Metabolity wtorne grzybow jako zZrédlo zwiazkéw bioaktywnych:

nowoczesne podejscie w ich pozyskiwaniu i analizie

GBM - glejak wielopostaciowy (fac. Glioblastoma multiforme); FPP - pirofosforan farnelyzowy;
GGPP - pirofosforan geranylogeranylu; GFPP - pirofosforan geranylfarnezylowy; PDA - agar
ziemniaczano-glukozowy (ang. potato dextrose agar); HG-II - (katalizator) Hoveyda-Grubbsa
drugiego typu; chA - Chaetoglobosyna A; NRPs - nierybosomalna syntaza peptydowa; ML -
uczenie maszynowe (ang. machine learning).

STRESZCZENIE

rodukty naturalne grzybow, zwane metabolitami wtérnymi, pelnia kluczowe funkcje

biologiczne i maja zastosowanie w medycynie. Ich produkcja jest kontrolowana przez
zgrupowane w genomie w postaci klastrow genéw biosyntetycznych, ktére moga by¢ uspio-
ne w standardowych warunkach hodowli. Dzieki nowoczesnym metodom genetycznym i
epigenetycznym mozliwe jest ich aktywowanie, co pozwala odkrywaé nowe zwiazki bio-
aktywne. W artykule przedstawiono klasy metabolitéw, mechanizmy ich biosyntezy oraz
aktualne strategie badawcze, 1aczac wiedze z zakresu biologii, genetyki i biotechnologii.

WPROWADZENIE

Produkty naturalne (NP) to zwigzki chemiczne, ktére powstaja wewnatrz or-
ganizméw zywych, takich jak rosliny, mikroorganizmy czy grzyby. Sa to sub-
stancje o zréznicowanej budowie chemicznej i szerokim zakresie wlasciwosci
biologicznych, wytwarzane gléwnie w wyniku proceséw metabolicznych, co
stwarza wysokie zapotrzebowanie na tworzenie zbioréw danych w celu uta-
twienia racjonalnego wyszukiwania i rozwoju ich przysztych aplikaciji.

Produkty tych proceséw mozemy podzieli¢ na metabolity pierwotne i me-
tabolity wtérne. Metabolity pierwotne to zwiazki, ktére posiadaja fundamen-
talne znaczenie dla funkcjonowania organizmu. Przykladem takich zwiazkéw
moga by¢ wybrane aminokwasy oraz kwasy tluszczowe. Natomiast metabolity
wtérne (SM) to zwiazki, ktére nie uczestniczg bezposrednio w podstawowych
procesach zyciowych organizmu, a ich wystepowanie jest zazwyczaj uwarunko-
wane wylacznie dla okreslonych grup taksonomicznych. Grzyby sa szczegélnie
bogatym Zrédlem réznorodnych metabolitow wtérnych. Zwykle sa one synte-
tyzowane po zakoriczeniu intensywnego wzrostu organizmu oraz w specyficz-
nych warunkach srodowiskowych, na przyklad w sytuacjach stresowych i/lub
ograniczajacych dostepnosé sktadnikéw odzywcezych. Metabolity wtérne pelnia
rozne funkgje, takie jak obrona przed patogenami lub adaptacja do zmieniajace-
go sie srodowiska [1]. W srodowisku metabolity wtérne pelnia kluczowa role w
rozwoju, przetrwaniu i interakcjach grzybéw z innymi organizmami.

Grzybiczne SM sa zréznicowang grupa substancji wykazujaca szerokie spek-
trum wtasciwosci chemicznych. Charakteryzuja sie one szerokim zréznicowa-
niem funkgji i czesto sa zwigzane z przystosowaniem grzyba do warunkow
srodowiskowych [2]. Niektére metabolity wtérne grzybéw sa wykorzystywane
w przemys$le farmaceutycznym jako antybiotyki (np. penicylina) oraz leki obni-
zajace poziom cholesterolu (np. lowastatyna). Te bioaktywne zwiazki wytwa-
rzane sa przez okreélone grupy grzybow, glownie przez grzyby strzepkowe z
klasy Pezizomycotina (typ Ascomycota) oraz kilku klas Basidiomycota (Agaricomyce-
tes, Exobasidiomycetes) [1]. Istnieje wiele gatunkéw grzybéw o ztozonych mecha-
nizmach metabolicznych i bogatym skladzie wtérnych zwigzkow typu SM. Jed-
nakze ich wykorzystanie wigze si¢ z wieloma problemami, gtéwnie z powodu
braku wnikliwego rozpoznania genetycznego [3].

Grzybiczne SM mozna zaliczy¢ do jednej z nastepujacych grup tj.: terpenoidy,
poliketydy, peptydy nierybosomalne lub ich kombinacje [2]. Klasyfikacja che-
miczna metabolitéw wtérnych oparta jest o substraty, z ktérych syntezowane sa
dane zwigzki oraz dedykowane danej reakcji enzymy [4]. Synteza metabolitow
glownie opiera sie na polimeryzacji metabolitéw pierwotnych przez specyticz-
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Tabela 1. Klasy grzybicznych metabolitéw wtérnych i ich reprezentanci.

