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From DNA sequence to antibiotic

S u m m a r y

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.
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1. Wprowadzenie

Postêp w poznawaniu biologii komórki na poziomie moleku-
larnym stwarza pokusê, aby nie tylko biernie korzystaæ ze zwi¹z-
ków wystêpuj¹cych w naturze, ale i podejmowaæ próby projek-
towania, programowania i sterowania biosyntez¹ takich zwi¹z-
ków. Fakt, ¿e DNA zawiera informacje o budowie wszystkich ele-
mentów komórki daje teoretyczn¹ mo¿liwoœæ wp³ywania na pro-
dukty metabolizmu przez zmianê informacji zawartej w DNA.
Zagadnienie tworzenia nowych metabolitów in vivo chcielibyœmy
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przybli¿yæ na przyk³adzie syntaz poliketydowych promieniowców. Zwi¹zki polikety-
dowe charakteryzuj¹ siê posiadaniem licznych centrów chiralnych, st¹d ich synteza
chemiczna na du¿¹ skalê jest procesem z³o¿onym i nieop³acalnym. Aby w pe³ni kon-
trolowaæ proces biosyntezy konieczna jest wiedza o zjawiskach zachodz¹cych na
poszczególnych etapach przetwarzania informacji zawartej w DNA i ich wp³ywu
na ostateczny produkt metabolizmu. Na etapie translacji, informacja zawarta w DNA
jest przek³adana na sekwencjê aminokwasow¹, powsta³a sekwencja aminokwasowa
warunkuje wszystkie poziomy struktury bia³ka. Na etapie biosyntezy informacja za-
warta w strukturze bia³ek (aktywnoœæ enzymatyczna, specyficznoœæ substratowa)
jest przek³adana na strukturê syntetyzowanego metabolitu.

2. Budowa i dzia³anie syntaz poliketydowych

Poliketydy to organiczne zwi¹zki chemiczne, których szkielet wêglowy jest poli-
merem reszt acylowych. S¹ produktami metabolizmu wtórnego bakterii, roœlin oraz
grzybów. S¹ wœród nich antybiotyki, zwi¹zki przeciwgrzybicze, antypaso¿ytnicze,
przeciwnowotworowe i immunosupresyjne (1-4). Wystêpuj¹ powszechnie w przyro-
dzie w niezwykle zró¿nicowanych postaciach od najmniejszego poliketydu – kwa-
su 6-metylosalicylowego o masie 152 Da do najwiêkszego znanego poliketydu –
cyklicznego polieteru maitotoksyny o masie 3422 Da (5,6).

Biosynteza poliketydów przebiega w sposób analogiczny do biosyntezy kwasów
t³uszczowych (schemat, rys. 1). Obejmuje ona szereg reakcji kondensacji dekarbok-
sylacyjnej, w których do wyd³u¿anego ³añcucha dobudowywane s¹ jednostki dwu-
wêglowe pochodz¹ce z acylo-koenzymu A. W ka¿dym cyklu biosyntezy po przy-
³¹czeniu kolejnej jednostki wyd³u¿aj¹cej grupa beta-ketonowa powstaj¹cego ³añcu-
cha wêglowego mo¿e ulec redukcji do grupy hydroksylowej, wi¹zania podwójnego
lub pojedynczego. Produkty poœrednie pozostaj¹ przez ca³y czas kowalencyjnie
zwi¹zane z enzymami przeprowadzaj¹cymi ich „obróbkê”.

Poliketydy s¹ syntetyzowane przez wieloenzymatyczne kompleksy – syntazy
poliketydowe (PKS, polyketide synthase). W³aœciwoœci syntaz poliketydowych umo¿li-
wiaj¹ wykorzystanie opisanego mechanizmu do tworzenia niemal nieograniczonej
ró¿norodnoœci struktur chemicznych. Syntazy poliketydowe kontroluj¹ dobór sub-
stratów, stopieñ i stereospecyficznoœæ redukcji w ka¿dym cyklu biosyntezy oraz
sposób cyklizacji wyd³u¿anego ³añcucha. Enzymy modyfikuj¹ce towarzysz¹ce synta-
zom przeprowadzaj¹ dalsze przemiany szkieletu poliketydowego (glikozylacja, hy-
droksylacja, metylacja), co równie¿ zwiêksza ró¿norodnoœæ produktów.

Tradycyjna klasyfikacja wyró¿nia trzy typy syntaz poliketydowych. Typ I obejmu-
je syntazy poliketydów niearomatycznych (m. in. makrolidów, polieterów, polie-
nów). S¹ to kompleksy kilku wysokocz¹steczkowych bia³ek posiadaj¹cych liczne do-
meny enzymatyczne zgrupowane w tzw. modu³y, z których ka¿dy u¿ywany jest do
przeprowadzenia jednego cyklu wyd³u¿ania ³añcucha poliketydowego. Syntazy ty-

Krzysztof Pawlik, Magdalena Kotowska

58 PRACE PRZEGL¥DOWE



pu II, odpowiedzialne g³ównie za syntezê wielopierœcieniowych poliketydów aroma-
tycznych (np. aktynorodyna, tetracenomycyna), zbudowane s¹ z kilku zasocjowa-
nych enzymów, które s¹ wielokrotnie aktywne w trakcie syntezy jednej cz¹steczki,
tzn. dzia³aj¹ iteracyjnie. Syntazy typu III to enzymy iteracyjne, które, w odró¿nieniu

Od sekwencji DNA do antybiotyku

BIOTECHNOLOGIA 3 (70) 57-74 2005 59

Rys. 1. Schemat przebiegu syntezy ³añcucha poliketydowego. R – w pierwszym cyklu biosyntezy
reprezentuje resztê starterow¹, w kolejnych cyklach – wyd³u¿any ³añcuch poliketydowy po³¹czony
z centrum aktywnym ketosyntazy (KS). Z bia³kowym noœnikiem grup acylowych (ACP) po³¹czona jest jed-
nostka wyd³u¿aj¹ca. Pierwszy cykl biosyntezy rozpoczyna siê od kondensacji dekarboksylacyjnej katali-
zowanej przez KS pomiêdzy reszt¹ starterow¹ i wyd³u¿aj¹c¹ (w kolejnych cyklach nastêpuje kondensa-
cja pomiêdzy rosn¹cym ³añcuchem i jednostk¹ wyd³u¿aj¹c¹). Produkt kondensacji pozostaje zwi¹zany
z ACP. Powstaj¹ca grupa beta-ketonowa (zacieniona) mo¿e ulec czêœciowej lub ca³kowitej redukcji w za-
le¿noœci od zestawu domen redukcyjnych (KR, DH, ER) bior¹cych udzia³ w danym cyklu. Nastêpnie,
³añcuch poliketydowy zostaje przeniesiony na domenê KS kolejnego modu³u i podlega kondensacji z ko-
lejn¹ jednostk¹ wyd³u¿aj¹c¹.



od syntaz typu I i II, nie posiadaj¹ bia³ka przenosz¹cego reszty acylowe, lecz
dzia³aj¹ bezpoœrednio na substraty po³¹czone z koenzymem A. Typ III reprezentuj¹
przede wszystkim roœlinne syntazy chalkonowe.

