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Mikrobien tuottamat luonnonyhdisteet ovat jo pitkdin olleet tirked osa lddketeollisuutta,
mutta uusia ladkkeiksi sopivia yhdisteitd ei ole endd 16ydetty samaan tahtiin kuin aluksi.
Uusille mikrobien tuottamille bioaktiivisille yhdisteille on kuitenkin kasvava tarve muun
muassa mikrobilddkeresistenssin lisdéntyessd. Mikrobeista erityisesti streptomykeetti-
bakteerit ovat olleet vuosikymmenten ajan merkittdvid luonnonyhdisteiden ldhteitéd

tuottaen esimerkiksi puolet tunnetuista antibiooteista.

Luonnonyhdisteet syntyvét biosynteesireittien tuloksena, ja synteesireittien eri vaiheista
vastuussa olevat geenit sijaitsevat mikrobien DNA:ssa biosynteettisind geeniryhmind
(engl. biosynthetic gene cluster, BGC). Genomisekvensoinnin ollessa yhd laajemmin
saatavilla ja genomitiedon analysoimiseen soveltuvien bioinformatiikan tydvélineiden
kehittyessd, mikrobien BGC:iden médirdn on havaittu olevan huomattavasti suurempi,

kuin niiden tuottamista yhdisteistd on voitu paitella.

BGC:iden ilmentyminen on tarkkaan sdddeltyd, ja niistd suuri osa on laboratorio-
olosuhteissa ilmentyméttomid. Uusien luonnonyhdisteiden tuottamiseksi BGC:t tiytyy
pystyd aktivoimaan. Aktivointiin soveltuvia menetelmid on runsaasti, ja niiden
kehittdimisen ovat mahdollistaneet muun muassa saatavilla olevan genomitiedon kasvava
madrd sekd genomien muokkaukseen soveltuvien teknologioiden kehitys. Menetelmét on
mahdollista jaotella tiettyihin BGC:ihin kohdistettuihin menetelmiin sekd laajemmin

vaikuttaviin eli pleiotrooppisiin menetelmiin.
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1 Johdanto

Mikrobilddkeresistenssi (engl. antimicrobial resistance, AMR) on maailmanlaajuinen
ongelma, jonka tuomiin haasteisiin on vastattava nopeasti. Vuonna 2019 4,95:n miljoonan
thmisen kuolema liittyi mikrobilddkeresistenssiin, ja ndistd kuolemista 1,27 miljoonaa oli
suoraan seurausta AMR:std (Murray ja muut 2022). Iso-Britannian valtionjohdon
tilaaman raportin mukaan taas vuosittain jopa 10 miljoonaa ihmistd on vaarassa kuolla
resistenttien infektioiden seurauksena vuoteen 2050 mennessd (O’Neill 2016). AMR:n

lisddntyessa tarve uusille mikrobildédkkeille kasvaa jatkuvasti.

Ihminen on jo pitkdan hyodyntinyt luontoa ja sieltd 10ytyvid yhdisteitd moniin tehtéviin.
Luonnonyhdisteisiin kuuluu laaja ryhma erilaisia bioaktiivisuuksia omaavia kemiallisia
yhdisteitd, joita tuottavat muun muassa bakteerit, kasvit ja sienet. Luonnonyhdisteitd on
vuosituhansia kdytetty monissa tarkoituksissa, kuten ihmisten ja eldinten ld4kkeina seka
maataloudessa. (Katz ja Baltz 2016.) Luonnonyhdisteistid puhutaan usein vaihtoehtoisesti
erikoistuneina metaboliitteina tai sekundidrimetaboliitteina. Sekunddarimetaboliitit ovat
yhdisteitd, jotka eivét suoraan ole valttiméttomid organismin kasvulle ja kehitykselle.

(Baltz 2019.)

Mikrobit ovat merkittdvd bioaktiivisten luonnonyhdisteiden ldhde ja niiden
syntetisoimista yhdisteistd kehitetyt 144keaineet ovat tirked osa lddketeollisuutta. Néihin
yhdisteisiin kuuluvat muun muassa antibiootit kuten kefalosporiinit ja tetrasykliinit,
immunosupressorit kuten syklosporiinit ja rapamysiini sekd loisladkkeend kaytetty
ivermektiini (Cragg ja Newman 2013). Antibiootit ja muut bioaktiiviset luonnonyhdisteet
ovat mahdollistaneet tarttuvien tautien hoidon, ja niiden avulla my6s esimerkiksi
elinsiirrot ja sydpédhoidot on tehty mahdollisiksi. Mikrobit eivét kuitenkaan tuota niita
ladkinnélliseen kayttoon soveltuvia yhdisteitd ihmisten tarpeisiin, vaan omaan
kayttoonsd. Maaperdssd esiintyvien mikro-organismien tuottamien bioaktiivisten
luonnonyhdisteiden runsauden syyksi on esitetty yhdisteiden toimiminen kilpailijoita
tappavina, signaalimolekyyleind tai eukaryoottien kanssa vuorovaikutuksia vélittdvina.

(Hutchings ja muut 2019.)

Tutkielmassa keskitytddan mikrobeihin, erityisesti streptomykeetti-bakteereihin,
ladkkeiden tuottajina, ja pohditaan uusien lddkeaineiden tarvetta. Lisdksi perehdytéén
mikrobien luonnonyhdisteiden tuottoon niiden geeniryhmien avulla, ja siithen, kuinka
ndmd geeniryhmdt saataisiin aktivoitua uusien bioaktiivisten luonnonyhdisteiden

tuottamiseksi.



2 Luonnonyhdisteet ladkeaineina

2.1 Mikrobeista saatavat lddkeaineet

Alexander Fleming 16ysi penisilliinin rihmamaisesta Penicillium notatum-homesienesté
vuonna 1928, ja 1940-luvulle paistessd penisilliinin suuri ladkinnéllinen potentiaali oli
havaittu (Cragg ja Newman 2013). Selman Waksmanin tyd maaperdmikrobiologian
parissa taas johti streptomysiinin 16ytdmiseen ja havaintoon siitd, ettd aktinomykeettien
padjaksoon kuuluvat bakteerit, erityisesti streptomykeetit, ovat runsaimpia luonnosta
16ytyvid antibioottien tuottajia. Waksman 10ysi streptomysiinin aktinomykeetteihin
kuuluvasta Streptomyces griseus-bakteerista ja osoitti yhdisteen toimivan gram-
negatiivisten bakteerien lisdksi myds tuberkuloosia aiheuttavaa Mycobacterium

tuberculosis:ta vastaan. (Hopwood 2007.)