Grupa/klasa

kilku grup, co wynika
z udzialu kilku bioka-
talizatorow w ich bio-

Przyklad Wystepowanie Funkcja/rola Zrédto
strukturalna > R g2/ syntezie. Przyktadem
R-melleina Phoma tracheiphila ~ Fitotoksycznos$é wzgledem cytrusow  [8] takiego zwigzku jest
‘ @bniZanie poziomy fumagilina - substancja
Poliketydy Lowastatyna Aspergillus terreus 3 & oIt we Krwi [12] o dzialaniu przeciw-
: Streptomyces genus . . . . . bakteryjnym - ktora
Tetracyklina of Actinobacteria Dziatanie antybakteryjne [6] jest syntezowana przez
Aspergoterpenina A Aspf;rgzllus Dziatanie Rr;eciwdrobnoustrojowe 7] cyklaze terPenowq
versicolor wobec Erwinia carotovora oraz Syntazy nlerybos-
Terpenoidy {-karoten ?;Irbéfz:llai des Antyoksydant, prekursor witaminy A [9] malnych peptydow [5].
. Bipolaris . . . Wiekszos¢  alkalo-
Bipolaroksyna sorokiniana Wywotuje plamistos¢ pszenicy [8] idow jest syntezowa-
- Penicillium L . . na z 7 aminokwasow,
Penicylina notatum Dziatanie przeciwbakteryjne [10] . ornityny, lizyny
77 . L T
Pfeptydy Leucynostatyna B Burpureoczlllum Hamowgly przenoszenie [11] ( YS), tyrozyny ( Yl')r
nierybosomalne lilacinum Plasmodium falciparum na komary kwasu antranilowego,
. . . . . k 1'
Rubelina A Ramulurtu. Nlespecyﬁczne dziatanie [10] kwasu piko lpowego,
collo-cygni fitotoksyczne histydyny (His) oraz
Antyproliferacyjny dla linii tryptofanu (Trp)~ Azot
Giluterryna Aspergillus terreus  komérkowych raka prostaty [7] pochodzacy od ami-
(PC-3) i nerki (786-0) nokwaséw czesto jest
Alkaloid ! ) o Smiertelnosé dla larw zachowany w zwigz-
v 318e121 }tfif';izyB S;Zl;il;fm solankowych przy wartosci [7] ku w formie heterocy-
LD50 wynoszacej 2,3 pM klicznej. Alkaloidy sa
Chamizyd A C.hae.tomzum Przeciwbakteryjne wobec S. aureus [7] mnle]. I/lcznq grum me—
nigricolor tabolitow wtérnych niz

ne, selektywne enzymy [5]. Najczesciej spotykane zwigzki
SM naleza do jednej z czterech klas.

Poliketydy sa jedna z najbardziej zréznicowanych klas.
Wytwarzane sg na drodze polimeryzacji czasteczek acylo-
koenzymu A (acyl-CoA) i malonylokoenzymu A (malonyl-
-CoA) przez syntazy poliketydowe [4]. Poliketydy znajduja
zastosowanie jako antybiotyki i statyny, a jedna z ich eko-
logicznych funkcji jest wytwarzanie woskowej warstwy
ochronnej na powierzchni tkanek roslinnych. Przyktadowe
zwiazki nalezace do poliketydéw to R-melleina (1 na Ry-
cinie 1), lowastatyna (2) i tetracyklina (3) (Ryc. 1, Tab. 1.)
[6,8,12]. Terpenoidy sa pochodnymi produktéw szlaku
mewalonowego - pirofosforoanu izopentylu (IPP) oraz pi-
rofosforanu dimetyloallilu (DMAPP). W biosyntezie terpe-
néw bierze udzial miedzy innymi syntaza terpenowa, ktéra
tworzy monoterpeny z prekursorowych pirofosforanéw [4].
Terpenoidy wraz z terpenami sa powszechnie wystepuja-
cymi zwiazkami, do ktérych zakwalifikowaé mozna asper-
goterpenine A (4), bipolaroksyne (5) i -karoten (6) (Ryc. 1,
Tab. 1.) [7-9].

Wyrézniajaca sie klasa grzybiczych SMs sa peptydy nie-
rybosomalne (NRP). NRP sg jednymi z najbardziej zrézni-
cowanych grup zwiazkéw wséréd tej klasy. Zwiazki nale-
zace do klasy NRP to miedzy innymi penicylina (7), ktéra
ma dzialanie przeciwbakteryijne, rubelina A (8) o dziataniu
fitotoksycznym i leucynostatyna B, hamujaca przenoszenie
Plasmodium falciparum na komary (Ryc. 1.) [10,11]. Bio-
synteza NRPs jest podobna do biosyntezy poliketydow,
gdyz syntetazy NRP tworza nierybosomalne peptydy z
aminokwaséw. Niektére metabolity wtérne sa hybrydami
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wczeSniej wymienio-
ne, gdyz ich poznana
liczba jest bliska 30 000. Duza réznorodnos¢ strukturalna tej
grupy zwiazkéw znajduje odzwierciedlenie w liczbie pod-
grup, ktéra bazuje na heterocyklicznym zwigzku stanowia-
cym podstawe struktury. Przykladem zwigzku nalezgcego
do podgrupy ksantynowej to kofeina. Niewiele alkaloidéw
znajduje swoje zastosowanie lecznicze, ale budza one coraz
wieksze zainteresowanie, poniewaz nie sa wystarczajaco
przebadana grupa zwiazkéw. Przykladem zwiazku o po-
znanym dziataniu jest giluterryna o dziataniu antyprolife-
racyjnym dla linii komoérkowej raka prostaty, 18-hydroksy-

R-melleina (1) ; Bipolaroksyna (6)

Penicyllna (7)

Lowastatyna (2)

OH (o] ;’—\_Y

HO /N\

Tetracyklina (3)
Aspergoterpenina A (4)

%M

B-karoten (5)

18-hydroksydekaturyna (9)

Rycina 1. Struktura wybranych metabolitow wtérnych [6-12].
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dekaturyna B (9 na Ryc. 1.) wykazujgca szkodliwy efekt dla
larw solankowych, a takze chamizyd A o wtasciwosciach
przeciwbakteryjnych wobec S. aureus [6,7].

