyypin Il PKS, joka tunnetaan myds nimellda minimaalinen PKS, rakentuu
kolmesta eri ydinkomponentista: hiiliketjun synteesistd vastuussa olevista
ketoasyylisyntaasista (KSa) ja ketjunpidennysfaktorista (KSB), jotka muodostavat
heterodimeerin (KSa/KSB), seka ACP:sta, johon muodostuva hyvin reaktiivinen
poly-B-ketoyhdiste on sitoutuneena hyvin joustavan fosfopanteteinyyliosan
avulla. (Metsa-Ketela ja muut 2003.) Muutamaa poikkeusta lukuunottamatta
kaikkien kolmen proteiinin geenit ovat ryhmittyneena yhteen (Hertweck ja muut
2007). KSB tunnetaan myos nimella ketjunpidennyksen lopetusfaktori (CLF,
chain length determination factor), mutta nimea on paivitetty, silla nykyaan
tiedetaan, ettda seka KSa ettd KSB osallistuvat ketjunpidennykseen (Meurer ja
muut 1997). Aromaattisen polyketidiketjun muodostus (Kuva 6) alkaa
asyylialoitusyksikosta (asetyyli- tai propionyyli-KoA), johon minPKS katalysoi
toistuvan  dekarboksylatiivisen  kondensaation avulla  malonyyli-KoA-
pidennysyksikoita (Hertweck ja muut 2007).

Kolmen ydinkomponentin lisdksi minPKS:ssa on usein mukana myos malonyyli-
KoA:ACP-malonyylitransferaasin (MCAT). Polyketidisynteesin ensimmaisessa
vaiheessa ACP malonyloidaan tdman entsyymin toimesta. ACP:n on osoitettu
kykenevan myos itseasylaatioon, jolloin taman entsyymin lasnaolo ei aina ole

valttamatonta. (Metsa-Ketela ja muut 2008.)
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Kuva 5. Esimerkkejé aromaattisista polyketideistéa (Risdian ja muut 2019).
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Kuva 6. Aromaattisten polyketidien  biosynteesin  perusmekanismi.
Asyylinkantajaproteiini  ACP toimii kasvavan polyketidiketiun ankkurina,
ketosyntaasiheterodimeeri katalysoi ketjunpidennysreaktiota. Muokattu kuvasta
Shen 2003.
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MinPKS:n muodostama poly-B-ketoyhdiste laskostetaan aromaattiseen
muotoonsa eri KR:n, syklaasien (CYC) ja aromataasien (ARO) avulla. Lopullisen
muodon syntyva rakenne saa raataloivien reaktioiden jalkeen, joita katalysoivat
erilaiset oksygenaasit (OXY), metylaasit (MET) ja reduktaasit, seka jotkin

reaktiot, joihin eivat osallistu mitkdan katalyytit. (Metsa-Ketela ja muut 2003.)
1.3.3 Tyypin lll PKS

Tyypin lll PKS:t, jotka tunnetaan myos nimella kalkonisyntaasin kaltaiset PKS:t,
ovat lahtokohtaisesti yksinkertaisempia kuin kaksi muuta PKS-tyyppia. Tyypin |
ja Il PKS:t hyoddyntavat ACP:a asyyli-KoA-substraattien aktivoimiseen ja
kasvavan poyketidi-intermediaatin ohjaamiseen, kun taas tyypin 1l PKS:t toimivat
iiman ACP:a ja toimivat homodimeereind. (Shen 2003.) Nain ollen
ketjunpidennysreaktiosta puuttuvat myds muissa reaktioissa mukana toimivat
ACP:n 4’-fosfopanteteiiniosat. Tyypin Ill PKS:t kayttavat substraatteina vapaita
asyyli-KoA:ita (Kuva 7). Koska tyypin Ill PKS:t toimivat homodimeereina, ne
katalysoivat iteratiivisesti  (toistuvasti) = useampia  reaktioita, kuten
ketjunpidennysta, syklaatiota ja polyketidien hienosaatoa. Bakteerien tyypin Il
PKS:t on tunnistettu vasta vuonna 1999. Ennen tata kyseinen mekanismi oli tuttu

vain kasveilla. Tyypin Il tuottamia polyketideja on esitetty Kuvassa 8. (Risdian ja

muut 2019.)
CoA CoA
® @
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Kuva 7. Tyypin Ill PKS:t katalysoivat suoraan KoA-tioestereita, eivédtkd hyddynné
reaktiossa ACP:a kahden muun tyypin tavoin. Mukattu kuvasta Shen 2003.



16

OH OH OH

HOOH OH

Tetrahydroxynaphtalene (THN) Alkylresorcinol

O
=
Germicidin A Alkylpyrone
HO OH o 0o
[ [ 3
=
HaN o HO HO
O
Dihydroxyphenylglycine Presuficidin A Alkyldihydropyrone A

Kuva 8. Esimerkkeja Tyypin Il tuottamista polyketideisté (Risdian ja muut 2019).

1.4 Antrasykliinit

Antrasykliinit ovat tyypin Il polyketidien alaluokka. Antrasykliinien perusrakenne
on lineaarinen tetrasyklinen 7,8,9,10-tetrahydro-5,12-naftasenokinoni, johon on
kiinnittyneena yleensa yksi tai useampi amiinisokeri (Brockmann ja Brockmann
1963). Kolme tunnetuinta antrasykliiniperhettda ovat: daunomysiini-,
aklasinomysiini- ja nogalamysiiniperhe (Abdella ja Fisher 1985). Antrasykliinien
aglykonirakenteessa (Kuva 9) on kinoni-hydrokinoniryhmat renkaissa C ja B,
metoksisubstituentti renkaassa D, Ilyhyt sivuketju hiilessa yhdeksan ja
karbonyyliryhma hiilessa 13. Kullekin antrasykliinille ominainen sokeriryhma

(daunosamiini) on kiinnittynena hiileen 7 renkaassa A. (Minotti ja muut 2004.)

Antrasykliineista tekee bioaktiivisen niiden aglykonirakenteeseen lisattavat
sokeriosat ja muut rakenteen muokkaukset. Erilaisia sivuketjuvaihtoehtoja on
lukuisia (Kuva 9). Suurin substituenttirepertuaari on hiilessa yhdeksan: sivuketjun
pituus, mahdolliset modifikaatiot ja stereokemia vaihtelee laajasti.
Aklasinomysiinilla kyseinen sivuketju on etyyliryhma, nogalamysiinilla taas
metyyliryhma. Daunorubisiinilla tama sivuketju on naistd monimutkaisin:

sivuketjun etyyliryhmalla on oksoryhma hiilessa 13 ja metyyliryhma hiilessa 14.
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Aglykonirakennemodifikaatioita nahdaan usein myds hiilissa 10, 4 ja 11. (Metsa-
Ketela ja muut 2008.)

Antrasykliinit ovat parhaiten tunnettuja niiden sydpasoluja tuhoavista
ominaisuuksistaan, vaikka niiden on alun perin ajateltu olevan potentiaalisia
antibiootteja. Naita antibiootteja tutkittaessa niiden havaittiin sattumalta tuhoavan
my0Os syopasoluja. (Weiss 1992.) Antrasykliineja on kaytetty sydopahoitona jo yli
50 vuotta, ja niilla hoidetaan yli miljoonaa sydpapotilasta vuosittain (Hulst ja muut
2022).

daxorubicin: Ry = OCHy: R, = daunosamine; Ry = CH0H

dauncrubicin: Ry = OCHy; Ry = daunosaming; Ry = CHy

epirubicin: Ry = OCHy; R; = epi-daunasamine; Ry = CH;OH

idarubicin: Ry = H; Ry = daunosamine; Ry = CHy

pirarubicin: Ry = OCHg; R; = d-tetrahydroxypyranyl-daunosamine; Ry = CH;OH

and linones. (1) Dx in family: (1a) d nyein (R = L- da ing, R* = HJ; (1b) T-deoxydau-
numyunnne [R R" = HY; (1c) dlnmtmyunmetk = OH, R = H) Utﬂ Adriamyein (R = L-daunosamine, R = OH); (1¢) !pl.mb.l.cm (R
= 4"-epi-L-daunosamine, R’ = OH). (2) A il Mm.'ly{?n] A(R" = L- rhodi ine-2-d -L-fu
A, R = H); (#b) T-deoxyaklavinene (R = R' = H). (%) Bi(1- klavinon-T-yl). (4) in family: (41) nogllunyun {R H R
= nogalose, R* = COyCH,); (4b) T-deoxynogalarcl (R = R’ = H, R" = OO,CH % (sc) TR-1 -nogamycin (R = nogalose, R’ = R* = H); (4d)
menogarol (R = OCH,, R* = R" = H); (4¢) epimenogarol (R' = OCHj, R = R = H); (4f) T-deoxynogarol (R = R' = R" = H).

Kuva 9. A. Antrasykliinien perusrakenne, renkaat nimetty kirjaimin ja hiilet
numeroituna. Eri antrasykliineilld on erilaisia sivuketjuja R. Muokattu kuvasta
Hertweck ja muut 2007. B. Antrasykliinejd. Kuvassa esiteltynd tunnetuimmat
antrasykliiniperheet (daunomysiini-, aklasinomysiini- ja nogalamysiiniperheet).
Kuva havainnollistaa erilaisten aglykonirakenteiden (antrasyklinoni) ja niihin
liittyneiden sokeriosien variaatioita. Muokattu kuvasta Abdella ja Fisher 1985.

Parhaiten tunnettuja antrasykliineja ovat daunorubisiini ja doksorubisiini (Weiss
1992). Daunorubisiini on niin kutsuttuja ensimmaisen sukupolven antrasykliineja,
josta on johdettu useita toisen sukupolven antrasykliineja. Naista ladkehoidossa
on kaytdssa esimerkiksi epirubisiini ja idarubisiini. (Minotti ja muut 2004.) Muita

kiinnostavia laaketutkimuksissa vuosien aikana mukana olleita antrasykliineja
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ovat esimerkiksi pirarubisiini, aklarubisiini ja nogalamysiini (Hertweck ja muut
2007).

Vaikka antrasykliinit ovatkin tehokkaita monenlaisia sydpasoluja vastaan, ne ovat
valitettavasti toksisia myds muille soluille. Erityisesti kardiotoksisuus on naiden
|ladkeaineiden suuri ongelma, ja p&aaasiallinen syy uusien antrasykliinien
kehitystyon taustalla. (Weiss 1992.) Etsittdessa parempaa antibioottia tai
syopalaaketta, yksi mahdollisuus on kayttaa jo tunnettua bioaktiivista yhdistetta
suunnittelun pohjana, ja muuttaa taman bioaktiivisia osia, jolloin voidaan loytaa
yhdiste, jolla on samat positiiviset vaikutukset ja mahdollisesti lievemmat
haittavaikutukset. (Hulst ja muut 2022.) Kardiotoksisuuteen voidaan kuitenkin
vaikuttaa saannostelemalld annoksen koko sellaiseksi, ettd siitd on
mahdollisimman vahan haittaa potilaalle ja mahdollisimman suuri hyoty hoidon
kannalta. (Weiss 1992.)

Antrasykliinit ovat sytotoksisia myos niiden tuottajakannalle. Tasta johtuen niiden
tuotanto onkin tiukasti saadeltya, ja yleensa niiden tuotantoon yhdistyy usein
resistanssigeenien ilmentaminen. Streptomykeetit kuljettavat antrasykliinit
yleensa ulos ABC-transporttereiden avulla. Nain niiden toksisuus itse

tuottajakannalle vahenee. (Hulst ja muut 2022.)
1.4.1 Daunorubisiini

Daunorubisiinilla, joka tunnetaan myds nimelld daunomysiini, on tetrasyklinen
aglykonirakenne (Kuva 10), jossa on vierekkaiset kinoni-hydrokinonirenkaat C-B,
metoksiryhma hiilessa nelja, renkaassa D ja lyhyt sivuketju hiilessa yhdeksan
seka karbonyyliryhma hiilessa 13. Daunosamiinisokeri, 3-amino-2,3,6-trideoksi-
L-fukosyyli on kiinnittyneena glykosidisidoksella hiileen seitseman renkaassa A.
(Minotti ja muut 2004.)

Daunorubisiini on eristetty jo 1960-luvun alussa Streptomyces peucetiuksesta (Di
Marco ja muut 1981). Doksorubisiini on daunorubisiinin johdannainen. Vaikka
daunorubisiinilla ja doksorubisiinilla on vain pieni rakenteellinen eroavaisuus
sivuketjussa R3 (Kuva 9), silla on suuri vaikutus aktiivisuuteen. Doksorubisiini on
tehokas rintasydpaa ja agressiivista lymfoomaa vastaan, kun taas daunorubisiini
on tehokas akuuttia lymfoplastista tai myeloplastista leukemiaa vastaan. (Minotti

ja muut 2004.) Koska yhdisteet ovat todella kardiotoksisia, niiden annostus on
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tarkasti saadeltyd. Ne ovat toisaalta myds tehokkaita, minka vuoksi on tehty
jatkuvaa tutkimustyota vastaavan |aakkeen |Oytamiseksi paremmilla

ominaisuuksilla. (Weiss 1992.)

Daunorubisiinista on johdettu tuhansia analogeja. Naista toisen sukupolven
antrasykliineista on hyvaksytty kliiniseen kayttoon vain muutama. Esimerkkeina
daunorubisiinista johdettu idarubisiini (Borchman ja muut 1997), josta on poistettu
metoksiryhma hiilesta nelja renkaassa D (Kuva 10) ja doksorubisiinista johdettu
epirubisiini (Robert 1993), jota on muokattu daunosamiiniryhman (sokeriosa) C4-
hilen hydroksyyliryhman epimerisaatiolla (aksiaalisesta ekvatoriaaliseksi).
(Minotti ja muut 2004.)