W miarê postêpu badañ poznajemy coraz wiêcej przyk³adów syntaz, które bu-
dow¹ i sposobem dzia³ania wykraczaj¹ poza przedstawiony podzia³. Znane s¹ itera-
cyjne syntazy typu I, a tak¿e syntazy typu II dzia³aj¹ce nieiteracyjnie. Obszerne omó-
wienie tych zagadnieñ zosta³o zamieszczone w artyku³ach przegl¹dowych: Staunton
i Weissman i Shen (7,8). Za przyk³ad do opisu mo¿liwoœci projektowania metaboli-
tów na poziomie DNA pos³u¿¹ nam modu³owe, nieiteracyjne syntazy poliketydowe
typu I.

Bakteryjne syntazy poliketydowe typu I (PKS I) to uk³ad kilku wieloenzymatycz-
nych bia³ek o du¿ej masie cz¹steczkowej: od 130 000 Da (syntaza kwasu orselino-
wego) do 1 070 000 Da (syntaza rapamycyny) (9). Do najlepiej zbadanych syntaz po-
liketydowych nale¿y syntaza prekursora erytromycyny – 6-deoksyerytronolidu B
(DEBS) z Saccharopolyspora erythraea. Schemat budowy syntazy DEBS, a tak¿e sche-
mat organizacji koduj¹cych j¹ genów pokazano na rysunku 2.

Ka¿de bia³ko wchodz¹ce w sk³ad syntazy mo¿na podzieliæ funkcjonalnie na re-
giony zwane modu³ami. Jeden modu³ jest to grupa domen enzymatycznych potrzeb-
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Rys. 2. Schemat organizacji genów i u³o¿enie podjednostek enzymatycznych syntazy 6-deoksyery-
tronolidu B. eryAI, eryAII, i eryAIII – geny koduj¹ce bia³ka DEBS1, DEBS2 i DEBS3. Na rysunku zaznaczo-
no domeny enzymatyczne KS, AT, ACP, DH, KR, ER, TE obecne w bia³kach. Poni¿ej pokazano kolejne eta-
py powstawania ³añcucha poliketydowego oraz zwi¹zek bêd¹cy produktem syntazy – 6-deoksyerytro-
nolid B. £añcuch po³¹czony z domen¹ ACP ka¿dego modu³u reprezentuje strukturê produktu poœrednie-
go powstaj¹cego w danym cyklu biosyntezy. Na ACP domeny ³aduj¹cej zaznaczono resztê starterow¹.



nych do przeprowadzenia jednego, pe³nego cyklu kondensacji i redukcji reszty acy-
lowej w³¹czanej do poliketydu (rys. 1 i 2). W sk³ad jednego bia³ka wchodz¹ zwykle 2
lub 3 modu³y, mo¿e byæ ich wiêcej, np. w syntazie awermektyny – 4 (10), a w jed-
nym z bia³ek syntazy rapamycyny – a¿ 6 modu³ów (9). Liczba modu³ów syntazy po-
liketydowej odpowiada liczbie cykli kondensacji i redukcji przeprowadzanych przez
tê syntazê, a zatem warunkuje d³ugoœæ ³añcucha wêglowego produktu.

Domeny konieczne do wyd³u¿ania ³añcucha poliketydowego to: syntaza 3-okso-
acylowa (syntaza 3-oksoacyl:ACP), nazywana popularnie syntaz¹ beta-ketoacylow¹
lub ketosyntaz¹ (KS), acylotransferaza (transferaza acetylo-CoA/malonylo-CoA:ACP)
(AT) oraz bia³kowy czynnik przenosz¹cy grupy acylowe (ACP). Na pocz¹tku ka¿dego
cyklu wyd³u¿any ³añcuch jest po³¹czony wi¹zaniem tioestrowym z cystein¹ w miej-
scu aktywnym ketosyntazy, a jednostka wyd³u¿aj¹ca z fosfopantoteinowym ramie-
niem bia³kowego noœnika grup acylowych (ACP) (rys. 1, 2). Rodzaj reszty acylowej
(jednostki wyd³u¿aj¹cej) w³¹czanej w danym cyklu, a co za tym idzie obecnoœæ bocz-
nych grup metylowych, etylowych i innych w odpowiednim miejscu ³añcucha, zale¿y
od specyficznoœci domeny AT (11). Nastêpnie domena KS przeprowadza reakcjê
kondensacji dekarboksylacyjnej. Produkt tej reakcji pozostaje zwi¹zany z ACP
i w zale¿noœci od budowy danego modu³u syntazy ulega redukcji lub te¿, zacho-
wuj¹c nie zredukowan¹ grupê beta-ketonow¹, zostaje przeniesiony na miejsce ak-
tywne domeny KS kolejnego modu³u i wchodzi do kolejnego cyklu biosyntezy.

Oprócz wymienionych domen podstawowych (KS, AT, ACP), odpowiedzialnych
za kondensacjê, w zale¿noœci od stopnia redukcji reszty acylowej w danym cyklu,
modu³ mo¿e zawieraæ do trzech domen modyfikuj¹cych (redukcyjnych): ketoreduk-
tazê (KR), dehydratazê (DH) i enoiloreduktazê (ER). Cz¹steczka syntetyzowana przez
modu³ zawieraj¹cy jedynie domeny ketosyntazy, acylotransferazy i bia³ka przeno-
sz¹cego acyl posiada grupê ketonow¹. Przyk³adem takiego uk³adu jest modu³ 3 syn-
tazy DEBS, który pozostawia grupê ketonow¹ przy wêglu 9 powstaj¹cego polikety-
du (rys. 2). Jeœli modu³ zawiera domenê KR grupa ketonowa zostaje zredukowana
do grupy hydroksylowej. Tak dzia³aj¹ modu³y 1, 2, 5, 6 syntazy DEBS wprowa-
dzaj¹ce grupy hydroksylowe odpowiednio w pozycjach 13, 11, 5, 3 ³añcucha polike-
tydowego, przy czym grupa OH przy wêglu 13 jest zaanga¿owana w tworzenie
wi¹zania laktonowego (rys. 2). Obecnoœæ domen KR i DH prowadzi do utworzenia
wi¹zania podwójnego miêdzy atomami wêgla (np. zmodyfikowany modu³ 4 syntazy
DEBS, rys. 3c). Jeœli modu³ zawiera domeny KR, DH i ER, ³añcuch wêglowy w odpo-
wiedniej pozycji jest ca³kowicie zredukowany (np. modu³ 4 syntazy DEBS, rys. 2).

