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From DNA sequence to antibiotic
Summary

Progress in molecular biology, large number of known bacterial sequences
and a number of microbiological genome sequencing projects finished or run-
ning allow to think about creating in vitro the DNA code in order to obtain new
metabolites. Here, we describe the attempts of biosynthesis of new polyketides
by designing new genes coding polyketide synthases. In assembling new
polyketide synthases, the fragments of known genes are widely used. High
homology of the polyketide synthase genes and a number of known produced
polyketides give a possibility to describe a polyketide synthase on a DNA se-
quence level. Basing on known amino acid motifs, it is possible to determine en-
zymatic activities acting in the process of polyketide synthesis, and so to pre-
dict putative structure of the final metabolite. Successful artificial synthesis of
6-deoxyerythronolide B synthase genes show how near is the realization of the
idea of producing new chemical compounds by creating DNA information.

Key words:
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1. Wprowadzenie

Postep w poznawaniu biologii komérki na poziomie moleku-
larnym stwarza pokuse, aby nie tylko biernie korzysta¢ ze zwigz-
kow wystepujacych w naturze, ale i podejmowac proby projek-
towania, programowania i sterowania biosyntezg takich zwigz-
kéw. Fakt, ze DNA zawiera informacje o budowie wszystkich ele-
mentow komorki daje teoretyczng mozliwos$¢ wplywania na pro-
dukty metabolizmu przez zmiane informacji zawartej w DNA.
Zagadnienie tworzenia nowych metabolitow in vivo chcieliby$my
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przyblizy¢ na przyktadzie syntaz poliketydowych promieniowcow. Zwigzki polikety-
dowe charakteryzujg sie posiadaniem licznych centréw chiralnych, stad ich synteza
chemiczna na duza skale jest procesem zlozonym i nieoptacalnym. Aby w petni kon-
trolowac¢ proces biosyntezy konieczna jest wiedza o zjawiskach zachodzacych na
poszczegoblnych etapach przetwarzania informacji zawartej w DNA i ich wplywu
na ostateczny produkt metabolizmu. Na etapie translacji, informacja zawarta w DNA
jest przekladana na sekwencje aminokwasowg, powstata sekwencja aminokwasowa
warunkuje wszystkie poziomy struktury biatka. Na etapie biosyntezy informacja za-
warta w strukturze biafek (aktywnos$¢ enzymatyczna, specyficznos¢ substratowa)
jest przektadana na strukture syntetyzowanego metabolitu.

2. Budowa i dziatanie syntaz poliketydowych

Poliketydy to organiczne zwigzki chemiczne, ktérych szkielet weglowy jest poli-
merem reszt acylowych. Sa produktami metabolizmu wtérnego bakterii, roslin oraz
grzybow. Sa wsrod nich antybiotyki, zwigzki przeciwgrzybicze, antypasozytnicze,
przeciwnowotworowe i immunosupresyjne (1-4). Wystepujg powszechnie w przyro-
dzie w niezwykle zréznicowanych postaciach od najmniejszego poliketydu — kwa-
su 6-metylosalicylowego o masie 152 Da do najwiekszego znanego poliketydu —
cyklicznego polieteru maitotoksyny o masie 3422 Da (5,6).

Biosynteza poliketydéw przebiega w sposdb analogiczny do biosyntezy kwasow
ttuszczowych (schemat, rys. 1). Obejmuje ona szereg reakcji kondensacji dekarbok-
sylacyjnej, w ktérych do wydluzanego fancucha dobudowywane sg jednostki dwu-
weglowe pochodzace z acylo-koenzymu A. W kazdym cyklu biosyntezy po przy-
taczeniu kolejnej jednostki wydluzajacej grupa beta-ketonowa powstajgcego tancu-
cha weglowego moze ulec redukcji do grupy hydroksylowej, wiagzania podwojnego
lub pojedynczego. Produkty posrednie pozostaja przez caly czas kowalencyjnie
zwiazane z enzymami przeprowadzajgcymi ich ,obrobke”.

Poliketydy sg syntetyzowane przez wieloenzymatyczne kompleksy — syntazy
poliketydowe (PKS, polyketide synthase). Wtasciwosci syntaz poliketydowych umozli-
wiaja wykorzystanie opisanego mechanizmu do tworzenia niemal nieograniczonej
réznorodnosci struktur chemicznych. Syntazy poliketydowe kontrolujag dobér sub-
stratow, stopien i stereospecyficzno$¢ redukcji w kazdym cyklu biosyntezy oraz
sposob cyklizacji wydtuzanego tancucha. Enzymy modyfikujace towarzyszace synta-
zom przeprowadzaja dalsze przemiany szkieletu poliketydowego (glikozylacja, hy-
droksylacja, metylacja), co rowniez zwieksza réznorodnos¢ produktow.

Tradycyjna klasyfikacja wyréznia trzy typy syntaz poliketydowych. Typ | obejmu-
je syntazy poliketydéw niearomatycznych (m. in. makrolidéw, polieteréw, polie-
now). Sa to kompleksy kilku wysokoczasteczkowych biatek posiadajacych liczne do-
meny enzymatyczne zgrupowane w tzw. moduly, z ktorych kazdy uzywany jest do
przeprowadzenia jednego cyklu wydtuzania tancucha poliketydowego. Syntazy ty-