H;@W
NH

EPI

Kuva 10. Doksarubisiinin (DOX) ja daunorubisiinin (DNR) rakenteet, seké néista
johdettujen toisen sukupolven antrasykliinien, epirubisiinin (EPI) ja idarubisiinin
(IDA) rakenteet. DNR:n ja IDA:n sivuketjiun metyyliryhmé merkitty harmaalla
eroavaisuuden korostamiseksi. Nuolilla merkitty EPI:n ja IDA:n rakenteellista
eroa verrattuna DOX:n ja DNR:n. Muokattu kuvasta Minotti ja muut 2004.
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1.4.2 Nogalamysiini

Nogalamysiinilla on antrasykliineille tyypillinen lineaarinen tetrasyklinen
perusrakenne, aglykoniydin nimeltaan nogalamysinoni, johon on kiinnittyneena
kaksi sokeriosaa: L-rhodasamiini (amiinisokeri) ja L-nogaloosi (Kuva 11) (Li ja
Krueger 1991). Nogalamysiinistd tekee bioaktiivisen ja samalla myos
mielenkiintoisen tutkimuskohteen sen kaksi sokeriosaa: 7-O-glykosidisesti
liittynyt L-nogaloosi ja C5"—C2-hiili-hiilisidoksella liittynyt L-nogalamiini, joka

muodostaa epoksioksasiinirenkaan (epoxyoxacin ring) (Siitonen ja muut 2016).

Nogalamysiini on eristetty Streptomyces nogalaterista jo 1960-luvulla. Vaikka
nogalamysiinillda onkin syOpasoluihin vaikuttavia ominaisuuksia, se ei ole
varsinaisessa laakekaytdssa syOpahoitona sen kardiotoksisuuden vuoksi.
(Bhuyan ja Smith 1975.) Sen on kuitenkin osoitettu viime vuosien aikana olevan
tehokas myos muita sairauksia, kuten Lymen tautia eli borrelioosia (Feng ja muut
2015) ja Huntingtonin tautia (Lee ja muut 2017), vastaan. Taman vuoksi

nogalamysiini ja sen analogit ovatkin yha edelleen kiinnostava tutkimuskohde.
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Kuva 11. Nogalamysiinin ja aklarubisiinin perusrakenteet. Muokattu kuvasta
Hertweck ja muut 2007.

1.4.3 Aklasinomysiini

Aklasinomysiineilla on tetrasyklinen aglykonirakenne, johon on kiinnittyneena
trisakkaridi hiileen seitseman. Trisakkaridin kaksi ensimmaista sokeriosaa ovat
rodosamiiini ja 2-deoksifukoosi ja kolmas sokeriosa vaihtelee eri

aklasinomysiinien valilla. Aklasinomysiini N:ll& se on rodinoosi, aklasinomysiini
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A:lla sineruloosi, aklasinomysiini Y:lla L-akuloosi ja aklasinomysiini B:lla

sineruloosi B. (Alexeev ja muut 2007.)

Aklasinomysiinit ovat hyvin tutkittuja aromaattisia polyketideja, joita tuotetaan
useiden eri streptomykeettien avulla. Yksi tutkituimpia aklasinomysiineja on
Streptomyces galilaesuksen tuottama aklasinomysiini A (Kuva 11), joka tunnetaan
myds nimellad aklarubisiini. (Oki ja muut 1975.) Sita kaytetaan akuutin leukemian

seka Non-Hodgin-lymfooman hoitoon (Alexeev ja muut 2007).
1.4.4 Antrasykliinien toimintamekanismi

Antrasykliineilla on kaksi paaasiallista toimintamekanismia: ne joko sitoutuvat
DNA-kaksoiskierteeseen lamauttaen topoisomeraasi Il:n (nogalamysiinin
tapauksessa topoisomeraasi |:n) ja/tai poistavat DNA:han sitoutuneet histonit
(Kuva 12). Tama johtaa yleensa DNA:n hajoamiseen ja apoptoosiin. (Lorico ja
Long 1993.)

Mielenkiintoista kylla, on my6s havaittu, ettd kardiotoksisuutta ei yleensa esiinny
antrasykliineilla, jotka vaikuttavat vain toisella naista toimintamekanismeista.
Yksi antrasykliinien tehokkuudesta nimenomaan sydpasoluja vastaan perustuu
sille, etta nopeasti kasvavat solut, kuten syopasolut, ovat erityisen alttita DNA:n
hajoamiselle. Peruuttamattomia muutoksia aiheutuu kuitenkin, kun myos muut

nopeasti kasvavat solut tuhoutuvat. (Hulst ja muut 2022.)

Antrasykliinit voivat vaikuttaa myO0s muodostamalla vapaita radikaaleja.
Antrasykliinirenkaan entsymaattinen pelkistys tuottaa semikinonivapaan
radikaalin, joka johtaa hydroksyylivapaan radikaalin muodostukseen.
Antrasykliinimolekyylin hydrokinonin konjugaatio solunsisaisella ferriraudalla
saatta johtaa vapaiden radikaalien ei-entsymaattiseen tuotantoon. Vapaiden
radikaalien aiheuttamaa vahinkoa esiintyy terveissa ja kasvainkudoksissa
solukalvon lipidien peroksidaation yhteydessa. Talla vapaiden radikaadien
muodostuksella on Iahinna kardiotoksisia vaikutuksia. Monet terveet kudokset
sisaltavat kuitenkin vapaita radikaaleja estavia entsyymeja, jolloin antrasykliinien
vapaat radikaalit vaikuttavat paaasiassa kasvainkudoksissa. Valitettavasti
sydamen kudoksilta nama entsyymit puuttuvat, jolloin nama kudokset ovat alttiita

vapaille radikaaleille. (Hortobadgyi 1997.)
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Nucleosome

Histone

Kuva 12. Antrasykliinien toimintamekanismi. Antrasykliinien (doksorubisiini,
vihred) aglykoniosa asettuu DNA kaksoiskierteen véliin. Topoisomeraasi Il
(musta) myrkyttyy ja johtaa kaksoiskierteen hajoamiseen. Antrasykliinit voivat
myds vaikuttaa vapauttamalla histoneita (harmaa) nukleosomista. Téméa muuttaa
DNA:n saavutettavuutta ja vaikuttaa geenien transkriptioon. Histonien
korvautuminen uusilla (Nascent histone) johtaa epigeneettisen informaation
hévidmiseen. Muokattu kuvasta Hulst ja muut 2022.

1.5 Antrasyliinien biosynteesi

Antrasykliinien synteesireitti alkaa tyypin |l polyketidisyntaasin, minimaalisen
polyketidisyntaasin (minPKS) avulla hyvin yksinkertaisista osista: yhdesta
asetyyli- tai propionyyli-KoA-aloitusyksikosta ja yhdeksasta malonyyli-KoA-
pidennysyksikosta. Antrasykliinien, joilla on etyyliryhma hiilessd yhdeksan,
aloitusyksikkbna  toimii  pidempi  propionyyli-KoA  (daunorubisiini  ja
aklasinomysiini). Ennen pidennysreaktion alkua apo-muodossa oleva ACP tulee
muuttaa holo-muotoon liittdmalla siihen fosfopanteteiiniryhma holo-ACP-
syntaasin avustamana. Taman jalkeen malonyyli-KoA:n malonyyliryhma
yhdistetddan ACP:hen MCAT:n avustamana. Malonyyli-ACP:n  yhdistyminen
KSa/KSB-heterodimeeriin aloittaa pidennysreaktion (Kuva 13), joka tapahtuu
yhdeksan kertaa rasvahapposynteesia muistuttavalla Claisenin kaltaisella
kondensaatioreaktiolla (Claisen-like condensation reaction). Malonyyliryhman
karboksylaatiosta seuraava asetyyliryhman siito KSa:n aktiiviseen kohtaan

johtaa syntaasin virittymiseen ja pidennysreaktio jatkuu, kunnes lopputuloksena
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on hyvin reaktiivinen 20-hiilinen polyketidien poly-B-keto-perusrakenne. (Metsa-
Ketela ja muut 2003.)

N
ij’ "_ub;é o+
P ° a o
:/\/Ltf\/s- r L
¥ ;
i/
b
CoA.

p .T&.-k“"‘, \/ \T Ny
.'\1;'\1‘ ) ~ L 0
fig Y ﬁ\‘ e malonyl-CoA
\_;3{‘{3 P o

20 ALY or —

S .
R o8 ',L (# .ﬁ?f
o AN SR
SN s PP
&% \-ru: + _co, \fﬁkﬁ‘;
AT e LV
3 3 SH
— Ve
N\ X
Ry o\ TORBE
. N\ K s
b
0,
4 8 B

o o o o o anthracycline decaketide

Kuva 13. Minimaalisen polyketidisyntaasin toimintamekanismi. Biosynteesi alkaa
asyyli- tai propionyyliryhmén yhdistédémiselld& ACP:in (keltainen). Katalyyttisen
Syklin aikana kasvava polyketidi siirretddn ACP:lta KSa:n (violetti) aktiivisella
alueella sijaitsevalle  kysteiinille. ACP  siirtdd mybs malonyyliyksikoét
ketosyntaasille. KSB katalysoi reaktiota, ja polyketidi kasvaa joka reaktiolla aina
kahdella hiilelld. Samanaikaisesti polyketidi siirretddn takaisin ACP:lle. Té&t&
jatkuu yhdekséan kierrosta. Muokattu kuvasta Hulst ja muut 2022.

Pidennysreaktiota katalysoiva minPKS koostuu aina vahintaan ACP:sta ja
KSa/KSB-heterodimeerista, mutta tuottajakannasta riippuen mukana voi olla
myos muita entsyymeja (Raty ja muut 2002). Daunorubisiinin biosynteesissa
toimii minPKS:n yhteydessa myos kaksi muuta entsyymia: DpsC ja DpsD (Grimm
ja muut 1994). DpsC on kolibakteereissa toimivan rasvahapposynteesin
aloittavan ketosyntaasin (KSIIl) homologi, ja DpsD on usean asyylitransferasin
homologi. Samaten aklasinomysiinien biosynteesissa on mukana kyseisten

entsyymien homologit, AknE2 ja AknF. (Raty ja muut 2002.)

Mikali reaktioreitin seuraavia entsyymeja ei ole lasna, minPKS:n muodostamasta
erittdin epavakaasta 20-hiilisestd polyketidirakenteesta muodostuu useiden

syklisaatioiden kautta hyvin monenlaisia ja monin eri tavoin laskostuneita
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polyketideja. Valtaosa antrasykliineista kuuluu pelkistettyihin polyketideihin,
joiden hiilessa yhdeksan oleva ketoryhma on pelkistetty ensimmaisen renkaan
muodostuksen jalkeen ketoreduktaasin (KR) avustamana (Kuva 14). Tama
ketopelkistys on mukana Kkaikissa antrasykliinireaktioteissa steffimysiinia
lukuunottamatta, jolla tdman vaiheen puuttuminen johtaa hydroksyyliryhmaan
hiilessa kaksi. (Metsa-Ketela ja muut 2003.)
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Kuva 14. Aglykonirenkaan muodostus. Kuvassa esiteltynéd kaikki renkaiden
muodostukseen vaadittavat entsyymit, sek& entsyymien ilmentédmiseen
vaadittavat  geenit  kolmesta  tunnetuimmasta  antrasykliiniperheesté:
aklasinomysiini (akn) daunorubisiini (dnr) ja nogalamysiini (snoa). (Réty ja muut
2002; Metsé-Keteld ja muut 2003; BioCyc ID: PWY-7352)

Pelkistysreaktion jalkeen polyketidin ensimmainen rengas aromatisoidaan
aromataasin (ARO) avustamana, jota seuraa toisen ja kolmannen renkaan
syklisaatiot syklaasin (CYC) avustamana. Ensimmainen vakaa valituote,
aklanoni- tai nogalonihappo, syntyy, kun hiili 12 hapetetaan mono-oksygenaasin
(OXY) avustamana. Taman jalkeen karboksiryhma metyloidaan S-adenosyyli-L-
metioniini-riippuvaisen (SAM) metyylitransferaasin MET) avustamana ja
muodostetaan viimeinen rengasrakenne esterisyklaasien (CYC) avustamana
lukuunottamatta steffimysiinia, jolla nogalonihaposta muodostuu suoraan
dekarboksylatiivisen syklisaation kautta nelirenkainen aglykonirakenne. Lopuksi

kaikkien antrasykliinien ketoryhma hiilessa seitseman pelkistetdan NAD(P)H-
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riippuvaisen ketoreduktaasin (KR) avustamana antrasykliinien perusrakenteeksi,
aklavinoniksi tai nogalavinoniksi. Polyketidien muodostus on hyvin
konservoitunutta. Mikali jokin naistd entsyymeistd puuttuu, lopullista

neljarenkaista aglykoniydinta ei synny. (Metsa-Ketela ja muut 2008.)

Antrasykliineista tekee bioaktiivisia niiden aglykoniosaan liitettavat sokeriosat ja
muut aglykoniosan muodostuksen jalkeiset muokkaukset. Aklavinoni ja
nogalavinoni ovat antrasykliinien biosynteesireittien tarkeitd valituotteita.
Aklavinoneista muodostetaan aklasinomysiinia ja daunorubisiinia liittamalla
rakenteeseen tarpeelliset sokeriosat. Nogalavinonista  muodostetaan
nogalamysiinien aglykoniperusrakenne C-1-hydroksylaation avulla, jonka jalkeen
rakenteeseen liitetdan tarpeelliset sokeriosat nogalamysiinin muodostamiseksi.
(Metsa-Ketela ja muut 2008.)

1.5.1 Aglykoneista antrasykliineiksi

Antrasykliinien lopullisen rakenteen muodostukseen vaikuttavista muokkauksista
merkittdvin  on  glykosylaatio, jossa D-glukoosi-6-fosfaatista johdetut
deoksisokeriosat liitetdan aglykonirakenteeseen (Kuva 15). Daunorubisiinilla
kyseinen sokeriosa on L-daunosamiini ja se on liitettyna hiileen seitseman.