Na N-koñcu bia³ka zawieraj¹cego pierwszy modu³ znajduj¹ siê domeny: AT i ACP
wprowadzaj¹ce starterow¹ resztê acylow¹ do kondensacji z resztami wyd³u¿aj¹-
cymi. Taki niepe³ny modu³ nazywany jest domen¹ ³aduj¹c¹ (LD, loading domain). Na
C-koñcu ostatniego modu³u syntazy wystêpuje zazwyczaj domena tioesterazowa
(TE) odpowiedzialna za hydrolizê wi¹zania ³añcucha poliketydu z syntaz¹ oraz,
w przypadku antybiotyków makrolidowych, laktonizacjê produktu (2,12,13).
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Rys. 3. Modyfikacje syntazy DEBS. a) niezmodyfikowana syntaza DEBS, zaznaczono uk³ad genów:
eryAI, eryAII, eryAIII; modu³ów, i bia³ek DEBS1, DEBS2, DEBS3, b) syntaza DEBS z unieczynnion¹ domen¹
KR w module 5, c) syntaza DEBS z unieczynnion¹ domen¹ ER w module 4, d) syntaza DEBS1+TE, e) syn-
taza DEBS z unieczynnion¹ domen¹ KS w module 1 i podawanym z zewn¹trz diketydem, f) schemat mo-
dyfikacji genetycznych syntazy DEBS prowadz¹cych do uzyskania biblioteki kombinatorycznej pochod-
nych 6-deoksyerytronolidu B (tab.). Domeny AT w modu³ach 2, 5 i 6 by³y zastêpowane domenami rapAT2
i rapAT14. Domeny KR w modu³ach 2, 5 i 6 by³y zastêpowane zestawami domen rapDH-ER-KR1,
rapDH-KR4 i ³¹cznikiem DEBS AT-ACP. Zmiany w modu³ach 2, 5 i 6 powodowa³y modyfikacje wêgli
11-10, 5-4 i 2-3.



Nowo powsta³y ³añcuch poliketydowy najczêœciej nie jest ostatecznym produk-
tem poliketydowym. Modyfikacje postpoliketydowe s¹ klasyfikowane jako osobna
grupa reakcji w syntezie poliketydów. Reakcje te s¹ prowadzone przez odrêbne en-
zymy. Geny koduj¹ce enzymy modyfikacji postpoliketydowych znajduj¹ siê w obrê-
bie zespo³u genów syntazy. Enzymy bezpoœrednio uczestnicz¹ce w modyfikacjach
to hydroksylazy, glikozylotransferazy, O-metylotransferazy, ketoreduktazy (14-16).

Cz¹steczki cukrów przy³¹czone do szkieletu poliketydowego warunkuj¹ lub
wzmacniaj¹ aktywnoœæ biologiczn¹ wielu zwi¹zków. Enzymy syntetyzuj¹ce pochod-
ne cukrowe przy³¹czane do poliketydu równie¿ poœrednio uczestnicz¹ w modyfika-
cjach postpoliketydowych. Geny tych enzymów s¹ zlokalizowane wspólnie z pozo-
sta³ymi genami koduj¹cymi enzymy modyfikuj¹ce. Pochodne cukrowe w³¹czane do
poliketydów zwykle pochodz¹ od TDP-glukozy. W wielu systemach syntezy znalezio-
no TDP-glukozo-4,6-dehydratazê przekszta³caj¹c¹ TDP-glukozê w TDP-4-keto-6-de-
oksyglukozê (17).

3. Struktura pierwszorzêdowa syntaz poliketydowych

W opisanym przypadku modu³owych syntaz poliketydowych uk³ad domen enzy-
matycznych odzwierciedla kolejnoœæ reakcji zachodz¹cych w czasie syntezy. U³o¿e-
nie modu³ów w bia³ku jest zgodne z kolejnoœci¹ katalizowanych przez nie cykli bio-
syntezy. Sekwencje nukleotydowe koduj¹ce domeny i ca³e modu³y u³o¿one s¹
w tym samym porz¹dku (18). W tym przypadku ³atwo jest przeœledziæ zale¿noœæ bu-
dowy koñcowego produktu poliketydowego od sekwencji DNA.

Z informacji zapisanej w DNA w pierwszym etapie uzyskujemy sekwencjê amino-
kwasow¹ bia³ek syntaz. Z sekwencji aminokwasowej wynikaj¹ jednoczeœnie struktu-
ra pierwszo-, drugo- i trzeciorzêdowa bia³ek. Stosunkowo prosta jest analiza struk-
tury pierwszorzêdowej podjednostek syntaz. Na podstawie porównañ homologii se-
kwencji aminokwasowych z sekwencjami znanych syntaz i innych enzymów mo¿na
okreœliæ wiele cech syntazy. Znacznie wiêksz¹ trudnoœæ sprawia przewidywanie
struktur drugo- i trzeciorzêdowych bia³ek na podstawie analizy sekwencji oraz
okreœlenie zale¿noœci pomiêdzy tymi strukturami a funkcjami spe³nianymi w synte-
zie poliketydów.

Analiza struktury pierwszorzêdowej (sekwencji aminokwasowej) syntaz polike-
tydowych pozwala na okreœlenie:

– pocz¹tków i koñców modu³ów,
– aktywnoœci enzymatycznych obecnych w poszczególnych modu³ach,
– specyficznoœci substratowej domen acylotransferazowych,
– specyficznoœci stereochemicznej domen ketoreduktazowych,
– miejsc wi¹zania kofaktorów,
– po³o¿enia regionów miedzydomenowych,
– po³o¿enia ³¹czników miedzy modu³ami (inter modular domains) (19),
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– obecnoœci domen ³¹cz¹cych poszczególne bia³ka (interprotein docking domains)
(20).

Pierwsz¹ domen¹ w module jest ketosyntaza rozpoczynaj¹ca siê charaktery-
styczn¹ sekwencjê konsensow¹ E/DP/RIAV. Miejsce aktywne domeny ketosyntazowej
charakteryzuje siê sekwencj¹ CSSS. Œrednia d³ugoœæ typowej domeny ketosyntazo-
wej wynosi 425 aminokwasy. Wszystkie domeny ketosyntazowe zawieraj¹ charakte-
rystyczn¹ sekwencjê KSNIGH w pozycji 342 i koñcz¹ siê sekwencj¹ NAHVV/IL/I/VE.