58 PRACE PRZEGLADOWE



0d sekwencji DNA do antybiotyku

pu I, odpowiedzialne gtéwnie za synteze wielopierscieniowych poliketydow aroma-
tycznych (np. aktynorodyna, tetracenomycyna), zbudowane sg z kilku zasocjowa-
nych enzymoéw, ktore sg wielokrotnie aktywne w trakcie syntezy jednej czasteczki,
tzn. dziataja iteracyjnie. Syntazy typu Il to enzymy iteracyjne, ktére, w odréznieniu
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Rys. 1. Schemat przebiegu syntezy tancucha poliketydowego. R — w pierwszym cyklu biosyntezy
reprezentuje reszte starterowa, w kolejnych cyklach — wydiuzany fancuch poliketydowy potaczony
z centrum aktywnym ketosyntazy (KS). Z biatkowym nosnikiem grup acylowych (ACP) potaczona jest jed-
nostka wydtuzajgca. Pierwszy cykl biosyntezy rozpoczyna sie od kondensacji dekarboksylacyjnej katali-
zowanej przez KS pomiedzy resztg starterowg i wydtuzajaca (w kolejnych cyklach nastepuje kondensa-
cja pomiedzy rosngcym tancuchem i jednostka wydtuzajacg). Produkt kondensacji pozostaje zwigzany
z ACP. Powstajaca grupa beta-ketonowa (zacieniona) moze ulec czesciowej lub catkowitej redukcji w za-
leznosci od zestawu domen redukcyjnych (KR, DH, ER) biorgcych udzial w danym cyklu. Nastepnie,
fancuch poliketydowy zostaje przeniesiony na domene KS kolejnego modutu i podlega kondensacji z ko-
lejng jednostka wydiuzajaca.
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od syntaz typu | i Il, nie posiadajg biatka przenoszgcego reszty acylowe, lecz
dziatajg bezposrednio na substraty potagczone z koenzymem A. Typ Il reprezentuja
przede wszystkim roslinne syntazy chalkonowe.

W miare postepu badan poznajemy coraz wiecej przyktadow syntaz, ktére bu-
dowa i sposobem dziatania wykraczaja poza przedstawiony podziat. Znane sg itera-
cyjne syntazy typu |, a takze syntazy typu Il dziatajace nieiteracyjnie. Obszerne omo-
wienie tych zagadnien zostato zamieszczone w artykutach przeglagdowych: Staunton
i Weissman i Shen (7,8). Za przyklad do opisu mozliwosci projektowania metaboli-
tow na poziomie DNA postuza nam modufowe, nieiteracyjne syntazy poliketydowe
typu l.

Bakteryjne syntazy poliketydowe typu I (PKS I) to uktad kilku wieloenzymatycz-
nych biatek o duzej masie czasteczkowej: od 130 000 Da (syntaza kwasu orselino-
wego) do 1 070 000 Da (syntaza rapamycyny) (9). Do najlepiej zbadanych syntaz po-
liketydowych nalezy syntaza prekursora erytromycyny — 6-deoksyerytronolidu B
(DEBS) z Saccharopolyspora erythraea. Schemat budowy syntazy DEBS, a takze sche-
mat organizacji kodujacych ja genow pokazano na rysunku 2.

Kazde biatko wchodzace w sktad syntazy mozna podzieli¢ funkcjonalnie na re-
giony zwane modutami. Jeden modut jest to grupa domen enzymatycznych potrzeb-
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Rys. 2. Schemat organizacji genéw i ulozenie podjednostek enzymatycznych syntazy 6-deoksyery-
tronolidu B. eryAl, eryAll, i eryAlll — geny kodujace biatka DEBS1, DEBS2 i DEBS3. Na rysunku zaznaczo-
no domeny enzymatyczne KS, AT, ACP, DH, KR, ER, TE obecne w biatkach. Ponizej pokazano kolejne eta-
py powstawania tancucha poliketydowego oraz zwigzek bedacy produktem syntazy — 6-deoksyerytro-
nolid B. Lancuch potaczony z domeng ACP kazdego modutu reprezentuje strukture produktu posrednie-
go powstajacego w danym cyklu biosyntezy. Na ACP domeny tadujgcej zaznaczono reszte starterowg.
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nych do przeprowadzenia jednego, pelnego cyklu kondensacji i redukcji reszty acy-
lowej wlaczanej do poliketydu (rys. 1i 2). W skiad jednego biatka wchodzg zwykle 2
lub 3 moduty, moze by¢ ich wiecej, np. w syntazie awermektyny — 4 (10), a w jed-
nym z biatek syntazy rapamycyny — az 6 modutow (9). Liczba modutéw syntazy po-
liketydowej odpowiada liczbie cykli kondensacji i redukgji przeprowadzanych przez
te syntaze, a zatem warunkuje dtugos¢ fancucha weglowego produktu.

Domeny konieczne do wydtuzania fancucha poliketydowego to: syntaza 3-okso-
acylowa (syntaza 3-oksoacyl:ACP), nazywana popularnie syntaza beta-ketoacylowa
lub ketosyntaza (KS), acylotransferaza (transferaza acetylo-CoA/malonylo-CoA:ACP)
(AT) oraz biatkowy czynnik przenoszgacy grupy acylowe (ACP). Na poczatku kazdego
cyklu wydtuzany tancuch jest potgczony wigzaniem tioestrowym z cysteing w miej-
scu aktywnym ketosyntazy, a jednostka wydtuzajaca z fosfopantoteinowym ramie-
niem biatkowego nosnika grup acylowych (ACP) (rys. 1, 2). Rodzaj reszty acylowej
(jednostki wydtuzajgcej) wiaczanej w danym cyklu, a co za tym idzie obecnos¢ bocz-
nych grup metylowych, etylowych i innych w odpowiednim miejscu tancucha, zalezy
od specyficzno$ci domeny AT (11). Nastepnie domena KS przeprowadza reakcje
kondensacji dekarboksylacyjnej. Produkt tej reakcji pozostaje zwigzany z ACP
i w zaleznosci od budowy danego modutu syntazy ulega redukgji lub tez, zacho-
wujac nie zredukowang grupe beta-ketonowa, zostaje przeniesiony na miejsce ak-
tywne domeny KS kolejnego modulu i wchodzi do kolejnego cyklu biosyntezy.

Oprécz wymienionych domen podstawowych (KS, AT, ACP), odpowiedzialnych
za kondensacje, w zaleznoS$ci od stopnia redukgcji reszty acylowej w danym cyklu,
modut moze zawiera¢ do trzech domen modyfikujgcych (redukcyjnych): ketoreduk-
taze (KR), dehydrataze (DH) i enoiloreduktaze (ER). Czasteczka syntetyzowana przez
modul zawierajacy jedynie domeny ketosyntazy, acylotransferazy i biatka przeno-
szgcego acyl posiada grupe ketonowg. Przyktadem takiego uktadu jest modut 3 syn-
tazy DEBS, ktory pozostawia grupe ketonowa przy weglu 9 powstajacego polikety-
du (rys. 2). Jesli modut zawiera domene KR grupa ketonowa zostaje zredukowana
do grupy hydroksylowej. Tak dziaftajg moduly 1, 2, 5, 6 syntazy DEBS wprowa-
dzajace grupy hydroksylowe odpowiednio w pozycjach 13, 11, 5, 3 tancucha polike-
tydowego, przy czym grupa OH przy weglu 13 jest zaangazowana w tworzenie
wigzania laktonowego (rys. 2). Obecno$¢ domen KR i DH prowadzi do utworzenia
wigzania podwojnego miedzy atomami wegla (np. zmodyfikowany modut 4 syntazy
DEBS, rys. 3c). Jesli modut zawiera domeny KR, DH i ER, fancuch weglowy w odpo-
wiedniej pozycji jest catkowicie zredukowany (np. modut 4 syntazy DEBS, rys. 2).