Nogalamysiinin sokeriosa on liitettynd samaan hiileen, mutta sokerina on L-
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Kuva 15. Nogalamysiinin ja aklasinomysiinin muodostus aklavinonista ja
nogalavinonista oksygenaasien (OXY) ja glykosyylitransferaasien (GTF)
avustamana. Muokattu kuvasta Metsé-Ketela ja muut 2008.
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nogaloosi. Aklasinomysiini A:lla hiileen seitseman on liittyneena trisakkaridi: L-

rhodosamiini, L-2-deoksifukoosi ja L-sineruloosi. (Metsa-Ketela ja muut 2008.)

Nogalamysiinilla on lisdksi ainutlaatuinen rengasrakenne: L-nogalamiini on
kiinnittyneena aglykonirakenteeseen kahdella eri sidoksella, O-glykosylaatiolla
hiileen yksi ja hiilten kaksi ja viisi valisella hiili-hiilisidoksella. Nogalamysiinin
sokeriosien substraatteina toimivat TDP-L-nogaloosi ja TDP-L-rhodosamiini, ja
ne liitetdan aglykonirakenteeseen glykosyylitransferaasien avustamana. SnogD-
glykosyylitransferaasi vastaa L-nogaloosin glykosylaatiosta
aglykonirakenteeseen. L-nogalamiinin epoksioksasiinirenkaan muodostukseen
osallistuu viisi eri entsyymia tai entsyymikompleksia (Kuva 16): Snoal2/Snoa\W-
hydroksylaasi, SnoT-hydroksylaasi, SnoK-oksygenaasi ja SnoN-oksygenaasi.
(Siitonen ja muut 2016; Nji Wandi ja muut 2021.)

TDP-L- TDP

i 0
i o Ho [¢] rhodosamine HO
HO  Oume HO  ome HO  ome
Oz + NAD(P)H ——
SnoT
H,0 + NAD(P)Y —————

Kuva 16. Nogalamysiinin epoksioksasiinirenkaan muodostus. Muokattu
kuvasta Hulst ja muut 2022.

1.5.2 Deoksisokereiden biosynteesi

Antrasykliinien sokeriosien biosynteesin entsymaattisten vaiheiden tutkiminen on
ollut hankalaa aktivoitujen hiilihydraattisubstraattien saavuttamisen vuoksi.

Naiden multikiraalisten yhdisteiden kemiallinen synteesi on monimutkainen,
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eivatka niiden intermediaatit ole yleensa stabiileja. Niista tiedetaan kuitenkin tasta
huolimatta jo paljon nykyisten kehittyneempien tutkimusmenetelmien, kuten

kristallografian vuoksi. (Metsa-Ketela ja muut 2008.)

Deoksisokeriosien biosynteesi alkaa glukoosi-1-fosfaatin aktivoimisella dTDP-D-
glukoosiksi, jota seuraa muunto dTDP-4-keto-6-deoksi-D-glukoosiksi 4,6-
dehydrataasin katalysoimana. Tasta sokeri-intermediaatista muokataan suuri
osa antrasykliinien 2,6-dideoksi- ja 2,3,6.trideoksiheksooseiksi erilaisilla
reaktioyhdistelmilla, kuten eliminaatiolla, pelkistyksella, isomerisaatiolla,
epimerisaatiolla ja amino- ja metyyliryhmien siirtoreaktioilla. (Metsa-Ketela ja
muut 2008.)

1.6 Kolibakteerit

Kolibakteeri eli Escherichia coli on gram-negatiivinen bakteeri, jonka saksalainen
ladkari Theodor Escherich on alun perin I6ytanyt ihmisen suolistosta vuonna
1885 (Feng ja muut 2002). Se on siis ollut tutkimuksen kohteena hyvin kauan, ja
tastd johtuen sen biologiset omnaisuudet ja fysiologia tunnetaan hyvin.
Yleisimmat tutkimuksessa kaytettavat kolibakteerikannat on lahtokohtaisesti
luokiteltu vaarattomiksi. Jotkin kannat vaativat varovaisempaa kasittelya, ja
rippuen tutkimuksesta, tulee niitd kasitella alueen laatiman lainsaadannon
vaatimalla tavalla. Tama ei kuitenkaan ole lahtdkohtaisesti kynnyskysymys

valittaessa tutkimustarkoituksiin sopivaa tuottajakantaa. (Pontrelli ja muut 2018.)

Kolibakteerikantoja on suhteellisen yksinkertaista kasvattaa: solupopulaation
kaksinkertaistumiseen kuluva aika on lyhyt (alle 30 minuuttia), ja ne kasvavat
hyvinkin erilaisissa kasvuolosuhteissa (Taulukko 1). Niiden geneettinen
muokkaus on yksinkertaista ja siihen on kehitetty lukemattomat maarat erilaisia
tyokaluja. Yhdisteiden tuotto on myos yleensa nopeaa, jopa alle vuorokauden.
Kaikki nama edella mainitut syyt selittavat sen, miksi kolibakterien kaytto
tuottajakantana tutkimuksessa ja teollisuudessa on yleensd kannattava
vaihtoehto ja parhaassa tapauksessa madaltaa myos kustannuksia. (Francis ja
Page 2010.)

Vuonna 1998 sekvensoitiin K-kanta, MG-1655, joka on tdhan paivaan mennessa
yksi kaytetyimmista kolibakteerikannoista. Myods B-kanta, BL21, ja sen

johdannainen, BL21 (DE3), ovat yleisia rekombinanttien proteiinien tuotannossa.
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(Pontrelli ja muut 2018.) Myds tassa tutkielmassa tuottokokeissa kaytettava
kanta, BAP1 (BL21(DE3) AprpRBCD::T7prom-sfp, T7prom-prpE), on B-kannan

johdannainen.

Taulukko 1. Rekombinanttien proteiinien tuottokantojen vertailutaulukko (Francis
ja Page 2010).

E. coli Yeast Insect cells Mammalian cells Cell-free® (E. coli) Cell-free” (wheat germ)

Average time of 30 min 90 min 18 hr 24 hr N/A N/A

cell division

Cost of Low Low High High High High

expression

Expression level High Low-High Low-High Low-Moderate Low-High Low-High

Success rate (%  40-60 50-70 50-70 80-95 Variable Variable

soluble)

Advantages Simple, low cost, Simple, low cost Post-translational ~ Natural protein High yield. fast, Fast, flexible,
rapid, robust, high modifications configuration, flexible, disulfide-bonded and
yield. easy labeling for post-translational ~ disulfide-bonded and ~ membrane proteins,
structural studies modifications membrane proteins, post-translational

easy labeling for modifications
structural studies

Disadvantages ~ No post-translational ~ Less Slow, higher cost,  Slow, high cost, High cost, less High cost, lower yield
modifications, post-translational production of lower yield post-translational than E. coli cell-free
insoluble protein, modifications, membrane proteins modifications, efficient system, efficient
production of production of is difficult production requires production requires
disulfide-bonded and ~ membrane proteins highly-specialized highly specialized setup
membrane proteins is s difficult setup
difficult

Kolibakteereilla on myos heikkouksia tuottajakantana. Niiden avulla ei voi tuottaa
glykosyloituja biofarmaseuttisia tuotteita, monimutkaisia rakenteita sisaltavia
translaationjalkeistd muokkausta vaativia proteiineja (joille kolibakteereista ei
|I6ydy sopivia entsyymeja) tai proteiineja, joilla on suuri maara disulfidisidoksia.
Ne eivat myoskaan sieda hyvin matalaa tai korkeaa pH:ta, korkeaa
suolapitoisuutta eika korkeita lampaotiloja. Naissa olosuhteissa voidaan saavuttaa
hyotya esimerkiksi kontaminaatioiden ehkaisyssa ja tietyissa erityisolosuhteita

vaativissa bioprosesseissa. (Pontrelli ja muut 2018.)
1.6.1 Yhdisteiden tuottaminen kolibakteereissa

Haluttujen geenien ilmentaminen, ja sita kautta toivotun tuotteen tuottaminen
kolibakteereissa vaatii nelja asiaa: kiinnostuksen kohteena olevien geenien
geenisekvenssit, ekspressiovektorin, ilmentadmiseen kaytettdvan solulinjan ja
solukasvatusvalineistdn ja -materiaalit (Kuva 17) (Francis ja Page 2010). Ensin
tutkittavat geenit kloonataan valikoituun ilmentamisvektoriin. Taman jalkeen tama
vektori transformoidaan kaytettavaan kolibakteerikantaan. Seuraavaksi tata
kantaa kasvatetaan tuotettavan proteiinin kannalta sopivissa olosuhteissa,

kunnes se on kasvun kannalta valmis proteiinituotantoon, jolloin
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Kuva 17. Proteiinituotannon vaiheet ja tarvittavat elementit (Francis ja Page
2010).

proteiinituotanto kaynnistetaan jollakin indusoijalla (tassa tutkimuksessa IPTG,

isopropyyli-B-D-1-tiogalaktopyranosidi). Tuotannon jalkeen proteiinit tai

proteiinien tuottamat yhdisteet eristetdan siihen sopivalla menetelmalla, jonka

jalkeen ne voidaan analysoida kvalitatiivisesti ja/tai kvantitatiivisesti siihen

sopivalla laitteistolla. (Francis ja Page  2010.) Kolibakteerien
proteiiniekspressiosysteemi koostuu iimentamiskasetista  (promoottori,
transkription saatelijat, ribosomien sitoutumisalue), koodattavasta

sekvenssialueesta ja ilmentamisvektorista (Kuva 18). Naiden avulla solu voi
tuottaa toivottuja proteiineja, jotka siirretdan sytoplasmasta soluseinan valitilaan
(periplasma). Mikali tutkitaan tuotettuje proteiinien sijaan naiden proteiinien
tuottamia yhdisteita, eikd ole taysin selvaa, siirtyvatko tuotetut yhdisteet solun
ulkopuolelle, on hyva analysoida seka solumassa etta kasvatusliuos erikseen.
(Pettersen 2012.)

Tutkittavaa geenisekvenssia suunniteltaessa on kannattavaa huomioida, etta on
jarkevaa optimoida kaytettavien geenien kodonit kolibakteereille sopiviksi siten,

ettd geenisekvessit eivat sisalla kolibakteereille harvinaisia kodoneita. Kun
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valitaan tutkimukseen sopivaa vektoria, tulee huomioida, etta valittava vektori
sisaltaa kaikki elementit, jotka ohjaavat kohdegeenien transkriptiota ja
translaatiota. Naita elementteja ovat muun muassa: promoottorit,
saatelysekvenssit, Shine-Dalgarno alue, transkriptionaaliset terminaattorit ja
replikaation  aloituskohta, seka  selektiomarkkeri, kuten antibiootti-
resistenssigeeni. Mikali tarkoitus on eristaa proteiinit, tulee mukana olla myos
fuusiomerkki (fusion tag), jonka avulla proteiinit saadaan eristettya

kasvatusliuoksesta. (Francis ja Page 2010.)

Expression cassette CYTOPLASM
:j%} promoter, transcriptional regulators, ribosomal binding site
X regulator | P
Sy \ Coding sequence

O mRNA stability, codon usage, stop codons,
PERIPLASM * terminators, fusion partners

Expression Vector

} ;."-‘.\
w copy number, stability © .
?‘#k P
@ o & )
% s  Protein
translocation @ | , ,
T e w28 Inclusion bodies versus

@ soluble active protein

e\

“w.cytoplasmic membrane

EXTRACE’.LULAR SPACE medium composition, pH, temperature, oxygen availability

Kuva 18. Kolibakteerien geeniekspressiosysteemi (Pettersen 2012).

Vektorien valinnassa tulee myds huomioida, ettd DNA:n replikaatio alkaa
replikaation aloituskohdasta. Se myds maarittaa vektorin kopioluvun. Kopioluvut
vaihtelevat valilta 2-20 (matala) yli sataan (korkea). (Boros ja muut 1984.)
Yleensa suositaan korkean kopioluvun vektoria, silld se usein johtaa korkeisiin
saantoihin. Mikali kaytetddn useampaa plasmidia samassa organismissa,
replikaation aloituskohdat tulee myos ottaa huomioon. Replikaation
aloituskohtien tulee erota, jotta solu tukee kummankin vektorin ekspressiota.
(Francis ja Page 2010.)
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Myé6s ilmentamiskasettiin - kuuluvan promoottorin valinnalla voi vaikuttaa
proteiinituotantoon. RNA-polymeraasin sitoutuminen promoottoriin aloittaa
mRNA:n synteesin. Polymeraasin sitoutumisen tehokkuus riippuu taysin
promoottorin ominaisuuksista. Oikeanlaisen promoottorin avulla transkription
aloituksen saately on kontrolloitavissa, helppoa ja jopa edullista. Toksisten
proteiinien tuottoon valitaan yleensa heikommin ilmentava promoottori ja
proteiinituotannon maksimoimiseen yleensa tehokas promoottori. (Francis ja
Page 2010.)

1.6.2 Kloonaus kolibakteereissa

Yksi tarkeimmista synteettisen biologian paamaarista on helpottaa biologista
suunitteluprosessia. Tahan on olemassa standardoituja tyOkaluja ja menetelmia,
joiden avulla geneettisten systeemien suunnittelu ja luominen on
yksinkertaisempaa. Rebatchouk tyéryhmineen kehitti jo vuonna 1996
nukleiinihappo-osasten kloonaukseen sopivan standardoidun menetelman,
mutta se ei viela tuolloin levinnyt kovinkaan laajaan kayttoon. Myoskaan vuonna
1999 Arkinin ja Endyn julkaisema standardoitu kloonausmenetelma ei
saavuttanut tiedemaailman huomiota. Vuonna 2003 Knightin julkaisema
BioBrick-menetelma kuitenkin sai erilaisen vastaanoton ja se on nykyaan
kaytossa laajalti tiedeyhteisoissa. BioBrickin tarkein innovaatio on, etta sen avulla
voidaan yhdistaa mitka tahansa kaksi BioBrick-osaa, ja tuloksena on yksi
yhtendinen BioBrick-osa, joka voidaan taas tarvittaessa yhdistaa uuteen
BioBrick-osaan. Standardoidun menetelman etuna on, ettd tutkimuksen

optimointi on yksinkertaista ja nopeaa. (Shetty ja muut 2008.)

