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Sinteza bakterijskih zunajceli¢nih

polisaharidov
Leon Maric, Ana Vaupotic, Janja Trcek

Bakterije s pretvarjanjem enostavnih slad-
korjev v sestavljene sintetizirajo in izlo¢ajo v
okolje razli¢ne polisaharide, ki se razlikujejo
po strukturi, funkciji in za ¢loveka uporabni
vrednosti. Polisaharidi po izlo¢itvi iz celice
ostanejo s povrsino celice povezani v obli-
ki kapsule ali pa izgubijo stik s celico in se
izlo¢ijo v okolje kot sluz. Ti bakterijski po-
lisaharidi pa se lahko uporabljajo v Zivilski
industriji (na primer kot emulgatorji, zgo-
§Cevalci in protimikrobne snovi) in medicini
(na primer kot matrice za inZeniring tkiv,
kot nosilci za zdravila ali kot oblizi za ra-
ne). Nekateri od teh biopolimerov postopno
razpadajo in wvivo, zaradi Cesar so uporabni
tudi pri presajanju tkiv in nadzorovanem
spro§¢anju zdravil.

Bioloska funkcija zunajceli¢nih
polisaharidov

V naravi se bakterije nahajajo v planktonski
obliki ali pa oblikujejo kolonije v obliki bi-
ofilmov. Zunajceli¢ni polisaharidi sodelujejo
pri oblikovanju biofilma in z adhezijo na
podlago ter nadaljnjo mikrobno kolonizaci-
jo biotskih ali abiotskih povrsin omogocajo
dolgotrajno pritrjenost biofilma. Pomemb-
ni so tudi pri agregaciji bakterijskih celic,
ker celice povezujejo in zacasno imobilizi-
rajo. Zunajceliéni polisaharidi imajo veliko
sposobnost zadrZzevanja vode, zaradi Cesar
je mikrookolje biofilma vedno vlazno, bio-
film pa se tako ne izsudi. Kohezijo biofilma
omogocajo tako, da tvorijo mrezo (matriks
biofilma), vzdrzujejo mehansko stabilnost
(pogosto v povezavi s kationi) in dolo¢ajo
obliko biofilma. So vir ogljika, dusika in
fosforja za bakterije v biofilmu. Predstavlja-
jo zascitno bariero in tako omogocajo od-
pornost proti specifi¢nim in nespecifi¢nim

obrambnim mehanizmom gostitelja med
okuzbo, odpornost proti protimikrobnim
spojinam in varujejo celico pred vplivom ki-
sika, kadar so nanj obéutljivi specifi¢ni en-
cimi v celici. Zunajceli¢ni polisaharidi lahko
veZzejo na povrsino organske spojine in anor-
ganske ione, omogocajo kopi¢enje hranil iz
okolja in vezavo ksenobiotikov. Tvorijo gel,
kar omogoca izmenjavo ionov, oblikovanje
mineralov in kopiCenje toksi¢nih kovinskih
ionov, s ¢imer prispevajo k razstrupljanju
okolja. Omogocajo tudi vezavo encimov ter
spros¢anje nekaterih sestavin iz celice. Zara-
di vseh teh lastnosti so lahko povezani tudi
z boleznimi, kot so cisti¢na fibroza, otitis
(vnetje ules), parodontoza (vnetje dlesni),
karies, kostno-misi¢ne okuzbe in bakterijski
prostatitis.

Zgradba zunajceli¢nih polisaharidov

Glede na strukturo delimo zunajceli¢ne po-
lisaharide na homopolisaharide in heteropo-
lisaharide. Homopolisaharidi so sestavljeni
iz zaporedja enakih sladkornih enot; med
njimi so najpogostejsi glukani (zapored-
je glukoz), fruktani (zaporedje fruktoz) in
galaktani (zaporedje galaktoz). Heteropo-
lisaharidi so sestavljeni iz razli¢énih mono-
saharidnih enot, najpogosteje iz D-glukoze,
D-galaktoze, L-ramnoze, na te enote pa so
lahko vezane tudi enote N-acetilglukozami-
na, N-acetilgalaktozamina, glukuronske ki-
sline, fosfatni, acetilni, glicerolni radikali in
drugi. Sinteza polisaharidov se za¢ne v celi-
ci, nato se enote pri prehodu skozi membra-
no med seboj povezejo. Za sintezo nekate-
rih homopolisaharidov je potrebno bakteriji
v goji§€u zagotoviti specifi¢en substrat, na
primer za sintezo fruktanov saharozo. Ko-
licina nastalih zunajceli¢nih polisaharidov,
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tudi enakih, se med razli¢nimi bakterijski-
mi vrstami moc¢no razlikuje. Razumevanje
temeljnih procesov sinteze zunajceli¢nih po-
limerov je pomembno, saj lahko na podlagi
teh znanj polimere modificiramo ter tako
izboljamo njihove lastnosti za uporabo v
medicini in biotehnologki industriji.

