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Мета. У цій роботі проаналізовано 2664 

геномів представників роду Streptomyces (послі-

довності яких доступні в базі даних GenBank) з 

метою пошуку кластерів біосинтетичних генів 

(КБГ), подібних до КБГ комплестатину. На ос-

нові послідовностей знайдених КБГ було рекон-

струйовано біосинтетичні шляхи, що дозволило 

оцінити структурну різноманітність комплеста-

тин-подібних сполук, які походять із природніх 

джерел. Методи. В роботі застосовано набір 

загальновживаних програм для пошуку КБГ та 

філогенетичної реконструкції. Результати. 

Комплестатин-подібні КБГ було знайдено в 53 

геномах, хоча лише 33 локалізовувались в ме-

жах одного контігу – інші КБГ були неповні або 

фрагментовані. Реконструкція мультилокусної 

філогенії 33 знайдених повних КБГ та КБГ ком-

плестатину дозволила виокремити п’ять філоге-

нетичних підгруп. Представники кожної підгру-

пи мали характерну генетичну організацію КБГ. 

Реконструкція потенційних біосинтетичних 

шляхів, кодованих у знайдених КБГ, показала, 

що ці КБГ можуть кодувати біосинтез деяких 

нових похідних комплестатину, а саме норком-

плестатину, N-малоніл-норкомплестатину та N-

ацетил-норкомплестатину. Висновки. Комплес-

татин-подібні КБГ є розповсюдженими серед 

стрептоміцетів та можуть кодувати біосинтез 

нових похідних комплестатину, що заслуговує 

подальшого експериментального вивчення. 

Ключові слова: комплестатин, кластери 

генів біосинтезу, стрептоміцети, майнинг гено-

мів. 

 

Глікопептидні антибіотики (ГПА) відомі 

як потужні інгібітори синтезу клітинної стінки 

Грам-позитивних бактерій, що зв’язують ліпід 

ІІ [1]. Сьогодні в клініці використовуються два 

природні ГПА, а також три напівсинтетичні 

сполуки. До перших належить ванкоміцин і 

тейкопланін, що десятками років ефективно 

використовуються в клініці для боротьби із му-

льтирезистентними Грам-позитивними патоге-

нами [1]. ГПА не вичерпуються сполуками, що 

використовуються в медицині як протибакте-

рійні препарати. Описано десятки різноманіт-

них ГПА, які мали обмежене медичне застосу-

вання, або взагалі не використовувалися [1]. Усі 

ГПА класифікують на п’ять типів залежно від 

особливостей їхньої структури [1]. До типу І 

належать глікозильовані гептапептиди, що міс-

тять аліфатичні амінокислоти у 1 та 3 положен-

нях аглікону і три поперечні зшивки між арома-

тичними кільцями амінокислот у положеннях 2 і 

4, 4 і 6, 5 і 7. Представники типу ІІ – це глікози-

льовані сполуки, в яких, на відміну від ГПА 

типу І, всі сім амінокислот їхніх агліконів аро-

матичні. В агліконах ГПА типу ІІІ всі сім аміно-

кислот ароматичні і характеризуються одною 

додатковою поперечною зшивкою між аромати-

чними кільцями амінокислот у 1 та 3 положен-

нях. До цього типу належать як глікозильовані, 

так і неглікозильовані сполуки. За структурою 

аглікону ГПА типу IV аналогічні до типу ІІІ, 

однак містять аліфатичний бічний ланцюг. ГПА 

типу V не глікозильовані, можуть бути як гепта- 

так і нона-пептидами, містять різні поперечні 

зшивки. У строгому сенсі, ГПА типу V не є глі-

копептидами. Більше того, ці сполуки не здатні 

зв’язувати ліпід ІІ, а крім антимікробних, для 

них характерні й інші біологічні активності, 

важливі з фармакологічної точки зору [1]. 

Одним із цікавих ГПА V-го типу є ком-

плестатин, вперше виділений з Streptomyces la-

vendulae SANK 60477 [2]. Комплестатину влас-

тива слабка антимікробна активність. Донедав-

на вважалося, що він інгібує біосинтез жирних 

кислот Грам-позитивних бактерій, але більш 

детальний аналіз показав, що молекулярними 

мішенями комплестатину є аутолізини – ферме-

нти ремоделювання та утилізації муреїну бакте-

рій [3]. Комплестатин здатний ефективно приг-

нічувати формування біоплівок Грам-

негативними бактеріями через пригнічення ніт-

ритредуктаз [4]. Однак, найважливішим є те, що 

комплестатин виявився потужним інгібітором 
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гемолізу еритроцитів, сенсибілізованих під 

