Postepy w rozwoju narzedzi biologii syntetycznej
do bioprodukcji analogéw produktéw naturalnych

mgr inz. Piotr Michalowski'?,
mgr Aleksandra Bigos?,
dr Dorota Jakubczyk®*

Instytut Technologii i Inzynierii Chemicznej,
Politechnika Poznarnska

*Wydziat Biologii, Uniwersytet im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu

*Pracownia Chemii Medycznej, Centrum
Biologii Chemicznej, Instytut Chemii Bioorga-
nicznej Polskiej Akademii Nauk, Poznan

https://doi.org/10.18388/pb.2021_531

“autor korespondujacy: djakubezyk@ibch.po-
znan.pl

Stowa kluczowe: metabolity wtérne, progra-
mowalna bioprodukcja analogéw naturalnych,
biotransformacja, mutasynteza, mutageneza,
karmienie substratowe

Wykaz stosowanych skrétéw: NP - produkty
naturalne (ang. natural products); DXP - fos-
foran deoksyksylulozy (ang. deoxyxylulose
phosphate); MVA - kwas mewalonowy (ang.
mevalonic acid); COX - cyklooksygenazy (ang.
cyclooxygenases); NBS — N-bromoftalimid (ang.
N-bromophthalimide); HMO - oligosacharydy
mleka ludzkiego (ang. human milk oligosaccha-
rides); DERA - aldoza 2-deoksy-D-5-fosforano-
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- plama atmosferyczna i pokojowa (ang. atmo-
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esters)
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STRESZCZENIE

wiazki chemiczne pochodzenia naturalnego, tak zwane produkty naturalne oraz ich po-

chodne, stanowia podstawe leké6w oraz znajduja szerokie zastosowanie miedzy innymi
w branzy rolniczej, weterynaryjnej, spozywczej czy tez kosmetycznej. W artykule przed-
stawiono podzial produktéw naturalnych, ze szczegélnym uwzglednieniem bioaktywnych
metabolitow wtornych oraz postepy w rozwoju narzedzi biologii syntetycznej do ich bio-
produkcji.

WPROWADZENIE

Produkty naturalne (NP) to zwiazki chemiczne wytwarzane na drodze bio-
chemicznej syntezy przez organizmy zywe, np. roéliny i drobnoustroje. NP dzie-
li sie na metabolity pierwotne i wtérne. Metabolity pierwotne to zwiazki, ktére
maja podstawowe znaczenie dla przezycia organizmu, takie jak aminokwasy i
weglowodany. Stanowia one réwniez substraty do produkcji bardziej ztozonych
bio-czasteczek, takich jak biatka i kwasy nukleinowe. Metabolity wtérne orga-
niczne sg czasteczkami organicznymi, ktére zazwyczaj petnig funkcje zewnetrz-
na, tzn. wplywaja gtéwnie na inne organizmy poza ich producentem. Ukierun-
kowana produkcja i ekstrakcja duzych ilosci metabolitow wtérnych do celow
przemystowych i/lub klinicznych stanowi wyzwanie technologiczne [1]. Meta-
bolity wtérne nie sa bezposrednio zaangazowane we wzrost oraz rozw6j danego
organizmu i nie sa konieczne do jego przetrwania w naturalnych warunkach, w
przeciwienistwie do metabolitéw pierwotnych. Metabolity wtérne pomagaja ich
producentowi konkurowaé w momencie interakgji i obrony miedzygatunkowe;j.
Ich pochodzenie biosyntetyczne klasyfikuje sie¢ wedlug sposobu wytwarzania,
przy uwzglednieniu enzymow, ktére czesto uczestnicza w metabolizmie pro-
dukcji metabolitow pierwotnych takich organizmoéw [2]. Stanowia podstawe
farmaceutykow i srodkéw obronnych przed patogenami, sa sktadnikami przy-
praw o charakterze smakowo-zapachowym lub zapachowym, a takze Zrédlem
biopolimeréw funkcjonalnych, biopestycydéw i czasteczek odzywczych [3].
Ponad potowe lekéw przeciwnowotworowych i blisko dwie trzecie klinicznie
stosowanych antybiotykéow zalicza sie do NP. Wytwarzane przez organizmy
metabolity cechuja sie selektywna zjadliwoscia, przez co posiadaja podwyzszo-
ne wskazniki biob6jczosci. Dzigki temu wykorzystane sg jako inhibitory lub ter-
minatory drobnoustrojéw chorobotwérczych [4].

Odkrywanie produktéw naturalnych od polowy XX wieku opierato sie na
badaniach fenotypowych poprzez analize wybranych materiatéw biologicznych
pochodzenia roélinnego i drobnoustrojowego. Zebrany material weryfikowano
pod katem aktywnosci biologicznej, oczyszczajac i izolujac czynne metabolity
[5]. Fenotypowa identyfikacja i kierunek dziatania nie wykluczaly uzyskiwania
farmaceutykéw nieskutecznych i kosztownych. Niedrogie metody sekwencjo-
nowania i szeroki zakres danych genomowych umozliwily aprioryczna identyfi-
kacje genéw biosyntetycznych [6]. Pozwolilo to przewidywac i/lub symulowac
strukture rusztowania biochemicznego, przy jednoczesnym okreslaniu prawdo-
podobnej funkcji genéw. W efekcie mozliwa byta produkcja oraz rozwdj che-
micznej manipulacji biokatalizatorow w celu wytwarzania czasteczek niespoty-
kanych w naturze, a ktérych bioaktywnos¢ wykazuje wysoki potencjal funkcjo-
nalny, w szczegdlnosci przy strukturach naturalnie zmodyfikowanych [7].