Sinteza bakterijskih zunajceli¢nih
polisaharidov

Zunajceli¢ni polisaharidi nastajajo med ra-
stjo bakterij v pozni logaritemski ali pa tudi
stacionarni fazi. Koli¢ina proizvedenih po-
lisaharidov je odvisna od razli¢nih dejav-
nikov, ki delujejo na bakterije, na primer
pomanjkanja hranil, povecane slanosti, od-
stopanj od optimalne temperature, vrednosti
pH za rast posameznega mikroorganizma
in podobno. Nastanek zunajceli¢nih poli-
saharidov poteka v $tirih korakih: privzem

Slika 1: Shema nastanka zunajcelicnih

polisaharidov. Povzeto po Ates (2015).

substrata, sinteza posameznih pode-
not, polimerizacija in spro$¢anje. V
prvem koraku enostavni ali sestavljeni
sladkorji vstopajo v celico z aktivnim
transportom, difuzijo ali ob uporabi
molekulskih prenasalcev ter se nato po
potrebi razgradijo do monosaharidov.
Sladkorna enota, na primer glukoza,
se nato fosforilira v glukozo-6-fosfat
(Gle-6-P, slika 1), pri Cemer sodeluje
encim heksokinaza. Nastali produkt
nato encim fosfoglukomutaza pretvori
v glukozo-1-fosfat (Gle-1-P, slika 1).
Encim UDP-glukozapirofosforilaza
pretvori glukozo-1-fosfat v UDP-glu-
kozo (uridin difosfat glukoza; UDP-
-Glg, slika 1), iz katere lahko nastane
UDP-glukuronska kislina (UDP-GI-
cA, slika 1) in UDP-galaktoza (UDP-
-Gal). Enote nastalih UDP-sladkorjev
se nato polimerizirajo, pri ¢emer sode-
lujejo encimi glikoziltransferaze, ki se
sintetizirajo v citoplazemski membrani
bakterijske celice. V zadnji, Cetrti fazi se
polisaharidi lahko modificirajo v proce-
sih, kot so acetilacija, acilacija, sulfatacija in
metilacija. Modificirani polisaharidi se nato
prenesejo do celicne povrsine in se s pomo-
&jo proteinov Wzx/Wzy, sintaz ali transpor-
terjev ABC izlo¢ijo iz celice v obliki verige
ali kapsule (slika 1).

Polimerizacija in spros¢anje v okolico

Bakterijski polisaharidi se kopi¢ijo v celici
(znotrajceliéni) ali zunaj celice (zunajce-
li¢ni). Prvi se nalagajo v celici (na primer
glikogen) kot rezervna oblika vira ogljika,
zunajceli¢ni polisaharidi pa oblikujejo kap-
sularne ali pa nekapsularne polisaharide.
Kapsularni polisaharidi po sintezi ostanejo
povezani s povrsino bakterije, nekapsularni
polisaharidi pa se izlo¢ijo v okolico celice.
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Povzeto po Schmid

s sod. (2015).
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Mehanizmi nastanka zunajceli¢nih polisa-
haridov so razli¢ni: ve¢inoma sinteza poteka
v celici, lahko pa tudi zunaj celice. Za na-
stanek polisaharidov so potrebne predhodne
molekule, ki nastanejo s pomod¢jo razli¢nih
encimov znotraj celice.