Menetelma hydyntaa standardoitujen biologisten osien kirjastoa. Jokainen
BioBrick-osa Ioyty tasta kirjastosta ja on nimetty ykstyiskohtaisella numerosarjalla
(esim. BBa_151020). Rekisterista 10ytyy kyseisen osan kaikki tarpeellinen tieto:
sekvenssi, tarkoitus ja mahdollinen kayttajakokemus. Kaikki nama biologiset osat
sdilétaan ja jaetaan kolibakteerien plasmidipohjaisissa vektoreissa. (Shetty ja
muut 2008.)

BioBrick-vektoressa on katkaisualueet EcoRI-, Xbal-, Spel- ja Pstl-
restriktioentsyymeille (Kuva 19). |Insertissa, eli vektoriin liitettavassa

sekvenssirakenteessa, tulee olla samat katkaisualueet. Kayttamalla kyseisia
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restriktioentsyymeja hyodyksi rakenteet voidaan katkaista siten, etta syntyy kaksi
erilaista osaa, jotka voidaan yhdistaa ligaation avulla (Kuva 20). (Knight ja muut
2003.)

5? --gca GAATTC GCGGCCGC T TCTAGA G --insert-- T ACTAGT A GCGGCCG CTGCAG gct--

--cgt CTTAAG CGCCGGCG A ACATCT C —-———--—---- A TGATCA T CGCCGGC GACGTC cga--
EcoRI  NotI Xbal Spel NotI PstI

Kuva 19. Esimerkkikuva BioBrick-vektorin DNA-sekvenssistéd (Knight ja muut
2003).

R0011 alpC
Xbal (16) Spel(2952)
EcoRI(1) alpA alpB Pst1(2970) KanR

pSBiK3-J04450

5132 bp
BBa B0034
Xbal (20) Spel (2562)
EcoRI(5) alpA alpB PstI (2580)

alpA/alpB native
2586 bp

Kuva 20. Esimerkki BioBrick-osista. Ylapuolella vektori, alapuolella insertti.

Katkaisemalla vektori entsyymeilla EcoRI ja Xbal, saadaan etuvektori (front
vektor, FV). Katkaisemalla insertti entsyymeilla EcoRI ja Spel, saadaan
etuinsertti (front insert, Fl). Katkaisemalla vektori entsyymeilla Spel ja Pstl,
saadaan takavektori (back vector, BV). Katkaisemalla insertti entsyymeilla Xbal
ja Pstl saadaan takainsertti (back insert, Bl). Katkaisun jalkeen muodostuvien
yhteensopivien ulokkeiden avulla etuvektori ja -insertti, seka takavektori ja -
insertti voidaan yhdistaa ligaation avulla toisiinsa, jolloin muodostuvassa

rakenteessa on samat katkaisuentsyymialueet. Lisaksi muodostuu arpialue (scar
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site), jonka sekvenssi (ACTAGA) ei ole tunnistettavissa yhdellekaan kaytettavalle

restriktioentsyymille, jolloin sita ei voida enaa katkaista. (Knight ja muut 2003.)
1.6.3 Polyketidituotanto kolibakteereissa

Streptomykeetit erilaistuvat morfologisesti kasvun eri vaiheissa, kasvavat
tyypillisesti hitaasti ja niiden geneettiseen muokkaukseen olemassa olevat
tydkalut ovat usein suppeat (Cummings ja muut 2019). Sen sijaan yhdisteiden
tuottaminen kolibakteerien avulla on yleensa nopeaa, tuotantoreittien
muokkaamiseen ja suunnitteluun kaytettavat menetelmat yksinkertaisia ja
mahdollisuuksiltaan monipuolisia. Tasta johtuen kolibakteerien hyddyntamista
luonnontuotteiden tuotannossa onkin tutkittu paljon. Sen hyddyntaminen
ladketieteellisesti tarkeiden luonnontuotteiden, tyypin Il polyketidien tuotannossa

on kuitenkin vield alkutekijoissaan. (Liu ja muut 2020.)

Antrasykliinien  yksinkertaisista osista huolimatta niiden rakenteellinen
monimutkaisuus estaad usein kaytanndllisten synteesireittien kehittamisen
laboratoriossa, jolloin fermentointi on lahes ainut mahdollinen keino niiden
tuottamiseksi. @ Vaikka  yhdisteiden tuottaminen  kolibakteereissa on
lahtokohtaisesti nopeaa ja suhteellisen yksinkertaista, polyketidien tuotannolle on
kuitenkin omat haasteensa: (1) rakenneosien saatavuus, (2) oikein
laskostuneiden ja  translaation jalkeen  muokattujen = minimaalisten
polyketidisyntaasien ilmentdminen ja (3) polyketidituotteen reaktioreitin
synkronointi siten, ettd tuotto on mahdollisimman tehokasta. (Pfeifer ja muut
2001.)

Antrasykliinien  sytotoksisuus vaikuttaa my0s kolibakteerikasvatuksissa.
Kolibakteereja kasvatetaan fermentoimalla, joten vaikka ne pystyisivatkin
poistamaan antrasykliinit solun ulkopuolelle, ne eivat varsinaisesti poistu sen
elinymparistosta. Nain antrasykliinien konsentraatio mediumissa kasvaa, ja talla
on suurella todennakdisyydella vaikutusta suoraan saantoihin. (Pontrelli ja muut
2018.)

Cummings ja muut (2019) (Kuva 21) havainnollistavat, etta minPKS:n KSa/KSpB-
heterodimeeri (tai KS/CLF) on osa niin kutsuttua pidennysyksikkda (extension
unit). Jotta aromaattisia polyketideja voidaan tuottaa kolibakteereissa, tarvitaan

taman lisaksi myos pohjustusyksikko (priming unit) ja raataldintiyksikko (tailoring



34

unit). Pohjustusyksikkd kuvaa niitd entsymaattisia reaktioita, jotka vaaditaan
aromaattisten polyketidien tuotannon hienosaatéén: ACP:n muokkaamiseen
fosfopanteteinylaatiolla apo-muodosta holo-muotoon. Tasta on vastuussa
fosfopanteteinyylitransferaasi (PPTase), joka liittaa fosfopanteteiinimolekyylin
ACP-proteiiniin. Taman lisaksi substraatteina toimivia malonyyliryhmia pitaa
littAd  holo-ACP-proteiiniin.  Toiminnasta vastaa  malonyyli-KoA-ACP-
transasyklaasi (MCAT), mutta reaktio voi tapahtua my0s itsenaisen
malonylaation (self-malonylation) avulla. Raatalointiyksikkd kuvaa tyypillisimpia
polyketidien reaktiotiehen osallistuvia ensimmaisia entsyymeja, ketoreduktaasia
(KR), aromataasia (ARO) ja syklaasia (CYC), joiden avulla muodostetaan

polyketidien kolme ensimmaista rengasrakennetta.

Priming unit Extension unit Tailoring unit*
PPTase @ apo-ACP KS:CLF
30 ) -
AR =
holo-ACP
MCAT ?
™ o

acyl-ACP

%

]?
‘O

Kuva 21. Aromaattisten polyketidien biosynteesiin vaadittavat elementit
(Cummings ja muut 2019).

Paaasiallinen ongelma toimivan tyypin Il PKS-systeemin luomiselle
kolibakteereissa kautta aikojen on ollut liukoisen KSa/KSB-heterodimeerin
ilmentaminen. Ongelmana on ollut erityisesti ketosyntaasien tuottaminen
liukoisena. On arveltu, ettad liukenemattoman heterodimeerin syntyminen liittyy
joko translaatioon, proteiinien laskostumiseen tai heterodimerisaatioon.
(Cummings ja muut 2019). Viime aikaisissa tutkimuksissa on havaittu, etta
valtaosa KSa/KSB-geeneistda on ryhmittyneena yhteen ja transkriptionaalisesti
paallekkain neljan nukleotidin osalta (ATGA). Kun naitd geeneja ilmennetaan

yhdessa, on mahdollista saavuttaa liukoinen heterodimeeri. (Liu ja muut 2020.)
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Kolibakteeeissa ei myodskaan onnistu luontaisesti fosfopanteteiiniosan liittaminen
apo-ACP-proteiiniin aktiivisen holo-ACP-proteiinin  muodostamiseksi. Tahan
tarkoitukseen on suunniteltu oma kanta, BAP1 (BL21(DE3) AprpRBCD::T7prom-
sfp, T7prom-prpE), joka ilmentaa 4’-fosfopanteteinyylitransferaasia, mika
ratkaisee taman ongelman. BAP1-kannasta on lisdksi poistettu
propionyylimetabolia, jolloin se ei kuluta polyketidien substraatteja. (Pfeifer ja
muut 2001.) Lisaksi minPKS:n on havaittu toimivan huomattavasti paremmin, kun
BAP1-kantaan on yhdistetty kolibakteerien GroEL- ja GroES-kaperoniinit (Liu ja
muut 2020).



2 TUTKIELMAN TAVOITTEET

Tassa tutkielmassa oli kaksi paatavoitetta:
1. Luoda toimiva polyketidien synteesireitti BAP1-kannassa.

2. Tuottaa polyketideja kyseista synteesireittia hyodyntaen.

36
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3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Tyossa kaytettavat vektorit (psBiK3, pSBiA3, pt-GroE), promoottorit
(BBa_R0011, T7), kuivatut standardit (Taulukko 2) seka kaikki kloonattavat
geenisekvenssirakenteet  (Taulukko 3) saatin  ABE-tutkimusryhman
yhteistydkumppanilta (PhD Erik Nybo, Ferris State University), lukuun ottamatta

alpAB-, alpC-, pgax-geenisekvensseja, jotka tilattin Genewizilta.

Taulukko 2. Tutkielmassa kéytettdvét kontrollit ja standardit. TK24 on
Streptomyces lividans -kanta, ja pSY21 on vektori, joka siséltdad nogalamysiinin
biosynteesiin vaadittavat geenit.

Kontrollit Standardit

BAP1 SEK15

BAP1 + pt-GroE TK24_pSY21 _snoaD-uutos

BAP1 + pt-GroE + pSBiK3 TK24_pSY21_snoaDE-uutos
TK24_pSY21_snoaDEBC-uutos

Taulukko 3. Tutkielmassa kéytettavét geenit (co=kodonioptimoitu).
mMinPKS KR ARO CYC MUUT

snoa123 | snoaD snoaE snoaM snoaBCLF

alpABC |snoaD(co)|snoaE(co)|snoaM(co) | pgax

alpAB aknA aknE1 aknW
ravC aknA(co) |aknE1(co)|aknW(co)
dpsE dpsF dpsY

dpsE(co) |dpsF(co) |dpsY(co)

3.1 Kloonaus

Digestioihin, eli sekvenssin katkaisuihin restriktioentsyymien avulla, kaytettiin
FastDigest-restriktioentsyymeja ja -puskureita (Thermo Scientific) ja valmistajan
protokollaa.  Digestion jalkeen geenisekvenssit eroteltin  agaroosi-
geelielektroforeesin avulla, johon kaytettin Nippon Genetics Europe GmbH:n
Midori Green -varjaysainetta ja protokollaa seuraavissa olosuhteissa: 0.8 %
agaroosigeeli (Sigma-Aldrich), ajo elektroforeesilaitteella (Biorad PowerPac 300)
90 volttia, 45-60 minuuttia. Naytteisiin lisattin ennen ajoa latauspuskuria (6X
TriTrack™ DNA Loading Dye, Thermo Fisher) valmistajan ohjeen mukaan.
Naytteiden rinnalla ajettin molekyylipainostandardi (GeneRuler 1 kb DNA
Ladder, Thermo Scientific), johon vertaamalla geelista saatiin leikattua oikean

kokoiset  geenisekvenssit Dark  Reader™-laitteistoa hyodyntamalla.
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Geenisekvenssit puhdistettiin geeliltd puhdistuskitin (GeneJET Gel extraction Kkit,
Thermo Scientific) avulla. Ligaatioihin kaytettin T4 DNA ligaasia ja -puskuria

(Thermo Scientific) ja valmistajan protokollaa.

Kloonattavien geenisekvenssirakenteiden eteen lisattiin haluttu promoottori,
BBa_R0011 tai T7, katkaisemalla promoottorin sisaltama vektori
restriktioentsyymeilla EcoRI ja Xbal, eli luomalla etuvektori. Taman jalkeen
kyseiseen vektoriin yhdistettiin ligaation avulla seuraava haluttu insertti, eli alpA,
snoaD (tai sen homologi), snoaB tai snoal-geenisekvenssi. Taman jalkeen
yhdistetty promoottori ja insertti katkaistiin yhdessa ja yhdistettiin ligaation avulla

haluttuun vektoriin.

Kun promoottori oli kloonattu tutkittavan geenisekvenssin alkuun, ja tama
kokonaisuus kloonattu kaytettavaan vektoriin (pSBiK3 tai pSBiA3), voitiin muut
geenit yksi kerrallaan kloonata tahan peraan luomalla vektorista takavektori ja
seuraavasta liitettavasta geenisekvenssista takainsertti. Takainsertti yhdistettiin
takavektoriin  ligaation  awvulla. Nain  tuotettin  kaikki tutkittavat

geenisekvenssirakenteet.
3.2 Polyketidien tuotto ja eristaminen

TOP10-solukantaa (ABE-laboratorion kantakokoelma) kaytettiin haluttujen
plasmidien monistamiseen. Plasmidit eristettiin soluista kayttamalla plasmidien
eristykseen tarkoitettua kittia (GeneJET Plasmid Miniprep Kit, Thermo Scientific).
Sekvenssirakenteiden oikeellisuus tarkistettiin  ulkoisella palveluntarjoajalla
(Eurofins Genomics). Naytteet kasiteltiin palveluntarjoajan ohjeistuksen mukaan

(Mix2Seq Kit, Eurofins Genomics).