Waksmanin  havaintoja  seurasi  kulta-aika  bioaktiivisten luonnonyhdisteiden
l6ytdmisessd. Ladkeyhtiot alkoivat ensin etsid tapoja tuottaa penisilliinid ja
streptomysiinid tehokkaasti, mutta siirtyvdt 1940-luvun loppupuolella monien
tutkimusryhmien tavoin etsiméén tdysin uusia antibiootteja. Seuraavien vuosikymmenten
ajan uusia antibiootteja 16ydettiin kiithtyvédén tahtiin. (Hopwood 2007.) Kuitenkin uusia
ladkinnéllisid luonnonyhdisteitd alettiin 10yt44 koko ajan vdhemmain, koska samoja
yhdisteitd 10ydettiin vain uudelleen ja pienissd mairissd esiintyvien luonnonyhdisteiden
16ytdmiseen ei ollut soveltuvia menetelmid (Baltz 2019). 1990-luvulla iso osa
ladkeyhtidistd siirsikin resurssinsa mikrobien tuottamien luonnonyhdisteiden etsimisesti
synteettisten yhdisteiden valmistamiseen. Kuitenkaan synteettisten antibioottien
valmistaminen e ole osoittautunut kovinkaan menestykkaéksi ja 1dhes kaikki luonnolliset
antibiootit ovat fermentaatiotuotteita edelleen. Luonnolliset antibiootit ovat vertaansa
vailla muun muassa tehokkuudessa, ja uusien mikrobien valmistamien
luonnonyhdisteiden 16ytdminen onkin yhd tdrkedd. (Hopwood 2007.) Kolmen eri

luonnonyhdisteen rakenne on esitetty kuvassa 1.



Rapamysiini

Kuva 1. Tetrasykliinin, streptomysiinin ja rapamysiinin rakenteet. Tetrasykliini ja
streptomysiini ovat antibiootteja, kun taas rapamysiini toimii immunosuppressiivisena

laakkeena.

2.2 Uusien ladkeaineiden tarve

Tarve uusille mikrobilddkkeille on kasvanut, vaikka tahti uusien bioaktiivisten
luonnonyhdisteiden 16ytdmisessd on huomattavasti hidastunut ja lddkeyhtididen
kiinnostus mikrobilddkkeiden tutkimiseen sekd kehittdmiseen vdhentynyt. Merkittdvina
syynd tarpeen kasvuun on mikrobilddkeresistenssi (AMR). Mikrobildédkeresistenssissi
mikrobeja, kuten bakteereja, viruksia ja loisia, ei endd saada tuhottua mikrobilddkkeilla
ja ladkkeista tulee tehottomia patogeenejd vastaan. AMR on uhka modernin lddketieteen
saavutuksille, kun vaarana on infektiotautien hoitamisen vaikeutuminen sekd useiden
ladketieteellisten toimenpiteiden, kuten leikkausten ja kemoterapian, suorittamisen
muuttuminen riskialttiimmaksi. Suurimmat syyt lddkeresistenttien patogeenien
kehittymiseen ovat mikrobilddkkeiden litka- ja védrinkdyttd ihmisten, eldinten seké
kasvien infektiotautien hoidossa ja torjunnassa. Ihmisen toiminnan vaikutuksesta AMR:n
ilmaantuminen ja levidminen on kiihtynyt, vaikka ilmiond AMR on patogeenien
geneettisistd muutoksista johtuen tdysin luonnollinen. (World Health Organization 2023.)
Mikrobilddkeresistenssin thmisten terveyteen kohdistaman uhan lisdksi AMR:n
taloudelliset vaikutukset ovat mittavat ja arvion mukaan maksaisivat maailmantaloudelle

100 biljoonaa Yhdysvaltain dollaria vuoteen 2050 mennessé (O’ Neill 2016).



Vuonna 2019 kuuden patogeenin (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumanii ja Pseudomonas
aeruginosa) havaittiin olevan vastuussa suuresta osasta AMR:4én liittyvistd kuolemista
(Murray ja muut 2022). My6s Maailman terveysjarjeston (engl. World Health
Organization) julkaisema prioriteettilista patogeeneistd korostaa tiettyjen bakteerien
kohdistavan suuremman uhan ihmisten terveydelle kuin toisten. Lista nostaa esiin
erityisesti moniresistentit gram-negatiiviset bakteerit, ja sen tarkoituksena on tukea
antibiootteihin keskittyvdd tutkimusta ja edistdd tiettyjen bakteerien priorisointia

antibioottien kehityksen kohteena. (Tacconelli ja muut 2018.)

AMR vaikuttaa ihmisiin maailmanlaajuisesti eri alueista ja tuloeroista riippumatta, mutta
suurimmat kirsijat l0ytyvit koyhempien maiden viestdistd, joissa muun muassa puhdas
vesi ja terveydenhoito eivét aina ole laajasti saatavilla. AMR:n tuomiin haasteisiin
vastaamisen keinoja ovat muun muassa infektioiden ehkdiseminen rokotteilla,
antibioottien kdyton rajoittaminen tapauksiin, jossa se on valttimatonta sekd antibioottien
kdyton védhentdminen esimerkiksi maanviljelyssd. Resurssien ohjaaminen uusien

antibioottien kehitykseen on myos olennaista. (Murray ja muut 2022.)

3 Streptomykeetit

Aktinobakteerien (engl. Actinobacteria) pédjaksoon kuuluvat Streptomykeetit (engl.
Streptomyces) ovat erityisen lahjakkaita luonnonyhdisteiden tuottajia, ja esimerkiksi
puolet tunnetuista antibiooteista ovat niiden syntetisoimia (Van Der Meij ja muut 2017).
Streptomykeetit ovat pitkddn olleet runsaita luonnonyhdisteiden ldhteits, joten ne ovat
edelleen erityisen kiinnostuksen ja tutkimuksen kohteena mitd tulee uusien

ladkinnéllisten luonnonyhdisteiden etsimiseen.