Eden izmed mehanizmov polimerizacije in
izlo¢anja zunajceli¢nih polisaharidov teme-
lji na uporabi proteinskega kompleksa Wzx/
Wzy. V tem primeru se posamezne enote
polisaharida povezejo z molekulo undekapre-
nil difosfat, zaradi Cesar jih prepozna encim
glikoziltransferaza. Glikoziltransferaza se
nahaja v citoplazemski membrani bakterije
in omogoca povezovanje enot v krajse poli-
mere. Polisaharid se nato prenese preko cito-
plazemske membrane v periplazmo s pomo-
&jo proteina Wzx (flipaza) ter proteina Wzy
(proteaza), ki omogo¢i tudi polimerizacijo
polisaharida. Pri prehodu polisaharida skozi
zunanjo membrano sodeluje tudi polimeraza
PCP (polisaharid ko-polimeraza), ki polimer
usmeri tudi skozi kanal v zunanji membrani,
ki ga sestavljajo proteini OPX (proteini za
izlo¢anje polisaharidov). Za polisaharide, ki
nastanejo po opisani poti, je znacilno, da so
zgrajeni iz 4 do 5 razli¢nih sladkornih enot
(na primer ksantan) (slika 2).

Pri nastanku kapsularnih polisaharidov po-
gosto sodelujejo transporterji ABC. Tako
kot pri nastanku polisaharidov s pomodjo
proteinskega kompleksa Wzx/Wzy se tudi
v tem primeru enote zdruzijo v manjse od-
seke s pomoéjo glikoziltransferaze na cito-
plazemski strani notranje membrane celice.
Prenos polisaharidnih enot skozi citopla-
zemsko membrano do povrsine celice omo-
goli kompleks, sestavljen iz transporterja
ABC, proteina PCP in proteina OPX. Ta-
ko nastali kapsularni polisaharidi imajo na
kon¢nem delu verige vezan glikolipid, sesta-
vljen iz fosfatidilglicerola in poli-2-keto-3-
-deoksioktulosoni¢ne kisline (KDO). KDO
prepozna protein OPX, ki poveze enote v
polimerno molekulo (slika 2).

Nekateri zunajceli¢ni polisaharidi nastajajo s
sintazami. V tem primeru nastanejo konéni
polisaharidi Ze v notranjosti celice in se kot
celota izlo¢ijo preko membrane in celi¢ne
stene bakterije. Povezovanje polisaharidnih
enot omogodi sintaza, ki ima poleg tega
tudi vlogo, da prenese polisaharide skozi
kanal, ki se nahaja na zunanji membrani.
Sintaza se v tem primeru nahaja na notranji
membrani, proteinski kompleks, ki vkljucuje
membranski kanal in proteine TPR (pona-
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vljajoce enote tetratrikopeptidov), pa se na-
haja na zunanji membrani bakterijske celi-
ce. Sintaza posreduje polimer skozi kanal,
prenos iz sintaze do kanala pa omogocajo
proteini TPR. S pomog¢jo sintaze nastajajo
homopolisaharidi iz ene sladkorne enote, na
primer kurdlan, ki je zgrajen samo iz K-(1-
3)-glukoznih podenot, in bakterijska celu-
loza, ki je sestavljena iz K-(1-4)-glukoznih
podenot (slika 2).

Obicajno biosinteza predhodnih molekul
polisaharida poteka v celici s pomo¢jo enci-
mov, polimerizacija in izlo¢anje polisaharida
pa sta vezani na celi¢no ovojnico. Pri neka-
terih polisaharidih, na primer dekstranu in
levanu, pa njihova sinteza poteka s pomocjo
glikoziltransferaz, ki so pritrjene na celi¢no
povrsino in omogocajo sintezo polisaharidov

1. Sigma I antisigma
il

Operon za sinteno alginske kiskne

2. Dvokomponentni sistem
0 prengs signatov

Stres

na zunanji strani celice.

Bakterijski zunajceli¢ni polisaharidi se med
seboj razlikujejo po kemijski zgradbi in fi-
zikalnih lastnostih. Pri nastanku sodelujejo
geni, ki kodirajo razli¢ne vrste glikoziltrans-
feraz, kanalcke ter encime za polimerizaci-
jo posameznih enot. Ti geni so zdruZeni
v operon na kromosomu ali pa na velikem
plazmidu bakterij ter jih je mogoce v ge-
nomski sekvenci identificirati. Kljub temu,
da je ze zelo dolgo poznanih veliko genov,
ki so odgovorni za nastanek zunajceli¢nih
polisaharidov, natanéna vloga in aktivnost
vseh genov in proteinov $e nista poznana.