W przeciwienstwie do genéw odpowiedzialnych za syn-
teze metabolitow pierwotnych, ktére sa rozproszone w ge-
nomie grzyba, geny kodujace enzymy uczestniczace w pro-
dukcji metabolitéw wtérnych sa zgrupowane w tzw. klastry
genéw biosyntetycznych (BGC). Liczba tych klastréw jest
rézna u danych gatunkéw grzybéw i moze wynosi¢ od po-
nizej 15 do nawet 100 na jeden organizm [1,13]. U Aspergillus
fumigatus BGC zlokalizowany na VI chromosomie zawiera
13 gendéw gli odpowiedzialnych za biosynteze i wydzielanie
gliotoksyny (GT), ktéra wykryto u pacjentéw z chorobami
nowotworowymi, a takze w izolatach pochodzacych od pa-
gentéw z COVID-19 i wtérnymi zakazeniami aspergiloza.
Biosynteza GT jest Scisle regulowana, poniewaz zalezy od
wielu szlakéw komérkowych, ktoére reguluja metabolizm
siarki, co wiaze si¢ z obrona przed stresem oksydacyjnym,
metylacja oraz metabolizmem Zelaza. Regulacja biosyntezy
GT obejmuje liczne czynniki transkrypcyjne, kinazy bial-
kowe, regulatory transkrypcyjne i rozwojowe, regulatory
sygnalizacji bialek G, a takze enzymy modyfikujace chro-
matyne [14].

Tradycyjne metody wykorzystywane do odkrywania
bioaktywnych produktéw naturalnych pochodzacych z
grzybow zazwyczaj obejmuja pobieranie prébek, hodow-
le szczepow grzybow, ekstrakcje, izolacje ukierunkowana
na aktywnos¢ biologiczng, okreslanie struktury oraz ocene
bioaktywnosci. Analizy genomowe grzyboéw wykazaly, ze
duza liczba klastréw genowych kontrolujacych ekspresje
wtoérnych metabolitéw pozostaje zazwyczaj w stanie uspie-
nia w tradycyjnych warunkach hodowli laboratoryjnej. Kla-
stry te posiadaja réwniez potencjal do wytwarzania znacz-
nie wiekszej ilosci produktéw naturalnych niz odkryto do
tej pory. Poczyniono postepy w zakresie genetycznych ma-
nipulagji regulatorami - od

glowne klasy SM: poliketydy, terpenoidy czy pochodne
antrachinonéw, wskazujac konkretne przyklady zwiaz-
kéw bioaktywnych wraz z ich funkcjami, mechanizmami
biosyntezy i Zrédlami. Istotnym elementem jest oméwienie
klastrow genéw biosyntetycznych (BGC), ktére warunku-
ja produkcje metabolitéw i ich réznorodnosé. Podkreslone
zostaly ograniczenia klasycznych metod hodowli grzybow,
wskazujac nowoczesne podejscia, takie jak manipulacje epi-
genetyczne i genetyczne aktywujgce uspione BGC. Artykul
taczy informacje biochemiczne, genetyczne i technologicz-
ne, dostarczajac przegladu stanu wiedzy oraz kierunkéw
rozwoju w obszarze bioaktywnosci grzybow.

ZWIAZKI BIOAKTYWNE POCHODZACE OD
GRZYBICZNYCH METABOLITOW WTORNYCH

POLIKETYDY

LOWASTATYNA

Lowastatyna (2 na Ryc. 1) to zwiazek pochodzenia na-
turalnego, powstajacy w wyniku fermentacji prowadzonej
przez grzyby z rodzaju Aspergillus. Szczegdlna role odgry-
waja tu dwa gatunki: Aspergillus terreus oraz Aspergillus ca-
espitosus, przy czym to pierwszy z nich jest gtéwnym produ-
centem zwigzku w znaczacych ilosciach.

Lowastatyna nalezy do statyn, grupy lekéw odpowie-
dzialnych za obnizanie poziomu cholesterolu we krwi. Jest
jedna z pierwszych szeroko stosowanych substancji o takim
dzialaniu. Zwiazek ten wystepuje w dwoéch formach: ak-
tywnej jako pB-hydroksykwas (2.2, Ryc. 2) z otwartym pier-
Scieniem szescioweglowym, oraz nieaktywnej jako [-lakton
(2.1, Ryc. 2) z zamknietym pierécieniem. Obie formy réznia
sie¢ wlasciwosciami fizykochemicznymi i farmaceutyczny-
mi. Aktywna postaé lowastatyny (B-hydroksykwas) obniza
poziom cholesterolu w osoczu, natomiast forma nieaktyw-

nadekspresji regulatoréw
specyficznych dla danego
szlaku biosyntetycznego,
po usuwanie epigene-
tycznych blokad ekspres;ji
BGC, co umozliwia dostep
do nowych zwiazkéw na-

turalnych pochodzenia (A) B-lakton (2.1)
grzybowego. Do pelnego
wykorzystania otencja-

Yy Y P ) LovB Acetylo CoA

tu nowych SM, konieczne
jest powigzanie metabolitu
wtérnego z genami odpo-
wiedzialnymi za jego pro-

dukcje [13,15,16].