Streptomykeetit ovat gram-positiivisia bakteereja, joille on tyypillistd genomin suuri
sytosiini- ja guaniinipitoisuus, ja ne ovat monista muista bakteereista poiketen
monisoluisia ja litkkumattomia. Streptomykeetteja esiintyy runsaissa méérin maaperassa,
missd niilld on merkittdva tehtdva monien polysakkaridien, kuten kitiinin ja selluloosan,
ja muiden makromolekyylien hydrolysoinnissa sekd yhdisteissd kiinni olevan hiilen
kierrdttdmisessd. Maaperdn liséksi osa streptomykeeteisté eldd vesiymparistoissd. (Barka

ja muut 2016.) Streptomykeetit eroavat monista muista bakteereista myos kasvunsa ja



kehityksensd suhteen, ja muistuttavat ndiltdi ominaisuuksiltaan enemmaéan rihmamaisia

sienid (Flardh 2003).

Streptomykeeteilld on monivaiheinen elinkierto (kuva 2), ja ne lisddntyvét itididen
muodostumisen avulla. Sopivissa olosuhteissa iti0 itdd ja muodostaa yhden tai kaksi
itioputkea (engl. germ tube), jotka kehittyvit ensin rihmaksi ja lopulta vegetatiiviseksi
rihmastoverkoksi kasvamalla sekd kirjestd, ettd haarautuen. Polysakkaridien, kuten
selluloosan ja kitiinin, hajottaminen entsymaattisesti tarjoaa rihmastolle sen kasvuun
tarvitsemia ravinteita. Epdsuotuisat olosuhteet, kuten ravinteiden ehtyminen, johtavat
itioitd tuottavien ilmarihmojen (engl. aerial hyphae) kehittymiseen, ja ravinteet uuden
rihmaston valmistamiseen saadaan hajottamalla vegetatiivista tai substraattirihmastoa
autolyyttisesti. Rihmaston hajoamisen seurauksena vapautuneet yhdisteet, kuten
aminohapot ja nukleotidit, alkavat kertyd ja houkutella paikalle kilpailevia mikrobeja.
Liikkumiseen kykeneméttomat streptomykeetit puolustautuvat muita mikrobeja vastaan
syntetisoimalla bioaktiivisia luonnonyhdisteitd, ja antibiootteja tuotetaankin eniten téssi

vaiheessa elinkiertoa. (Barka ja muut 2016; Van Der Meij ja muut 2017.)

Itididen /\ Itdminen

muodostuminen ja
kypsyminen .

Vegetatiivinen rihmasto

o D

llmarihmasto

Kuva 2. Streptomykeettien elinkierto. Itid itd4, ja muodostaa ensin vegetatiivisen
rihman ja lopulta rihmastoverkoston. Epdsuotuisten olosuhteiden, kuten ravinnon
puutteen, seurauksena kehittyvit ilmarihmat, jotka tuottavat itiditd. (Muokattu kuvasta

Pacios-Michelena ja muut 2021).



4 Biosynteettiset geeniryhmat

Jo bakteerien genetiikkaan keskittyvin tutkimuksen alkuaikoina saatiin selville, ettd
biosynteettisten reittien perdkkiisistd vaiheista vastuussa olevat geenit esiintyvét
rykelmédnd DNA:ssa. Tietyn luonnonyhdisteen tuotosta vastaavaa biosynteettistd reittid
koodaavat geenit sijaitsevat siis tyypillisesti samassa biosynteettisessd geeniryhméssa
(engl. biosynthetic gene cluster, BGC). Aktinomykeettien BGC:t 10ytyvit yleensi
kromosomista, mutta voivat sijaita joissain tapauksissa my0s plasmideissa.
Kromosomeissa geeniryhmien paikka on tavallisesti kromosomien pididen ldhell4.
(Osbourn 2010.) Eri geeniryhmien koot vaihtelevat suuresti riippuen tuotettavan
metaboliitin monimutkaisuudesta ja siten tuotteen syntetisoimiseen tarvittavien
entsyymien méérastd (Baral ja muut 2018). Geeniryhmien mééra taas kasvaa organismin

genomin koon kasvaessa (Doroghazi ja Metcalf 2013).

Tutkituimpia luonnonyhdisteiden luokkia ovat polyketidit seké ei-ribosomaaliset peptidit,
ja merkittdvd osa aktinomykeettien BGC:istd voidaankin yhdistdd polyketidisyntaasi-
(engl. polyketide synthase) ja ei-ribosomaalisiin peptidisyntaasireitteihin (engl.
nonribosomal peptide synthase) (Davies 2013; Doroghazi ja Metcalf 2013). Muita
merkittdvid luonnonyhdisteiden luokkia ovat esimerkiksi terpeenit, ribosomaalisesti
syntetisoidut ja translaation jédlkeisesti muokatut peptidit (engl. ribosomally synthesized
and post-translationally modified peptide) sekd alkaloidit. Polyketidisyntaasi- ja ei-
ribosomaaliset peptidisyntaasi-entsyymien geenit sijaitsevat BGC:issd, ja ne ovat
esimerkkejd biosynteettisistd ydinentsyymeistd, jotka tuottavat luonnonyhdisteen
perusrakenteen. Tamén perusrakenteen muokkaamista varten BGC:issd on muokkauksen
aikaansaavien entsyymien geenejd. Niihin entsyymeihin lukeutuvat muun muassa

oksidoreduktaasit, glykosyylitransferaasit sekd metyylitransferaasit. (Osbourn 2010.)