Metabolity wtérne podzielono na kilka klas, w ktérych poszukiwane sg
zwiazki o dzialaniu antybakteryjnym, przeciwutleniajgcym i/lub przeciw-
nowotworowym. Najpopularniejszymi z nich sa terpeny (terpenoidy), ktére
skladaja sie z piecioweglowych jednostek izoprenowych, a osiagajace nawet
komponenty czterdziestoweglowe. Pochodza gtéwnie z roslinnych szlakéw bio-
syntetycznych fosforanu deoksyksylulozy (DXP), zachodzacych w plastydach
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Tabela 1. Glowne typy alkaloidow i ich zastosowanie farmaceutyczne [1]

Zrodto roslinne Zastosowanie

Typ alkaloidu

Przyktad zwigzku

Piperydyny Kora granatu Koniina Unieruchomienie neuronéw ruchowych

Higiena Srodek stymulujacy, depresant

Pirolidyny

Krasnodrzew pospolity (Erythroxylum coca)

oraz cytozolowego kwasu mewalonowego (MVA). Laktony
seskwiterpenowe, zawierajace pentacykliczng grupe lakto-
nowa, farmakologicznie wykazuja dzialanie przeciwzapal-
ne poprzez hamowanie czynnika transkrypcyjnego NF-kB,
ktéry posredniczy gléwnie w powstawaniu stanéw zapal-
nych oraz w odpowiedziach immunologicznych. Laktony
terpenowe przyczyniaja si¢ do swoistej cytotoksycznosci i
alergennosci [1,8]. Artemizynina (5, Ryc. 1), zawierajaca sta-
bilny mostek nadtlenkowy, wykazuje dzialanie przeciwma-
laryczne, zaklécajac dziatanie ATPazy wapniowej, ale réw-
niez redukuje alkilowanie makroczasteczek biologicznych
i wytwarzanie reaktywnych form tlenu. Przeciwrakowym
diterpenem jest paklitaksel, ktérego inhibujace dziatania
wykazano w odniesieniu do nowotworéw piersi, jajnikow
i ptuc. Ma on zdolno$¢ wiazania sie z mikrotubulami, stabi-
lizujac je przed depolimeryzacjq i dzieki temu hamuje proli-
feracje komoérkowsa [1,9].

Grupa NP o pozadanych wiasciwosciach bioaktywnych
s nierybosomalne peptydy, do ktérych naleza w szcze-
golnosci deotamidy. Sa one nowoodkrytymi zwigzkami
przeciwbakteryjnymi, wytwarzanymi przez organizmy
morskie. Ich przykladem jest ascidian, ktérego pochodne
w postaci aminoalkoholi, meroterpenéw i polisiarczkow
stanowia baze 100 wtérnych metabolitéw o zréznicowanej
budowie i nie w pelni odkrytej funkcjonalnosci. Pochodne

ascidianéw znaleziono takze w bakteriach morskich, pod-
dajac je analizie przesiewowej i ustalajac ich réznorodna
aktywnosc¢ antykancerogenna [10].

Inng grupa produktéw naturalnych sa zwigzki fenolo-
we, ktoérych przedstawiciele, oprocz wilasciwosci antyutle-
niajacych, wykazuja takze wplyw redukujacy na starzenie
komoérkowe lub ich cykl namnazania. Kumaryny, flawo-
noidy i cynamoniany, dzieki centrom fenolowym, hamuja
wydzielanie cyklooksygenazy (COX), dzialajac przeciw-
zapalnie z selektywnoscig > 56% oraz przeciwbdlowo (ze
skutecznoscig > 90%) w kontakcie z cytokininami zapalny-
mi TNF, ktérych stezenie nie przekracza 4 mg/kg w sys-
temie in vivo [11]. Polifenole (np. kurkumina, resweratrol),
polisacharydy (np. lentinan), saponiny i kapsaicyna maja
potencjalne dziatanie immunomodulujace. W systemach ro-
slinnych szlaki syntetyczne flawonoidéw wiaza sie z azoto-
wymi pochodnymi - alkaloidami (Tab. 1). Dzialanie prze-
ciwskurczowe, przeciwcisnieniowe, regulujace zaburzenia
psychiczne i neurologiczne, to tylko niektére z zastosowarn
tych aromatycznych aminokwasowych pochodnych, ktére
w szlakach bocznych tacza sie z monoterpenami. Zaliczane
sa do nich atropina (antidotum na szerokie spektrum tru-
cizn), nikotyna (stymulacja oddechowa), morfina (dziatanie
przeciwbdlowe), anabazyna (antybakteryjnosc) i strychnina
(leczenie nadcisnieniowe) [12]. Do grupy heterocyklicznych
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Rycina 1. Struktura i zastosowanie wybranych metabolitow wtérnych [8-13].
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azotopochodnych naleza takze glukozynolany (7, Ryc. 1)
i benzoksazynony (2, Ryc. 1) o dzialaniu owadobdjczym,
stanowigce odmiane naturalnych herbicydéw o budowie
zasad Schiffa; a takze glikozydy cyjanogenne, ktére odgry-
waja role w obronie roélin oraz moga by¢ stosowane jako
zwiazek fagostymulujacy [13]. Przedstawiona charakte-
rystyka przyktadéw zwigzkéw nalezgcych do roslinnych
metabolitéw wtérnych, obrazuje jak rézne potrafia by¢ ich
wlasdciwosci.