(LNKS)
LovC
(ER)

LovG
(ER)

LovA

COOH

Niniejszy artykul pre-
zentuje kompleksowe,
syntetyczne i krytyczne ze-
stawienie wiedzy na temat
wybranych  metabolitow
wtérnych (SM) grzybéw
i ich pochodnych, klasyfi-
kacji oraz funkcji. Opisano

Dihydromonakolina L

[12,17].
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Rycina 2. Lowastatyna. (A) Posta¢ aktywna i prolekowa. (B) Sciezka biosyntezy z uwzglednieniem enzymow katalizujacych



na (p-lakton) pelni role proleku, ktéry moze ulec biotrans-
formacji w forme aktywna w wybranych tkankach, najcze-
Sciej watroby [12].

Biosynteza lowastatyny (Ryc. 2B) zachodzi w wyniku
dzialania zlozonego szlaku metabolicznego, kontrolowa-
nego przez klaster skladajacy sie z 18 genoéw. Kluczowym
etapem tego procesu jest synteza monakoliny L, prekursora
lowastatyny, ktéra powstaje w wyniku kondensacji dzie-
wieciu jednostek acetylowych, pochodzacych z acetyl-CoA i
malonyl-CoA. Za przebieg reakcji odpowiada wielofunkcyj-
na syntaza poliketydowa LovB (produkt genu lovB), jednak
ze wzgledu na nieaktywna domene reduktazy w jej struk-
turze, konieczna jest obecnos¢ niezaleznej reduktazy enoilo-
wej LovC, ktora pelni kluczowa role w zapewnieniu pelnej
aktywnosci ukladu enzymatycznego. Oba enzymy razem
katalizuja okoto 35 reakcji, prowadzacych do utworzenia
dihydromonakoliny L, ktéra nastepnie jest uwalniana przez
tioesteraze LovG. W kolejnym etapie enzym z rodziny cy-
tochromu P450, monooksygenaza LovA, hydroksyluje di-
hydromonakoline L, przeksztalcajac ja najpierw w kwas
monakolinowy L, a nastepnie w jego pochodng. Réwnole-
gle syntetyzowany jest taricuch boczny - 2-metylomastowy
diketyd - przy udziale drugiej syntazy poliketydowej LovF.
Ostateczne polaczenie obu czesci czasteczki nastepuje dzie-
ki enzymowi LovD, ktéry katalizuje przeniesienie reszty
acylowej z diketydowego prekursora na monakoline J, two-
rzac kwas mewinolinowy, czyli aktywna forme lowastaty-
ny. Zidentyfikowano takze czynniki srodowiskowe, takie
jak ograniczenie sktadnikow odzywczych i fermentacja w
stanie stalym, ktére stymulujg ekspresje lovE i biosyntetycz-
nych genéw, prowadzac do zwiekszenia produkcji lowasta-

tyny [17].

Lowastatyna jest otrzymywana przemystowo na drodze
fermentacji szczepow Asperqillus terreus lub A. caespitosus,
przy czym kluczowe znaczenie maja warunki podloza,
skladniki odzywcze oraz sposéb prowadzenia hodowli.
Wykazano, ze zaréwno dobér medium, jak i warunki fizy-
kochemiczne istotnie wplywaja na poziom produkceji zwiaz-
ku. Po zakoniczeniu fermentacji lowastatyna jest izolowana
z biomasy i pozywki metodami ekstrakcyjnymi, a jej zawar-
tos¢ analizowana technikami chromatograficznymi i spek-
troskopowymi [18].

PENICYKLON A

Penicyklon A to niedawno odkryty zwiazek, pochodzacy
z wtérnego metabolizmu grzybéw glebinowych z gatunku
Penicillium sp. F23-2. Na ten moment nie uzyskano wie-
lu informacji na temat tego polilaktydu. Ze szczepu udato
sie¢ wyselekcjonowac cytotoksyczne alkaloidy (NRPs) oraz
terpenoidy - w podlozu na bazie ziemniakéw - oraz poli-
ketydy, ktére zawieraly azot, stosujac mieszane podioze.
Dalsze badania doprowadzily do okreslenia zaleznosci pro-
dukowanego metabolitu od warunkéw hodowli, co moze
prowadzi¢ do uzyskania zréznicowanej grupy produktéw
wtérnych (OSMAC). W ten sposéb, podczas hodowli na
stalym podlozu na bazie ryzu oraz dalszej selekcji, udato
sie otrzymaé nowe produkty wtérne penicyklony A-E [18].
Zwiazki te sa pochodnymi kwasu ambuinowego. W struk-
turze penicyklonu A (10.1) zauwaza si¢ charakterystyczny
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sze$ciocztonowy spirolakton, ktory sasiaduje z pierscieniem
cykloheksanolu (Ryc. 3) [19].