впливом системи комплементу [2]. Комплеста-

тин також здатний in vitro інгібувати розвиток 

вірусу імунодефіциту людини HIV-1 [5]. Варто 

також відзначити, що комплестатин є потужним 

протектором нейронів від ексайтотоксичності, 

що спричинена N-метил-D-аспартатом (NMDA) 

та α-аміно-3-гідрокси-5-метил-4-ізоксазоле-

пропіоновою кислотою (AMPA). Така нейро-

протекторна дія комплестатину є наслідком 

блокування транспорту іонів Ca2+ після актива-

ції NMDA- та AMPA-рецепторів. Більше того, 

комплестатин демонстрував здатність захищати 

нейрони кори головного мозку від кисневого та 

глюкозного голодування [6]. Для комплестатину 

також описані певні протиракові активності [7]. 

Кластер біосинтетичних генів (КБГ) комплеста-

тину з S. lavendulae SANK 60477 (com-кластер) 

секвеновано одним із перших серед генів 

ГПА [8]. Згодом показано наявність КБГ ком-

плестатину в S. chartreusis AN1542 [9], 

Streptomyces sp. WAC01325 і деяких інших 

стрептоміцетів [10]. Можна припустити, що 

КБГ комплестатину є доволі поширеними серед 

представників роду Streptomyces. Однак, доте-

пер не проводився порівняльний геномний ана-

ліз com-подібних КБГ, їх поширення та особли-

востей організації. Тому, метою нашої роботи 

був аналіз нуклеотидних послідовностей 2664 

геномів стрептоміцетів, доступних сьогодні в 

базі даних GenBank, на наявність КБГ, подібних 

до com-кластера. Порівняння послідовностей 

КБГ дасть змогу оцінити різноманітність ГПА 

V-го типу, подібних до комплестатину, та спро-

стить пошук нових антибіотиків. 

 

Матеріали і методи 

Скринінг геномів стрептоміцетів у пошу-

ках КБГ, подібних до комплестатину. Нуклео-

тидні послідовності 2664 геномів Streptomyces 

spp. було отримано із репозиторію GenBank у 

вигляді файлів *.gb. Перелік усіх цих послідов-

ностей можна знайти онлайн у Електронному 

Додатку 1 (ЕД1). Для пошуку com-подібних 

КБГ у відібраних нуклеотидних послідовностях 

було використано наступний алгоритм дій: 1) за 

допомогою програми MultiGeneBlast, 

http://multigeneblast.sourceforge.net [11] створено 

offline базу даних, що включала нуклеотидні 

послідовності з ЕД1; 2) конкатеновані послідов-

ності всіх генів com (AF386507, крім генів нери-

босомних пептидсинтетаз – НРПС) використано 

як «запит» для пошуку проти створеної бази 

даних в MultiGeneBlast; 3) нуклеотидні послідо-

вності, в яких було виявлено ко-локалізовані 

гомологи com-генів, проаналізовано на наяв-

ність КБГ антибіотиків за допомогою 

antiSMASH 6.0 [12]; 4) отримані послідовності 

com-подібних кластерів перевірено вручну і за 

потреби переанотовано . 

Філогенетична реконструкція. Пакет про-

грам MEGA 10 [13] використано для створення 

множинних вирівнювань конкатенованих амі-

нокислотних послідовностей білків, закодова-

них в 33 із знайдених КБГ, що є ортологами 

семи білків закодованих в com, а саме: 

AAK81822, AAK81823, AAK81829, 

AAK818230, AAK81831 та AAK81832. Ці пос-

лідовності можна знайти онлайн в Електронно-

му Додатку 2 (ЕД2). MEGA 10 також використа-

ли для визначення оптимальної моделі філоге-

нії, застосованої для реконструкції філогенети-

чного дерева методом максимальної правдопо-

дібності. Такою виявилася модель Jones-Taylor-

Thornton (JTT) [14] з оцінкою γ-розподілу варіа-

цій частот між сайтами (5 дискретних γ-

категорій, G5) та емпіричними частотами амі-

нокислот (F). Достовірність топології філогене-

тичного дерева, побудованого за цією моделлю, 

була оцінена за допомогою бутстреп-тесту 

(1000 повторів). 

Для не згаданих вище рутинних маніпу-

ляцій та аналізів амінокислотних та нуклеотид-

них послідовностей використовували GENEIOUS 

4.8.5 [15]. 