Regulacija biosinteze zunajceli¢nih

polisaharidov

Regulacija sinteze zunajceli¢nih polisaha-
ridov je kompleksna in deluje na
ve¢ ravneh, ve¢inoma pa na ravni
transkripcije ob aktivaciji dvo-
komponentnega sistema za prenos
signalov iz okolja v celico, siste-
ma quorum sensing, alternativnih
sigma in antisigma faktorjev za
uravnavanje aktivnosti RNA-po-
limeraze ter mehanizmov, pri ka-
terih sodelujejo cikli¢ni di-GMP
in faktor IHF (angl. integration
host factor).
Indukcijo biosinteze zunajceli¢nih
polisaharidov velikokrat sprozi
tudi pomanjkanje dusika. Stevil-
ni polisaharidi, kot so celuloza,
alginska kislina in ksantan, so
regulirani s cikli¢nim di-GMP,
ki sluzi kot alosteri¢ni regulator
celuloza sintaze in alginat sinta-
ze. Najbolj preucen regulatorni
mehanizem je pri sintezi alginske

Slika 3: Regulatorni mehanizem sinteze
alginske kisline. Povzeto po Hay s sod.
(2014).
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kisline, saj je njena sinteza pomembna pri
patogenih bakterijah, na primer bakteri-
ji Pseudomonas aeruginosa. Najpomembne;jsi
regulator pri sintezi alginske kisline, ki za-
varuje celi¢no steno pred dejavniki okoljske-
ga stresa, je sigma faktor AlgU. Antisigma
faktor MucA prepozna signal stresa iz oko-
lja. Vkljucen je v citoplazemsko membrano
in v primeru stresa spodbudi delovanje Al-
gU. Poleg faktorja AlgU deluje v stresnih
razmerah $e faktor AlgQ, ki blokira glavni
sigma faktor RpoD in s tem omogoca fak-
torju AlgU indukcijo transkripcije operona
za biosintezo alginske kisline. Faktor RpoD
v razmerah brez stresa utisa delovanje Al-
gU. Na izrazanje genov za sintezo alginske
kisline vpliva tudi alternativni sigma faktor
RpoN, ki se v razmerah, bogatih z dusikom,
veze na promotor a/gD in s tem utiSa pro-
dukcijo alginske kisline. V primeru, ko bak-
teriji primanjkuje dusika, pa faktor RpoN
spodbudi delovanje RNA-polimeraze in
omogodi izrazanje genov za sintezo alginske
kisline. V regulacijo sinteze alginske kisline
so vklju€eni tudi proteini, ki se vezejo na
DNA ter dvokomponentni sistem transduk-
cije signala. V posttranskripcijsko regulacijo
sta vkljucena nekodirajoca sRNA in cikli¢ni
di-GMP. Regulacija biosinteze ostalih zu-
najceli¢nih polisaharidov je podobna kot pri

alginski kislini (slika 3).

Umetno konstruiranje zunajceli¢nih
polisaharidov

Raziskovanje zunajceli¢nih polisaharidov je
zaradi njihove uporabne vrednosti zelo ak-
tualno, z njihovo modifikacijo na genetski
ravni ali tudi po njihovi sintezi pa lahko
njihove lastnosti $e izboljsamo. To lahko na
primer doseZemo z zamenjavo ali Cezmer-
nim izrazanjem doloéenih genov in opero-
nov ali pa s spreminjanjem domen gliko-
ziltransferaz, ki so vkljucene v biosintezo
zunajceli¢nih polisaharidov. Novejse tehni-
ke sekvenciranja pa so skupaj s sodobnimi
bioinformatskimi orodji omogocile identifi-
kacijo novih genov, vkljuéenih v biosintezo

bakterijskih polisaharidov. Kot zelo upo-
rabno orodje sintezne biologije so se poka-
zali tudi regulatorni delci, ki predstavljajo
umetno konstruirane sekvence DNA, ki
jih lahko s pomo¢&jo restrikcijskih encimov
vstavimo na Zeleno mesto v genomu. Primer
takega delca je umetno konstruirani pro-
motor, ki omogo¢i tar¢no indukcijo sinteze
Zelenega zunajceli¢nega polisaharida. Kot
dobra tar¢a za preoblikovanje polisaharida
je tudi glikoziltransferaza, saj na ta nadin
lahko vplivamo na zaporedje dodajanja enot
v polisaharid. Polisaharid lahko modificira-
mo tudi s proteini ali pa tudi encimatsko ter
tako proizvedemo nove biomateriale s speci-
fi¢nimi lastnostmi za uporabo v medicini in
razli¢nih vrstah industrije.
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Slovaréek:

Acetilacija opisuje uvajanje acetilne skupine
(CH3CO) v molekulo.