Catkowita synteze indukowana sztucznie Penicyklo-
nu A mozna przeprowadzi¢ za pomoca podwojnej reakcji
Grignarda. Synteza ta jest wieloetapowa oraz opiera si¢ na
wykorzystaniu d-rybozy jako chiralnego prekursora. Obej-
muje ona kontrolowang budowe rdzenia spirolaktonowego
i koniczy sie utlenieniem allilowym, tworzac strukture me-
tabolitu. d-Ryboza, jako tani i optycznie czysty prekursor
fragmentu cis-diolu, okazala si¢ najskuteczniejszym wybo-
rem do przeprowadzenia syntezy penicyklonu A. Nastep-
nie dokonano przeksztalcenia szkieletu weglowodanowego
w cykloheksanowy rdzen penicyklonu A. Pozwolito to zbu-
dowac kluczowe fragmenty czasteczki, ktére p6zniej staty
sie czesciami dwoch pierscieni obecnych w strukturze doce-
lowego zwiazku [20].

Opracowano réwniez pelng synteze laboratoryjna pe-
nicyklonu A, oparta na wykorzystaniu d-rybozy jako chi-
ralnego prekursora. Strategia ta umozliwila kontrolowana
budowe rdzenia spirolaktonowego oraz odtworzenie klu-
czowych elementéw stereochemicznych czgsteczki. Cho¢
synteza potwierdzita poprawnoé¢ przypisania struktury,
syntetycznie otrzymany zwiazek nie wykazywal wcze-
$niej raportowanej aktywnosci biologicznej, co wskazuje na
mozliwy wplyw zanieczyszczern w probkach naturalnych.
Dzieki zastosowaniu reakcji metatezy doprowadzono do
zamkniecia drugiego pierécienia, otrzymujac zwigzek po-
$redni bardzo zblizony do struktury penicyklonu A [20].

TETRACYKLINY

Tetracykliny to grupa poliketydéw o dziataniu przeciw-
bakteryjnym, zawierajacych charakterystyczny uklad czte-
rech szesciocztonowych pierécieni. Pierwszym wyizolowa-
nym zwiazkiem z tej grupy byla chlorotetracyklina (11).
Tetracykliny sa jednymi z najczeéciej uzywanych antybioty-
kow, historycznie byly to tetracykliny I generacji, a wspot-
czesnie IIi IlI. Generacja I to produkty naturalne szczepéw
bakteryjnych, takich jak - Streptomyces aureofaciens, Strepto-

Penicyklon A (10.1) Penicyklon B (10.2) Penicyklon C (10.3)

(0] (¢]

OH OH

Penicyklon D (10.4) Penicyklon E (10.5)

Rycina 3. Struktura penicyklonu A ijego pochodnych [19].
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myces rimosus — kolejne generacje to zwigzki semisyntetycz-
ne opierajace si¢ na produktach naturalnych [21]. Mimo ze
zwigzek (11) nie ma obecnie zastosowania farmakologiczne-
go, to ma on kluczowe znaczenie w syntezie nowoczesnych
antybiotykow i stanowi ich czesty prekursor. W ogdlnym
ujeciu mechanizm dzialania przeciwbakteryjnego tetracy-
klin moze opierac sie na ich zdolnoéci do zatrzymywania
syntezy bialek. Dokladniej, zatrzymuja translacje poprzez
przylaczanie sie do locus 165 podjednostki 30S rybosomu,
co przeciwdziala wigzaniu si¢ aminoacylowego przenosni-
ka tRNA do kompleksu mRNA-rybosom. Inne wtasciwosci
bioaktywne, takie jak - dzialanie przeciwzapalne, antyapop-
tozowe i neuroprotekcyjne - pozostaja niewytlumaczone
tym mechanizmem. Przypuszcza sie, ze plaska policyklicz-
na tetracyklin utatwia im wigzanie si¢ do RNA [22].

Wtasciwosci tetracyklin I generacji moga by¢ rozwijane,
poprzez zmiany strukturalne w zakresie grup aminowych,
hydroksylowych oraz karbonylowych, prowadzac do tetra-
cyklin wyzszych generacji.

Doksycyklina zmodyfikowana jest poprzez eliminacje
grupy hydroksylowej na weglu C-6, co wplywa na rozsze-
rzenie spektrum przeciwbakteryjnego w poréwnaniu do
chlorotetracykliny, jak i mozliwos¢ zastosowania farmako-
logicznego w leczeniu zapalenn przewleklych. Mechanizm
jej dziatania moze réwniez opiera¢ sie na zapobieganiu
stresowi oksydacyjnemu [24]. Tygecyklina posiada nieobec-
ny w chlorotetracyklinie podstawnik (2-tertbutyloamino)
acetamidowy przy weglu C-9. Klasyfikowany jest on jako
antybiotyk o niskiej toksycznosci i statystycznie wysokiej
biodegradowalnosci. Jego dzialanie przeciwbakteryijne jest
skuteczne zaréwno na bakterie Gram(+), jak i Gram(-). Jest
stosowany w leczeniu zapalen skéry oraz uktadu pokarmo-
wego. Wykazuje on réwniez dziatanie przeciwnowotworo-
we, lecz nie jest ono jeszcze w pelni zbadane (Ryc. 4) [25].