Na N-koncu biatka zawierajgcego pierwszy modut znajduja sie domeny: AT i ACP
wprowadzajgce starterowa reszte acylowa do kondensacji z resztami wydtuzaja-
cymi. Taki niepetny modut nazywany jest domeng tadujaca (LD, loading domain). Na
C-koncu ostatniego modutu syntazy wystepuje zazwyczaj domena tioesterazowa
(TE) odpowiedzialna za hydrolize wiazania fancucha poliketydu z syntaza oraz,
w przypadku antybiotykéw makrolidowych, laktonizacje produktu (2,12,13).
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Rys. 3. Modyfikacje syntazy DEBS. a) niezmodyfikowana syntaza DEBS, zaznaczono ukiad genéw:
eryAl, eryAll, eryAlll; modutow, i biatek DEBS1, DEBS2, DEBS3, b) syntaza DEBS z unieczynniong domena
KR w module 5, c) syntaza DEBS z unieczynniona domeng ER w module 4, d) syntaza DEBS1+TE, e) syn-
taza DEBS z unieczynniong domeng KS w module 1 i podawanym z zewnatrz diketydem, f) schemat mo-
dyfikacji genetycznych syntazy DEBS prowadzacych do uzyskania biblioteki kombinatorycznej pochod-
nych 6-deoksyerytronolidu B (tab.). Domeny AT w modutach 2, 5 i 6 byly zastepowane domenami rapAT2
i rapAT14. Domeny KR w modutach 2, 5 i 6 byly zastepowane zestawami domen rapDH-ER-KR1,
rapDH-KR4 i tgcznikiem DEBS AT-ACP. Zmiany w modutfach 2, 5 i 6 powodowaly modyfikacje wegli
11-10, 5-4 i 2-3.
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Nowo powstaly fancuch poliketydowy najczesciej nie jest ostatecznym produk-
tem poliketydowym. Modyfikacje postpoliketydowe sg klasyfikowane jako osobna
grupa reakcji w syntezie poliketydéw. Reakcje te sg prowadzone przez odrebne en-
zymy. Geny kodujace enzymy modyfikacji postpoliketydowych znajdujg sie w obre-
bie zespotu genéw syntazy. Enzymy bezposrednio uczestniczagce w modyfikacjach
to hydroksylazy, glikozylotransferazy, O-metylotransferazy, ketoreduktazy (14-16).

Czasteczki cukréw przylaczone do szkieletu poliketydowego warunkujg lub
wzmacniajg aktywnosc¢ biologiczng wielu zwigzkéw. Enzymy syntetyzujace pochod-
ne cukrowe przytaczane do poliketydu réwniez posrednio uczestniczg w modyfika-
cjach postpoliketydowych. Geny tych enzymoéw sa zlokalizowane wspélnie z pozo-
statymi genami kodujgcymi enzymy modyfikujgce. Pochodne cukrowe wtaczane do
poliketydow zwykle pochodzg od TDP-glukozy. W wielu systemach syntezy znalezio-
no TDP-glukozo-4,6-dehydrataze przeksztalcajacg TDP-glukoze w TDP-4-keto-6-de-
oksyglukoze (17).

3. Struktura pierwszorz¢dowa syntaz poliketydowych

W opisanym przypadku modutowych syntaz poliketydowych ukiad domen enzy-
matycznych odzwierciedla kolejnos¢ reakcji zachodzacych w czasie syntezy. Utoze-
nie modutéw w biatku jest zgodne z kolejnoscia katalizowanych przez nie cykli bio-
syntezy. Sekwencje nukleotydowe kodujace domeny i cate moduly utozone sa
w tym samym porzadku (18). W tym przypadku fatwo jest przesledzi¢ zalezno$¢ bu-
dowy koncowego produktu poliketydowego od sekwencji DNA.

Z informacji zapisanej w DNA w pierwszym etapie uzyskujemy sekwencje amino-
kwasowa biatek syntaz. Z sekwencji aminokwasowej wynikajg jednoczesnie struktu-
ra pierwszo-, drugo- i trzeciorzedowa biatek. Stosunkowo prosta jest analiza struk-
tury pierwszorzedowej podjednostek syntaz. Na podstawie porownan homologii se-
kwencji aminokwasowych z sekwencjami znanych syntaz i innych enzyméw mozna
okresli¢ wiele cech syntazy. Znacznie wieksza trudno$¢ sprawia przewidywanie
struktur drugo- i trzeciorzedowych biatek na podstawie analizy sekwencji oraz
okreslenie zalezno$ci pomiedzy tymi strukturami a funkcjami spelnianymi w synte-
zie poliketydow.

Analiza struktury pierwszorzedowej (sekwencji aminokwasowej) syntaz polike-
tydowych pozwala na okreslenie:

— poczatkow i koncow moduiéw,

— aktywnosci enzymatycznych obecnych w poszczegélnych modutach,

— specyficznosSci substratowej domen acylotransferazowych,

— specyficznosci stereochemicznej domen ketoreduktazowych,

— miejsc wigzania kofaktorow,

— polozenia regionéw miedzydomenowych,

— polozenia tgcznikéw miedzy modutami (inter modular domains) (19),
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— obecnosci domen aczacych poszczegolne biatka (interprotein docking domains)
(20).

Pierwszg domeng w module jest ketosyntaza rozpoczynajgca sie charaktery-
styczng sekwencje konsensowg E/pP/RIAV. Miejsce aktywne domeny ketosyntazowej
charakteryzuje sie sekwencja CSSS. Srednia dlugos¢ typowej domeny ketosyntazo-
wej wynosi 425 aminokwasy. Wszystkie domeny ketosyntazowe zawierajg charakte-
rystyczng sekwencje KSNIGH w pozycji 342 i konczg sie sekwencjag NAHVV/Y/IAE.