BAP1-solukantaa (Kerafast) kaytettin polyketidien tuottokasvatuksissa.
Ensimmaisena BAP1-kantaan transformoitiin pt-GroE-vektori kayttamalla
transformaatio kalsiumkloridin avulla -protokollaa (Ausubel ja muut, Current
Protocols in Molecular Biology, 2003). Tasta kannasta luotiin samaa protokollaa
kayttaen uudet kompetentit solut, joihin transformoitiin pSBiA3-vektori ja kaikki
vektoriin kloonatut geenisekvenssivariaatiot omina kasvatuksinaan. Kun kaikki
ensimmaisen nogalamysinoni-tuotantoreitin sisaltamat geenit sisaltava pSBiA3-
vektori oli transformoitu BAP1-kantaan, tastd kannasta luotiin uudet kompetentit

solut, joihin transformoitin seuraava pSBiK3-vektori ja kaikki sen
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geenisekvenssivariaatiot omina kasvatuksinaan. Transformaatiossa kaytettavat
vektoreiden resistenssigeenien mukaan valitut antibiootit ja niiden pitoisuudet
olivat seuraavat: ampisilliini 100 pg/ml (Fisher Bioreagents), kanamysiini 50 pg/ml
(Alfa Aesar) ja kloramfenikoli 25 pg/ml (Sigma Aldrich).

Polyketidit tuotettiin ja eristettiin Liun ja muiden (2020) protokollaa mukaillen.
Soluja (yhdesta pesakkeesta) esikasvatettiin yon yli ravistelussa (250 rpm, +37
°C) viidessa millilitrassa LB-lientda (Luria broth). Tastd kasvatuksesta 1 ml
siirrostettiin 50 ml:aan polyketidien tuottomediumia (5% hiivauute, 10 % tryptoni,
15 % glyseroli, 10% natriumkloridi, 100 mM HEPES-puskuri (4-(2-hydroksietyyli)-
1-piperatsiinietaani-sulfonihappo), pH 7.6). Tata paakasvatusta kasvatettiin
ravistelussa (250 rpm, +37 °C) kunnes kasvatusten ODeoo Ylitti arvon 0,5. Taman
jalkeen kasvatus indusoitin 0,05 % IPTG:lla (Thermo Scientific) ja siirrettiin

ravisteluun (200 rpm) huoneenlampdon neljaksi vuorokaudeksi.

Esikasvatuksessa kaytettiin vektorien resistanssigeenien mukaisesti antibiootteja
seuraavasti: ampisillini 100 pg/ml (Fisher Bioreagents), kanamysiini 50 pg/ml
(Alfa Aesar) ja kloramfenikoli 25 ug/ml (Sigma Aldrich). Paakasvatuksessa
antibioottien pitoisuudet olivat vain puolet tasta, silla niita oli muutoin vaikea
saada ylipaansa kasvamaan. Kun havaittiin, ettd kloramfenikoli ei poistu
naytteista polyketidien eristysvaiheessa, jatettiin se paakasvatuksesta kokonaan
pois. Talldin paakasvatukseen lisattiin vain kanamysiinia ja/tai ampisilliinia.
Lisaksi kasvatuksia seurattiin siirrostamalla kasvatuksista silmukallinen LA-
maljoille (Luria agar + kloramfenikoli 25 pg/ml). Nain nahtiin, etta pt-GroE-vektori,
joka sisaltaa klormanfenikoliresistenssigeenin, on lasna kasvatuksissa koko

kasvatusten ajan.

Kasvatusten jalkeen niihin lisattin 0,5 ml etikkahappoa (Sigma Aldrich) ja
sentrifugoitiin (4000*g, 10 min, Thermo Fisher Heraeus Multifuge XIR -sentrifugi).
Supernatantti kasiteltiin 50 ml:lla etyyliasetaattia (Sigma Aldrich) ja pelletti 5 ml:lla
metanolia (Sigma Aldrich) ja sentrifugoitiin kuten edella. Etyyliasetaattikerros
(ylempi) ja metanolikerros yhdistettiin, ja naytteet kuivattiin typpikaasun (N2,
Woikoski) alla, kunnes ne voitiin siirtdd vakuumikuivaukseen (SpeedVac

Eppendorf™ Concentrator plus). Kuivatut naytteet uutettiin 0,2 ml:n metanolia.



40
3.3 Laajan mittakaavan kasvatukset

Lupaavista kasvatuksista aloitettiin myos laajan mittakaavan kasvatukset NMR-
maaritysta varten: 50 ml:n esikasvatuksesta (LB-liemi) siirrostettiin 16 ml/ 500 ml

polyketidien tuottomediumia. Kasvatus ja indusointi kuten edella.

Kasvatusten jalkeen niihin lisattin 5 ml etikkahappoa (Sigma Aldrich) ja
sentrifugoitiin (8000*g, 10 min, Beckman coulter Avanti™ J-20 XP -sentrifugi).
Supernatantti kasiteltin 500 ml:lla etyyliasetaattia (Sigma Aldrich), kaadettin
erotussuppiloon,  sekoitettin  huolella ja annettin  seista. Ylempi
etyyliasetaattikerros otettiin talteen tutkimuksia varten. Naytteet kuivattiin
(Rotavapor RII, Bulchi) ja eroteltin semi-preparatiivisella HPLC-laitteistolla
(Shimadzu, LC-20AP/CBM-20A-jarjestelma, diodirividetektori) seuraavissa
olosuhteissa: 0—2 min 100 % puskuri-A (Milli-Q-vesi + 0,1% trifluorietikkahappo
(TFA, Sigma Aldrich)) 2-22 min 0—100 % puskuri-B (asetonitriili (ACN, Sigma
Aldrich), 22—-29 min 100 % puskuri-B. Virtaus ajon aikana 20 ml/min. Kolonni:
EVO C18, 5 ym, 100 A, 250 x 21.2 mm Kinetex column (Phenomenex).
Puhdistetut naytejakeet uutettiin etyyliasetaattiin, kuivattiin ja liuotettin DMSO-
D6:een (dimetyylisulfoksidi-D6, Sigma Aldrich).

3.4 Polyketidien analysointi

Naytteet analysoitin nestekromatografisesti UPLC-laitteistolla (Shimadzu
Nexera X3, fotodiodirividetektori (photodiode array detector)) seuraavissa
olosuhteissa: 0—22 min 100 % puskuri-A (Milli-Q-vesi + 0,1% trifluorietikkahappo
(TFA, Sigma Aldrich)), 22—24,10 min 100 % puskuri-B (asetonitriili (ACN, Sigma
Aldrich) + 0,1% TFA), 24,10-30 min 100 % puskuri-A. Virtaus ajon aikana 0,3
ml/min, UV-VIS-detektointi 250/430 nm. Kolonni: Kinetex C18-LC-kolonni
(100*2,1 mm, 1,7 ym). Naytteiden rinnalla ajettiin myos kontrollit (tuottajakanta ja
tyhjat vektorit) seka saatavilla olevat standardit. Kuivatut standardit kasiteltiin,

kuten kuivatut naytteet.

Kaikki analysoidut naytteet, joissa esiintyi UPLC:lla potentiaalisesti kiinnostavia
yhdisteitd analysoitiin lisdksi massaspektrometrilla (AGILENT 6120 LC/MS-
massaspektrometri) samoissa olosuhteissa kuin UPLC:lla. Tulokset analysoitiin

Mestre Nova -ohjelmalla.
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Laajan mittakaavan naytejakeet analysoitiin NMR:l1a (600 MHz Bruker AVANCE-
lll-jarjestelma, jossa nestetypellda jaahdytetty Prodigy TCI-kryoilmaisin
(cryoprobe)). Kaikki NMR-spektrit prosessoitiin Bruker TopSpin 4.1.3 -ohjelmalla
ja jokaista signaalia verrattiin sisdiseen standardiin, tetrametyylisilaaniin.
Diasetyylikloramfenikolin rakenne ratkaistiin 1D-NMR-maarityksilla ('H ja °C) ja
2D-maarityksilla ('H,"H-COSY, HSQC ja HMBC).

Osa naytteista analysoitiin myds yhteistydkumppanimme puolesta (Ferris State
University) LC-MS-laitteistolla (Agilent Infinity Il 1260 LC/MSD iQ) seuraavissa
olosuhteissa: 0—10 min: puskuri-A (Milli-Q-vesi + 0,1% muurahaishappo) 95% ja
puskuri-B (ACN + 0,1% muurahaishappo) 5%, 10-13 min: puskuri-A 5% ja
puskuri-B 95 %, 13,1-15,1 min: puskuri-A 95%, puskuri-B 5%. Virtaus ajon
aikana 0,5 ml/min, UV-VIS-detektointi 250/430 nm. Kolonni: Infinitylab Poroshell
Phenyl-Hexyl (4,6 * 100 mm, 2,7 ym). ESI-MS-detektointi ttiloissa: 200—1000

m/z.
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4 TULOKSET

Tutkielmassa toimimme synteettisen biologian periaatteiden mukaisesti.
Tutkimus toteutettiin nelivaiheisesti (design-build-test-learn-sykli): (1) suunnittelu,
(2) suuniteltujen rakenteiden rakentaminen, (3) kyseisten rakenteiden kokeilu ja

(4) reagoiminen kokeista saatuihin tuloksiin.
4.1 Polyketidikantojen kloonaus

Tassa tutkielmassa keskityttiin aluksi nogalamysiinin synteesireitin ensimmaisiin
vaiheisiin, eli nelirenkaisen nogalamysinoniaglykoniytimen reaktioreittiin.
Tarkoituksena oli luoda toimiva tuottomenetelma kolibakteerissa, ja nain kehittaa
tyokalu, jolla tama antrasykliinien tuottoon tarvittava perusrakenne saataisiin
tuotettua mahdollisimman tehokkaasti. Tutkielman alkuperaisena tavoitteena oli
luoda toimiva polyketidien synteesireitti BAP1-kannassa hyddyntamalla kolmea
eri vektoria: pSBiK3, pSBiA3 ja pt-GroE (Kuva 22). Naista viimeisin, pt-GroE,
sisaltéd minimaalisen polyketidisyntaasikompleksin toimivuudelle olennaisten
kaperoniinien, GroES ja GroEL, geenit. Minimaalisen
polyketidisyntaasikompleksin geenit (alpABC) kloonattiin korkean kopioluvun
vektoriin, pSBIiK3.

psBIK3 BBa_R0011 alpABC BBa_R0011 snoaDEM
psBIA3 BBa_R0011 snoaBC BBa_R0011 snoalF
pt-GroE T7 8rots groEL

Kuva 22. Yleiskuvaus tutkielmaan kéytettavistd vektoreista ja geeni-
sekvensseista.

Tutkimuksessa kaytettiin  kinamysiinin minPKS:n ilmentamiseksi vaadittavia
geeneja, silla sen avulla on aiemmissa polyketidien kolibakteeritutkimuksissa (Liu

ja muut 2020) saatu hyvia tuloksia. Nogalamysinonin tuottamiseksi vaadittavien
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entsyymien geenit kloonattiin osin tdhan samaan psBiK3-vektoriin (snoaD,
snoaE, snoaM), ja osin toiseen, korkean kopioluvun pSBiA3-vektoriin (snoaB,
snoaC, snoal, snoaF), jotta yksittaisen vektorin koko ei kasvaisi tarpeettoman
suureksi. Promoottorina kaytettin vahvaa BioBrick-standardipromoottoria,
BBa_R0011.

Koska tutkimuksen aikana havaittiin, ettei nogalamysinonin tuotantoreitti toimi
kuten oletettua, tutkielmaan taytyi ottaa uusi nakokulma. Tulosten perusteella
naytti silta, etta erityisesti syklaasi ja aromataasi saattaisivat olla ongelmana.
Tasta johtuen paatettiin kokeilla kyseisille geeneille homologeja aklasinomysiinin
ja daunorubisiinin tuotantoreiteiltd (ARO: snoaE, aknE1, dpsF, CYC: snoaM,
aknW, dpsY). Samalla koettiin, ettd on jarkevaa kokeilla homologeja myds
reaktiotien ensimmaiselle entsyymille, ketoreduktaasille (KR: snoaD, aknA,
dpsk). Lisaksi, koska nogalamysiinin tuotantoreitin geenit eivat olleet
kolibakteerille kodonioptimoituja, paatettiin myds kokeilla, olisiko silla vaikutusta
reaktioreittiin. Lisaksi kokeiltin vahvemman strandardipromoottorin, T7,

vaikutusta reaktioreitin toimivuuteen (Kuva 23).

nd nd

psBIK3 T7 alpABC T7 KR ARO | CYC

Kuva 23. Suunniteltu geenisekvenssien tutkimusasetelma. KR: snoaD, aknA,
dpsk, ARO: snoaE, aknE1, dpsF, CYC: snoaM, aknW, dpsY

4.2 Polyketidien tuottokokeet

Kasvatuskokeet aloitettiin, kun kaikki tutkittavat nogalamysoninireitin rakenteet
(alpABC, snoaD, snoaDE, snoaDEM) oli kloonattu ensimmaiseen vektoriin,
pSBiK3, ja nama vektorit transformoitu BAP1-kantaan, joka sisalsi lisaksi
pt-GroE-vektorin. Kun my6s toinen vektori, pSBIiA3, sisalsi kaikki tutkittavat
geenit (snoaBCLF), tama transformoitiin muut kaksi vektoria sisaltavaan kantaan

ja tutkittiin kaikkien geenien vaikutusta tuotantoprofiiliin.