 

Результати та обговорення 

Розповсюдження com-подібних КБГ в ге-

номах стрептоміцетів. Ми проаналізували 

нуклеотидні послідовності 2664 геномів пред-

ставників роду Streptomyces. Серед них були як 

повністю зібрані геноми, так і чернетки різної 

якості. КБГ, подібні до com, знайдено в 53 ге-

номах. Так як було проаналізовано нуклеотидні 

послідовності різної якості, лише у 33 випадках 

ми отримали повні послідовності КБГ (див. 

Електронний Додаток 3, ЕД3) – розміщені у 

межах одного контігу. У решти 20 випадків КБГ 

були фрагментовані, або містили помилки сек-

венування (ЕД3). У цілому, можна вважати, що 

com-подібні КБГ є доволі поширеними у гено-

мах стрептоміцетів. Для дальшого аналізу ми 

використали тільки ті 33 КБГ, які знайдені в 

межах одного контігу. 

Особливості організації знайдених com-

подібних КБГ. Для того, щоб оцінити різномані-
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тність організації 34 com-подібних КБГ (включ-

но із сom), ми спершу вирішили реконструюва-

ти мульти-локусну філогенію цих КБГ, щоб 

виявити кореляцію такого філогенетичного 

фреймворку з особливостями їх організації. 

З’ясовано, що всі 34 КБГ діляться на 5 добре 

відділених філогенетичних підгруп (рис. 1). 

Аналіз організації КБГ кожної з підгруп пока-

зав, що початкове припущення було правиль-

ним, і кожна з філогенетичних підгруп включає 

в себе кластери з характерною організацією. 

Далі охарактеризовано КБГ підгруп у порядку 

від базальної підгрупи V до кронової підгрупи І 

(рис. 1). 

 

 

Рис. 1. Філогенетичне дерево конкатенованих амінокислотних послідовностей семи білків (див. розділ 

«Методи»), що закодовані в 33 сот-подібних КБГ ГПА, а також в самому com-кластері. На дереві виділено 5 

клад із високою бутстреп-підтримкою, що відповідають п’яти філогенетичним підгрупам КБГ. Алгоритм побу-

дови цього дерева описано в розділ «Методи». Планка масштабу показує кількість амінокислотних замін на 

один сайт. 
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Підгрупа V. До підгрупи V входить com-

кластер. Усі кластери цієї підгрупи організовані 

подібно до нього (рис. 2а). Виявилося, що КБГ 

підгрупи V містять у своєму складі 6 генів, ра-

ніше не описаних в кластері com. Це два гени 

двох-субодиничного АВС-транспортера, два 

гени двох-компонентної регуляторної системи, 

а також два гени, що кодують білки, які не заді-

яні у біосинтезі ГПА. 

 

 

Рис. 2. Інтегровані моделі КБГ та біосинтетичних шляхів комплестатину (а) і N-малоніл-

норкомплестатину (б), що належать до філогенетичних підгруп V та IV КБГ ГПА, подібних до комплестатину. 

Умовні позначення розшифровано в легенді до рисунку, деталі обговорюються у тексті статті. 
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Послідовність com-кластера, опублікована ра-

ніше [8], містила довгі неанотовані 5’- та 3’-

фланги. Анотувавши їх за допомогою 

antiSMASH, ми виявили в кластері сom ці ж 6 

додаткових генів, які назвали com1+-6+ (рис. 2а). 

Це показує гомогенність структурної організації 

КБГ підгрупи V, зручність створеного філогене-

тичного фреймворку і дає змогу зробити важли-

ве доповнення до розуміння організації кластера 

com.  

Підгрупа IV. КБГ підгрупи IV (рис. 1) ма-

ють організацію, відмінну від com-кластера. 

Зокрема, гени двокомпонентної регуляторної 

системи містяться не на 3’-кінці кластера, а на 

його 5’-кінці, а гени двосубодиничного АВС-

транспортера відсутні (рис. 2б). Важливо, що у 

складі КБГ з’явилося сім додаткових генів: ген 

LuxR-подібного транскрипційного регулятора, 

два гени транспозаз, ген окремого домена ацил-

переносника, гени малоніл-КоА-синтетази, фо-

сфосульфолактонат-синтетази та диоксигенази 

(рис. 2б). Відмінності спостерігалися і в органі-

зації генів НРПС. Зокрема, в гені сomC, який 

кодує модулі 4-5-6 комплестатинової НРПС, 

міститься ділянка, яка кодує унікальний метил-

трансферазний домен модуля 6. Функціонуван-

ня цього домену зумовлює те, що тирозин у 

шостому положенні гептапептиду комплестати-

ну перебуває у метильованій формі (рис. 2а) [8]. 