Nastepng w kolejnosci domeng jest domena acylotransferazowa. Domeny acylo-
transferazowe rozpoczynajg sie sekwencja F/¥A, 4 F T/p GQG #/s, miejsce aktywne jest
okreslane sekwencja GHSxGE-104aa-AFH, gdzie pierwsza glicyna jest 84-92 amino-
kwasem w domenie. Domeny acylotransferazowe koncza sie sekwencjg RGAV/XXDW.
Pomiedzy domenami ketosyntazowymi i acylotransferazowymi wystepuja taczniki
o dtugosci od 81 do 139 aa. Specyficznos¢ domeny acylotransferazowej decyduje o ro-
dzaju reszty wydtuzajacej wprowadzanej do tancucha poliketydowego. Najczesciej do
tancucha poliketydowego sa wiaczane reszty malonylowa, lub metylomalonylowa.
Specyficzno$¢ acylotransferazy w stosunku do typowych reszt okresla sekwencja
w pozycji 58-83aa. Dla specyficznosci wobec reszty malonylowej charakterystyczna
jest sekwencja ETGYA-7-QxAXFGLL, oraz obecnos$¢ struktury beta—skret, beta-harmo-
nijka, alfa-helisa w pozycjach 280-300 aa. Domeny acylotransferazowe, wigczajace
reszte metylomalonylowa, charakteryzujg sie sekwencjg RVDVV-7-MxSxAxxW (11).
Moga by¢ réwniez wigczane inne podjednostki wydiuzajace, np. reszta etylomalonylo-
wa, metoksymalonylowa, benzoylomalonylowa. Podjednostki te okreslane s3 mianem
reszt nietypowych. Obecnie nie sg znane charakterystyczne sekwencje, ktore pozwa-
latyby wnioskowac o specyficznos$ci domen AT wobec tych reszt.

Aby grupa ketonowa w nowo przylaczonej do tancucha podjednostce ulegia
catkowitej redukcji modut syntazy musi zawierac trzy aktywnos$ci enzymatyczne ke-
toreduktaze (KR), dehydrataze (DH) i enoiloreduktaze (ER). Pomimo ze reakcje re-
dukgcji zachodzg w tej kolejno$ci domeny enzymatyczne w sekwencji biatka sa
utozone w kolejnosci DH, ER, KR.

Domeny dehydratazowe rozpoczynaja sie sekwencja konsensowg LPTYxFxxxxxWL.
Charakterystyczng cecha pozwalajacg rozpoznaé domene dehydratazowg jest kon-
serwatywna sekwencja LxxHxxxGxxxxP, gdzie histydyna jest aminokwasem aktyw-
nym. Domeny dehydratazowe majg dtugos¢ ok. 160-180 aa. W odleglosci ok. 110
aminokwaséw od wymienionej histydyny wystepuje motyw GYXYGPXFQ (21).

Kolejno w sekwencji ulokowane sg domeny enoiloreduktazowe. Domeny enoilore-
duktazowe wystepuja najrzadziej, w zwigzku z tym material do poréwnan jest stosun-
kowo skapy. Charakteryzujg sie obecnoscia sekwencji konsensowej miejsca wiazania
NADPH LXHXGXXGGVG (22). Dtugos¢ domen enoiloreduktazowych wynosi ok. 330 aa.

Sekwencja wigzaca NADPH w domenach ketoreduktazowych znajduje sie w po-
zycji 3-14 aa i ma przebieg TVLAV/TGY/ATGY/ALG. Centrum aktywne ketoreduktazy
jest zbudowane z triady katalitycznej S147, Y160 N164 jest homologiczne do rodziny
enzyméw dehydrogenaz/reduktaz.
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Moduty sa zakonczone domenami przenoszacymi grupy acylowe (ACP). Te do-
meny maja dlugos$¢ ok. 70 aa, Zawieraja typowa sekwencje konsensowa GxxS, gdzie
przyfgczane jest ramie fosfopantoteinowe (23). Domeny ACP rozpoczynajg sie moty-
wem V/4,L:8/pLVR i konczg AV AMEHAL.

4. Struktury drugorzedowe podjednostek syntaz poliketydowych

Brak jest wystarczajgcej wiedzy o strukturach drugo- i trzeciorzedowych syntaz
poliketydowych. Duza masa czasteczkowa syntaz utrudnia uzyskanie struktury kry-
stalicznej catego biatka. Na podstawie analizy sekwencji aminokwasowej mozna wy-
znaczy¢ typowe struktury jak alfa-helisy czy beta-harmonijki powigzane struktural-
nie z wymienionymi, charakterystycznymi motywami aminokwasowymi. Brak jed-
nak badan struktur krystalicznych nie pozwala w pelni wnioskowac¢ o roli struktur
drugo- i trzeciorzedowych w syntezie poliketydow.

Wiadomo jednak, ze modutowe syntazy poliketydowe tworza kompleksy skia-
dajace sie z dimerow poszczego6lnych podjednostek syntazy. Biatka w dimerze
utozone sg helikalnie i wspétbieznie, tj. N-konce razem i C-konce razem. Helikalny
uktad powoduje, ze domeny KS i AT aktywne w jednym cyklu sg zlokalizowane na
jednym biatku, a domena ACP oraz domeny redukcyjne aktywne w tym samym cyklu
— na biatku zorientowanym wspoélibieznie. Opisany model funkcjonowania syntazy
poliketydowej potwierdzily doswiadczenia rekonstrukcji aktywnych kompleksow
syntazy z zastosowaniem bialek o zmutowanych domenach KS i ACP (24-27).