Nastêpn¹ w kolejnoœci domen¹ jest domena acylotransferazowa. Domeny acylo-
transferazowe rozpoczynaj¹ siê sekwencj¹ F/Y/V L/V F T/P GQG A/S, miejsce aktywne jest
okreœlane sekwencj¹ GHSxGE-104aa-AFH, gdzie pierwsza glicyna jest 84-92 amino-
kwasem w domenie. Domeny acylotransferazowe koñcz¹ siê sekwencj¹ RGA/V/IXXDW.
Pomiêdzy domenami ketosyntazowymi i acylotransferazowymi wystêpuj¹ ³¹czniki
o d³ugoœci od 81 do 139 aa. Specyficznoœæ domeny acylotransferazowej decyduje o ro-
dzaju reszty wyd³u¿aj¹cej wprowadzanej do ³añcucha poliketydowego. Najczêœciej do
³añcucha poliketydowego s¹ w³¹czane reszty malonylowa, lub metylomalonylowa.
Specyficznoœæ acylotransferazy w stosunku do typowych reszt okreœla sekwencja
w pozycji 58-83aa. Dla specyficznoœci wobec reszty malonylowej charakterystyczna
jest sekwencja ETGYA-7-QxAxFGLL, oraz obecnoœæ struktury beta–skrêt, beta-harmo-
nijka, alfa-helisa w pozycjach 280-300 aa. Domeny acylotransferazowe, w³¹czaj¹ce
resztê metylomalonylow¹, charakteryzuj¹ siê sekwencj¹ RVDVV-7-MxSxAxxW (11).
Mog¹ byæ równie¿ w³¹czane inne podjednostki wyd³u¿aj¹ce, np. reszta etylomalonylo-
wa, metoksymalonylowa, benzoylomalonylowa. Podjednostki te okreœlane s¹ mianem
reszt nietypowych. Obecnie nie s¹ znane charakterystyczne sekwencje, które pozwa-
la³yby wnioskowaæ o specyficznoœci domen AT wobec tych reszt.

Aby grupa ketonowa w nowo przy³¹czonej do ³añcucha podjednostce uleg³a
ca³kowitej redukcji modu³ syntazy musi zawieraæ trzy aktywnoœci enzymatyczne ke-
toreduktazê (KR), dehydratazê (DH) i enoiloreduktazê (ER). Pomimo ¿e reakcje re-
dukcji zachodz¹ w tej kolejnoœci domeny enzymatyczne w sekwencji bia³ka s¹
u³o¿one w kolejnoœci DH, ER, KR.

Domeny dehydratazowe rozpoczynaj¹ siê sekwencj¹ konsensow¹ LPTYxFxxxxxWL.
Charakterystyczn¹ cech¹ pozwalaj¹c¹ rozpoznaæ domenê dehydratazow¹ jest kon-
serwatywna sekwencja LxxHxxxGxxxxP, gdzie histydyna jest aminokwasem aktyw-
nym. Domeny dehydratazowe maj¹ d³ugoœæ ok. 160-180 aa. W odleg³oœci ok. 110
aminokwasów od wymienionej histydyny wystêpuje motyw GYXYGPXFQ (21).

Kolejno w sekwencji ulokowane s¹ domeny enoiloreduktazowe. Domeny enoilore-
duktazowe wystêpuj¹ najrzadziej, w zwi¹zku z tym materia³ do porównañ jest stosun-
kowo sk¹py. Charakteryzuj¹ siê obecnoœci¹ sekwencji konsensowej miejsca wi¹zania
NADPH LXHXGXXGGVG (22). D³ugoœæ domen enoiloreduktazowych wynosi ok. 330 aa.

Sekwencja wi¹¿¹ca NADPH w domenach ketoreduktazowych znajduje siê w po-
zycji 3-14 aa i ma przebieg TVL/VV/ITGG/ATGG/ALG. Centrum aktywne ketoreduktazy
jest zbudowane z triady katalitycznej S147, Y160 N164 i jest homologiczne do rodziny
enzymów dehydrogenaz/reduktaz.

Krzysztof Pawlik, Magdalena Kotowska

64 PRACE PRZEGL¥DOWE



Modu³y s¹ zakoñczone domenami przenosz¹cymi grupy acylowe (ACP). Te do-
meny maj¹ d³ugoœæ ok. 70 aa, Zawieraj¹ typow¹ sekwencjê konsensow¹ GxxS, gdzie
przy³¹czane jest ramiê fosfopantoteinowe (23). Domeny ACP rozpoczynaj¹ siê moty-
wem V/L/AL/TG/DLVR i koñcz¹ AV/LAA/EH/YL.

4. Struktury drugorzêdowe podjednostek syntaz poliketydowych

Brak jest wystarczaj¹cej wiedzy o strukturach drugo- i trzeciorzêdowych syntaz
poliketydowych. Du¿a masa cz¹steczkowa syntaz utrudnia uzyskanie struktury kry-
stalicznej ca³ego bia³ka. Na podstawie analizy sekwencji aminokwasowej mo¿na wy-
znaczyæ typowe struktury jak alfa-helisy czy beta-harmonijki powi¹zane struktural-
nie z wymienionymi, charakterystycznymi motywami aminokwasowymi. Brak jed-
nak badañ struktur krystalicznych nie pozwala w pe³ni wnioskowaæ o roli struktur
drugo- i trzeciorzêdowych w syntezie poliketydów.

Wiadomo jednak, ¿e modu³owe syntazy poliketydowe tworz¹ kompleksy sk³a-
daj¹ce siê z dimerów poszczególnych podjednostek syntazy. Bia³ka w dimerze
u³o¿one s¹ helikalnie i wspó³bie¿nie, tj. N-koñce razem i C-koñce razem. Helikalny
uk³ad powoduje, ¿e domeny KS i AT aktywne w jednym cyklu s¹ zlokalizowane na
jednym bia³ku, a domena ACP oraz domeny redukcyjne aktywne w tym samym cyklu
– na bia³ku zorientowanym wspó³bie¿nie. Opisany model funkcjonowania syntazy
poliketydowej potwierdzi³y doœwiadczenia rekonstrukcji aktywnych kompleksów
syntazy z zastosowaniem bia³ek o zmutowanych domenach KS i ACP (24-27).