Biosynteettisid entsyymejd koodaavien geenien lisdksi tiettyd yhdistettd, kuten
antibioottia, syntetisoiva organismi tarvitsee geeneji ollakseen resistentti tuottamaansa
yhdistettd kohtaan, ja usein ndmi geenit sijaitsevat samassa BGC:ssd kuin yhdistettd
tuottavat geenit (Hopwood 2007). Myds kuljetukseen tarvittavat geenit kuuluvat yleensa
geeniryhmiin, koska monet luonnonyhdisteet, muun muassa antibiootit ja rautaa
kelatoivat sideroforit, tuotetaan solusta ulos eritettiviksi (Crits-Christoph ja muut 2021).
Naéiden liséksi iso osa BGC:isti siséltdd geeniryhmén ilmentymisen sddtelyyn osallistuvia
geenejd (Osbourn 2010). Kuvassa 3 on esitettynd kahta luonnonyhdistettd, aktinorodiinia

ja granatisiinia, koodaavat BGC:t seki yhdisteiden rakenteet.



act geeniryhmi (22 kb)
CBBDLBD PRI [ B aEEED N

gra geeniryhma (33 kb)
dddd<eEa " DO iDaHdaaeaeT s iaer. e
BN Minimaalinen PKS ~ [___] Saately/kuljetus
[ Aromataasi I Reitti-spesifinen transkriptioaktivaattori (SARP perhe)
[ Syklaasi [ Sokerin biosynteesi/liittaminen
I Ketoreduktaasi [""1 Tuntematon
Muokkaavat entsyymit

Aktinorodiini Granatisiini

Kuva 3. Kahta polyketidii, aktinorodiinia ja granatisiinia, koodaavat biosynteettiset
geeniryhmiit. Eri vireilld on merkattu geeniryhmien geenien tehtavét. Nakyvilld ovat

liséksi luonnonyhdisteiden rakenteet. (Muokattu kuvasta Osbourn 2010)

5 Genomien sekvensointi ja louhinta

DNA-sekvensoinnin kapasiteetti on kasvanut ja sekvensoinnin kustannukset laskeneet,
suurelta osin seuraavan sukupolven sekvensointimenetelmien kehittymisen seurauksena
(Mardis 2017). Tdmé on tuonut mikrobien tuottamien luonnonyhdisteiden etsimiseen
uudenlaisen edun. Kokonaisten genomien sekvensoinnin mydtd ymmarrettiin, ettd
mikrobeilla on huomattavasti enemmin BGC:ita, kuin niiden tuottamista yhdisteitd
voitiin paitelld. Streptomyces coelicolor A3(2):n koko genomin sekvensointi paljasti
genomissa olevan yli 20 BGC:t4, vaikka aiemmin tunnettuja reaktioreittien tuotteita oli
vain neljd (Bentley ja muut 2002). Kun genomisekvensointia muiden lajien kohdalla
jatkettiin, saman huomattiin toistuvan. Esimerkiksi Streptomyces avermitilisin genomista
16ytyi 30 BGC:td (Ikeda ja muut 2003) ja erytromysiinid tuottavan aktinomykeetin,
Saccharopolyspora erythraen genomista 25 BGC:td (Oliynyk ja muut 2007).

Genomilouhinnaksi (engl. genome mining) kutsutussa menettelytavassa kokonaisista
genomeista analysoidaan biosynteettisid geeniklustereita uusien luonnonyhdisteiden
16ytdmiseksi. Genomilouhinnan kehittymisen mahdollistivat yhad laajemmin saatavilla
oleva genomitieto seké erilaiset bioinformatiikan tyovélineet. (Baral ja muut 2018.) Kun

koko ajan enemmin tietoa biosynteettisistd geeniryhmistd alkoi olla saatavilla,
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ongelmaksi muodostui tiedon hajanaisuus tieteellisessd kirjallisuudessa. BGC:ihin
liittyvdn tiedon yhteen kerdémiseksi kehitettiin standardisoitu tietokanta, MIBiG
(Minimum Information about a Biosynthetic Gene cluster), joka mahdollistaa padsyn
karakterisoiduista BGC:istd kerdttyyn tietoon ja tarjoaa standardimenettelyn BGC:iden
annotointiin. Ndin esimerkiksi vertailevan analyysin tekeminen sekd tietyn BGC:n

tuottaman metaboliitin rakenteen ennustaminen helpottuu. (Medema ja muut 2015.)

Biosynteettisten ~ geeniryhmien  tunnistamiseen ja  luokitteluun  soveltuvia
bioinformatiikan tyOvélineiti on monia, muutamana esimerkkind antiSMASH
(antibiotics & secondary metabolite analysis shell) (Medema ja muut 2011), BAGEL3
(Bacteriocin genome mining tool 3) (Van Heel ja muut 2013) sekd PRISM (Prediction
informatics for secondary metabolomes) (Skinnider ja muut 2015). Tydkalut eroavat
toisistaan muun muassa sen suhteen, mitd luonnonyhdisteluokkaa varten ne on
suunniteltu sekd kuinka laajat toiminnot niissd on. BAGEL3 soveltuu ribosomaalisesti
syntetisoitujen ja post-translationaalisesti muokattujen peptidien BGC:den etsimiseen ja
analysoimiseen (Van Heel ja muut 2013), kun taas PRISM on tarkoitettu ei-
ribosomaalisten peptidien ja polyketidien rakenteiden ennustamiseen (Skinnider ja muut
2015). antiSMASH on ohjelmista laajin: se on BGC:iden havainnointiin ja
karakterisointiin laajimmin kéytetty bioinformatiikan tydvéline, ja se soveltuu nykyédén

jopa 81 geeniryhmétyypin analysoimiseen (Blin ja muut 2023).

6 Biosynteettisten geeniryhmien aktivointi

Genomisekvenssien analysointi on osoittanut, ettd mikrobien potentiaali tuottaa monia
erilaisia luonnonyhdisteitd on huomattavasti suurempi kuin laboratorio-olosuhteissa on
havaittu. Valtaosa BGC:ista on laboratorio-olosuhteissa ilmentymédttomid tai niiden
syntetisoimia metaboliitteja tuotetaan niin pienid maarid, ettd niitd ei havaita (Scherlach
ja Hertweck 2021). Potentiaalisten BGC:den tunnistamisen jdlkeen haasteeksi jaa
ilmentymittomien geeniryhmien aktivointi tai jo pienissd maiérissd tuotettujen
yhdisteiden saannon parantaminen. Menetelmid ndihin on monia erilaisia ja ne voidaan
jakaa karkeasti kahteen kategoriaan: tiettyihin BGC:hin kohdistettuihin ja laajemmin
vaikuttaviin eli pleiotrooppisiin menetelmiin (kuva 4) (Baral ja muut 2018; Kalkreuter ja
muut 2020). Lahestymistapojen suuren médrdn vuoksi tutkielmassa keskitytddn vain

muutamaan eri menetelmiin hieman tarkemmin.
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Globaalien siitelygeenien kisittely BGC:iden muokkaus

Kuva 4. Erilaisia menetelmiii biosynteettisten geeniryhmien aktivointiin.
Lihestymistavat voidaan jakaa tiettyihin biosynteettisiin geeniryhmiin kohdistettuihin
menetelmiin ja laajemmin metabolomiin vaikuttaviin eli pleiotrooppisiin menetelmiin.
Siniselld on merkattu biosynteettiset geenit ja punaisella negatiivisesti ilmentymiseen

vaikuttavat sdédtelygeenit. (Muokattu kuvasta Kalkreuter ja muut 2020).