Badania prowadzone w grupie P. Leadlaya pozwolity scharakteryzowa¢ miedzy-
bialkowe domeny wigzace. Domeny te zostaly uzyskane jako fragmenty bialek synta-
zy w fuzji z biatkami glutationo S-transferazy. Zbadano ich strukture krystaliczng.
Okazalo sie, ze kazda podjednostka bialkowa syntazy, ktéra nie konczy procesu syn-
tezy jest zakonczona sekwencja aminokwasowa kodujaca alfa-helise, nastepna w ko-
lejnosci podjednostka rozpoczyna sie sekwencja kodujace trzy alfa-helisy. Wymie-
nione struktury tworzg rodzaj zamka, spetniajgcego dwie funkcje — utrzymanie sta-
bilnosci dimeru poszczegolnych podjednostek, oraz potaczenie kolejnych dimeréw
syntazy i zapewnienie prawidlowej kolejno$ci modutéw w przebiegu syntezy polike-
tydu. Sekwencje tworzgce wymienione domeny sg bardzo konserwatywne, ale nie sg
wzajemnie kompatybilne pomiedzy r6znymi parami koncow podjednostek.

5. Projektowanie nowych syntaz poliketydowych

Zaleznos$¢ budowy poliketydowego metabolitu od ulozenia genéw i domen en-
zymatycznych w syntazie pozwala na tatwe zaprogramowanie struktury nowego
zwiazku. Znaczna homologia sekwencji genéw umozliwia przewidywanie funkgji
nowo poznanych syntaz i lgczenie fragmentéw genoéw réznych syntaz (12,28,29).
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Mozliwe jest stosowanie w manipulacjach genetycznych genéw lub ich fragmentow,
ktore tylko na podstawie sekwengji sklasyfikowane zostaty jako geny kodujace syn-
tazy poliketydowe.

Dotychczas tworzone modyfikacje genetyczne syntaz poliketydowych mozna
podzieli¢ na:

— Modyfikacje istniejacych syntaz. Takie modyfikacje prowadza do zmian w uzy-
skiwanym produkcie, np. otrzymywany jest krétszy fancuch poliketydowy lub zmie-
nia sie stopien redukcji wybranych atoméw wegla.

— Tworzenie nowych, hybrydowych syntaz sktadajacych sie z fragmentéw syntaz
istniejacych. Szczego6lnym przypadkiem takiego postepowania jest biosynteza kom-
binatoryczna. W biosyntezie kombinatorycznej tworzy sie kilka niezaleznych wersji
genow kodujgcych poszczegolne biatka syntazy poliketydowej. Nastepnie poddaje
sie ekspresji r6zne kombinacje przygotowanych wczesniej genéw. W efekcie uzy-
skujemy biblioteke nowych zwigzkow poliketydowych.

— Modyfikacje syntezy na etapie modyfikacji postpoliketydowych. NajczeSciej
modyfikuje sie przytaczanie reszt cukrowych lub reakcje O-metylacji grup hydroksy-
lowych.

Idealnym rozwigzaniem do ktérego sie dazy jest catkowicie sztuczne syntetyzo-
wanie sekwencji DNA kodujacej nowe zespoly genéw syntaz poliketydowych. Se-
kwencje takie bytyby projektowane na bazie znajomosci cech warunkujacych po-
wstawanie oczekiwanego zwigzku chemicznego.

Przedstawione eksperymenty obrazujg metody i strategie postepowania w uzyski-
waniu nowych zwigzkéw poliketydowch poprzez modyfikacje syntaz poliketydowych.
Badania nad uzyskaniem w sposo6b naturalny poliketydow o ,nienaturalnej” strukturze
dotycza przede wszystkim syntazy DEBS z Saccharopolyspora erythraea, pierwszego do-
brze poznanego zespotu genéw i biatek PKS typu I. Najwiekszy wkiad w rozwdj tej
dziedziny majg laboratoria P. Laedlaya z Cambridge (UK) i R. McDaniela z firmy Kosan
Biosciences (USA). Poznanie sekwencji nukleotydowej zespoléw genéw syntaz innych
makrolidow: oleandomycyny, tylozyny, awermektyny, rapamycyny i zwigzku FK506 po-
zwolito na zastosowanie tych genéw w konstrukcji nowych syntaz hybrydowch (30-33).

5.1. Modyfikacje istniejacych syntaz

Kolinearno$¢ domen w obrebie gendéw oraz porzadku reakcji katalizowanych
przez domeny enzymatyczne zostaly wykorzystane w doswiadczeniach ,,znokauto-
wania” pojedynczych domen redukcyjnych przez wprowadzenie mutacji punkto-
wych genu. W ten sposéb w wyniku ukierunkowanej mutagenezy zostata unieczyn-
niona domena ketoreduktazowa modutu 5 oraz domena enoiloreduktazowa mo-
dutu 4 syntazy DEBS. Mutanty zawierajgce nieaktywng domene redukcyjng wytwa-
rzaja niezredukowane pochodne erytromycyny, odpowiednio: 5-oksy-pochodng
i anhydro-pochodna (rys. 3b i 3¢, zwigzki 2 i 3) (34).
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Wykorzystujgc modutowy charakter syntazy DEBS, sklonowano pojedynczy gen
kodujacy dwa pierwsze moduly syntazy w potaczeniu z koncowa domeng tioestera-
zowa. W wyniku ekspresji uzyskano hybrydowe biatko DEBS1 + TE (rys. 3d). Biatko
to in vitro przeksztatca podane substraty w triketydowy lakton. Triketyd — produkt
dwoch kolejnych kondensacji, jest stabilnym produktem posrednim niezmodyfiko-
wanej syntazy (rys. 3d zwigzek 4). Zaobserwowano, ze DEBS1 + TE wykazuje tole-
rancje wzgledem starterowej reszty acylowej, wigczajac oprocz propionylowej tak-
ze reszte acetylowa lub butyrylowa (35). Wykazano takze, ze DEBS1 + TE prze-
ksztatca podane in vitro substraty w spos6b selektywny pod wzgledem stereoche-
micznym. Oznacza to, ze wtacza substraty o okreslonej konfiguracji (S) oraz doko-
nuje inwersji konfiguracji w obrebie powstajacego produktu (36).

Oprocz wymienionych biatek syntazy otrzymano réwniez kompleksy sktadajgce
sie z biatka DEBS1 oraz modutu 3 z domeng tioesterazowa, ktéra w wyniku klono-
wania zostala umieszczona w ,nienaturalnym” miejscu, tj. na koncu modutu 3,
a takze kompleks sktadajacy sie z dwoch kompletnych biatek: DEBS1, DEBS2 oraz
modutu 5 i domeny tioesterazowej. Wszystkie te zespoly biatek, powstatych przez
,skracanie” naturalnego zespofu genéw w polagczeniu z przemieszczeniem fragmen-
tu jednego z gendw, wytwarzajg nowe zwigzki poliketydowe i sg przedmiotem ba-
dan nad kinetykg enzymatyczng zmodyfikowanego zespotu.