Szeroka funkcjonalnosé NP jest konsekwencja zlozonosci
strukturalnej, biorac pod uwage aspekty regio- i chemose-
lektywnosci w kontekscie ilosci, rodzaju grup funkcyjnych
oraz ich usytuowania przestrzennego. Problem selektywnej
syntezy widoczny jest na przykladzie pochodnych kuma-
ryny, ktére w zaleznosci od rodzaju oraz rozmieszczenia
podstawnikéw, moga wpltywac na wzrost efektu przeciw-
zakrzepowego, przeciwgruzliczego, przeciwdrgawkowego,
przeciwhiperglikemicznego i przeciwnowotworowego [14].
Jednakze ich wydajna synteza oraz separacja wymagaja
najczesciej duzego zautomatyzowania i doboru parame-
tréw, co niesie ze soba koszty, a lekoopornosé organizmu
na produkowany zwigzek nadal nie jest wykluczona. Ka-
talizowanie rodem, kompleksami palladowymi, N-bromo-
ftalimidem (NBS) i peptydami zwigzanymi z imidazolami
pozwala uzyskiwac regioselektywne pochodne produktéw
naturalnych. Wyzwaniem sa mieszaniny racemiczne wy-
magajace oczyszczenia lub precyzyjnej ekstrakcji substancji
o potencjale bioaktywnym [15]. W konsekwencji prowadzo-
ne dziatania syntetyczne staja sie czaso- i kosztochlonne.

W obecnym trendzie syntetycznym odchodzi sie od po-
dejscia jedna czasteczka - jeden cel - jedna choroba. Dlatego
tez projektowanie sprzezonych, wielofunkcyjnych hybryd
molekularnych o zdefiniowanych podjednostkach farmako-
forowych, przy czestym zastosowaniu chemii click, stano-
wi nowy wymiar prac nad farmaceutykami. Jednocze$nie
zmniejsza ono ryzyko interakgji lekowych i minimalizuje
odpornosé na leki, co pozwala uzyskiwaé wieloczynnikowe
inhibitory catych szlakéw metabolicznych. Przektada sie to
na skutecznos$¢ terapii, jej selektywnosc i precyzje. Tak po-
zyskiwane substancje bazujg na naturalnych pochodnych
metabolitow wtérnych, ktérych klasyczna Sciezka syntezy,
ze wzgledu na réznorodnos¢ strukturalng i ich wzajemne
korelacje, trudno byloby uzyskaé. Wsparcie tej Sciezki sta-
nowia techniki biologiczne, semibiologiczne i/lub gene-
tyczne, ktére wykorzystuja potencjal katalizujacy mikroor-
ganizméw, enzymow i pojedynczych, naturalnych kompo-
nentéw. Dzieki temu w szybszy i skuteczniejszy sposob sa
w stanie prowadzi¢ procesy cykloaddydji, elektrocyklizacji,
przegrupowania sigmatropowego i reakcji Dielsa-Aldera,
ktore stanowig cztery gléwne reakcje chemiczne biologii
syntetycznej, bedace problematyczne w kontekscie regio- i/
lub chemoselektywnosci przy klasycznych metodach sprze-
gania zwigzkéw NP i ich pochodnych [16]. Do technik ma-
nipulacyjno syntetycznych biologii syntetycznej chemii bio-
logicznej zalicza sie biokatalize, biotransformacje, synteze
chemoenzymatyczng, mutageneze, mutasynteze i techniki
inzynierii genetycznej, a takze synteze wymuszona przez
karmienie substratowe. Wykorzystuja one szereg nowocze-
snych rozwiazan w zakresie analizy, strategii eksploatacyj-
nej oraz przesiewowej, a takze inzynierii genomu i hodow-
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li linii komoérkowych oraz drobnoustrojéw. Dzieki temu
techniki biologiczne pozwalaja uzyskac zidentyfikowana,
bioaktywna, hitowa nanoczasteczke zgodna z zalozeniami
projektowymi, nie redukujac jednoczesnie jej ztozonosci
strukturalnej i naturalnego pochodzenia, co niesie za sobg
zwigkszona biozgodnosé srodowiskowa [17].

PRZEGLAD NARZEDZI BIOLOGII SYNTETYCZNE]

BIOTRANSFORMACJA I SYNTEZA
CHEMOENZYMATYCZNA

W ciagu ostatnich stu lat badania w zakresie biokatali-
zy rozwijaly sie w trzech odrebnych falach, rozpoczynajac
od wykorzystania surowego ekstraktu do oczyszczonych
enzyméw, a nastepnie do rekombinowanych uktadéw en-
zymatycznych. Badania przesiewowe biokatalizatoréw
ewoluowaly od ekstrakgji ze Zrédet naturalnych do eksplo-
racji metodami bioinformatycznymi wybranych genéw. W
konsekwencji rozw6j biologii strukturalnej wspart biotrans-
formacje przez strukturalna analize sekwencyjng, przez co
inzynieria biokatalizatoréw ukierunkowata sie na dostoso-
wanie warunkéw reakcji do wiasciwosci enzymatycznych
[18]. Umozliwito to prowadzenie pierwszych enancjoselek-
tywnych reakgji (R)-mindelonitrylu, masowej produkcji pe-
nicyliny, a takze produkgji fruktozy. Wszystkie te procesy
polegaly na identyfikacji odpowiednich, naturalnie wyste-
pujacych enzymoéw bez ich sztucznej modyfikacji, generujac
zesp6t produktéw o szerokim zastosowaniu biochemicz-
nym, farmaceutycznym i spozywczym [19].