Nogalamysinonin tuotantoreitin alkupaan naytteet, KR1, ARO1 ja CYC1 (nimet ja
rakenteet taulukoisssa 5, 6 ja 7), lahetettiin lisaksi yhteistydkumppanillemme

(Ferris State University) analysoitavaksi LC-MS-laitteella. Tulosten mukaan
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KR1:lld tuotetut naytteet sisalsivat RM20b,c-yhdistettda (rakenne esiteltyna
Kuvassa 20A), seka lisdksi hyvin niukasti SEK43-yhdistetta, joka on vasta
reaktioreitin seuraavan entsyymin (aromataasi) tuottama yhdiste. Myos ARO1-
naytteessa havaittiin pienia maaria SEK43:sta, mutta huomattavasti pienempia
maaria kuin olisi voinut olettaa. CYC1-naytteessa ei havaittu trisyklisia yhdisteita,
joita olisi voinut olettaa havaittavan. Naiden tulosten perusteella arveltiin, etta
reaktioreitin aromataasi ja syklaasi eivat valttamatta toimi kuten toivottua.
Epailtin myos, etta kaytettava promoottori (BBa_R0011) ei ole tarpeeksi vahva

iimentdmaan kaikkia kolmea geenia.

Omien UPLC-tuloksemme (kohdat 4.2.1-4.2.4) tukivat tata tulosta, ettei
nogalamysinonin tuotantoreitti toimi kuten oletettua. Aluksi kokeiltiin erilaisia
variaatioita minPKS:n toiminnan tutkimiseksi. Tutkimusasetelma ja sen tulokset
on esitelty yksityiskohtaisemmin kohdassa 4.2.1. Lisaksi paatettiin kokeilla
kayttda muuten samaa tutkimusasetelmaa (sama promoottori BBa_R0011 ja
minPKS), ja vaihtaa nogalamysiinin ketoreduktaasin tilalle daunorubisiinireitin
ketoreduktaasi. Tuottoprofiili oli tdysin samanlainen kummankin ketoreduktaasin
kanssa. Lisaksi, kun myohemmin tutkimme daunorubisiininketoreduktaasin
tuottoprofiilia uuden T7-promoottorin kanssa, tuottoprofiilit vastasivat toisiaan.
Promoottorilla ei siis vaikuttaisi olevan merkittdvaa vaikutusta ainakaan

ketoreduktaasien ilmentamiseen.

Kun psBiK3-vektoriin oli kloonattu uusi T7-promoottori ja promoottorin peraan
reaktiotien ensimmaiset ketoreduktaasien homologit aklasinomysiinin ja
daunorubisiinin tuotantoreiteilta, mydés nama tuottokokeet voitiin aloittaa.
Tarkemmat tulokset on esitetty kohdassa 4.2.2. Naiden tulosten perusteella ei
voitu jattaa yhtakaan ketoreduktaasirakennetta pois laskuista, joten kun
ketoreduktaasien peraan oli kloonattu myos aromataasit, nama tuottokokeet
voitiin aloittaa. Aromataasien tuottokokeiden perusteella oli tarkoitus valita kaikki

sopivat rakenteet syklaasikokeisiin.

Tutkimuksen tavoitteena oli lopulta ndhda, saadaanko naiden homologien avulla
tuotettua polyketideja. Kaikki tunnetut reaktioreitilla syntyvat yhdisteet on esitelty
kuvissa 24A ja 24B. Aromataasien tuottokokeiden (4.3.2) jalkeen kuitenkin
havaittiin, ettd syntyneet, maaraltaan helposti tutkittavissa olevat yhdisteet eivat

valitettavasti vastaa mitaan tunnettuja polyketideja. Lisaksi tuottokokeissa syntyi
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niin paljon erilaisia yhdisteita, ettd pelkastdan LC-MS-tulosten perusteella on
mahdotonta sanoa, onko jokin naista mahdollisesti polyketidi. Nain ollen
paatettiin, ettd ennen tutkimuksen jatkoa on oleellista selvittaa tarkemmin, mita
nama syntyneet yhdisteet ovat. Valitettavasti nogalamysiinin ketoreduktaasin
laajan mittakaavan tuottokokeissa havaitsimme, etta yhdisteiden tuotto laajassa
mittakaavassa on myoOs haasteellista. Taman tutkimuksen perusteella paatettiin
siis lopulta, mitka naista ketoreduktaasien ja aromataasien sekvenssirakenteista
ovat potentiaalisimpia laajan mittakaavan tutkimuksiin  tulevaisuuden

jatkotutkimuksissa.



Expected products from snoaf23 minPKS

OH O OH

HO l l l OH

=0
HO” X0
SEK15
Chemical Formula: C, H,.0,
Exact Mass: 368.05
Molecular Weight: 368,30

miz: 368.05 {100.0%), 369.06 (21.0%), 370.06 (3.7%)
Elemental Analysis: C, 61.96; H, 3.28; O, 34.75

Expected products from snoa?23 +snoaD

RM-20

Chemical Formula; CygH450g

Exact Mass: 324 10

Molecular Weight: 324 .33

miz: 324 10 (100.0%), 32510 (20 7%),

326.11 (2.1%), 326.10 (1.0%)

Elemental Analysis: C, 70.36; H, 4.97; O, 24 66

Expected products from snoa723 +snoaDE

OH

DH

OH

e
20
HO™ =0

SEK43

Chemical Formula: CogH 450+

Exact Mass: 368.09

Molecular Weight: 368.34

miz: 368.09 (100.0%), 369.09 (21.9%,),

37010 (2.3%), 370.09 (1.4%)

Elemental Analysis: C, 65.22; H, 4.38; O, 30.40
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OH O OH

Noes

g =0

HO” "0
SEK15b
Chemical Formula: C,0H,,0;
Exact Mass: 380.05
Molecular Weight: 380.31
miz: 380.05 (100.0%), 381.06 (22.1%), 382.06 (4.0%)
Elemental Analysis: C, 63.16; H, 3.18; O, 3365

RM-20b,c

Chemical Formula: C5qH 505

Exact Mass: 386.10

Molecular Weight: 386.36

m/z: 386.10 {100.0%), 387.10 (21.9%),

388.11 (2.3%), 388.10 (1.6%)

Elemental Analysis: C, 6218, H, 4.70; O, 3313

Expected products from snoa?23 +snoaDEM
COOH

52501
Chemical Formula: CspH 504
Exact Mass: 352.09

Molecular Weight: 352 34
mfz: 352.089 (100.0%), 353.10 (22.0%), 354.10 (3.5%)
Elemental Analysis: C, 66.18; H, 4.58; 0, 27.24

Kuva 24A. Nogalamysinonin tuotantoreitin alkupdédssé muodostuvat yhdisteet.
Kuvissa esiteltynd odotetut yhdisteet niiden ominaisuuksineen kunkin geenin
tuottaman entsyymin ldsn& ollessa. L&hde: PhD Erik Nybo, Ferris State

University.



Expected products from snoal23 +snoaDEMB

0 COOH

Nogalonic acid

Chemical Formula: CapH 04

Exact Mass: 384.08

Molecular Weight: 384 .34

miz: 384.08 (100.0%), 385.09 (22.1%),

386.09 (4.0%)

Elemental Analysis: C, 62.50; H, 4.20; O, 33.30

Expected products from snoa123 +snoaDEMBC

52502

Chemical Formula: C21H1504

Exact Mass: 366.11

Molecular Weight: 366.37

miz: 366.11 (100.0%), 367.11 (22.9%),

368.12 (2.6%), 368.11 (1.2%)

Elemental Analysis: C, 68.85; H, 4,95, 0, 26.20

Expected products from snoa123 +snoaDEMBCL

Nogalaviketone

Chemical Formula: CoqH4s0g

Exact Mass: 396.08

Molecular Weight: 396.35

miz: 396.08 (100.0%), 397.09 {23.2%), 398.09 (4 2%)
Elemental Analysis: C, 63.64; H, 4.07; O, 32.29

Kuva 24B. Nogalamysinonin

tuotantoreitin
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Decarboxy-anhydronogalonic acid product
Chemical Formula: CgH ;205

Exact Mass: 320.07

Molecular Weight: 320.30

miz: 320.07 (100.0%), 321.07 (20.9%), 322.08 (2.1%),
322.07 (1.0%)

Elemental Analysis: C, 71.25; H, 3.78; O, 24 98

Naogalonic acid methyl ester

Chemical Formula: C51H504

Exact Mass: 398.10

Molecular Weight: 398.37

mfz: 398.10 (100.0%), 399.10 (23.0%),

400.11 (2.6%), 40010 {1.6%)

Elemental Analysis: C, 63.32; H, 4.55; O, 32.13

Expected products from snoa123 +snoaDEMBCLF

Nogalamycinone

Chemical Formula: Co4Hy50g
Exact Mass: 398.10

Molecular Weight: 398 37

mfz: 398,10 {100.0%), 399,10 (23.0%),

400.11 (2.6%), 400.10 {1.6%)

Elemental Analysis: C, 63.32; H, 4.55; 0, 32.13

loppupéésséd muodostuvat

yhdisteet. Kuvissa esiteltyn& odotetut yhdisteet niiden ominaisuuksineen
kunkin geenin tuottaman entsyymin ldsné ollessa. Lahde: PhD Erik Nybo,

Ferris State University.
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4.2.1 Minimaalinen polyketidisyntaasi

Kaikki tutmimuksen aikana kloonatut minPKS-geeneja (alpA, alpB, alpC, snoa1,
snoaZ2, snoa3, pgax, ravC) sisaltavat plasmidit on esitelty Taulukossa 4. Kun
tuotantokasvatusnaytteet ajettiin UPLC-laitteistolla, tulokset vaikuttivat aluksi
lupaavilta (Kuva 25). Minimaalinen polyketidisyntaasi vaikutti tuottavan kahta
yhdistetta (piikit 1 ja 2). Valitettavasti NMR-tulosten kumpikaan piikki ei ollut
massojen (piikki 1: 306 ja 328 m/z; piikki 2: 370 m/z) perusteella ainakaan mikaan
tunnettu polyketidi (SEK15 ja SEK15b, Kuva 20A).

Taulukko 4. Kaikki tutkielmassa tutkittavat minimaalisen polyketidisyntaasin
tuottoon johtavat sekvenssirakenteet. Promoottorit: BBa_R0011 ja T7. Geenit
eroteltu alaviivalla.

Nimi Sekvenssirakenteet
PKS1 BBa_R0011_alpABC
PKS2 T7 _snoa123_alpABC
PKS3 T7 _pgax_alpABC
PKS4 T7 _alpAB _ravC

[DataT-Sample_WeOR_1 1cd POA Extract269nm 3 Trve T I
125000000182 14062022 7 1564 FOA Pionct 2
Data2:14062022_PK_PAB1 _S_014 cd PDA Extract 273nm
1000000+
750000 1= mass 306 or 328
2=mass 370
5000004 2 3= mass 406, diacetyl chloramphenicol
1]
250000 l
pe Jr g
T T T T T T T T T T T
00 25 50 75 100 125 150 75 200 a5 20 5 mn
w
{Baiai Sample_WeDH_T icd POA Extract-265nm Tme 10357 nfen. 4530
3
1000000~
Sample = Big scale culture (2L flasks) MeOH extract
alpABC +5SnoaD
500000+
12 L %
mn
w
Tme 13177 nten, HE4TE
1000000+
Sample = alpACB + SnoaD grown in polyketide
production media 2 3
500000+ |
Grown in 250 mL flask | v
. :
mn
u
Data:14062022_PX_PAB1_S_014.Jcd PDA Extract273nm Tme 15753 nten 83
1000008+
Sample =alpABC grown in polyketide
production media
500000+
Grown in 250 mL flask 14 v
F_JII %
I . \ (
an e h e Wa Je n e 2n Me *dn Ne mn

Kuva 25. MinPKS1:n ja KR1:n polyketidituotantojen tulokset UPLC-laitteistolla. 1.
Yhdistetty KR1:n ja PKS1:n kromatogrammi. 2. KR1-néytteen laajan mittakaavan
tulokset. 3. KR1. 4. PKS1. Piikit: 1 ja 2: mahdollisia polyketidejé. 3: kloramfenikoli.
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Saatujen tulosten perusteella epailyksena oli, ettd minPKS ei ehka toimi niin kuin
pitdisi. Taman vuoksi kokeiltin kolmea erilaista ratkaisua (Kuva 26):
nogalamysiinin ja kinamysiinin minPKS-geenien (snoa7123 + alpABC)
yhteisekspressiota (PKS2), kinamysiinin minPKS-geenien yhteisekspressiota 4’-
fosfopanteteiinitransferaasin geenien (pgaX) kanssa (PKS3), seka kinamysiinin
minPKS geenien alpC:ta korvattuna vastaavalla ravidomysiinin minPKS ravC-
geenilla (PKS4). PKS3:n ja PKS4:n tuottoprofiili vastasi lahestulkoon pelkan
negatiivisena kontrollina kaytettavan BAP1-kannan tuottoprofiilia. PKS2 vaikutti
naiden tulosten perusteella lupaavalta, mutta valitettavasti LC-MS osoitti, etta
kyseessa ei ole polyketidi. Kyse oli useammasta yhdisteesta, eika tasta kannasta

kannattanut aloittaa laajan mittakaavan kokeita.

28
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|
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ST BAPT WpABC e AN 63 POA THT 200w dm : Yo il
2500000 n A\ .
v\ F‘h
6 o~ J \ e IR | SRR S
| 5 1) 125 150

00 25 50 15 10, 175 200 25 250 75 min

Kuva 26. Minimaalisen polyketidisyntaasin tuotantokasvatuskokeet 1. PKS2 2.
PKS3 3. SEK15-standardi, 4. PKS4. 5. BAP1 (neg ctl) 6. PKS1. Piikit: 1, 5 ja 6:
mahdollisia polyketidejé, 2, 3 ja 4: standardissa esiintyvét piikit.