Badania prowadzone w grupie P. Leadlaya pozwoli³y scharakteryzowaæ miêdzy-
bia³kowe domeny wi¹¿¹ce. Domeny te zosta³y uzyskane jako fragmenty bia³ek synta-
zy w fuzji z bia³kami glutationo S-transferazy. Zbadano ich strukturê krystaliczn¹.
Okaza³o siê, ¿e ka¿da podjednostka bia³kowa syntazy, która nie koñczy procesu syn-
tezy jest zakoñczona sekwencj¹ aminokwasow¹ koduj¹c¹ alfa-helisê, nastêpna w ko-
lejnoœci podjednostka rozpoczyna siê sekwencj¹ koduj¹ce trzy alfa-helisy. Wymie-
nione struktury tworz¹ rodzaj zamka, spe³niaj¹cego dwie funkcje – utrzymanie sta-
bilnoœci dimeru poszczególnych podjednostek, oraz po³¹czenie kolejnych dimerów
syntazy i zapewnienie prawid³owej kolejnoœci modu³ów w przebiegu syntezy polike-
tydu. Sekwencje tworz¹ce wymienione domeny s¹ bardzo konserwatywne, ale nie s¹
wzajemnie kompatybilne pomiêdzy ró¿nymi parami koñców podjednostek.

5. Projektowanie nowych syntaz poliketydowych

Zale¿noœæ budowy poliketydowego metabolitu od u³o¿enia genów i domen en-
zymatycznych w syntazie pozwala na ³atwe zaprogramowanie struktury nowego
zwi¹zku. Znaczna homologia sekwencji genów umo¿liwia przewidywanie funkcji
nowo poznanych syntaz i ³¹czenie fragmentów genów ró¿nych syntaz (12,28,29).
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Mo¿liwe jest stosowanie w manipulacjach genetycznych genów lub ich fragmentów,
które tylko na podstawie sekwencji sklasyfikowane zosta³y jako geny koduj¹ce syn-
tazy poliketydowe.

Dotychczas tworzone modyfikacje genetyczne syntaz poliketydowych mo¿na
podzieliæ na:

– Modyfikacje istniej¹cych syntaz. Takie modyfikacje prowadz¹ do zmian w uzy-
skiwanym produkcie, np. otrzymywany jest krótszy ³añcuch poliketydowy lub zmie-
nia siê stopieñ redukcji wybranych atomów wêgla.

– Tworzenie nowych, hybrydowych syntaz sk³adaj¹cych siê z fragmentów syntaz
istniej¹cych. Szczególnym przypadkiem takiego postêpowania jest biosynteza kom-
binatoryczna. W biosyntezie kombinatorycznej tworzy siê kilka niezale¿nych wersji
genów koduj¹cych poszczególne bia³ka syntazy poliketydowej. Nastêpnie poddaje
siê ekspresji ró¿ne kombinacje przygotowanych wczeœniej genów. W efekcie uzy-
skujemy bibliotekê nowych zwi¹zków poliketydowych.

– Modyfikacje syntezy na etapie modyfikacji postpoliketydowych. Najczêœciej
modyfikuje siê przy³¹czanie reszt cukrowych lub reakcje O-metylacji grup hydroksy-
lowych.

Idealnym rozwi¹zaniem do którego siê d¹¿y jest ca³kowicie sztuczne syntetyzo-
wanie sekwencji DNA koduj¹cej nowe zespo³y genów syntaz poliketydowych. Se-
kwencje takie by³yby projektowane na bazie znajomoœci cech warunkuj¹cych po-
wstawanie oczekiwanego zwi¹zku chemicznego.

Przedstawione eksperymenty obrazuj¹ metody i strategiê postêpowania w uzyski-
waniu nowych zwi¹zków poliketydowch poprzez modyfikacje syntaz poliketydowych.
Badania nad uzyskaniem w sposób naturalny poliketydów o „nienaturalnej” strukturze
dotycz¹ przede wszystkim syntazy DEBS z Saccharopolyspora erythraea, pierwszego do-
brze poznanego zespo³u genów i bia³ek PKS typu I. Najwiêkszy wk³ad w rozwój tej
dziedziny maj¹ laboratoria P. Laedlaya z Cambridge (UK) i R. McDaniela z firmy Kosan
Biosciences (USA). Poznanie sekwencji nukleotydowej zespo³ów genów syntaz innych
makrolidów: oleandomycyny, tylozyny, awermektyny, rapamycyny i zwi¹zku FK506 po-
zwoli³o na zastosowanie tych genów w konstrukcji nowych syntaz hybrydowch (30-33).

5.1. Modyfikacje istniej¹cych syntaz

Kolinearnoœæ domen w obrêbie genów oraz porz¹dku reakcji katalizowanych
przez domeny enzymatyczne zosta³y wykorzystane w doœwiadczeniach „znokauto-
wania” pojedynczych domen redukcyjnych przez wprowadzenie mutacji punkto-
wych genu. W ten sposób w wyniku ukierunkowanej mutagenezy zosta³a unieczyn-
niona domena ketoreduktazowa modu³u 5 oraz domena enoiloreduktazowa mo-
du³u 4 syntazy DEBS. Mutanty zawieraj¹ce nieaktywn¹ domenê redukcyjn¹ wytwa-
rzaj¹ niezredukowane pochodne erytromycyny, odpowiednio: 5-oksy-pochodn¹
i anhydro-pochodn¹ (rys. 3b i 3c, zwi¹zki 2 i 3) (34).
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Wykorzystuj¹c modu³owy charakter syntazy DEBS, sklonowano pojedynczy gen
koduj¹cy dwa pierwsze modu³y syntazy w po³¹czeniu z koñcow¹ domen¹ tioestera-
zow¹. W wyniku ekspresji uzyskano hybrydowe bia³ko DEBS1 + TE (rys. 3d). Bia³ko
to in vitro przekszta³ca podane substraty w triketydowy lakton. Triketyd – produkt
dwóch kolejnych kondensacji, jest stabilnym produktem poœrednim niezmodyfiko-
wanej syntazy (rys. 3d zwi¹zek 4). Zaobserwowano, ¿e DEBS1 + TE wykazuje tole-
rancjê wzglêdem starterowej reszty acylowej, w³¹czaj¹c oprócz propionylowej tak-
¿e resztê acetylow¹ lub butyrylow¹ (35). Wykazano tak¿e, ¿e DEBS1 + TE prze-
kszta³ca podane in vitro substraty w sposób selektywny pod wzglêdem stereoche-
micznym. Oznacza to, ¿e w³¹cza substraty o okreœlonej konfiguracji (S) oraz doko-
nuje inwersji konfiguracji w obrêbie powstaj¹cego produktu (36).