Biokataliza rozwigzala takze problem tworzenia wig-
zania C-C, ktére jest niezbedne do budowy weglowego
szkieletu strukturalnego. Najczesciej enzymatyczna for-
macja wigzania C-C opiera si¢ na ataku nukleofilowym na
wybrany aldehyd lub keton, chociaz wtedy reakcje czesto
maja nizsza wydajno$é, poniewaz réwnowagi reakcji s
mniej korzystne. Zasadniczo szes¢ nukleofili/ donoréw jest
obecnie stosowanych w biokatalizie, dajac pochodne karbo-
nylowe sprzegane z cyjankami, alkoholami i kwasami [20].
Przykladem jest zesp6t enzyméw HNL, ekstrahowanych z
komérek kauczukowca brazylijskiego (Havea brasiliensis),
ktéry umozliwia tworzenie oraz rozklad cyjanohydryn
(Ryc. 2) [21]. Enzymy te wykorzystuja ré6zne mechanizmy
biochemiczne - od katalizowanej metalem Lewisa, po kla-
syczna katalize kwasowo-zasadowa. Niezaleznie od me-
chanizmu, enzymy zazwyczaj wykorzystuje si¢ w ukladach
dwufazowych przy niskim pH, aby sttumi¢ niepozadana re-
akcje tta i zapewnic¢ wysokie nasycenie substratem. Oprocz
cyjanku, jako nukleofil (donor), mozna réwniez zastosowac
nitrometan. Ta nienaturalna reakcja jest mozliwa, poniewaz
oba nukleofile maja podobne wartosci pK, a zatem oba
pasuja do miejsca aktywnego enzymu. Synteza jest zatem
biokatalityczna reakcja Henry'ego [22]. Innym przykiadem
alkilowania i/lub tworzenia wigzania C-C lub C-H byto
opracowanie cytochromu P450 z 11 podstawieniami ami-
nokwaséw, w celu wysoce wydajnego przenoszenia kar-
benéw do indoli, piroli i cyklicznych alkenéw. Stosowane
modyfikowane hemoproteiny stanowig alternatywe dla tra-
dycyjnych katalizatorow metali przejéciowych, prowadzac
do farmakologicznej funkcjonalizacji heterocykli z wysoka
kontrolg geometrii czasteczki [23]. Katalizatory wywodza-
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Hevea brasilinesis HNL
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Rycina 2. Przyklady biokatalityczne syntezy wigzania C-C [20,21]. Przemyslowe zastosowanie enzymoéw HNL (liazy hydroksynitrylowe) w uktadach dwufazowych; (B)
Enzymatyczna synteza (R) oraz (S)-cyjanohydryn w rozpuszczalnikach organicznych lub uktadach dwufazowych. TBME, MTBE - eter tert-butylowo-metylowy, HCN -
cyjanowodor.
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ce sie z enzymu cytochromu P450, w ktérym seryne (cyto-
chrom P411) zastapiono natywnym ligandem osiowym cy-
steiny (cytochrom P411), sa w pelni kodowane genetycznie
i produkowane w bakteriach, gdzie mozna je modyfikowa¢
pod katem aktywnosci i selektywnosci poprzez ukierunko-
wang ewolucje. Pozwala to generowaé nowe wigzania ben-
zylowe, allilowe lub a-aminowe z duza rotacja i selektyw-
noscia. Umozliwilo to w produkcji wezesdniej stosowanych
kosztownych i nieekologicznych ukladéw iryd - porfiryna
(Ryc. 3) [24].

Bazujac na zrozumieniu enzymatycznych mechani-
zmoéw katalitycznych, podstawowe reakcje enzymatyczne
oraz wybrane enzymy polaczono w sieci biokatalityczne,
tworzac wieloetapowe kaskady enzymatyczne. Kaskady
te umozliwiaja biosynteze zwigzkéw chemicznych o zlo-
zonej strukturze, zachowujac nieodlaczna chemoselektyw-
nos¢, regioselektywnosc i stereoselektywnos¢ oraz dziatajac
w powszechnym $rodowisku wodnym [25]. Podobnie jak
w przypadku naturalnych szlakéw biosyntezy, mozna pro-
jektowac i rozwija¢ w pelni de novo nienaturalne kaskady

biokatalityczne do syntezy zlozonych celéw strukturalnie
NP. Nalezy podkresli¢, ze kaskady biokatalityczne staja sie
coraz powszechniejsze ze wzgledu na postep w projekto-
waniu i budowie stosowanych do nich biokatalizatoréw.
Umozliwia to prowadzenie reakcji w niefizjologicznych wa-
runkach, takich jak wysoka aktywnos¢ na podiozu nienatu-
ralnym, wysoka temperatura, wysokie stezenie substratow
oraz tolerancja na rozpuszczalniki organiczne i szeroki za-
kres pH [26]. Dzigki temu procesy stymulowane sa bioorga-
nicznymi katalizatorami, nie eliminujac tym samym technik
klasycznych. W skali przemystowej kaskady enzymatyczne
zostaly uzyte w produkcji oligosacharydéw mleka ludzkie-
go (HMO), ktére moga stanowic kluczowy sktadnik odzyw-
czy. Zastosowany zespél multienzyméw MSOPME umoz-
liwil uzyskanie dwudziestu znakowanych HMO (83 - 155
mg) w jednym naczyniu z ponad 85% sprawnosc¢ procesowq
[27]. Jednocze$nie opracowanie $ciezki syntezy nukleozydu
didanozyny udowodnito mozliwos$¢é zastosowania biore-
trosyntezy w ukladach enzymatycznych dla pochodnych
metabolitéw wtérnych. Od 2014 roku obserwuje sie liczne
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Rycina 4. Szlak biosyntezy alkaloidéw sporyszu wychodzacy od L-tryptofanu i pirofosforanu dimetyloallilu (DMAPP) [32].
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przeksztalcenia prostych prekursoréw poprzez zerwanie
wigzan i transformacje syntetyczng, dzieki doborom natu-
ralnych katalizatoréw, co obrazuje synteza islatrawiru - in-
hibitora HIV. W jego otrzymaniu zastosowano koimmobi-
lizowany uklad kinazy patotenianowej oraz kinazy octa-
nowej wspartej acetylofosforanem ATP do wprowadzenia
grupy fosforanowej, a nastepnie wprowadzono aldolaze
2-deoksy-D-rybozo-5-fosforowanowa (DERA), otrzymujac
nukleozydowy inhibitor translokacji odwréconej transkryp-
tazy (NRTTI) [28].