6.1 Pleiotrooppiset menetelmat

BGC:den aktivoinnissa kiytetyt menetelmét voivat omata laajan vaikutusalueen ja
pleiotrooppisilla menetelmilld ei saada aktivoitua tiettyjd BGC:ita vaan ne tdhtddvit
kohde-organismin koko metabolomin muokkaamiseen. Téllaisten ldhestymistapojen
etuja ovat niiden suhteellisen yksinkertainen toteutus sekd mahdollisuudet toteutuksiin
suuremmissa mittakaavoissa. Kuitenkin ongelmaksi saattaa muodostua se, ettd niitd ei
voida kohdentaa tiettyithin BGC:hin, jotka saattaisivat vaikuttaa genomilouhinnan
perusteella potentiaalisimmilta uusien yhdisteiden 10ytdmiseen. (Baral ja muut 2018.)
Pleiotrooppisia menetelmié ovat esimerkiksi ribosomimuokkaus, siételygeenien késittely

sekd mikrobien yhteiskasvatukset.

6.1.1 Ribosomimuokkaus

Ribosomimuokkaus (engl. ribosome engineering) on menettelytapa, jossa seulotaan
tietyille antibiooteille resistentteji mutantteja, joilla on my0s mutaatioita niiden
ribosomien komponenteissa tai RNA-polymeraasissa (RNAP). Osan ndistd mutanteista
on huomattu tuottavan suurempia mairid tiettyd bioaktiivista yhdistettd tai kokonaan
uusia luonnonyhdisteitid. Seulomiseen eniten kéytettyjd antibiootteja ovat rifampisiini ja
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streptomysiini, mutta myos esimerkiksi gentamisiini ja linkomysiini ovat olleet kiaytossa.
(Zhu ja muut 2019.) Jo vuonna 1996 streptomysiini-resistentin Streptomyces lividans
TK24 kannan todettiin tuottavan sinisen véristi antibioottia, aktinorodiinia, ja omaavan
str-6 pistemutaation ribosomaalista S12- proteiinia koodaavassa rpsL-geenissd, vaikka S.
lividans ei normaalisti tuota kyseistd antibioottia (Shima ja muut 1996). Rifampisiinid
taas on myohemmin muun muassa hyddynnetty eri aktinomykeeteille, joiden mutaatiot
RNAP:n pB-alayksikkdd koodaavassa rpoB-geenissd johtivat monien antibioottien
ylituotantoon (Tanaka ja muut 2013). Ribosomimuokkausta on kéytetty yli kahden
vuosikymmenen ajan ja se on ldhestymistapana nopea ja kustannustehokas (Zhu ja muut

2019).

Ribosomimuokkausta on sovellettu sekéd bioaktiivisten yhdisteiden tuoton lisdédmiseen
ettd uusien luonnonyhdisteiden 16ytdmiseen. Monien luonnonyhdisteiden tuotto on
alhaista villityypin kannoilla ja tarve saannon parantamiseen on suuri, jotta muun muassa
yhdisteiden jatkokehittdminen kliinisiksi ladkkeiksi olisi mahdollista. Streptomyces sp.
CB03234:n tuottaman tiansimysiini A:n (TNM A) on osoitettu toimivan sydpasoluja
vastaan ja tappavan niitd nopeaan tahtiin, mutta villityypin kannan tuottamat TNM A
konsentraatiot ovat kuitenkin jdéneet alhaisiksi, noin 0,3 mg/L. Liu tyéryhmineen (2018)
onnistui 16ytdmaan S. sp CB03234-R-16-mutantin seulomalla rifamysiini-resistentteja S.
sp. CB03234-mutantteja, ja timd mutantti omasi L422P mutaation rpoB geenissd ja 6—7
kertaisen TNM A tuottokonsentraation villityyppiin verrattuna. Kun lisdksi
kasvatusmediumia optimoitiin muun muassa liukoisen tarkkelyksen ja HP2ZMGL-resiinin
lisdyksilld, tuottokonsentraatioita onnistuttiin kasvattamaan seuraavalla tavalla: 22,5 +

3,1 mg/L ravistelupulloissa ja 13 + 1,0 mg/L 15 L:n fermentoreissa. (Liu ja muut 2018.)

Myos frederikamysiini A (FDM A) on osoittautunut lupaavaksi syopédsoluja vastaan,
mutta sen vdhidiseksi jddnyt saanto estdd sen pidemmélle kehittdmistd syopaladkkeeksi.
Zhang ja muut (2015) seuloivat merenpohjasta 16ydetyn Streptomyces somaliensis SCSIO
ZH66:n mutantteja rifampisiinin avulla ja totesivat R444H mutaation rpoB geenissd
omaavan ZH66-RIF1-mutantin tuottavan ruskean pigmenttista yhdistettd, jota villityypin
kanta ei tuottanut ollenkaan. Yhdiste tunnistettiin FDM A:ksi ja kasvatusmediumin
optimoinnin avulla FDM A:n tuottokonsentraatio saatiin kolminkertaiseksi (679,5 + 15,8
mg/L) alun perin kdytetyn kasvatusmediumin avulla saatuihin tuloksiin verrattuna.