Oprócz wymienionych bia³ek syntazy otrzymano równie¿ kompleksy sk³adaj¹ce
siê z bia³ka DEBS1 oraz modu³u 3 z domen¹ tioesterazow¹, która w wyniku klono-
wania zosta³a umieszczona w „nienaturalnym” miejscu, tj. na koñcu modu³u 3,
a tak¿e kompleks sk³adaj¹cy siê z dwóch kompletnych bia³ek: DEBS1, DEBS2 oraz
modu³u 5 i domeny tioesterazowej. Wszystkie te zespo³y bia³ek, powsta³ych przez
„skracanie” naturalnego zespo³u genów w po³¹czeniu z przemieszczeniem fragmen-
tu jednego z genów, wytwarzaj¹ nowe zwi¹zki poliketydowe i s¹ przedmiotem ba-
dañ nad kinetyk¹ enzymatyczn¹ zmodyfikowanego zespo³u.

Region odpowiadaj¹cy domenie ketoreduktazy z modu³u 3 DEBS, gdzie wystê-
puje ona jako domena nieaktywna, wprowadzono na miejsce aktywnej domeny KR
z modu³u 2 uk³adu DEBS1 + TE. W wyniku tej wymiany domen otrzymano oczeki-
wany niezredukowany triketyd. Wymiana domen redukcyjnych w obrêbie genów
syntaz, jak stwierdzono na podstawie analizy ich sekwencji, jest mo¿liwa dziêki wy-
stêpowaniu stosunkowo d³ugich regionów okalaj¹cych te domeny. Mo¿na im przy-
pisaæ funkcjê strukturaln¹ w bia³ku syntazy, a dla celów modyfikacji genetycznych
maj¹ znaczenie jako regiony wyznaczaj¹ce zakres wymienianego DNA i oddzielaj¹ce
miejsca o okreœlonej funkcji katalitycznej (36,37).

Zaobserwowano, ¿e mutacje unieczynniaj¹ce domeny KS modu³ów od N-koñca
bia³ka DEBS1 nie wp³ywaj¹ na funkcjê modu³ów po³o¿onych dalej, tj. w kierunku
C-koñca. Obserwacje te powsta³y w wyniku doœwiadczenia, w którym do komórek
ze zmutowan¹ domen¹ KS pierwszego modu³u podawano substrat bêd¹cy metaboli-
tem poœrednim na drodze biosyntezy w postaci estru N-acetylocysteaminy (NAC).
Jest to diketyd – produkt kondensacji cz¹steczki starterowej (propionylowej)
z reszt¹ wyd³u¿aj¹c¹ (metylomalonylow¹) (rys. 3e zwi¹zek 5, gdzie R = CH3).
Zwi¹zek taki, choæ w warunkach naturalnych nie wystêpuje w postaci wolnej tylko
jako produkt utworzony przez modu³ 1 i przeniesiony z ACP modu³u 1 na KS
modu³u 2, zosta³ „zaakceptowany” przez domenê KS modu³u 2, ulega³ kondensacji
i katalizie przez dalsze modu³y, a¿ do uzyskania oczekiwanego, nie zmienionego
produktu koñcowego – 6-deoksyerytronolidu B (rys. 3e zwi¹zek 6). Diketydy o in-
nej strukturze (rys. 3e, R = wodór, reszta etylowa lub fenylowa) by³y równie¿
w³¹czane przez syntazê co prowadzi³o do powstania odpowiednio zmienionych
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produktów. Wprowadzanie zmodyfikowanych prekursorów z ominiêciem wczeœ-
niejszych etapów biosyntezy jest jeszcze jednym sposobem ingerencji w strukturê
poliketydu (36).

5.2. Tworzenie syntaz hybrydowych

Strategi¹ alternatywn¹ do ukierunkowanych mutacji genu jest tworzenie genów
mozaikowych.

Syntaza awermektyny mo¿e w³¹czaæ ponad 40 alternatywnych substratów –
kwasów karboksylowych, których reszty najczêœciej stanowi¹ rozga³êziony ³añcuch
wêglowy. Tê tolerancjê substratow¹ starterowej domeny AT syntazy awermektyny
wykorzystano tworz¹c mozaikê genów z modu³ami syntazy DEBS pozbawionej w³as-
nego startera. W zespole genów awermektyny, podobnie jak w DEBS, wystêpuje ro-
dzaj starterowego modu³u sk³adaj¹cego siê z dwóch domen: AT i ACP. Modu³ starte-
rowy syntazy awermektyny sklonowano w miejscu odpowiedniego fragmentu w uk³a-
dzie DEBS1 + TE. Taki zespó³ enzymatyczny jest zdolny do wykorzystywania szer-
szego ni¿ DEBS zakresu alternatywnych cz¹steczek starterowych, tak¿e o rozga³êzio-
nym ³añcuchu wêglowym. Klonowanie powtórzono w pe³nym zestawie genów DEBS
aby przekonaæ siê o wp³ywie zmiany startera na dalsze etapy syntezy poliketydu,
rozpoznanie substratowe dalszych podjednostek syntazy oraz aktywnoœæ antybio-
tyczn¹ powstaj¹cych pochodnych erytromycyny. Doœwiadczenia te wykaza³y olbrzy-
mi potencja³ funkcjonalny syntazy DEBS, zdolnej do „obróbki” alternatywnych sub-
stratów i wytwarzania tym samym wielu zwi¹zków o aktywnoœci antybiotycznej (38).

W przeciwieñstwie do starterowych domen AT, zró¿nicowanych pod wzglêdem
specyficznoœci substratowej, domeny acylotransferazowe aktywne w kolejnych cy-
klach kondensacji najczêœciej s¹ specyficzne wobec malonylo-CoA albo metylomalo-
nylo-CoA i w³¹czaj¹ do poliketydu resztê acetylow¹ albo propionylow¹. Zaobserwo-
wano, ¿e na podstawie analizy przypuszczalnej sekwencji aminokwasowej tych do-
men mo¿na przewidzieæ rodzaj w³¹czanej cz¹steczki (11). Zbadano wymienialnoœæ
domen AT dwóch pierwszych modu³ów syntazy DEBS, warunkuj¹cych w³¹czanie pro-
pionianu, na domeny AT w³¹czaj¹ce octan i pochodz¹ce z innych syntaz (39). Rekom-
binanty wytwarza³y nowe pochodne erytromycyny, nie zawieraj¹ce grupy metylowej
w odpowiedniej pozycji pierœcienia makrolidowego, a jeden z rekombinantów wy-
dajnoœci¹ produkcji dorównywa³ szczepowi niezmutowanemu. Dwa spoœród trzech
typów rekombinantów zawiera³y domeny AT pochodz¹ce z zespo³u genów PKS, któ-
rych produkt poliketydowy nie jest znany. Charakterystykê domen AT tych genów
przeprowadzono wy³¹cznie w oparciu na analizie przypuszczalnych sekwencji ami-
nokwasowych. Doœwiadczenie to wskazuje na mo¿liwoœæ zastosowania jedynie czêœ-
ciowo scharakteryzowanych sk³adników PKS w in¿ynierii genetycznej poliketydów.