Wiele naturalnych szlakéw syntezy bioaktywnych
zwigzkoéw nie zostalo w pelni rozpoznanych. W polaczeniu
z wyzwaniami zwiazanymi z heterologiczna ekspresja en-
zymow, nie jest latwo osiagna¢ w kazdym przypadku wy-
dajna enzymatyczna synteze calkowita produktéw natural-
nych in vitro lub w modelowych komoérkach-gospodarzach
[29]. Wsparcie dzialan z tego zakresu polega na ich informa-
tyzacji, tworzeniu sieci i intelektualizacji przy zastosowaniu
sztucznej inteligencji oraz uczenia maszynowego. Umozli-
wia to eksploracje duzych zbioréw danych, analize proce-
sow relacyjnych oraz projektowanie bialek in silico. Daje to
skuteczne narzedzia do odkrywania nowych enzymoéw, re-
akcji biokatalitycznych i szlakéw syntezy enzymatycznej na
podstawie masowej analizy danych genowych, biatkowych
i chemicznych [30]. Co wigcej, szybki rozwdéj komputeréw
kwantowych, automatyzacji i technologii przesiewania o
ultrawysokiej przepustowosci (UHTP) przynidst nieograni-
czone mozliwosci badan biokatalizy, zwiekszajac wydajnosc
ludzka o setki razy wieksza. Szlaki enzymatyczne projekto-
wane przez sztuczng inteligencje uproscily otrzymywanie
ztozonych zwiazkéw naturalnych i zostaly przystosowane
do modelowania komérek gospodarza. Historyczne granice
miedzy klasyczna biokataliza (wykorzystanie izolowanych
i zwykle unieruchomionych enzymoéw) a biotransformacja/
analizg genetyczng (inzynieria mikroorganizméw petnoko-
moérkowych) zanikaja przez powszechna integracje w celu
stworzenia Sciezek , projektantéw” zorientowanych na cel
[31]. Przykladem takiej kompilacji jest oSmioenzymatyczny
szlak biosyntezy cykloklawiny (20, Ryc. 4), ktéra wytwarza-
na byla przy udziale kontroli genomu grzyba nitkowatego

sporyszu - Aspergillus japonicus. Pochodne L-Tryptofanu
stanowia klase alkaloidéw indolowych o szeregu dzialar
farmaceutycznych i agrochemicznych. Ta synteza chemo-
enzymatyczna kontrolowana przez wektory ekspresyjnych
genoéw (easA, easG, easH) pozwolila opracowac programo-
walna biotransformacje do chanoklawiny (16, Ryc. 4), ktérej
wzrost produkcji utatwia intensyfikacje katalizy w kierun-
ku agroklawiny (19, Ryc. 4), festuklawiny (18, Ryc. 4) czy
cykloklawiny (20, Ryc. 4), prowadzonej przy fermentacji
drozdzy [32].

MUTASYNTEZA

Syntezowanie nowych analogéw NP jest mozliwe po-
przez wykorzystanie metody mutasyntezy, ktéra wykorzy-
stuje zmutowane organizmy do osiggniecia zamierzonych
celéw. Maja one blokade na funkcjonowanie okreslonego
szlaku biosyntetycznego, przez co standardowy produkt
konicowy nie powstaje. Stwarza to mozliwosci zwiekszenia
udziatu innych szlakéw biochemicznych i/lub tworzenia
nowych produktéw, stosujac takze nienaturalne karmienie
substratowe. Eliminacja naturalnie funkcjonujgcego szlaku
jest konieczna, aby uniknaé¢ wzajemnego wspoétzawodnicze-
nia szlakéw i prekursoréw. Zwykle stosowane sa zmutowa-
ne szczepy mikroorganizmoéw, ktére pozwalaja naturalnie
wytwarzaé antybiotyki i/lub mniej zlozone mieszaniny
metabolitow wtérnych. W syntezie wykorzystuje sie wcze-
sne potprodukty analogéw w szlakach, pozostawiajac or-
ganizmowi produkcyjnemu wykonanie pozostatych, trud-
niejszych transformacji. W typowym eksperymencie syn-
tetyczne zwiazki wprowadza sie do pozywki wzrostowej
mikroorganizmu - zwykle bakterii lub grzyba. Rezultatem
pracy elementéw skltadowych ukladu biosyntetycznego jest
produkt o zmodyfikowanej strukturze. Konkurencja endo-
gennych prekursoréw zwykle obniza wydajnos¢ powsta-
wania nowych czasteczek, dlatego prekursory czesto lacza
sie z mutageneza, aby zablokowac pierwotna Sciezke na
kluczowym etapie. Dzigki temu oczyszczenie ukladu staje
sie prostsze a jego wydajnos¢ wyzsza, natomiast wiaczenie
selektywnych prekursoréw generuje wigksze zréznicowa-
nie analogéw (Ryc. 5) [33].
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Jednym z najczestszych przykladéw mutasyntezy jest
produkcja nowych analogéw antybiotyku aminoglikozy-
dowo - aminocyklitolowego, zwanego inaczej neomycyna.
Przedmiotem wstepnych badar byt szczep Streptomyces
fradige zdolny do naturalnej produkcji enzymatycznej neo-
mycyny, uzupelniajagc pozywke deoksystreptaming pre-
kursorem aminocyklitolu. Pozwolito to wytworzy¢ nowe
analogi neomycyny, tj. hybrymycyny Al, hybrymycyny B2.
Ponadto bazujac na opracowanym, funkcjonalnym szlaku
biochemicznym, pomysélnie otrzymano wiele réznych klas
produktéw naturalnych, w tym 14- i 16-czlonowe antybio-
tyki makrolidowe, takie jak erytromycyny i platenolidy,
antybiotyk aminokumarynowy, nowomycyne i antybiotyki
laktamowe [34]. Inna pochodng antybiotyku (geldanamy-
cyna) z grupy mycyn otrzymano przez manipulacje muta-
syntetyczng szczepu S. hygroscopicus, karmiac go pochodny-
mi kwasu 3-aminobenzoesowego. Zaproponowane kwasy
zostaly dobrze zasymilowane, co umozliwilo efektywne
zwigkszenie skali procesu. Niemniej jednym z ograniczen
bylo powinowactwo nienaturalnych substratéw do acetylo-
transferazy modutu ladujacego [35], co pokazuje ztozonos¢ i
wzajemna przenikalno$¢ szlakéw metabolicznych.