Badania nad biosynteza tetracyklin zaczely sie juz w
latach 60 XX wieku w celach optymalizacji produkcji an-
tybiotykéw. Do tej pory najdokladniej opisanym szlakiem
biosyntezy chlorotetracykliny jest proces zachodzacy w
szczepie S. rimosus. Szkielet poliketydowy syntezowany
jest przez minimalna PKS (syntetaze poliketydowa) typu II,
skladajaca sie z ketosyntaz aip, a takze biatka nosnikowego
acylowego (ACP) przy wspotprzytaczeniu do amidotrans-
ferazy (AMT). Minimalna PKS typu II katalizuje konden-
sacje Claisena prekursoréw malonowych, aby wytworzy¢
dekaketydowy produkt posredni. Kluczowe wstepne zwi-
janie struktury poliketydu przeprowadzane jest przez keto-
reduktaze, ktéra katalizuje redukcje grupy ketonowej wegla
C-8. Natomiast cyklizacja oraz aromatyzacja pierécienia za-
chodzi, dzieki cyklazo-aromatazie. Zamkniecie pierscienia
moze zachodzi¢ spontanicznie lub przy udziale nieopisa-
nej jeszcze cyklazy. Dalsze przeksztalcenia produktu po-
$redniego prawdopodobnie rozpoczynaja sie¢ metylacja na
weglu C-6 przez metylotransferaze, a nastepnie podwdjna
hydroksylacja odpowiednio na weglach C-4 oraz C-12 przez
uklad oksygenaz. Za ostateczne kroki w biosyntezie chloro-
tetracykliny uwaza sie redukcje wigzania podwéjnego mie-
dzy weglami C-5 oraz C-11, a nastepnie chlorowanie przez
halogenaze flawinozalezng CtcP, nalezaca do osobnego
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Rycina 4. Metabolity wtérne z grupy tetracyklin [21,23]. Komentarz: czerwo-
nym kolorem oznaczono wyrézniajacy podstawnik tygecykliny, prowadzacy do
zmian wlasciwosci farmakodynamicznych zwigzku.

klastru genowego w stosunku do wczeéniej wymienionych
enzymow [21].

Hodowla przemystowego szczepu bez modyfikacji geno-
wej S. rimosorus moze prowadzi¢ do uzyskania oksytetracy-
kliny (14), zatem do jego genomu zostal wprowadzony gen
ctcB w celu generacji ukierunkowanej syntezy na chlorote-
tracykline. Dzieki modyfikacjom genetycznym szczepdw,
obejmujacym m.in. nadekspresje genéw odpowiedzialnych
za opornos¢, mozliwe bylo istotne zwiekszenie wydajno-
Sci biosyntezy chlorotetracykliny. Wyniki te potwierdzaja
potencjal podejs¢ inzynierii metabolicznej w ukierunko-
wanym ksztattowaniu produkcji antybiotykéw poliketydo-
wych [23].

Pomimo 60-letniego czasu stosowania w farmakologii,
to nadal nie kazdy aspekt ich funkcjonowania jest zbada-
ny. Poznanie dokladnego mechanizmu funkcjonowania
umozliwitoby ukierunkowany rozwdj kolejnych genera-
¢ji antybiotykéw lub ich pochodnych. Jednoczesnie lepsze
poznanie Sciezki biosyntezy chlorotetracykliny moze by¢
kluczowe w optymalizacji produkcji na skale przemystowa.
Szczegoblnie, ze klasyczna $ciezka syntetyczna jest wieloeta-
powa i ciezka do przeskalowania, semisynteza stanowi al-
ternatywne i proekologiczne rozwiazanie [21].

Tym samym przyklad tetracyklin obrazuje ich szeroki
potencjal bioaktywny oraz podobna specyfikacje proble-
moéw i wyzwan w zakresie biosyntezy poliketydowych po-
chodnych, ktérych Zrédlo stanowi¢ moga réwniez bakterie.
Stosujac podobne podejscie jak przy programowaniu szcze-
pow grzybiczych, tetracykliny stanowia element poréw-
nawczy wobec pozostalych przytoczonych metabolitéw
grzybowych.

SORBICILLAKTON A

Sorbicyllinoidy (15) to grupa pigmentéw o zréznicowa-
nych wtasciwosciach, strukturze i aktywnosci biologiczne;.
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Wiele z nich posiada uktady dwu- i trzypierscieniowe, lecz
kazdy z nich zawiera szkielet weglowy sorbicillinolu (16)
[26]. Sorbicillakton A jest wyjatkowym czlonkiem tej grupy,
jako ze byl pierwszym wyizolowanym zwiazkiem zawiera-
jacym w swojej strukturze azot - rzadko spotykany wérod
sorbicyllinoidéw. Sorbicillakton A wykazuje dzialanie prze-
ciwbiataczkowe - selektywne wobec morskiej linii limfobla-
stow L517y, cytopatyczne wobec wirusa HIV i grypy typu
A (HIN1) w komérkach MDCK; oraz neuroprotekcyjne -
hamujace negatywny wplyw neuroprzekaznikéw takich jak
kwasu L-glutaminowego lub serotoniny [27-29]. Zwigzek
ten zostal wyizolowany ze szczepu Penicillium chrysogenum
powiazanego z gatunkiem gabki srédziemnomorskiej [27].
Sorbicillakton A zawdziecza swoja unikalna strukture jego
czgsteczkom budulcowym - sorbicillinolowi, anilinie i kwa-
sie fumarowym (Ryc. 5) [27].