Region odpowiadajacy domenie ketoreduktazy z modutu 3 DEBS, gdzie wyste-
puje ona jako domena nieaktywna, wprowadzono na miejsce aktywnej domeny KR
z modutu 2 uktadu DEBS1 + TE. W wyniku tej wymiany domen otrzymano oczeki-
wany niezredukowany triketyd. Wymiana domen redukcyjnych w obrebie genéw
syntaz, jak stwierdzono na podstawie analizy ich sekwencji, jest mozliwa dzieki wy-
stepowaniu stosunkowo dtugich regionéw okalajgcych te domeny. Mozna im przy-
pisac funkcje strukturalng w biatku syntazy, a dla celéw modyfikacji genetycznych
maja znaczenie jako regiony wyznaczajace zakres wymienianego DNA i oddzielajgce
miejsca o okreslonej funkgji katalitycznej (36,37).

Zaobserwowano, ze mutacje unieczynniajace domeny KS modutéw od N-konca
biatka DEBS1 nie wplywaja na funkcje modutéw potozonych dalej, tj. w kierunku
C-konca. Obserwacje te powstaly w wyniku doswiadczenia, w ktorym do komorek
ze zmutowang domeng KS pierwszego modutu podawano substrat bedacy metaboli-
tem posrednim na drodze biosyntezy w postaci estru N-acetylocysteaminy (NAC).
Jest to diketyd — produkt kondensacji czasteczki starterowej (propionylowej)
z resztg wydtuzajaca (metylomalonylowa) (rys. 3e zwigzek 5, gdzie R = CHj).
Zwigzek taki, cho¢ w warunkach naturalnych nie wystepuje w postaci wolnej tylko
jako produkt utworzony przez modul 1 i przeniesiony z ACP modutu 1 na KS
modulu 2, zostal ,,zaakceptowany” przez domene KS modulu 2, ulegal kondensagji
i katalizie przez dalsze moduly, az do uzyskania oczekiwanego, nie zmienionego
produktu koncowego — 6-deoksyerytronolidu B (rys. 3e zwigzek 6). Diketydy o in-
nej strukturze (rys. 3e, R = wodér, reszta etylowa lub fenylowa) byly réwniez
wlaczane przez syntaze co prowadzitlo do powstania odpowiednio zmienionych
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produktow. Wprowadzanie zmodyfikowanych prekursoréw z ominieciem wczes-
niejszych etapéw biosyntezy jest jeszcze jednym sposobem ingerencji w strukture
poliketydu (36).

5.2. Tworzenie syntaz hybrydowych

Strategia alternatywna do ukierunkowanych mutacji genu jest tworzenie genéw
mozaikowych.

Syntaza awermektyny moze wtacza¢ ponad 40 alternatywnych substratéw —
kwasow karboksylowych, ktorych reszty najczesciej stanowia rozgateziony tancuch
weglowy. Te tolerancje substratowa starterowej domeny AT syntazy awermektyny
wykorzystano tworzac mozaike genéw z modutami syntazy DEBS pozbawionej wias-
nego startera. W zespole genéw awermektyny, podobnie jak w DEBS, wystepuje ro-
dzaj starterowego modutu sktadajgcego sie z dwoch domen: AT i ACP. Modut starte-
rowy syntazy awermektyny sklonowano w miejscu odpowiedniego fragmentu w ukta-
dzie DEBS1 + TE. Taki zesp6t enzymatyczny jest zdolny do wykorzystywania szer-
szego niz DEBS zakresu alternatywnych czasteczek starterowych, takze o rozgatezio-
nym tancuchu weglowym. Klonowanie powtérzono w petnym zestawie genéw DEBS
aby przekona¢ sie o wplywie zmiany startera na dalsze etapy syntezy poliketydu,
rozpoznanie substratowe dalszych podjednostek syntazy oraz aktywnos$¢ antybio-
tyczng powstajacych pochodnych erytromycyny. Doswiadczenia te wykazaly olbrzy-
mi potencjat funkcjonalny syntazy DEBS, zdolnej do ,,obrébki” alternatywnych sub-
stratéw i wytwarzania tym samym wielu zwiazkéw o aktywnos$ci antybiotycznej (38).

W przeciwienstwie do starterowych domen AT, zr6znicowanych pod wzgledem
specyficznosSci substratowej, domeny acylotransferazowe aktywne w kolejnych cy-
klach kondensacji najczesciej sa specyficzne wobec malonylo-CoA albo metylomalo-
nylo-CoA i wtaczaja do poliketydu reszte acetylowa albo propionylowa. Zaobserwo-
wano, ze na podstawie analizy przypuszczalnej sekwencji aminokwasowej tych do-
men mozna przewidzie¢ rodzaj wigczanej czgsteczki (11). Zbadano wymienialno$¢
domen AT dwoch pierwszych modutéw syntazy DEBS, warunkujacych wigczanie pro-
pionianu, na domeny AT wlaczajace octan i pochodzace z innych syntaz (39). Rekom-
binanty wytwarzaly nowe pochodne erytromycyny, nie zawierajace grupy metylowej
w odpowiedniej pozycji pierscienia makrolidowego, a jeden z rekombinantéw wy-
dajnoscig produkcji dorownywat szczepowi niezmutowanemu. Dwa sposrod trzech
typéw rekombinantéw zawieraly domeny AT pochodzace z zespotu genéw PKS, kté6-
rych produkt poliketydowy nie jest znany. Charakterystyke domen AT tych genéw
przeprowadzono wylacznie w oparciu na analizie przypuszczalnych sekwencji ami-
nokwasowych. Doswiadczenie to wskazuje na mozliwos¢ zastosowania jedynie czes-
ciowo scharakteryzowanych sktadnikow PKS w inzynierii genetycznej poliketydéw.