Mutasynteza umozliwila produkcje antybiotyku ma-
krolaktamowego - incednine, zawierajacego ugrupowanie
kwasu aminomaslowego w swoim aglikonie poliketydo-
wym. W konsekwencji uzyskano 28-metyloincednine po-
przez wprowadzenie kwasu 3-aminopentanowego do ho-
dowli szczepu, w ktérym doszlo do przerwania genu gluta-
minianu 2,3-aminomutazy, ktéry odpowiadat za dostarcza-
nie kwasu. 28-metyloincednina wykazata takze dzialanie
hamujace funkcje antyapoptyczna onkoproteiny, dowodzac
przydatnosci mutasyntezy w produkcji poliketydéw zawie-
rajacych p-aminokwasy [36]. Podobnie cytochalazyna, kto-
ra hamuje polimeryzacje aktyny tworzacej mikrofilamenty
cytoszkieletu oraz transport monosacharydéw przez blone
komoérkows i jej pochodne bez koniecznosci stosowania
strategii ochronnych, zostaly uzyskane z mutanta Magna-
porthe grisea. Wytworzono analogi O-alkilowe, O-allilowe
oraz 4’-azydowe, prowadzac regulowana genetycznie cy-
kloaddycje Huisgena. Pozwolito to uzyskaé cytotoksyczne
i przeciwgrzybiczne czasteczki, mimo iz analog aminowy
w Sciezce syntetycznej bioaktywnie pozostawal nieczynny
[37].

MUTAGENEZA I INZYNIERIA GENETYCZNA

Do narzedzi biologii syntetycznej zalicza si¢ metody
manipulacji organizmami poprzez edycje materiatu gene-
tycznego w zakresie zmiany kolejnosci zasad azotowych, co
w konsekwencji prowadzi do optymalizacji procesu ukie-
runkowanego na osiagniecie zamierzonego celu. Zmiana
wybranych par zasad stanowi wyzwanie koncepcyjne jak
rowniez techniczne, ze wzgledu na stabilizacyjne wigzanie
wodorowe i oddziatywania warstwowe helisy.

Mutageneza i inzynieria genetyczna, polegaja na rézni-
cowaniu DNA oraz generacji nowych zmutowanych orga-
nizméw - mutantéw ze zmieniong informacja genetyczna.
Genetyczna modyfikacja wigze sie ze zmiang pierwotnego
DNA na nowo zsyntezowany lub zmutowany fragment in
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situ. Mutageneza wystepuje spontanicznie w naturze lub
zachodzi w kontrolowanych warunkach mutagennych,
a nastepnie skonwertowana informacja genetyczna prze-
kazywana jest potomkom [38]. Zastosowana mutacja jest
trwala i dziedziczna, powodujac zmiany w funkcji biatek i
fenotypowe, dzieki: mutagenezie losowej, kombinatorycz-
nej, inercyjnej, homologicznej oraz manipulacji CRISPR. Jej
celem jest zwiekszenie wydajnosci wydzielniczej wybra-
nego zwigzku NP, otrzymujac tym samym sile napedowa
ewolucji w zakresie eliminacji szkodliwych cech fenotypo-
wych i generacji sprawniejszych/odporniejszych organi-
zmoéw. Kazda modyfikacja powinna by¢ analizowana pod
wzgledem prawdopodobieristwa wystepowania choréb ge-
netycznych. Przykladowo, zmiana aminokwasu glutaminy
na waline prowadzi do patologicznej produkgji sierpowa-
tych komérek, co obrazuje skale prowadzonych przemian.
InZynieria genetyczna, w przeciwienstwie do mutagenezy,
bazuje na identyfikacji pozadanej cechy, jej skopiowaniu i
wstawieniu do struktury DNA innego organizmu. Ostatni
etap stanowi wyhodowanie genetycznie modyfikowanego
organizmu. Jedna z nowszych technik w tym zakresie jest
edycja wybranego genomu, w ktérym fragment DNA jest
wstawiany, usuwany, modyfikowany lub zastepowany w
genomie zywego organizmu, skracajac tym samym czas
procesu i eliminujac okres hodowania/rozwoju organizmu
[39].