Sciezka biosyntezy sorbicillaktonu A nie jest w
pelni poznana, ale opisywane sa propozycje szlaku dla
jej prekursora. Koncentruja sie one na genach syntaz
poliketydowych (PKS) uwazanych za kluczowe. W tych
klastrach kodowane sa miedzy innymi geny SorA, SorB i
SorC, ktére odpowiadaja bezposrednio za przemiany pre-
kursoréw, dalsze modyfikacje struktury oraz regulacje
transkrypcji [29]. Jednakze bezposrednia rola syntaz poli-
ketydowych pozostaje niejednoznaczna. Opisuje sie powia-
zanie nieredukujacych PKS - SorA i SorB - z dimeryzacja
prekursoréw (jednego acetylowanego przez ketosyntetaze
(KS) oraz jednego manoylowanego przez ACP) oraz syn-
teza heksaketydu. W kroku pomiedzy dimerem a wytwo-
rzeniem heksaketydu odgrywa role kilka enzymoéw: keto-
reduktaza (KR), dehydrataza (DH) oraz enoyloreduktaza
(ER). Po cyklizacji heksaketydu mogacej zachodzi¢ zgodnie
z kondensacja Claisena, nastepuje monooksydacja sorbilicy-
ny z pomocg enzymu kodowanego przez SorC [28,29]. Po-
przez addycje Michaela do sorbicillinolu uzyskuje sie kon-
cowa postac sorbicillakton A (Ryc. 6) [27].

Badania dotyczace wielkoskalowego pozyskiwania sor-
bicillaktonu A skupiaja sie na optymalizacji hodowli, syn-
tezie laboratoryjnej, jak i chemoenzymatycznej. Znaczacym
czynnikiem wplywajacym na efektywnosé hodowli P. chry-
sogenum jest medium startowe. Poczatkowe pH réwniez ma
znaczacy wpltyw na wydajnos¢ procesu, w tym przypadku
wynosito ono 6.6. Po 14 dniach inkubacji w ciemnosci w
30°C otrzymano 25mg/L sorbicillaktonu A. Raportowany
jest rowniez efekt Zrédla weglowodanéw na wydajnosé pro-

OH

Sorbicillacton A (15)

Sorbicillinol (16)

Rycina 5. Struktura sorbicillaktonu A oraz jego sktadowej, sorbicillinolu [27].

dukgji (60 - 66%), gdzie lepsza wydajnosc¢ zostata uzyskana
przy zastosowaniu sacharozy, galaktozy, maltozy i trehalo-
zy. Po ekstrakgji ciecz-ciecz zastosowano metode szybkiej
chromatografii wiréwkowo-podzialowej (FCPC) w celu
oczyszczenia produktu [30]. Ponadto powstato kilka drog
calkowitej syntezy laboratoryjnej sorbicillaktonu A [27]. Sta-
nowia one wyzwanie w skalowalnosci przez ilos¢ krokéw
potrzebnych do wytworzenia produktu, lecz pozwalaja na
dalsze poznawanie zachowania i wlasciwosci chemicznych
sorbicillaktonu A oraz jego pochodnych. Dodatkowym roz-
wigzaniem jest podejscie biokatalityczne, ktére umozliwito-
by latwiejsza kontrole nad stereoselektywnoscia reakcji, co
skutkuje mniejsza liczba wymaganych krokéw w syntezie
[27].

Przyklady takie jak lowastatyna czy sorbicillakton A po-
kazuja ich istotne znaczenie farmakologiczne, w tym dziala-
nie hipolipemiczne, przeciwbakteryjne, przeciwnowotwo-
rowe i neuroprotekcyjne. Pomimo zaawansowanej wiedzy
na temat biosyntezy wielu z tych zwigzkéw, nadal istnie-
ja luki dotyczace pelnej regulacji szlakéw metabolicznych
oraz ich zaleznosci od warunkéw srodowiskowych. Dalsze
badania nad inzynierig klastréw genowych i optymalizacja
hodowli moga umozliwi¢ bardziej efektywne wykorzysta-
nie poliketydéw w biotechnologii i medycynie.

TERPENOIDY

OPHIOBOLINA A

Ophiobolina A (17) to zwiazek nalezacy do grupy sester-
penoidéw, bedaca klasa skladajaca sie najczesciej z 25 ato-
moéw wegla - w tym 5 jednostek izoprenowych. Wystepuja
one gléwnie w organizmach morskich. Jednym z grzybéw
produkujacych ophioboline A jest Bipolaris oryzae, odpowie-
dzialny za brazowienie lisci ryzu. Poczatkowo znane byty
tylko jego wtasciwosci fitotoksyczne, ale dalsze dokladne