4.2.2 Ketoreduktaasit

Kun nogalamysinonituotantoreitin naytteet ajettin UPLC-laitteistolla, tulokset
vaikuttivat aluksi lupaavilta (Kuva 25). KR1:n kromatogrammissa oli lupaavat
piikit (2 ja 3). Koska KR1 vaikutti naiden tulosten perusteella tuottavan
mahdollisia polyketideja, aloitettiin tdstda myods laajan mittakaavan kasvatus, jota
tutkittiin LC-MS:lla ja NMR:lla. Valitettavasti NMR-tulosten perusteella piikki (3)
johtui kaytettavasta antibiootista (klormanfenikoli), eikd myodskaan toinen piikki
(2) ollut massan (306 ja 328 m/z) perusteella ainakaan mikaan tunnettu polyketidi
(SEK15 ja SEK15b, Kuva 20A). Valitettavasti naytteista havaittuja piikkeja ei
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saatu nakyviin laajan mittakaavan kasvatuksissa. Koska kaikkien minPKS:n
jalkeisten entsyymien tuottoprofiilit (KR1, ARO1 ja CYC1) olivat identtisia
ketoreduktaasin tuottoprofiilin kanssa, oli selvaa, ettei jokin reaktioreitissa toimi

niin kuin pitaisi.

Homologien systemaattinen tutkiminen aloitettin  kloonaamalla kaikki
ketoreduktaasigeenit (snoaD, snoaD(co), aknA, aknA(co), dpsk, dpsE(co))
pSBiA3-vektoriin, johon oli jo kloonattu T7-promoottorit sekd minimaalisen
polyketidisyntaasin geenit. Kaikki tutkittavat ketoreduktaasirakenteet on esitetty
Taulukossa 5. Ketoreduktaasien tuottokokeista KR8 (kodonioptimoitu dpsE) antoi
lupaavia tuloksia (Kuva 27). Kun polyketidit eristettiin kasvatusliuoksesta,
eristetyn naytteen vari poikkesi muista naytteista: muut naytteet ovat olleet
lahinna keltaisia, tama nayte oli punainen. Erityisesti piikki numero 3 vaikutti
potentiaaliselta polyketidilta, mutta valitettavasti tutkittaessa naytetta LC-MS:II3,
osoittautui, ettei naytteessd ole massan perusteella mitdan tunnettuja
polyketideja. Piikki 3 koostui useammasta yhdisteesta, eikd kannasta
kannattanut aloittaa laajan mittakaavan kokeita. Streptomyces lividans -
bakteerista eristetyn standardin (TK24_snoaD) kanssa vertailtaessa mikaan
ketoreduktaasien tuottamista yhdisteista ei vastaa standardin kromatogrammissa

havaittavia piikkeja.

KR3 (villityypin snoaD) ja KR6 (kodonioptimoitu aknA) eivat naissa
tuotantokasvatuskokeissa vaikuttaneet tuottavan mitaan. Tassa on kuitenkin vain
yksi toisto, joten taman perusteella ei valttamatta kannata vetaa tuloksesta
lopullisia johtopaatoksia. Lisaksi nogalamysiinin villityypin ketoreduktaasi (KR1)
on kuitenkin aiemmin tuottanut jotakin (Kuva 25), kun ero oli ainoastaan

kaytettavassa promoottorissa.

Ennen homologien systemaattista tutkimista tutkittin daunorubisiinireitin
ketoreduktaasientsyymin vaikutusta reaktioreittiin, kun kaytetdan muuten samaa
asetelmaa, eli promoottorina on BBa_R0011-starndardipromoottori. Naytteessa
esiintyi sama piikki 1, kuin vastaavaa entsyymia ilmennettdessa naiden
homologien systemaattisen tutkimuksen yhteydessa (Kuva 27). Promoottorilla ei
siis vaikuttaisi olevan merkittavaa vaikutusta ainakaan ketoreduktaasien

iimentamiseen, joten KR3-kannan tuottavuus johtuu hyvin suurella
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todennakoisyydelld jostakin muusta kuin promoottorista, kuten esimerkiksi

proteiinin vaarasta laskostumisesta E. colissa.

(R s e S M

Teme 16,215 Tnte

2500000 ﬂ
. R P Y TN

Kuva 27. Ketoreduktaasien UPLC-kromatogrammit. 1. KR8. 2. KR7 3. KR6. 4.
KRS5. 5. KR4. 6. KR3. 7. Ketoreduktaasistandardi (snoaD) (TK24_pSY21). 7.
BAP1 + minPKS (alpABC). Kaikki numeroidut piikit ovat mahdollisia polyketidejéa.

Taulukko 5. Kaikki tutkittavat ketoreduktaasien sekvenssirakenteet. Promoottorit:
BBa_RO0011 ja T7. Geenit eroteltu alaviivalla.

Nimi Sekvenssirakenteet

KR1 BBa_R0011_alpABC_BBa_R0011_snoaD
KR2 BBa_R0011_alpABC_BBa_R0011_dpsE
KR3 T7 _alpABC_T7_snoaD

KR4 T7_alpABC _T7_snoaD(co)

KR5 T7_alpABC_T7_aknA

KR6 T7 _alpABC _T7_aknA(co)

KR7 T7_alpABC _T7_dpsE

KR8 T7_alpABC_T7_dpsE(co))

4.2.3 Aromataasit

Nogalamysiinin aromataasi (ARO1) antoi taysin samanlaisen tuottoprofiilin kuin
nogalamysiinin ketoreduktaasi (KR1, Kuva 25). Sen tuottoprofiilia ei ole erikseen
esitelty, silla nogalamysiinin tuotantoreitilla ei selvasti toimi kuten odotettua.
MinPKS:n jalkeisten entsyymien homologien systemaattista tutkimista jatkettiin
kloonaamalla kaikkien ketoreduktaasirakenteiden peraan lisaksi kaikki
aromataasigeenit (snoakE, snoaE(co), aknE1, aknE1(co), dpsF, dpsF(co)). Kaikki

tutkittavat aromataasirakenteet on esitetty Taulukossa 6.
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Ketoreduktaasitulosten perusteella vaikutti silta, ettd KR7 (kodonioptimoitu
dpsk), KR8 (villityypin dpsE), ja KR4 (kodonioptimoitu snoaD) ovat
tuottoprofiililtaan luvaavia jatkotutkimuksia ajatellen. Aromataaseja tutkittaessa
tama kuva kuitenkin muuttui. KR8 yhdistettyna aromataaseihin ei tuottanut
mitdan uutta. Kuvassa 27 nakyvat piikit 2 ja 3 haviavat aromataasin sisaltavien
naytteiden profiileista, eikd kromatogrammissa voi havaita uusia piikkeja. KR7:an
yhdistetyt aromataasit vastasivat profiiliitaan KR8:n yhdistettyjen aromataasien
profiileja, lukuunottamatta ARO37:n (dpsE(co) dpsF(co)) tuottoprofiilia (Kuva

28). Piikki 2 selvasti kasvaa, ja piikki 3 pienenee.
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Kuva 28. Mielenkiintoisten ketoreduktaasien ja aromataasien tuottoprofiilit. 1.
ARQOG37. 2. KR8. 3. ARO28. 4. ARO34. Kaikki piikit ovat mahdollisia polyketidejé.

KR6 yhdistettyna aromataasigeeneihin oli tuottoprofiiliitaan taysin vastaava kuin
KR7, eli ei mitdan huomioitavaa. KR5 muistutti ARO37:n tuottoprofiilia kahden
aromataasin suhteen: ARO28 ja ARO34 (Kuva 22). Muuten KRS5:n ja
aromataasien yhdistelmien tuottoprofiileissa ei havaittu oletettuja muutoksia.
KR4-pohjaisista aromataaseista ainoastaan ARO9:n (snoaD(co) _snoaE(co))
tuottoprofiili vaikutti aluksi mielenkiintoiselta. Tajusimme kuitenkin hyvin pian, etta
tuottoprofiili oli identtinen negatiivisen kontrollin, IPTG:lla indusoidun BAP1-
kannan kanssa. Nain ollen kodonioptimoitu KR4 yhdistettyna mihinkaan

aromataasigeeniin ei tuottanut mitaan mielenkiintoista jatkon kannalta.

KR3 yhdistettyna aromataaseihin tuotti myds samanlaisen tuottoprofiilin kuin
KR7, joten naistakdan ei jatkotutkimuksia ajatellen I[0ytynyt mitdan
mielenkiintoista. Nain ollen seuraavista rakenteista olisi kannattavaa selvittaa,
mika on yhdiste, joka syntyy (Kuva 28, piikki 2) ja vahenee (piikki 3) aromataasien
lasna ollessa: ARO28, ARO34 ja ARO 37.
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Taulukko 6. Kaikki tutkittavat aromataasien sekvenssirakenteet. Promoottorit:
BBa_RO0011 ja T7. Geenit eroteltu alaviivalla.

Nimi Sekvenssirakenteet

ARO1 BBa_R0011_alpABC_BBa_R0011_snoaDE
ARO2 T7 _alpABC_T7_snoaD_snoaE

ARO3 T7_alpABC_T7_snoaD(co) snoaE
ARO4 T7_alpABC_T7_aknA_snoaE

AROS T7_alpABC_T7_aknA(co)_snoaE
AROG6 T7_alpABC_T7_dpsE _snoaE

ARO7 T7_alpABC_T7_dpsE(co)_snoaE
AROS8 T7_alpABC_T7_snoaD_snoaE(co)
ARO9 T7_alpABC_T7_snoaD(co) snoaE(co)
ARO10 T7_alpABC_T7_aknA_snoaE(co)
ARO11 T7_alpABC_T7_aknA(co) snoaE(co)
ARO12 T7_alpABC_T7_dpsE_snoaE(co)
ARO13 T7_alpABC_T7_dpsE(co) snoaE(co)
ARO14 T7_alpABC_T7_snoaD_aknE1
ARO15 T7_alpABC_T7_snoaD(co)_aknE1
ARO16 T7_alpABC_T7_aknA_aknE1

ARO17 T7_alpABC_T7_aknA(co)_aknE1
ARO18 T7_alpABC_T7_dpsE_snoaE_aknE1
ARO19 T7_alpABC_T7_dpsE(co) _aknE1
ARO20 T7_alpABC_T7_snoaD _aknE1(co)
ARO21 T7_alpABC_T7_snoaD(co) aknE1(co)
ARO22 T7_alpABC_T7_aknA_aknE1(co)
ARO23 T7_alpABC_T7_aknA(co)_aknE1(co)
ARO24 T7_alpABC_T7_dpsE_snoaE_aknE1(co)
ARO25 T7_alpABC_T7_dpsE(co)_aknE1(co)
ARO26 T7_alpABC_T7_snoaD dpsF

ARO27 T7_alpABC_T7_snoaD(co)_dpsF
ARO28 T7_alpABC_T7_aknA_dpsF

ARO29 T7_alpABC_T7_aknA(co)_dpsF
ARO30 T7_alpABC_T7_dpsE_dpsF

ARO31 T7 _alpABC_T7_dpsE(co) dpsF
ARO32 T7 _alpABC_T7_snoaD dpsF(co)
ARO33 T7_alpABC_T7_snoaD(co) dpsF(co)
ARO34 T7_alpABC_T7_aknA_dpsF(co)
ARO35 T7_alpABC_T7_aknA(co)_dpsF(co)
ARO36 T7_alpABC_T7_dpsE_dpsF(co)
ARO37 T7_alpABC_T7_dpsE(co) _dpsF(co)
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4.2.4 Reaktioreitin seuraavat vaiheet

Nogalamysiinin syklaasi (CYC1) antoi taysin samanlaisen tuottoprofiilin kuin
nogalamysiinin ketoreduktaasi (KR1, Kuva 25). Sen tuottoprofiilia ei ole erikseen
esitelty, silld nogalamysiinin tuotantoreitilla ei selvasti toimi kuten odotettua.
Ennen homologien tutkimista tutkittin myos koko nogalamysinonin reaktiotieta
(geenit: snoaDEMBCLF) kaikkien kolmen vektorin kanssa (Kuva 22), mutta nama
kasvatukset eivat valitettavasti tuottaneet mitaan. Kaikki nama muut tutkielmassa

tutkittavat rakenteet on esitelty Taulukossa 7.

Aromataasitutkimusten tulosten perusteella oli tarkoitus valikoida, mitka
sekvenssirakenteet valikoidaan syklaasigeenien (snoaM, snoaM(co), aknW,
aknW(co), dpsY, dpsY(co)) tutkimuksiin. Koska aromataasinaytteiden tulosten
jalkeen naytti silta, ettd olisi syyta selvittdaa, mita tuotetut yhdisteet ovat,

kloonausta ei jatkettu eteenpain syklaaseihin.

Taulukko 7. Muut tutkittavat sekvenssirakenteet. Promoottori: BBa_R0011.
Geenit eroteltu alaviivalla.

Nimi Sekvenssirakenteet

CyC1 BBa_R0011_alpABC_BBa_R0011_snoaDEM
OXY1 BBa R0011_snoaB

MET1 BBa_R0011_snoaBC

CYCII1 BBa_R0011_snoaBC_BBa_R0011_snoalL
KRII1 BBa R0011_snoaBC BBa R0011_snoalF
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5 TULOSTEN TARKASTELU

Ensimmaiset kokeet nogalamysinonigeenien kanssa olivat seka lupaavia etta
lannistavia.  Yhteistydokumppanimme  LC-MS-tulokset, joiden = mukaan
ketoreduktaasinaytteet (snoaD) sisalsivat polyketideja (RM20b,c) antoivat
sellaisen kuvan, etta vain ketoreduktaasia seuraavat entsyymit, aromataasi ja
syklaasi, olisivat naissa kasvatuskokeissa olleet ongelmallisia. Kun tata tulosta ei
kuitenkaan saatu laajan mittakaavan kasvatuskokeissa ja NMR:lla varmennettua,
oli selvaa, ettd jokin reaktioreitila ei toimi. On mahdollista, etta
yhteistybkumppanimme havaitsemat signaalit olivat vaaria positiivisia tuloksia,
jotka johtuivat LC-MS-menetelman herkkyydesta ja yhdisteiden tunnistamisen
hankaluudesta ainoastaan massaspektrometriaan luottaen. Lisaksi kasvatusten
kanssa oli muutenkin haasteita, silla paakasvatusten saaminen logaritmiseen
vaiheeseen osoittautui haastavaksi. Kun kaytettava antibiootin maara puolitettiin
alkuperaisesta puoleen, onnistuttiin kuitenkin saamaan kasvatukset normaalisti

kayntiin.