Takrolimus jest poliketydowym zwigzkiem nalezgcym
do grupy antybiotykéw makrolidowych, produkowanym
przez rézne gatunki bakterii Streptomyces. Jego industriali-
zacja i optymalizacja procesowa zostala przeprowadzona
ze wzgledu na wysoki wplyw immunosupresyjny. Takro-
limus w poréwnaniu do popularnej cyklosporyny, generu-
je od 10 do 100 razy skuteczniejszy efekt farmaceutyczny.
Stosujac mutageneze w polaczeniu z optymalizacja medium
fermentacyjnego, wydajnos¢ pozyskiwania poliketydu zo-
stala podniesiona. Manipulacja genetyczna prowadzona
byta mechanizmem egzogennym, ktéry byl stymulowany
naswietlaniem bakterii Streptomyces promieniowaniem w
zakresie ultrafioletu oraz plazma atmosferyczng o tempera-
turze pokojowej (ARTP). Dzigki temu pozyskano odmiane
wysoko sprawnego mutanta, u ktérego produkcja takroli-
musu wzrosla z 501 do 670 mg/1 [40]. Podjeto takze pro-
by manipulacji genomu w celu weryfikacji skutecznosci
mutagenezy endogennej w odniesieniu do takrolimusu.
Zachowujac wstepne warunki srodowiskowe, a nastepnie
modyfikujac genom, uzyskano wzrost produkcji metabolitu
046 mg/1 w stosunku do linii komérkowych niemodyfiko-
wanych zadng odmiang mutagenezy [41]. Inng mozliwoscig
podwdjnej mutagenezy takrolimusu bylo wykorzystanie
mutagenéw chemicznych tj. nitro-N-nitrozoguanidyny
(NTG) oraz metylosulfonianu etylu (EMS) z naswietleniami
ultrafioletowymi, co przyniosto wzrost produkcyjny bakte-
rii 0 72 mg/1 [42].

Losowa mutageneza zostata uzyta do produkcji zeaksan-
tyny, ktéra dziala przeciwutleniajaco i jest rekomendowa-
na w profilaktyce choréb uktadu krazenia oraz niektérych
odmian nowotworéw. Jest to karotenoidowy barwnik sto-
sowany w przemy$le spozywczym, ktéry poczatkowo izo-
lowano z dwéch gatunkow zielonych alg i cyjanobakterii.
Zastosowanie chemicznego mutagenu EMS na szczepie Du-
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naliella tertiolecta wraz z naswietleniami umozliwito wzrost
uzyskiwanej zeaksantyny z 2,4 mg/g mikroalg do zakresu
6,6-7,0 mg/g [43]. Ten sam typ mutacji genetycznej skore-
lowano z namnazaniem biosurfaktantéw produkowanych
na powierzchni komérek drobnoustrojéw lub wydalanych
pozakomérkowo. W skali biotechnologii produkcyjnej ich
stosowanie pomaga w mikrobiologicznym odzyskiwaniu
olejow (MEOR) oraz bioremediacji, wiazac tym samym na-
turalne analogi z sSrodowiskowa implementacja. Prowadzac
namnazanie bakterii Bacillus subtilis w pozywce wzbogaco-
nej kwasem azotowym, dwukrotnie zwigekszono wydajnos¢
produkgji mieszaniny biosurfaktantéw. Proces wspomaga-
no promieniowaniem ultrafioletowym, ktéry pozwolil wy-
izolowa¢ cztery odmiany mutantéw rézniacych sie iloscia
produkowanych zwiazkéw i ich skutecznosdcig w zakresie
aktywnoséci hemolitycznej oraz dzialania emulgujacego
(wskazniki najwyzsze dla mutanta typu M2) [44].

Mutageneze zastosowano w procesie pozyskiwania
taksolu (paklitakselu), ktéry naturalnie wystepuje w nie-
wielkich ilociach w cisie pacyficznym (Taxus brevifolia) i
wykazuje wysoka aktywnos¢ przeciwnowotworowa. Do
poprawy selektywnosci programowalnej syntezy wyko-
rzystano szczepy bakterii Escherichia coli, stosujac utlenianie
holistyczne katalizatora CYP725A4 w etapach poprzedza-
jacych i nastepujacych po kontakcie enzymu z substratami.
Pozwolito to uzyskac¢ wieksza ilos¢ prekursora taksolu tj.
taksadien-5a-ol [45]. Jednoczesnie stosowany biokatalizator
zostal zmodyfikowany pod wzgledem siedmiu aminokwa-
sow (Ser69, Thr72, Ser91, Glu322, Glu327, Glu334 i Thr368),
co przyczynito sie¢ do aktywnosci wzrostowej, dajac per-
spektywe tworzenia nowych homologéw przy wczesniej-
szym wprowadzeniu pozywek wzbogaconych o wybrane
substraty [46]. W konsekwengji uzyskano dwie odmienne
metody mutagennej modyfikacji, ktére w obu przypadkach
odciazyty klasycznie prowadzona synteze chemiczna takso-
lu, kierujac ja w strone proekologicznego i niskoskalowego
systemu produkcyjnego.