Натомість, ортологи comC в кластерах підгрупи 

IV кодують модуль 6 НРПС, в якому відсутній 

метилтрансферазний домен. Важливо, що пер-

ший модуль НРПС, закодованих в КБГ підгрупи 

IV, починається із додаткового конденсаційного 

домена, нагадуючи структуру НРПС іншого 

ГПА V-го типу – корбоміцину [3]. На кінець, 

модуль 7 НРПС має у своєму складі додатковий 

– нефункціональний – аденілазний домен 

(рис. 2б). Сукупність цих особливостей органі-

зації КБГ підгрупи IV дає змогу передбачити 

структуру ймовірного продукту, який мав би 

помітно відрізнятися від комплестатину. Зокре-

ма, наявність генів окремого домена ацил-

переносника та малоніл-КоА-синтетази, а також 

присутність додаткового конденсаційного до-

мена в модулі 1 НРПС, дозволяє, за аналогією із 

корбоміцином [3], припустити, що продукти 

КБГ підгрупи IV є гібридними НРПС-ПКС мо-

лекулами, початковою одиницею у біосинтезі 

яких виступає малоніл-КоА (рис. 2б). Це, а та-

кож відсутність закодованого метилтрансфераз-

ного домена, дозволяє говорити про продукт 

КБГ підгрупи IV як про N-малоніл-

норкомплестатин. Подібного роду ГПА досі 

описано не було, тому цей аспект заслуговує 

подальшого експериментального вивчення.  

Підгрупа ІІІ. Ця підгрупа представлена 

єдиним КБГ із Streptomyces sр. BA2 (рис. 1). 

Цікаво, що він більш подібний до сom-кластера, 

ніж до кластерів підгрупи V. Відміни – це роз-

міщення генів двох-компонентної регуляторної 

системи (ортологів com5+-6+) на 5’-кінці класте-

ра і поява двох додаткових генів: LuxR-регуля-

тора – ортолога генів LuxR-регуляторів КБГ 

підгрупи IV, і 3-деокси-D-арабіногептулозонат 

7-фосфат (ДАГП) синтази (рис. 3а). Гени, поді-

бні до гена цієї синтази, поширені в КБГ ГПА I-

IV типів, але раніше не описувалися у складі 

com-подібних кластерів [1]. Цей кластер кодує 

НРПС, що не містить метилтрансферазного до-

мена в модулі 6. Ці особливості дають підставу 

припустити, що він мав би кодувати біосинтез 

норкомплестатину (рис. 3а). 

Підгрупа ІІ. Два представники цієї підгру-

пи, а саме кластери зі Streptomyces sp. YIM 

121038 і S. spectabilis NRRL 2792 (рис. 1), поді-

бні до КБГ підгрупи IV. Вони також кодують 

біосинтез гіпотетичного N-малоніл-норкомпле-

статину (рис. 3б). Серед відмінностей можна 

назвати відсутність генів транспозаз, наявність 

генів двох-компонентного АВС-транспортера, 

які містяться також у КБГ підгруп V та III, а 

також певні різниці в орієнтації деяких генів 

(рис. 3б). 

Підгрупа І. КБГ філогенетичної підгрупи І 

(рис. 1) демонструють ще один різновид органі-

зації. У цілому схожі до соm-кластера, вони не 

містять ортологів генів сom1+-6+, але несуть 

ортологи генів LuxR-подібного транскрипційно-

го регулятора, присутні також в КБГ підгруп IV-

II, а також ДАГП синтази, знайденого в КБГ 

підгрупи III (рис. 3в). Цікаво, що НРПС, закодо-

вані в КБГ підгрупи І, містять додатковий пер-

ший конденсаційний домен в модулі 1, хоча і не 

мають генів окремого домена ацил-переносника 

та малоніл-КоА-синтетази, які наявні в КБГ 

підгруп IV та ІІ. Цей випадок також нагадує 

ситуацію з біосинтезом корбоміцину [3]. Екст-

раполюючи його, можна припустити, що біоси-

нтез ГПА, кодований кластерами підгрупи І, 

потребує для ініціації окремого домена ацил-

переносника, що не закодований в КБГ та фун-

кціонує in trans. Тому, КБГ підгрупи І найімові-

рніше кодують ще один новий ГПА, а саме N-

ацетил-норкомплестатин (рис. 3в). 
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Рис. 3. Інтегровані моделі КБГ та біосинтетичних шляхів норкомплестатину (а), N-малоніл-

норкомплестатину (б) та N-ацетил-норкомплестатину, що належать до філогенетичних підгруп ІІІ, ІІ та I КБГ 

ГПА, подібних до комплестатину. Див. легенду до рис. 2; деталі рисунку обговорюються у тексті статті. 