Acilacija opisuje uvajanje acilne skupine
(RCO) v molekulo.

Cikli¢ni di-GMP je signalna molekula,
vklju€ena v izrazanje nekaterih genov v bak-
terijski celici.

Faktor IHF (angl. host integration factor)
je manjSa proteinska molekula, ki se veze
na DNA v nekaterih po Gramu negativnih
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bakterijah in omogoca vkljuditev novih fra-
gmentov DNA v bakterijski genom.
Logaritemska in stacionarna faza opisujeta
stopnji v rasti bakterijske populacije: v pr-
vi se populacija zaradi ugodnih razmer po-
mnozuje z eksponentno hitrostjo, v drugi pa
se zaradi poslabSanih razmer rast upocasni
in je $tevilo novo nastalih celic enako Stevi-
lu umrlih celic.

Metilacija opisuje uvajanje metilne skupine
(CHj3) v molekulo.

Periplazma opisuje prostor med citoplazem-

sko membrano in zunanjo membrano pri po
Gramu negativnih bakterijah.

Quorum sensing opisuje vrsto komunikaci-
je pri bakterijah, ki jim omogoca detekcijo
gostote bakterijske populacije in odziv z iz-
razanjem specifi¢nih genov.

Sulfatacija opisuje vezavo sulfatne skupine
(80O4) v molekulo.

Metulji monarhi ogrozeni + Ekologija

Metulii monarhi ogrozeni

Juri; Kurillo

Ameriski dnevni metulji monarhi (Danaus
plexippus L.) so pri biologih Ze od nekdaj
veljali za primer najveéjega selivca v svojem
zuzel¢jem redu. Od juzne Kanade in se-
vernih predelov Zdruzenih drzav Amerike
namre¢ ve¢ milijonov osebkov sleherno je-
na jug — zahodna populacija se ustavi ob
tihomorski obali Kalifornije, vzhodna pa
se poda $e naprej v osrednjo Mehiko. Na
kalifornijskem ozemlju se zadrzujejo pred-
vsem okrog Montereyskega zaliva, juzno od
San Francisca; najve¢ jih je v naselju Pacific
Grove, v tako imenovanem Monarchs Gro-
ve Sanctuary. Za svoje prezivetje potrebujejo
prav posebna bivalis¢a in mikroklimatske
razmere. Izberejo zavetne drevesne nasade
blizu oceana, ki pa morajo biti zavarovani
pred hudimi zimskimi mrazovi in viharji.
Najbolj primerna so gosta drevesa, rastoca
v polkrogu, ki je odprt proti soncu, proti
vetru pa zavarovan. Svoje dni so monar-
hi nasli take ugodne Zivljenjske razmere v
nasadih montereyskega bora (Pinus radiata),
montereyske ciprese (Cupressus maculatum)
in obalne sekvoje (Sequoia sempervirens), v

zadnjem stoletju pa so se moc¢no usmerili
na sestoje evkaliptusa (Eucalyptus parviflo-
ra). lzsekavanje te neavtohtone, iz Avstralije
uvozene drevesne vrste, pa tudi mnozi¢na
obolelost bora, so Ze v bliznji preteklosti
ogrozali zimska bivali$¢a metuljev.

Se pred desetletji so se pod tezo tisolev in
tiso¢ev metuljev v zimovali§¢ih dobesedno
lomile veje, zvok njihovih krilc pa je bi-
lo sliati kot »zuboreéi potoéek ali poletni
dez«. Pred dvema desetletjema so v zimskih
mesecih tako nasteli v Kaliforniji priblizno
150 milijonov monarhov. Od takrat pa je
Stevilo prezimujoc¢ih metljev samo $e padalo
in naj bi jih bilo leta 2015 zgolj se 42 mi-
lijonov, kar bi pomenilo, da jih je manj za
80 odstotkov (po nekaterih podatkih celo 97
odstotkov). Slikovito receno: e bi leta 1990
metulji pokrivali devet nogometnih igris¢,
bi pred dvema letoma zavzeli komaj eno!
V lanskem novembru so prostovoljci znan-
stvenega programa Western Monarch Than-
ksgiving Count v Kaliforniji monarhe iskali
zaman, saj se sploh niso prikazali. Nato se

je pokazalo, da jih je bilo za 86 odstotkov