(Yonghe Zhang ja muut 2015.)
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6.1.2 Saitelygeenien késittely

Mikrobien séitelyverkostot pitdvét huolta siitd, ettd BGC ilmentyvét vain tiettyjen
ympéristdn signaalien toimesta ja suurin osa BGC:istd onkin laboratorio-olosuhteissa
inaktiivisia. Streptomykeeteilld sekundddrimetaboliittien tuoton on osoitettu olevan
yhteydessa esimerkiksi tiettyyn kasvuvaiheeseen ja ravinnon saatavuuteen (Bibb 2005).
Saatelyverkostot ovat monimutkaisia ja mikrobien erilaisten sédételyproteiinien maara
valtava. Iso osa biosynteettisistd geeniklustereista sisdltdd synteesireitti-spesifisid
sadtelygeenejd, mutta monien luonnonyhdisteiden synteesi on globaalien sdételygeenien
kontrolloimaa. Globaalit sdédtelygeenit ovat vastuussa sddtelystd myos monien geenien
kohdalla, jotka eivit ole yhteydesséd sekundédérimetaboliaan. Sddtelygeenien késittely voi
olla geenien ilmentymisen lisdédmistd eli yliekspressiota aktivaattorien tapauksessa tai
niiden inaktivointia repressorien tapauksessa. Positiiviset sddtelijat eli aktivaattorit voivat
edistdd luonnonyhdisteiden biosynteesid, kun taas negatiiviset sdételijit eli repressorit

estavit sitd. (Xia ja muut 2020.)

Merenpohjasta 10ydetty Streptomyces sp. XS-16 saatiin tuottamaan kolmea uutta
angusykliini-johdannaista yliekspressoimalla sekd primdari- ettd sekunddirimetaboliaan
laajasti vaikuttavaa globaalia SCrp-séditelijdd. Yhdisteille suoritetun rakenneanalyysin
jélkeen kunkin uuden yhdisteen sytotoksisuus ja antimikrobinen aktiivisuus arvioitiin, ja
yhden yhdisteistd huomattiin omaavan sytotoksisuutta viittd eri syopasolulinjaa kohtaan.
(X. Xu ja muut 2023.) Yksi sddtelijd voi myos tietyssd kannassa samaan aikaan estdd
yhden ja aktivoida toisen luonnonyhdisteen biosynteesid. Héiritsemélld globaalia
sadtelijad, AdpA:ta, koodaavaa geenid, Streptomyces ansochromogenes:n AadpA mutantti
saatiin tuottamaan oviedomysiinid, jota villityypin kanta ei syntetisoi. Samalla villityypin
normaalisti  syntetisoiman nikkomysiinin tuotto  kuitenkin loppui. AdpA:n
vaikutusmekanismiksi todettiin oviedomysiini BGC:n transkriptioon positiivisesti
vaikuttavien klusterissa sijaitsevien séddtelijoiden OvmZ ja OvmW repressio. (J. Xu ja

muut 2017.)

Synteesireitti-spesifisten, tietyissd BGC:ssd sijaitsevien, sdételygeenien kisittely on myds
lupaava ldhestymistapa geeniklustereiden syntetisoimien yhdisteiden tuoton
aktivoinnissa. Streptomyces tsukubaensis 1.20:n kohdalla SARP-sditelyproteiinien
(Streptomyces antibiotic regulatory proteins) yliekspressio johti tdysin uuden,
bioaktiivisuutta omaavan antrasykliinin, tsukubarubisiinin, synteesiin ja sen tuotosta

vastuussa olevan BGC:n tunnistamiseen. Yhdisteen bioaktiivisuusanalyysien perusteella
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sen havaittiin osoittavan suurempaa aktiivisuutta neljdd eri ihmisen syopésolulinjaa

kohtaan kuin sydpélddkkeend kdytetty doksorubisiini. (Wu ja muut 2021.)

6.1.3 Mikrobien vilinen vuorovaikutus

Luonnonyhdisteiden synteesi vaatii huomattavan miirén energiaa ja resursseja, minka
seurauksena suurin osa BGC:istd on ilmentymittomid ennen oikeanlaista signaalia
ympaéristolta. Tallaisia signaaleja voivat olla esimerkiksi kuivuus, laimpoétilan muutos sekd
mikrobien vilinen kilpailu ravinteista. Mikrobien yhteiskasvatuksella pyritdén
jdljittelemddn  mikrobien luontaista  elinympdristod, jossa mikrobit eldvat
sekapopulaatioissa vuorovaikuttaen toistensa kanssa. Laboratorio-olosuhteissa kasvatus
toteutetaan yleensd puhdasviljelmind. Menetelmidnd mikrobien yhteiskasvatus on
suhteellisen yksinkertainen eikd sen hyddyntdmiseen uusien luonnonyhdisteiden
etsinndssd valttdmattd vaadita yksityiskohtaista tietdmysti lajin BGC:istd. (Kim ja muut
2021.) Yhteiskasvatuksessa luonnonyhdisteiden tuottajaa ja synteesin indusoivaa kohde-
organismia voidaan kasvattaa seki maljoilla ettd nestekasvatuksissa, mutta kiinteén faasin
kasvatuksissa ongelmana voi esiintyd haluttujen yhdisteiden tuotto tarpeeksi suuressa

mittakaavassa (Bertrand ja muut 2014).

Mikrobien vilinen vuorovaikutus voi tapahtua eritettyjen molekyylien kautta tai fyysisen
kontaktin avulla, mutta vuorovaikutusten taustalla vaikuttavat mekanismit ovat edelleen
pitkdlti tutkimattomia. Uusien luonnonyhdisteiden 16ytdmisen ohella yhteiskasvatus
tarjoaa tilaisuuden sen ymmirtdmiseen, miten mikrobien véliset vuorovaikutukset
sadtelevit niiden sekundddrimetaboliittien tuottoa. Tarkednd etuna yhteiskasvatuksissa
voi lisdksi olla mahdollisuus havainnoida syntetisoitujen luonnonyhdisteiden
bioaktiivisuuksia jo suoraan kasvatusten aikana, kun muun muassa muutoksia kohde-

organismin solujen morfologiassa voidaan seurata. (Kim ja muut 2021.)

Eri tutkimuksissa yhteiskasvatuksia on toteutettu varsin vaihtelevin 1dhestymistavoin ja
eroja esiintyy muun muassa kéytetyissd tuotto- ja kohdeorganismien méairissd sekéd
kasvatuksissa hyddynnettyjen mikrobien esikasvatusten 1’issd (Boruta 2021).
Vaihtelevuutta ilmenee lisdksi luonnollisesti yhteiskasvatukseen valittujen organismien
valilld. Streptomyces sp. MA37:n yhteiskasvatus toisen bakteerin, Pseudomonas sp.:n,
kanssa johti usean yhdisteen tuottoon, joita kumpikaan bakteereista ei yksinddn
syntetisoinut. Kasvatus toteutettiin niin, etta lajien vélilla ei ollut fyysistd kontaktia, mutta

muun muassa ravinteiden ja metaboliittien kulku oli mahdollista. S. sp. MA37:n
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tuottamaksi paljastunut indolialkaloidi BE-13793C osoitti paksusuolen syévan HT-29-

solujen kasvua ehkdisevia aktiivisuutta. (Maglangit ja muut 2020.)