W laboratorium Kosan Biosciences stworzono biblioteke kombinatoryczng po-
chodnych 6-deoksyerytronolidu B — aglikonowej czesci erytromycyny A. Ekspery-
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ment polegal na wymianie poszczegdlnych domen acylotransferazy oraz ketoreduk-
tazy w modutach 2, 5 i 6 syntazy DEBS (rys. 3f). Jako elementy wymienne zastosowa-
no: domene acylotransferazowa z modulfu 2 syntazy rapamycyny (rapAT2), fragment
bezposrednio taczacy domeny AT i ACP (facznik AT/ACP), uktad domen DH/KR
z modutu 4 rapamycyny (rapDH/KR4) i ukfad domen modyfikujacych DH/ER/KR z mo-
dutu 1 syntazy rapamycyny. W rezultacie kombinacji wymienionych elementéw
z syntazg DEBS uzyskano 33 ré6zne pochodne 6-deoksyerytronolidu B (40). Wyniki
eksperymentu zestawiono w tabeli. Wszystkie domeny acylotransferazowe syntazy
DEBS, wlaczajg reszte propionylowa, domena z modutu 2 rapamycyny jest specy-
ficzna dla malonylo-CoA. Wymiana domen acylotransferazowych syntazy DEBS
w modutach 2, 5 i 6 na domene z syntazy rapamycyny powoduje brak grup metylo-
wych odpowiednio przy weglach 2, 4, 10. Zamiana domen ketoreduktazowych na
18-aminokwasowy tacznik AT/ACP powoduje pozostanie grup ketonowych przy we-
glach 3, 5, 11. Kolejne stopnie redukgji i dehydratacje mozna uzyska¢ poprzez po-
zostawienie domen KR, wprowadzenie uktadu domen DH/KR, czy uktadu DH/ER/KR1
(40).

Tabela

Zestawienie mutantéw syntazy DEBS i uzyskanych pochodnych 6-deoksyerytronolidu B. Domeny AT zastepo-
wano domenami rapAT2 lub rapAT14, domeny redukcyjne facznikiem AT/ACP, zestawem rapDH/KR4 lub
rapDH/ER/KR1

Kombinacja mutanta Pochodna 6-deoksyerytronolidu B

1 2

pojedyncze modyfikacje w module 2

rapAT2 10-dezmetylo
tacznik AT/ACP brak produktu
rapDH/KR4 10,11-anhydro
rapDH/ER/KR1 11-deoksy
pojedyncze modyfikacje w module 5
rapAT2 4-dezmetylo
tacznik AT/ACP 5-deoksy-5-oksy
rapDH/KR4 4,5-anhydro
rapDH/ER/KR1 5-deoksy-5-oksy; 5-deoksy
pojedyncze modyfikacje w module 6
rapAT2 2-dezmetylo
tacznik AT/ACP 3-deoksy-3-oksy; 2-dezmetylo-3 deoksy-3-oksy
rapDH/KR4 2,3-anhydro
rapDH/ER/KR1 3-deoksy-3-oksy; 2,3-anhydro

modyfikacje dwich elementéw w module 2
rapAT2+ tacznik AT/ACP | brak produktu

rapAT2+ rapDH/KR4 10-dezmetylo-10,11-anhydro

rapAT2+ rapDH/ER/KR1 | 10-dezmetylo-11-deoksy
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2

modyfikacje dwoch elementéw w module 6

rapAT2+ tacznik AT/ACP | 2-dezmetylo-3-deoksy-3-oksy
rapAT2+ rapDH/KR4 2-dezmetylo-3-(epi)
rapAT2+ rapDH/ER/KR1 | 2-dezmetylo-3-deoksy-3-oksy
modyfikacje w module 2 i w module 5
moduf 2 moduf 5
rapAT2 facznik AT/ACP 5-deoksy-5-oksy-10-dezmetylo
rapAT2 rapDH/KR4 4,5-anhydro-10-dezmetylo
rapAT2 rapDH/ER/KR1 5-deoksy-5-oksy-10-dezmetylo; 5-deoksy-10-dezmetylo
rapDH/KR4 rapAT2 4-dezmetylo-10,11-anhydro
rapDH/KR4 facznik AT/ACP 5-deoksy-5-oksy-10,11-anhydro
rapDH/KR4 rapDH/ER/KR1 brak produktu
rapDH/ER/KR1 rapAT2 4-dezmetylo-11-deoksy
rapDH/ER/KR1 tacznik AT/ACP 5,11-dideoksy-5-oksy
rapDH/ER/KR1 rapDH/KR4 4,5-anhydro-11-deoksy
modyfikacje w module 2 i w module 6
moduf 2 moduf 6
rapAT2 rapAT2 2,10-didezmetylo
rapAT2 facznik AT/ACP 3-deoksy-3-oksy-10-dezmetylo
rapAT2 rapDH/KR4 2,3-anhydro-10-dezmetylo
rapDH/KR4 rapAT2 2-dezmetylo-10,11-anhydro
rapDH/KR4 facznik AT/ACP 3-deoksy-3-oksy-10,11-anhydro
rapDH/ER/KR1 rapAT2 2-dezmetylo-11-deoksy
rapDH/ER/KR1 facznik AT/ACP 3-deoksy-30ksy-11-deoksy
modyfikacje w module 2 i dwie modyfikacje w module 6
modut 2 moduf 6
rapAT14 rapAT2+tacznik AT/ACP | 2,10-didezmetylo-3-deoksy-3-oksy
rapDH/KR4 rapAT2+tacznik AT/ACP | 2-dezmetylo-3,11-dideoksy-3-oksy-10,11-anhydro
rapDH/ER/KR1 rapAT2+1tacznik AT/ACP | 2-dezmetylo-3,11-dideoksy-3-oksy
modyfikacja w module 2, module 5 i module 6
moduf 2 moduf 5 modut 6
rapDH/ER/KR1 facznik AT/ACP rapAT2 2-dezmetylo-5,11-dideoksy-5-oksy

5.3. Modyfikacje reakcji postpoliketydowych

Rozszerzeniem mozliwo$ci tworzenia nowych zwigzkéw poliketydowych sg mo-
dyfikacje reakcji postpoliketydowych.