Naytteissa havaittin myds kloramfenikolipiikki (Kuva 25), mika antoi aluksi
vaaran kuvan naytteiden mahdollisesti sisaltamista yhdisteista. Tahan kokeiltiin
ratkaisuksi jattdd kloramfenikoli paakasvatuksesta pois, ja lisata se vain
esikasvatukseen. Nain ollen paakasvatukseen lisattiin vain kanamysiinia tai
kummakin vektorin lasnaollessa kanamysiinia ja ampisilliinia. Jotta kasvatukset
varmasti sisalsivat pt-GroE-vektorin soluissaan loppuun asti, kasvatuksia
seurattiin my6s maljaamalla ne kloramfenikolia sisaltaville LA-maljoille. Naiden
perusteella kasvatuksissa oli pt-GroE-vektorin sisaltavia soluja koko polyketidi-

tuotantokasvatuksen ajan.
5.1 MinPKS:n kasvatuskokeet

Nogalamysinonin tuotantoreitin tutkimusten aikana herasi kysymys siita, toimiiko
minPKS niin kuin se pitaisi. Kaikki edellytykset sille on: BAP1-kanta ilmentaa 4'-
fosfopanteteinyylitransferaasia, joten ACP:n pitaisi teoriassa muuttua apo-
muodosta synteesissa tarvittavaan holo-muotoon. Kaytdssa oli pt-GroE-vektori,
joka sisalsi minPKS:n laskostumista tukevat kaperoniinit. Tiedettiin, etta pt-GroE-
vektori oli lasna kasvatuksissa loppuun asti, silla tata seurattiin

maljamenetelmalla. Kinamysiinin  minPKS:n  pitaisi  tuottaa liukoinen
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heterodimeeri, silld sen ketosyntaasigeeneja ilmennettiin neljan nukleotidin

osalta paallekain, kuten Liu ja muut (2020) tutkimuksessaan.

Taman vuoksi kokeiltiin kolmea erilaista ratkaisua (Kuva 26). Aluksi kokeiltiin
nogalamysiinin ja kinamysiinin minPKS-geenien (snoa123 + alpABC)
yhteisekspressiota. Talla kasvatuksella saatiinkin tavallaan lupaava tulos, silla
sen tuottoprofiilissa esiintyi piikissa (1) etupuolella niin kutsuttu olkapaa, joka osui
SEK15-standardin kanssa samaan kohtaan (piikki 3). Tarkempi analysointi LC-
MS:lla kuitenkin osoitti, ettd kyseessa ei massan perusteella ollut SEK15, vaan
kyse oli useammasta eri yhdisteesta, josta ei suoraan voinut sanoa minkaan

naista olevan polyketidi.

Toiseksi  kokeiltin ~ kinamysiinin ~ minPKS-geenien  yhteisekspressiota
4’fosfopanteteiini-transferaasin geenien (pgaX) kanssa, mikali syy minPKS:n
huonolle tuotannolle olisikin se, ettei BAP1-kanta muuta ACP-proteiinia (AlpC)
aktiiviseen holo-muotoon. Tulosten perusteella (Kuva 26) tasta oli kasvatukselle
lahinna vain haittaa. Tasta ei kuitenkaan voi viela vetaa johtopaatoksia sen
suuremmin mihinkdan suuntaan. Tama kasvatuskoe pitaisi toistaa, jotta voitaisiin

olla varmoja, ettei se todella tuota mitaan.

Kolmanneksi kokeiltiin  kinamysiinin  minPKS geenien alpC:td Kkorvattuna
vastaavalla ravidomysiinin minPKS ravC-geenilla. On olemassa ainakin kaksi
tutkimusta (Liu ja muut 2020; Kharel ja muut 2018), joiden avulla oli saatu hyvia
tuloksia ravC:n avulla. Taman kokeemme perusteella siita ei kuitekaan ollut apua.
Toisaalta tassa on otettava huomioon toinenkin seikka: E. coli:lla tehdyssa
polyketiditutkimuksissa on yleensa raportoitu tuotteita vasta, kun minPKS:n
jalkeiset entsyymit, KR, ARO ja CYC, ovat myoOs lasna (Liu ja muut 2020;
Cummings ja muut 2019). Tatd nakemystad tukee myOs tieto siita, etta
streptomykeettien tuottamista polyketideistda ensimmainen vakaa intermediaatti
on aklanoni- tai nogalonihappo, joka syntyy vasta, kun KR:n, ARO:n ja CYC:n
lapikayma polyketidi-intermediaatti katalysoidaan mono-oksygenaasin (OXY)
avustamana (Metsa-Ketela ja muut 2007). Voi siis olla, etta
kolibakteerikasvatuksissa ei nyt havaita polyketideja, koska mukana on vasta

synteesireitin alkupaan entsyymit.

On my6s huomioitavaa, ettd streptomykeettien sekundaarimetboliittien

tuotantoon vaadittavat geenit ovat ryhmittyneina geeniklustereissa, ja ne ovat



57

usein hiljennettyja laboratorio-olosuhteissa (Walsh ja Fischback 2010).
Yhdisteiden muodostus tapahtuu lisaksi eri organismeissa usein hieman eri
tavoin ja niiden tuotannossa saattaa olla mukana myos viela tuntemattomia
saatelymekanismeja. On siis aina teoriassa mahdollista, ettd tdman tutkimuksen
aikana ei ole taysin varmaa tietoa kaikista laskostumiseen vaikuttavista

yhdisteista, ja nama yhdisteet puuttuvat nyt naista kolibakteerikasvatuksista.
5.2 Ketoreduktaasien kasvatuskokeet

Ketoreduktaasigeenien tuottokokeista KR8 (kodonioptimoitu dpsE) antoi
lupaavia tuloksia (Kuva 27), mutta LC-MS osoitti, ettei KR8 tuottanut polyketideja.
Standardin (TK24 _snoaD) kanssa vertailtaessa mikdaan ketoreduktaasien
tuottamista yhdisteista ei vastaa standardin kromatogrammissa havaittavia
piikkeja. Kuitenkin voisi olla syyta tutkia tarkemmin, mitd kromatogrammeissa

esiintyvat yhdisteet ovat.

KR3 (villityypin snoaD) ja KR5 (kodonioptinoitu aknA) eivat vaikuttaneet naiden
tulosten perusteella tuottavan mitdan. KR3 (villityypin snoaD) on kuitenkin
aiemmin tuottanut jotakin (Kuva 25), kun sen ainoa ero oli eri promoottori,
BBa_RO0011. Koska tassa tutkielmassa tutkittin myos promoottorin vaikutusta
ketoreduktaasien ilmentamiseen, eikd promoottorien valilla ollut ilmeista eroa,
KR3-kannan tuottavuus johtuu hyvin suurella todennakdisyydella jostakin muusta

kuin promoottorista.
5.3 Aromataasien kasvatuskokeet

Aromataasikokeissa mielenkiintoisiksi naytteiksi  osoittautui  kolme eri
sekvenssiyhdistelmaa (Kuva 28). Yhdiste 3 selvasti muuttuu muiksi yhdisteiksi ja
yhdiste 2 selvasti lisaantyy siirryttaessa reaktioreitilla ketoreduktaasista
aromataasiin. Nain ollen seuraavista rakenteista olisi kannattavaa
jatkotutkimuksissa selvittaa, mita nama yhdisteet 2 ja 3 ovat: ARO28, ARO34 ja
ARO 37. Maininnan arvoista on myds se, ettd kaikista kolmesta homologista

daunorubisiinin entsyymit vaikuttivat toimivan kolibakteerissa parhaiten.
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6 PAATELMAT

Etsittdessa parempaa antibioottia tai syopalaaketta, yksi mahdollisuus on kayttaa
jo tunnettua bioaktiivista yhdistetta suunnittelun pohjana, ja muuttaa tdman
bioaktiivisia osia, jolloin voidaan |0ytaa yhdiste, jolla on samat positiiviset
vaikutukset ja mahdollisesti lievemmat haittavaikutukset. (Hulst ja muut 2022.)
Tama on yksi syy taman tutkimuksen merkityksellisyydelle: vaikka vain
antrasykliinien  aglykoniosa  tuotettaisiin  tehokkaasti  kolibakteerissa,
saastettaisiin jo silla aikaa ja resursseja, joita voitaisiin kayttda bioaktiivisten

sokeriosien tutkimiseen esimerkiksi streptomykeettien avulla.

Polyketidien rakentumisen tutkiminen on hankalaa, silla niiden hyvin reaktiivinen
poly-B-keto-intermediaatti rakentuu entsyymikompleksin, eika yhden entsyymin
avulla. Lisaksi tama mainittu valituote on hyvin epastabiili ja muodostaa erilaisia
syklisia yhdisteitd spontaanisti. (Hertweck ja muut 2007.) Tutkielmassa suurin
kysymys onkin koko ajan ollut: toimiiko minimaalinen polyketidisyntaasi. Viitteita
siihen on ollut. Kun reaktioreitin ensimmaiset nogalamysinonigeenein
(snoaD/DE/DEM) tuotetut naytteet analysoitiin yhteistydkumppanimme toimesta,
snoaD-geenien avulla tuotetuista naytteissa havaittiin LC-MS:lla RM20:ta. Tata
ei kuitenkaan saatu nakyviin omissa LC-MS-analyyseissamme, eikd mydskaan
NMR:IIa.

Myés Liun ja muiden (2020) tutkimuksessa oli ongelmia toimivan minimaalisen
PKS:n toiminnan kanssa. Tutkimuksessa havaittiin, ettda minPKS:n ACP ei
muuttunut tehokkaasti apo-muodosta holo-muotoon, vaikka heidan kayttamansa
BAP1-kanta ilmentdakin tdhan muokkaukseen tarkoitettua 4’-fosfo-
panteteinyylitransferaasia. Kokeissa alpC.n korvaaminen ravC:lla sen sijaan
tuotti holo-muotoa suhteella 1:1, joten tama oli selvasti toimiva ratkaisu. Tassa
tutkimuksessa talla yhdistelmalla ei saatu alustavasti lupaavia tuloksia, mutta
tasta ei voi suoraan vetaa lopullisia johtopaatoksia. Liu tutkimusryhmineen myoés
raportoi polyketidituotantoa vasta, kun reaktioreitilla oli Iasna kaikki entsyymit
syklaaseihin asti. Nain ollen tassa on tamankin tutkimuksen jatkoa ajatellen

potentiaalinen tutkimusasetelma.

Kaytimme tutkimuksessa Liun ja muiden (2020) kuvailemaa menetelmaa, jossa

polyketidien paakasvatusta kasvatettiin 2—-4 paivaa. Tassa tutkielmassa kaikkia
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kasvatuksia kasvatettiin nelja paivaa. Jatkossa voisi olla jarkevaa kokeilla myds,
onko kasvatusajalla polyketidien tuotantoon jotakin vaikutusta. Eli riittaisiko
kasvatusajaksi tuo kaksi paivaa, ja toisaalta, onko tuotantoprofiilissa eroja naiden
paivien aikana. Mydskin laajan mittakaavan menetelma vaatii vahintaankin
hienosaatda tai uuden nakdokulman yhdisteiden tuottamiseksi siind maarin, etta
niita voitaisiin tutkia NMR:lla. Talla hetkella se on haasteellista yhdisteiden pienen

tuottomaaran takia.

Tasta tutkielmasta on tehtavissa kaksi oleellista paatelmaa. Ensinnakin
kokonaiskuvan selvittaminen polyketidien tuotannolle E. coli;ssa on edelleen
kesken, ja vaatii viela paljon tutkimusta. Polyketidien rakenteet ovat
monimutkaisia ja niiden muodostukseen liittyy useita eri tekijoita, joista osa on
edelleen tuntemattomia. Vaikka tuotannon eri vaiheista ja mekanismeista
tiedetdan paljon, naiden muodostamassa kokonaisuudessa on edelleen
avonaisia kysymyksia: minkalaisia yhdisteita polyketidireaktiotien eri vaiheista on
mahdollista odottaa ja minkalaisella saannolla. Lisaksi, streptomykeettien
geeniklusterit, joita ilmentamalla polyketideja tuotetaan, ovat usein laboratorio-
olosuhteissa hiljennettyja (Walsh ja Fischback 2010). On myos mahdollista, etta
taman tutkimuksen aikana ei ole ollut kaytettavissa varmaa tietoa kaikista
laskostumiseen vaikuttavista tekijoista, ja tdman vuoksi yhdisteiden tuottaminen

kolibakteerissa on haastavaa.

Toinen tarkea paatelma on, etta polyketidien tuotto kolibakteerien avulla sen
kaikki tyokalut hyodyntden on osoitettu olevan mahdollista. Polyketidien
tuotannolle kolibakteereissa on ollut samat haasteet vuosikymmenia:
rakenneosien saatavuus, oikein laskostuneiden ja translaation jalkeen
muokattujen minimaalisten polyketidisyntaasien (minPKS) ilmentaminen ja
polyketidituotteen reaktioreitin synkronointi siten, etta tuotto on mahdollisimman
tehokasta (Pfeifer ja muut 2001). Rakenneosat ovat kuitenkin jo paremmin
saatavilla, minPKS:n toimintamekanismit tunnetaan jo sellaisella tasolla, etta
tiedetaan, miten polyketideja voidaan tuottaa ja reaktioreitin synkronoimiseksi
tehdaan tutkimusta jatkuvasti. Naihin haasteisiin on siis 10ydetty jo useitakin
ratkaisuja, vaikka ydinkysymykset tutkimuksen ymparilla ovatkin edelleen samat.
On siis selvaa, etta polyketidien tuotto kolibakteerien avulla vaatii viela paljon

tutkimusta ja ladkeaineiden tuoton teolliset sovellukset ovat edelleen kaukana,
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mutta viime aikaiset tutkimustulokset ovat antaneet viitteita, etta tama on

mahdollista.
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