 

Висновки 

У роботі проведено скринінг та аналіз 

КБГ стрептоміцетів, подібних до кластера біо-

синтезу комплестатину. Виявлено 33 повних 

нових кластерів, які ділять на п’ять філогенети-

чних підгруп. Кожна з цих підгруп характеризу-

ється особливою організацією кластерів. Деякі 

знахідки заслуговують окремого обговорення. 
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По-перше, передбачення біосинтетичних шля-

хів, закодованих в знайдених КБГ, вказує на те, 

що, ймовірно, існує декілька аналогів комплес-

татину, а саме норкомплестатин, N-малоніл-

норкомплестатин і N-ацетил-норкомплестатин. 

Таке теоретичне передбачення спонукає до по-

дальшого експериментального підтвердження 

продукції цих сполук відповідними штамами. 

По-друге, цікавим є факт наявності гена LuxR-

подібного транскрипційного регулятора в КБГ 

усіх підгруп, крім першої, до якої належить і 

com-кластер. Взагалі, основним шлях-

специфічним регулятором біосинтезу ГПА є 

StrR-подібний регулятор, що закодований в 

кожному без винятку КБГ ГПА, у даному випа-

дку це ComG та його ортологи (рис. 2, 3). Од-

нак, деякі КБГ ГПА, зокрема тейкопланіну та 

А40926 [1], містять додатковий ген транскрип-

ційного регулятора LuxR-родини. Привабливим 

виглядає припущення, що LuxR-подібні регуля-

тори КБГ підгруп I-IV також беруть участь в 

регуляції відповідних біосинтетичних шляхів. 

По-третє, порівняння організації КБГ різних 

підгруп дає змогу висловити припущення про 

еволюцію цих КБГ. Зокрема, ймовірним є те, що 

протокластер підгруп I-IV вже мав ген ДАГП 

синтази, втрачений у КБГ підгруп ІІ та IV. Та-

кож схоже, що гени малоніл-КоА-синтази та 

окремого домена ацил-переносника потрапили 

до протокластера підгруп I-IV внаслідок гори-

зонтального генного переносу, про що свідчить 

наявність генів транспозаз відразу поруч із ним, 

а пізніше були втрачені в деяких підгрупах. На 

кінець, наявність унікального метилтрансфераз-

ного домена в модулі 6 НРПС, закодованих в 

КБГ підгрупи V, є, мабуть, унікальним еволю-

ційний здобутком саме цієї підгрупи. У цілому, 

проведений тут аналіз спонукає нас до подаль-

шого експериментального вивчення комплеста-

тин-подібних КБГ із різних філогенетичних 

підгруп, що дасть можливість описати нові ГПА 

типу V. 
Електронні додатки. Файли електронних додатків, 

згаданих у статті (ЕД1, ЕД2, ЕД3), доступні онлайн: 

https://data.mendeley.com/datasets/h443z9ztz5/1, doi: 

10.17632/h443z9ztz5.1. 

Ця робота була виконана в межах держбюджет-

ної теми Міністерства освіти і науки України БГ-09Ф. 
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DISTRIBUTION OF BIOSYNTHETIC GENE CLUSTERS FOR COMPLESTATIN AND RELATED 

COMPOUNDS IN STREPTOMYCES SPP. 

Aim. In current work we have analyzed 2664 genomes of Streptomyces spp. (publically available from GenBank) 

searching for complestatin-like biosynthetic gene clusters (BGCs). Then we aimed to reconstruct in silico putative 

biosynthetic pathways, encoded within these BGCs, estimating the chemical variability of complestatin-like compounds 

from natural sources. Methods. Widely accepted genome-mining tools and approaches for phylogenetic reconstruction 

were utilized in this work. Results. 53 genomes of Streptomyces spp. were found to contain complestatin-like BGCs, 

although only 33 BGCs were found within one contig – others were partial or highly fragmented. Reconstruction of 

multi-locus phylogeny for 33 found BGCs and complestatin BGC allowed to divide all these BGCs into five 

phylogenetic subgroups. Representatives of each subgroup exhibited characteristic organization of corresponding 

BGCs. Reconstruction of putative biosynthetic pathways allowed us to predict that discovered BGCs might potentially 

code the biosynthesis of new complestatin derivatives: norcomplestatin, N-malonyl-norcomplestatin, and N-acetyl-

norcomplestatin. Conclusions. Complestatin-like BGCs are widely distributed among Streptomyces spp. and might 

encode novel complestain derivatives, which merits further experimental investigation. 

Keywords: complestatin, biosynthetic gene clusters, Streptomyces spp., genome-mining. 