Kontynuujac opisany eksperyment tworzenia biblioteki kombinatorycznej po-
chodnych aglikonowej czesci erytromycyny A, badacze wprowadzili do szczepu
Streptomyces lividans geny desl-desVII ze szczepu Streptomyces venezuelae warunkujgce
synteze dezozaminy. Dezozamina jest sktadnikiem erytromycyny A, pikromycyny,
oleandomycyny i narbomycyny. Uzyskany szczep przylaczat dezozamine do agliko-
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nowych czesci erytromycyny i narbomycyny podawanych w pozywce. W dalszym
etapie w szczepie zawierajagcym geny des prowadzono ekspresje zmodyfikowanych
biatek syntazy DEBS. Otrzymano zwiazki uzyskane wczesniej w bibliotece kombina-
torycznej z przylaczong dezozaming. Otrzymane zwigzki wykazywaty wtasciwosci
antybiotyczne (41).

6. Poszukiwanie nowych genéw syntaz poliketydowych

Wiekszo$¢ zwigzkéw poliketydowych, ktére znalazty zastosowanie praktyczne
produkowanych jest przez glebowe bakterie z rodzaju Streptomyces nalezace do rze-
du promieniowcow (Actinomycetales). Zdolno$¢ wytwarzania réznorodnych metabo-
litbw wtornych, m. in. poliketydéw maja takze przedstawiciele innych rodzajéw
promieniowcow.

Zakonczone i prowadzone projekty sekwencjonowania genomoéw bakteryjnych
dostarczajg informacji o nowych genach syntaz poliketydowych, ktorych produkty
pozostajg nieznane. Powstata baza danych obejmujaca tylko geny syntaz polikety-
dowych (42) (http://www.nii.res.in/searchall.html). Na podstawie tej bazy specjalnie
przygotowany program pozwala na szybka automatyczng analize nowo uzyskanych
sekwencji DNA (43). Projekt sekwencjonowania genomu Streptomyces coelicolor (44)
(http://www.sanger.ac.uk/ Projects/S_coelicolor/) ujawnit istnienie dwoéch moduto-
wych syntaz poliketydowych typu I, a zsekwencjonowanie genomu Streptomyces
avermitilis dostarczyto informacji o genach dwunastu syntaz poliketydowych (45,46)
(http://avermitilis.ls.kitasato-u.ac.jp/). Rébwniez chromosomy promieniowcéw choro-
botworczych takich jak Mycobacterium tuberculosis, (http:/www.sanger.ac.uk/Pro-
jects/M_tuberculosis/) Corynebacterium  diphteriae  (http:/www.sanger.ac.uk/Pro-
jects/C_diphtheriae/) czy Nocardia farcinia (http:/nocardia.nih.go.jp/) zawieraja licz-
ne geny syntaz poliketydowych (47-49).

Postep w dziedzinie sekwencjonowania DNA przyniést lawinowy wzrost iloSci
informacji zdeponowanych w komputerowych bazach DNA. Liczba znanych sekwen-
¢ji DNA syntaz poliketydowych stale ro$nie dzieki nowym strategiom poszukiwania
genow, niezaleznie od tego czy w danych warunkach geny te ulegajg ekspresji. Sto-
suje sie roznorodne techniki przeszukiwania genomoéw, ktorych sekwencja nie zo-
stafa jeszcze poznana. Pierwszy etap stanowi najczes$ciej konstrukcja biblioteki ge-
nomowego DNA badanego organizmu. Klony zawierajace geny syntaz poliketydo-
wych mozna zidentyfikowa¢ przy uzyciu reakcji PCR, hybrydyzacji Southerna lub
czeSciowe sekwencjonowanie i poréwnanie ze znanymi sekwencjami genéw syn-
taz (50,51). Geny biosyntezy antybiotykow wystepujg w postaci zgrupowan obej-
mujacych 20-200 kpz. W przypadku chromosomu Streptomyces o dtugosci 8,5 Mpz
mozna sie spodziewad, przy zatozeniu rownomiernego rozkfadu, ze sposréd 1000
krotkich (500 pz) sekwencji co najmniej 2 beda reprezentowac kazdy zesp6t genow
(51).
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Mozliwe jest takze poszukiwanie genéw nowych syntaz poliketydowych w DNA
izolowanym bezposrednio z gleby, wody, osadéw dennych i innych prébek §rodowi-
skowych (tzw. eDNA, environmental DNA). Badania DNA z probek srodowiskowych
prowadzone s3 najczesciej metodg PCR przy zastosowaniu odpowiednich starte-
row. Daja one dostep do informacji genetycznej mikroorganizmow, ktorych nie
udato sie wyhodowa¢ w warunkach laboratoryjnych. W bibliotece eDNA z gleby zi-
dentyfikowano klony zawierajace geny syntaz poliketydowych typu I (52), a w bi-
bliotece DNA bakteryjnych symbiontéw chrzaszczy i gabek wykryto klony zawie-
rajgce geny nietypowych syntaz modutowych, w ktoérych domena acylotransferazy
jest zastgpiona odrebnym biatkiem dzialajacym iteracyjnie (53).

Aktualnie prowadzone badania zmierzajg w kierunku projektowania nowych
syntaz na poziomie sekwencji DNA. W laboratoriach Kosan Biosciences przeprowa-
dzono eksperyment syntezy in vitro DNA kodujacego podjednostki syntazy DEBS.
Zsyntetyzowano fragment diugosci 32 kpz (54). Jest to pierwszy krok na drodze
catkowicie sztucznego tworzenia nowych zwiazkéw poliketydowych. W opisywa-
nym przypadku postuzono sie znang sekwencja istniejacej syntazy. Cata sekwencja
zostala uzyskana przez taczenie 40-nukleotydowych syntetycznych oligonukleoty-
dow metodg PCA (polymerase cycling assembly) i tradycyjne klonowanie. Wiekszo$¢
proces6w zostala zautomatyzowana co pozwolifo skroci¢ czas uzyskania calego
fragmentu DNA. Taka strategia pozwala na wprowadzanie dowolnych zmian w se-
kwencji przez zmiane w programowaniu poszczegoélnych oligonukleotydow. W ten
sposob niezwykle szybko mozna uzyskiwa¢ nowe produkty poliketydowe, a ich
tworzenie sprowadza sie do projektowania nowej sekwencji DNA kodujgcej syntaze
poliketydowa.

Praca wykonana w ramach dziatalnosci statutowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
PAN przy wsparciu Komitetu Badan Naukowych, grant KBN 3P04B 004 25.
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