KARMIENIE SUBSTRATOWE

Od 2010 roku badania skupialy si¢ na opracowaniu al-
ternatywnych proceséw produkcyjnych, majacych na celu
zmniejszenie kosztéw produkgji. Takie alternatywne pro-
cesy obejmuja nie tylko wykorzystanie strategii inzynierii
genetycznej/ metabolicznej w celu optymalizacji fermentacji
czystych kultur, ale takze mieszanych kultur drobnoustro-

jow (MMC), wymagajacych nizszych kosztéw inwestycyj-
nych i operacyjnych ze wzgledu na zastosowanie systeméw
otwartych, ktére nie wymagaja sterylnych warunkéw w
polaczeniu z mieszaninami substratowymi [47]. Jednakze
to skltad iniekcyjnych mieszanin lub pozywki, ktére moga
sklada¢ sie z nisko-, wysokoczasteczkowych zwigzkéw,
czy nawet enzymoéw stymulujacych reakcje, odgrywa naj-
wazniejsza role w karmieniu substratowym pod wzgledem
skladu, sposobu naniesienia i podania mikroorganizmom.
Tego typu dzialaniem byto zastosowanie zimmobilizowa-
nej lipazy zaabsorbowanej na powierzchni hydrofobowych,
modyfikowanych wiokien jedwabiu. Enzym byt umieszczo-
ny w mieszaninie kwaséw ttuszczowych, ktére stanowily
surowiec do syntezy tréjpodstawionych estréw trimetylo-
propanowych (TMP) stuzacych jako alternatywne biodegra-
dowalne smary. Kontrolujac czas reakgji, temperature, ilos¢
enzymow oraz rodzaj wprowadzanych substratéw, uzyska-
no 97,3% konwersje kwasu kaprylowego, uzyskujac 95,5%
wydajnoéé produkecyjna TMP [48].

Karmienie substratowe znalazlo proekologiczne zastoso-
wanie. Na przyklad materialy na bazie grzybni wytwarza
sie poprzez hodowanie czesci wegetatywnej grzyboéw two-
rzacych grzyby na réznych podiozach organicznych. Kom-
pozyty na bazie grzybni, o dostosowanych wtasciwosciach
strukturalnych, fizycznych, chemicznych, mechanicznych
i biologicznych, zaleza od szczepu, podloza zasilajacego i
procesu produkcyjnego. Sciana komoérkowa grzybni za-
wiera gléwnie chityne, glukany, biatka i lipidy, ktérych
stezenia zaleza od podloza zasilajacego, ostatecznie okresla
wlasciwosci syntetyzowanych materialéw. Mozna by po-
traktowac to jako klasyczne hodowanie mikroorganizméw,
ale podloza zasilajagce maja czesto modyfikowany sklad
prowadzacy do wytwarzania docelowych produktéw. Dla
przykladu, dodanie azotanu (V) srebra do pozywki grzyba
kwasolubnego Verticillium prowadzi do powstania orga-
nicznych nanoczastek srebrowych (Tab. 2), ktére osiagane
sa dzieki reduktazie azotanowej obecnej w Scianach ko-
moérkowych. Czyste kompozyty pochodzace z grzybni o
skutecznych wlasciwosciach antybakteryjnych, przeciwu-
tleniajacych i wybielajacych skore toruja droge do réznych
zastosowan, takich jak medycyna, budownictwo, produkcja
opakowar i kosmetykéw [49,50].

Tabela 2. Rodzaje nanoczgsteczek otrzymywanych karmieniem substratowym [49,50].

Nazwa gatunku mikroorganizmu Rodzaj metalu

Rozmiar organicznej nanoczasteczki [nm]

Tryb pozyskania

Fusarium oxysporum Au 20-40

Zewnatrzkomérkowy

Aspergillus fumigatus

Zewnatrzkomérkowy

Colletotrichum sp. Au 20-40 Zewnatrzkomérkowy
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PODSUMOWANIE

Biologia syntetyczna analogéw produktéw naturalnych
jest programowalng inzynierig biologii i biochemii, ktéra
uwzglednia zlozono$¢, stochastycznosé¢ oraz nieprzewidy-
walnoé¢ wraz ze wszelkimi trudnos$ciami projektowymi.
Stosowane, interdyscyplinarne narzedzia pozwalaja prze-
widywalnie projektowaé, kompilowaé nowe inicjatory oraz
prekursory, przy stosunkowo szybkiej mozliwosci prowa-
dzenia testow na wybrany cel o selektywnej bioaktywno-
Sci. Biorac pod uwage ciagty postep w zakresie ztoZzonych i
zintegrowanych narzedzi, biologia syntetyczna precyzyjnie
moduluje wybrane jednostki, szlaki biochemiczne i cate me-
tabolizmy drobnoustrojéw, stosujac metody biokatalitycz-
ne, mutasyntetyczne i mutagenetyczne wsparte inzynieria
genetyczng oraz karmieniem substratowym. Prezentowane
dane obrazuja ré6znorodnosé¢ pozyskiwanych metabolitow,
ktorych przeznaczenie lokowane jest w dziatach farmaceu-
tycznych, spozywczych oraz ochronie $rodowiska, szerzac
tym samym proekologiczny charakter tych narzedzi. Ich
skala, elastycznos¢ modulacyjna oraz selektywnos¢ pozwa-
laja rozwija¢ dynamiczne systemy regulacyjne, ktérych hi-
towy efekt jest osiaggany przy jednoczesnej redukgji czasu i/
lub kosztochlonnosci. Z przytoczonych przykladéw kreuje
si¢ obraz zestawu narzedzi biochemicznych i licznych za-
sad projektowych, ktére w przyszioéci prawdopodobnie
obejma interoperacyjne narzedzia strukturalne na kazdym
etapie cyklu projektowego, co doprowadzi do ich unifikacji
i wzrostu skutecznosci stosowania.
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ABSTRACT

Chemical compounds of natural origin, the so-called natural products and their derivatives, constitute the basis of medicines. They are widely
used, among others, in the agricultural, veterinary, food and cosmetics industries. The article presents the division of natural products, with
particular emphasis on bioactive secondary metabolites, and progress in the development of synthetic biology tools for their bioproduction.
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