Streptomyces leeuwenhoekii:n C34- ja C58-kantojen yhteiskasvatukset Aspergillus
fumigatus MR2012-homesienen kanssa saivat kummankin osapuolen tuottamaan
yksinkasvatuksiin verrattuna uusia luonnonyhdisteitd. C34:n ja A. fumingatuksen
yhteiskasvatuksista eristettiin kaksi homesienen tuottamaa tdysin uutta luonnonyhdistettd,
luteoridi D sekd pseurotiini C. (Wakefield ja muut 2017.) Vastaavasti Streptomyces rochei
MBO037:n ja Rhinocladiella similis 35 -homesienen yhteiskasvatus johti kahden uuden S.
rochei:n tuottaman yhdisteen, borrelidiini J:n ja K:n, eristimiseen, mink4 liséksi R. similis
tuotti yhteiskasvatuksissa uutta yhdistettd, 7-metoksi-2,3-dimetyylikromoni-4-onia,
kontrollina kdytettyyn puhdasviljelmdén verrattuna suurempia méérid. Streptomykeetin
tuottama borrelidiini J osoitti selvdd antimikrobista aktiivisuutta metisilliinille resistenttid

Staphylococcus aureus:ta kohtaan. (Yu ja muut 2019.)

6.2 Tiettyihin biosynteettisiin geeniryhmiin kohdistetut menetelmét

Pleiotrooppisten menetelmien liséksi ldhestymistavat BGC:iden aktivointiin voivat olla
tiettyihin geeniryhmiin kohdistettuja, ja mahdollistavat siten eniten mielenkiintoa
herittineisiin BGC:ihin keskittymisen. Ndmi toimintatavat voivat kuitenkin olla
haastavampia toteuttaa ja ongelmana voi olla heikko yhdisteiden tuotantokyky. (Baral ja
muut 2018.) Ndihin menetelmiin kuuluvat muun muassa heterologinen ekspressio ja

BGC:1den muokkaus.

6.2.1 Heterologinen ekspressio

Heterologisessa ekspressiossa yksi tai useampi geeni siirretddn ja ilmennetidin
isdntdorganismissa, joka ei luontaisesti omaa kyseessd olevaa geenid tai geeneja.
BGC:iden heterologisessa ekspressiossa isdntdorganismiin voidaan siirtdd kokonainen
geeniryhmd. Monet runsaasti eri luonnonyhdisteitd tuottavat mikrobit ovat vaikeasti
muokattavissa geneettisesti, ja siksi BGC:n siirtdminen helpommin késiteltdviin
organismiin voi olla eduksi. Mikrobien BGC:iden heterologinen ekspressio on
perinteisesti vaatinut DN A-kirjastojen, kuten kosmidi- tai BAC-kirjastojen, rakentamista
sekd seulomista, ja on ollut siksi aikaa vievai. Edistysaskeleet genomien muokkaukseen
soveltuvissa tekniikoissa, kuten CRISPR/Cas9:n kehittiminen, ovat mahdollistaneet

uusien kloonausmenetelmien kehittimisen ja BGC:iden kloonauksen toteuttamisen
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esimerkiksi suoraan genomisesta DNA:sta ilman geenikirjaston valmistamista.
Heterologisen ekspression tarjoama merkittdvd etu on BGC:n siirtdminen hyvin
tunnettuun  ympdristodén, josta uuden luonnonyhdisteen tunnistaminen on
yksinkertaisempaa. Heterologinen ekspressio mahdollistaa lisdksi sellaisten BGC:iden
kanssa tyoskentelyn, jotka ovat perdisin mikrobeista, joita ei ole vield kasvatettu
laboratorio-olosuhteissa, esimerkkind ympéristosti eristetyn DNA:n (engl. environmental

DNA) BGC:t. (Kang ja Kim 2021.)

Isdntdorganismin valintaprosessi on BGC:iden heterologisen ekspression onnistumisen
kannalta erittdin tdrkedd, ja on monta ominaisuutta, jotka hyvén isédntdorganismin tulisi
omata. Heterologiseen ekspressioon soveltuvan iséntdorganismin tulisi olla helposti
tyOstettdvissd ja muokattavissa geneettisesti sekd tuottaa haluttua yhdistettd tarpeeksi
suuria madrid. Isdntdorganismin tulisi omata BGC:iden tehokkaaseen ilmentimiseen
tarvittavat geneettiset jarjestelmat, jotta tarpeettoman laajalta BGC:iden muokkaamiselta
valtyttdisiin. Isdntdorganismilla ei saisi myodskddn olla halutun yhdisteen tuottoa
héiritsevid luontaisia biosynteesireittejd. Heterologisen ekspression tehostamiseksi
isdntdorganismeja voidaan muokata muun muassa poistamalla isdnndn luontaisia
BGC:itd. Luontaisten BGC:iden védhentdminen mahdollistaa prekursorien paremman
riittdvyyden heterologisten BGC:iden tarpeisiin ja helpottaa haluttujen yhdisteiden
tunnistamista iséntdorganismin aineenvaihduntaprofiilin yksinkertaistuessa. (Baral ja

muut 2018; Kang ja Kim 2021.)