W laboratorium Kosan Biosciences stworzono bibliotekê kombinatoryczn¹ po-
chodnych 6-deoksyerytronolidu B – aglikonowej czêœci erytromycyny A. Ekspery-

Krzysztof Pawlik, Magdalena Kotowska

68 PRACE PRZEGL¥DOWE



ment polega³ na wymianie poszczególnych domen acylotransferazy oraz ketoreduk-
tazy w modu³ach 2, 5 i 6 syntazy DEBS (rys. 3f). Jako elementy wymienne zastosowa-
no: domenê acylotransferazow¹ z modu³u 2 syntazy rapamycyny (rapAT2), fragment
bezpoœrednio ³¹cz¹cy domeny AT i ACP (³¹cznik AT/ACP), uk³ad domen DH/KR
z modu³u 4 rapamycyny (rapDH/KR4) i uk³ad domen modyfikuj¹cych DH/ER/KR z mo-
du³u 1 syntazy rapamycyny. W rezultacie kombinacji wymienionych elementów
z syntaz¹ DEBS uzyskano 33 ró¿ne pochodne 6-deoksyerytronolidu B (40). Wyniki
eksperymentu zestawiono w tabeli. Wszystkie domeny acylotransferazowe syntazy
DEBS, w³¹czaj¹ resztê propionylow¹, domena z modu³u 2 rapamycyny jest specy-
ficzna dla malonylo-CoA. Wymiana domen acylotransferazowych syntazy DEBS
w modu³ach 2, 5 i 6 na domenê z syntazy rapamycyny powoduje brak grup metylo-
wych odpowiednio przy wêglach 2, 4, 10. Zamiana domen ketoreduktazowych na
18-aminokwasowy ³¹cznik AT/ACP powoduje pozostanie grup ketonowych przy wê-
glach 3, 5, 11. Kolejne stopnie redukcji i dehydratacjê mo¿na uzyskaæ poprzez po-
zostawienie domen KR, wprowadzenie uk³adu domen DH/KR, czy uk³adu DH/ER/KR1
(40).

T a b e l a

Zestawienie mutantów syntazy DEBS i uzyskanych pochodnych 6-deoksyerytronolidu B. Domeny AT zastêpo-

wano domenami rapAT2 lub rapAT14, domeny redukcyjne ³¹cznikiem AT/ACP, zestawem rapDH/KR4 lub

rapDH/ER/KR1

Kombinacja mutanta Pochodna 6-deoksyerytronolidu B

1 2

pojedyncze modyfikacje w module 2

rapAT2

³¹cznik AT/ACP

rapDH/KR4

rapDH/ER/KR1

10-dezmetylo

brak produktu

10,11-anhydro

11-deoksy

pojedyncze modyfikacje w module 5

rapAT2

³¹cznik AT/ACP

rapDH/KR4

rapDH/ER/KR1

4-dezmetylo

5-deoksy-5-oksy

4,5-anhydro

5-deoksy-5-oksy; 5-deoksy

pojedyncze modyfikacje w module 6

rapAT2

³¹cznik AT/ACP

rapDH/KR4

rapDH/ER/KR1

2-dezmetylo

3-deoksy-3-oksy; 2-dezmetylo-3 deoksy-3-oksy

2,3-anhydro

3-deoksy-3-oksy; 2,3-anhydro

modyfikacje dwóch elementów w module 2

rapAT2+ ³¹cznik AT/ACP

rapAT2+ rapDH/KR4

rapAT2+ rapDH/ER/KR1

brak produktu

10-dezmetylo-10,11-anhydro

10-dezmetylo-11-deoksy
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1 2

modyfikacje dwóch elementów w module 6

rapAT2+ ³¹cznik AT/ACP

rapAT2+ rapDH/KR4

rapAT2+ rapDH/ER/KR1

2-dezmetylo-3-deoksy-3-oksy

2-dezmetylo-3-(epi)

2-dezmetylo-3-deoksy-3-oksy

modyfikacje w module 2 i w module 5

modu³ 2 modu³ 5

rapAT2

rapAT2

rapAT2

rapDH/KR4

rapDH/KR4

rapDH/KR4

rapDH/ER/KR1

rapDH/ER/KR1

rapDH/ER/KR1

³¹cznik AT/ACP

rapDH/KR4

rapDH/ER/KR1

rapAT2

³¹cznik AT/ACP

rapDH/ER/KR1

rapAT2

³¹cznik AT/ACP

rapDH/KR4

5-deoksy-5-oksy-10-dezmetylo

4,5-anhydro-10-dezmetylo

5-deoksy-5-oksy-10-dezmetylo; 5-deoksy-10-dezmetylo

4-dezmetylo-10,11-anhydro

5-deoksy-5-oksy-10,11-anhydro

brak produktu

4-dezmetylo-11-deoksy

5,11-dideoksy-5-oksy

4,5-anhydro-11-deoksy

modyfikacje w module 2 i w module 6

modu³ 2 modu³ 6

rapAT2

rapAT2

rapAT2

rapDH/KR4

rapDH/KR4

rapDH/ER/KR1

rapDH/ER/KR1

rapAT2

³¹cznik AT/ACP

rapDH/KR4

rapAT2

³¹cznik AT/ACP

rapAT2

³¹cznik AT/ACP

2,10-didezmetylo

3-deoksy-3-oksy-10-dezmetylo

2,3-anhydro-10-dezmetylo

2-dezmetylo-10,11-anhydro

3-deoksy-3-oksy-10,11-anhydro

2-dezmetylo-11-deoksy

3-deoksy-3oksy-11-deoksy

modyfikacje w module 2 i dwie modyfikacje w module 6

modu³ 2 modu³ 6

rapAT14

rapDH/KR4

rapDH/ER/KR1

rapAT2+³¹cznik AT/ACP

rapAT2+³¹cznik AT/ACP

rapAT2+³¹cznik AT/ACP

2,10-didezmetylo-3-deoksy-3-oksy

2-dezmetylo-3,11-dideoksy-3-oksy-10,11-anhydro

2-dezmetylo-3,11-dideoksy-3-oksy

modyfikacja w module 2, module 5 i module 6

modu³ 2 modu³ 5 modu³ 6

rapDH/ER/KR1 ³¹cznik AT/ACP rapAT2 2-dezmetylo-5,11-dideoksy-5-oksy

5.3. Modyfikacje reakcji postpoliketydowych

Rozszerzeniem mo¿liwoœci tworzenia nowych zwi¹zków poliketydowych s¹ mo-
dyfikacje reakcji postpoliketydowych.

Kontynuuj¹c opisany eksperyment tworzenia biblioteki kombinatorycznej po-
chodnych aglikonowej czêœci erytromycyny A, badacze wprowadzili do szczepu
Streptomyces lividans geny desI-desVII ze szczepu Streptomyces venezuelae warunkuj¹ce
syntezê dezozaminy. Dezozamina jest sk³adnikiem erytromycyny A, pikromycyny,
oleandomycyny i narbomycyny. Uzyskany szczep przy³¹cza³ dezozaminê do agliko-
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nowych czêœci erytromycyny i narbomycyny podawanych w po¿ywce. W dalszym
etapie w szczepie zawieraj¹cym geny des prowadzono ekspresjê zmodyfikowanych
bia³ek syntazy DEBS. Otrzymano zwi¹zki uzyskane wczeœniej w bibliotece kombina-
torycznej z przy³¹czon¹ dezozamin¹. Otrzymane zwi¹zki wykazywa³y w³aœciwoœci
antybiotyczne (41).

6. Poszukiwanie nowych genów syntaz poliketydowych

Wiêkszoœæ zwi¹zków poliketydowych, które znalaz³y zastosowanie praktyczne
produkowanych jest przez glebowe bakterie z rodzaju Streptomyces nale¿¹ce do rzê-
du promieniowców (Actinomycetales). Zdolnoœæ wytwarzania ró¿norodnych metabo-
litów wtórnych, m. in. poliketydów maj¹ tak¿e przedstawiciele innych rodzajów
promieniowców.

Zakoñczone i prowadzone projekty sekwencjonowania genomów bakteryjnych
dostarczaj¹ informacji o nowych genach syntaz poliketydowych, których produkty
pozostaj¹ nieznane. Powsta³a baza danych obejmuj¹ca tylko geny syntaz polikety-
dowych (42) (http://www.nii.res.in/searchall.html). Na podstawie tej bazy specjalnie
przygotowany program pozwala na szybk¹ automatyczn¹ analizê nowo uzyskanych
sekwencji DNA (43). Projekt sekwencjonowania genomu Streptomyces coelicolor (44)
(http://www.sanger.ac.uk/ Projects/S_coelicolor/) ujawni³ istnienie dwóch modu³o-
wych syntaz poliketydowych typu I, a zsekwencjonowanie genomu Streptomyces

avermitilis dostarczy³o informacji o genach dwunastu syntaz poliketydowych (45,46)
(http://avermitilis.ls.kitasato-u.ac.jp/). Równie¿ chromosomy promieniowców choro-
botwórczych 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/) zawieraj¹ licz-
ne geny syntaz poliketydowych (47-49).

Postêp w dziedzinie sekwencjonowania DNA przyniós³ lawinowy wzrost iloœci
informacji zdeponowanych w komputerowych bazach DNA. Liczba znanych sekwen-
cji DNA syntaz poliketydowych stale roœnie dziêki nowym strategiom poszukiwania
genów, niezale¿nie od tego czy w danych warunkach geny te ulegaj¹ ekspresji. Sto-
suje siê ró¿norodne techniki przeszukiwania genomów, których sekwencja nie zo-
sta³a jeszcze poznana. Pierwszy etap stanowi najczêœciej konstrukcja biblioteki ge-
nomowego DNA badanego organizmu. Klony zawieraj¹ce geny syntaz poliketydo-
wych mo¿na zidentyfikowaæ przy u¿yciu reakcji PCR, hybrydyzacji Southerna lub
czêœciowe sekwencjonowanie i porównanie ze znanymi sekwencjami genów syn-
taz (50,51). Geny biosyntezy antybiotyków wystêpuj¹ w postaci zgrupowañ obej-
muj¹cych 20-200 kpz. W przypadku chromosomu Streptomyces o d³ugoœci 8,5 Mpz
mo¿na siê spodziewaæ, przy za³o¿eniu równomiernego rozk³adu, ¿e spoœród 1000
krótkich (500 pz) sekwencji co najmniej 2 bêd¹ reprezentowaæ ka¿dy zespó³ genów
(51).
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Mo¿liwe jest tak¿e poszukiwanie genów nowych syntaz poliketydowych w DNA
izolowanym bezpoœrednio z gleby, wody, osadów dennych i innych próbek œrodowi-
skowych (tzw. eDNA, environmental DNA). Badania DNA z próbek œrodowiskowych
prowadzone s¹ najczêœciej metod¹ PCR przy zastosowaniu odpowiednich starte-
rów. Daj¹ one dostêp do informacji genetycznej mikroorganizmów, których nie
uda³o siê wyhodowaæ w warunkach laboratoryjnych. W bibliotece eDNA z gleby zi-
dentyfikowano klony zawieraj¹ce geny syntaz poliketydowych typu I (52), a w bi-
bliotece DNA bakteryjnych symbiontów chrz¹szczy i g¹bek wykryto klony zawie-
raj¹ce geny nietypowych syntaz modu³owych, w których domena acylotransferazy
jest zast¹piona odrêbnym bia³kiem dzia³aj¹cym iteracyjnie (53).

Aktualnie prowadzone badania zmierzaj¹ w kierunku projektowania nowych
syntaz na poziomie sekwencji DNA. W laboratoriach Kosan Biosciences przeprowa-
dzono eksperyment syntezy in vitro DNA koduj¹cego podjednostki syntazy DEBS.
Zsyntetyzowano fragment d³ugoœci 32 kpz (54). Jest to pierwszy krok na drodze
ca³kowicie sztucznego tworzenia nowych zwi¹zków poliketydowych. W opisywa-
nym przypadku pos³u¿ono siê znan¹ sekwencj¹ istniej¹cej syntazy. Ca³a sekwencja
zosta³a uzyskana przez ³¹czenie 40-nukleotydowych syntetycznych oligonukleoty-
dów metod¹ PCA (polymerase cycling assembly) i tradycyjne klonowanie. Wiêkszoœæ
procesów zosta³a zautomatyzowana co pozwoli³o skróciæ czas uzyskania ca³ego
fragmentu DNA. Taka strategia pozwala na wprowadzanie dowolnych zmian w se-
kwencji przez zmianê w programowaniu poszczególnych oligonukleotydów. W ten
sposób niezwykle szybko mo¿na uzyskiwaæ nowe produkty poliketydowe, a ich
tworzenie sprowadza siê do projektowania nowej sekwencji DNA koduj¹cej syntazê
poliketydow¹.

Praca wykonana w ramach dzia³alnoœci statutowej Instytutu Immunologii i Terapii Doœwiadczalnej
PAN przy wsparciu Komitetu Badañ Naukowych, grant KBN 3P04B 004 25.
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