Useaa eri streptomykeettid on hyddynnetty heterologisena isdntidorganismina ja ndisti
eniten kéytettyihin lukeutuvat Streptomyces albus, S. coelicolor sekd S. lividans.
Genominsa puolesta tutkituimman aktinomykeetin S. coelicolor:n muokkaukseen on
olemassa laajasti erilaisia tydkaluja, ja sen M1152- sekd M1154-kanta ovat olleet
villityypin kantaa kdytetympid heterologisia isdntdorganismeja. (Baral ja muut 2018;
Kang ja Kim 2021.) Nailtd kannoilta on poistettu nelji luontaista BGC:t4, ja niiden rpoB-
jarpsL-geeneihin on tehty mutaatioita (Gomez-Escribano ja Bibb 2011). S. coelicolor:lle
laheistd sukua olevan S. /ividans:n tapauksessa kanta TK24 on ollut eniten kdytossa. S.
albus:n etuja isdntdorganismina ovat muun muassa streptomykeeteille pieni genomi (6,8
miljoonaa emisparia) sekd nopea kasvutahti. (Kang ja Kim 2021.) My6s monia muita
isdntidorganismeja on streptomykeettien lisdksi hyddynnetty BGC:iden heterologisessa
ekspressiossa. Néitd ovat esimerkiksi Escherichia coli sekd usea eri Aspergillus sukuun

kuuluva homesieni. (Baral ja muut 2018.)
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6.2.2 Biosynteettisten geeniryhmien muokkaus ja uudelleenjirjestely

Heterologisen ekspression lukuisista hyddyistd huolimatta useat BGC:t pysyvit
ilmentyméttomind heterologisissa isdntdorganismeissa. Synteettisen biologian ja
metabolian muokkaukseen soveltuvat tyokalut kehittyvit jatkuvasti, minké lisdksi DNA-
synteesin kustannukset ovat laskussa. BGC:iden muokkaus ja uudelleenjdrjestely (engl.
BGC refactoring) ovat nidin tuoneet mahdollisuuden BGC:iden ilmentymisen
tehostamiseen ja hiljaisten geeniryhmien aktivointiin. (Li ja muut 2021; J. J. Zhang ja
muut 2019.) Kokonaisten BGC:iden uudelleenjérjestely tai jopa tdysin synteettisten
BGC:iden valmistaminen on mahdollista, mutta edelleen haastavaa, aikaa vievda sekd
kallista. Toimivien BGC:iden suunnittelua vaikeuttaa luonnonyhdisteiden synteesireittien
monimutkaisuus, ja synteettisten BGC:iden valmistaminen lieneekin mielekk&dampad
ennemmin tunnettujen luonnonyhdisteiden saantojen parantamiseen kuin tdysin

tuntemattomien BGC:iden aktivointiin. (Baral ja muut 2018.)

Kokonaisten BGC:iden uudelleenjérjestelyn sijasta tavallisempaa on muun muassa
sddtelygeenien, ribosomin sitoutumispaikkojen (engl. ribosome binding site),
promoottorialueiden sekd terminaattorien késittely (Li ja muut 2021). Promoottorit
omaavat tirkedn roolin geenien ilmentymisen kontrolloinnissa, ja promoottorialueiden
kasittely voi siksi mahdollistaa BGC:iden ilmentymisté rajoittavien séételyverkostojen
ohittamisen. Luontainen promoottori voidaan vaihtaa indusoitavaan tai jatkuvasti
aktiiviseen (engl. constitutive promoter) promoottoriin BGC:iden aktivoimiseksi. (Li ja
muut 2021.) Bauman tydryhmineen (2019) siirsi meresti eristetyn Streptomyces sp. CNB-
091:n streptofenatsiini BGC:ksi (engl. streptophenazine BGC) tunnistetun geeniryhmén
heterologisena isdntdorganismina kéytettyyn S. coelicolor M1146:teen. Kun yhtikain
streptofenatsiini-yhdistettd ei onnistuttu heterologisen ekspression seurauksena
havaitsemaan, sen BGC:td muokattiin vaihtamalle luontaisten promoottorialueiden tilalle
uudet, jatkuvasti aktiiviset promoottorit. Streptofenatsiinin  BGC:n muokkauksen
seurauksena l6ydettiin yli 100 streptofenatsiinia, ja 15:sta eristetystd streptofentasiini-
analogista yhden, N-formyyliglysiini-osan siséltdvdn yhdisteen, havaittiin omaavan
huomattavaa antibioottiaktiivisuutta A ryhmin Strepfococcus-bakteeria vastaan.

(Bauman ja muut 2019.)
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7 Yhteenveto ja tulevaisuus

Mikrobien tuottamat luonnonyhdisteet ovat olleet ladkinnadllisesti tirkeitd jo pitkdén
toimien esimerkiksi antibiootteina ja immunosuppressiivisina lddkkeind. Uusien,
mikrobien tuottamien bioaktiivisten luonnonyhdisteiden 16ytdminen kulta-ajan tahtiin ei
kuitenkaan ole endd ollut mahdollista, suurelta osin johtuen samojen yhdisteiden
uudelleenldytymisestd. Uudet ladkinndlliset yhdisteet ovat entistd tirkedmpid muun
muassa mikrobilddkeresistenssin lisddntymisen vaikuttaessa laajasti sekd ihmisten

terveyteen ettd maailman talouteen.

Erityisesti maaperéstd 10ytyvit streptomykeetit ovat olleet merkittdvid bioaktiivisten
luonnonyhdisteiden léhteitd jo kauan, ja tutkimuksessa on ollut luonnollista keskittyd
mikrobeihin, jotka ovat aiemminkin tuottaneet runsaasti haluttuja yhdisteitd. Yksi
mahdollisuus uusien luonnonyhdisteiden etsimisessa on keskittyminen myds vihemmén
tunnettuihin tai kokonaan uusiin luonnonyhdisteiden tuottajiin. Tami voisi tarkoittaa
tdysin uusin mikrobisukuihin keskittymistd tai epitavallisissa olosuhteissa eldvid

mikrobeja, esimerkiksi merenpohjasta l0ydettyja streptomykeettejé.

Havainto mikrobien biosynteettisten geeniryhmien oletettua suuremmasta maéréstd on
tuonut toivoa ja mahdollisuuksia luonnonyhdisteiden etsimiseen. Kehitysaskeleet
genomisekvensoinnissa, bioinformatiikan tydvélineissd sekd genomien muokkaukseen
soveltuvissa teknologioissa ovat mahdollistaneet useiden eri menetelmien kehittdmisen
tavanomaisissa laboratorio-olosuhteissa ilmentymittomien BGC:iden aktivointiin. Osa
menetelmistd tarjoaa mahdollisuuden keskittyd tiettyihin BGC:ihin, kun taas osan
menetelmistd vaikutus ulottuu laajemmalle. Edistysaskeleiden usealla eri alalla voidaan
olettaa johtavan olemassa olevien menetelmien kehittymiseen, ja esimerkiksi edistys
synteettisen biologian menetelmien kohdalla voisi helpottaa kokonaisten BGC:iden

muokkausta ja uudelleenjirjestelya.
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