badania wykazaly poten-
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Rycina 6. Proponowana $ciezka biosyntezy prekursora, sorbicillinolu [29]. Skréty: KR - ketoreduktaza, DH - dehydrataza, ER -
enoyloreduktaza (ER); SorA, SorB, SorC - geny kodujace Sciezke biosyntetyczng sorbicillaktonu A.
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aktywnodci K-ras4B, poprzez dezaktywacje calmoduliny,
ktéra wplywa na wzrost nowotworowych komoérek macie-
rzystych. Ophiobolina A hamuje wzrost zaréwno komo-
rek wrazliwych na apoptoze, jak i odpornych na apoptoze.
Wykazata réwniez dziatanie wobec linii komoérek nowo-
tworowych zawierajacych rézne fenotypy uodporniajace
na leczenie farmakologiczne - takich jak linia nowotworu
ptuc GLC-4 [32]. W badaniach na myszach poskutkowato
wzrostem przezywalnosci populacji oraz zmniejszeniem
wzrostu nowotwordw, a w ludzkich liniach komoérek GBM
zwigzek ten wywolal reakcje o charakterze parapoptozy
oraz zmniejszenie aktywnosci kanalu BKCa, lecz wplyw in-
hibicji kanalu na zaobserwowang $mier¢ komorek nie jest
znany (Ryc. 7) [33].

Proces biosyntezy ophioboliny w szczepie A. ustus jest
polaczony z czteroma innymi szlakami, poprzez produkty
posrednie konieczne do generacji zwigzku bioaktywnego.
Substratami do biosyntezy ophioboliny sa DMAPP (piro-
fosforan dimetyloallilu) oraz IPP (pirofosforan izopentylu).
Pierwszym produktem posrednim jest pirofosforan farne-
zylowy (FPP) powstajacy w reakcji katalizowanej enzymem
Au6298, jednoczesnie jest to substrat to biosyntezy draminu
(18). Kolejnym produktem posrednim jest - pirofosforan
geranylogeranylu (GGPP) - powstaje on w wyniku przedtu-
zenia faricucha o jedna czasteczke IPP. Dalsze elongacje fan-
cucha o kolejng czasteczke IPP generuje powstaje pirofosfo-
ran geranylfarnezylowy (GFPP), a jego cyklizacja skutkuje
otrzymaniem ophioboliny. Dalsze wydluzanie lancucha
GFPP przez enzym Au3446 oraz cyklizacja przez syntetaze
sterolowa prowadzic¢ moze do otrzymania ergosterolu [34].

Przypuszczany szlak biosyntezy ophioboliny moze za-
chodzi¢ w szczepach - A. clavatus, Bipolaris maydis (produ-
cent ophioboliny A) oraz Emericella variecolor (producent
ophioboliny K) - z racji na homologiczne fragmenty klastru
genowego ophioboliny. Zidentyfikowano monooksygenaze
odpowiedzialng za utlenianie ophioboliny - ObIB naleza-
ca do cytochromu P450. Wykazano, Ze proces utleniania
zachodzi przez czteroetapowy mechanizm rodnikowy, w
ktérym przylaczane sa atomy tlenu do odpowiednich wegli.
Po tych przeksztalceniach otrzymywana jest ophiobolina C
lub 6-epiophiobolina C, w zaleznosci od pozycji protonu w

strukturze. Za przemiany ophioboliny C do ophioboliny A
moze by¢ odpowiedzialny enzym OblC. Odgrywa on role w
utlenianiu allilowym na faficuchu bocznym, poprzez rodnik
allilowy - podobnie jak w utlenianiu ophioboliny [35].

Badania wykazaty, ze warunki srodowiskowe, w tym ro-
dzaj oswietlenia, istotnie wptywaja na wzrost grzybéw pro-
dukujacych ophioboling A oraz na poziom jej biosyntezy.
Zaobserwowano wyrazne réznice w wydajnosci produkcji
zwiazku w zaleznosci od diugosci fali $wiatla, co wskazu-
je na mozliwos¢ regulacji metabolizmu wtérnego poprzez
czynniki fizyczne [31].

Badano tez syntetyczng droge do ukladu pierscieniowe-
g0 5-8-5 - prekursoréw ophioboliny A. W enancjoselektyw-
nej kaskadzie rodnikowej punktem wyijscia byt (-)-linalool.
Po metatezie z katalizatorem HG-II otrzymano cyklopen-
tanon, ktéry przeksztalcano metoda rutenowsa. Osobno
gernaiol konwertowano do jodoalkilopochodnej, stosujac
cyklopropanacje Charette i zmodyfikowang metode Appel.
Transmetylacja dala organomiedziowy posrednik, a jego
addycja data trichloroketon. Po izolacji oraz reakcji wobec
chlorku miedzi (I) i bipirydyny uzyskano pozadany policy-
kliczny zwiazek [36].

Ophiobolina A ma wiele nieopisanych catkowicie aspek-
tow, ktore przy doglebniejszym poznaniu moglyby skutko-
wac latwiejszej determinaciji jej potencjalnych zastosowari w
przyszlosci. Z pewnoscia wnikliwie zbadany szlak biosyn-
tezy, umozliwilby dalsza optymalizacje hodowli produku-
jacych ja grzyboéw. Jednakze obecnie znane informacje na
temat biosyntezy tego zwiazku wskazujg na trudnosci w jej
pelnym poznaniu, jako ze ten szlak moze by¢ powigzany z
kilkoma réznymi zwigzkami. Mimo tego dalsza optymali-
zacja hodowli produkujacych ophioboline A grzybéw moze
przynies¢ korzystne rezultaty w jej wielkoskalowej produk-
qji.

INOTODIOL

Inotodiol (19) jest rzadkim tetracyklicznym triterpeno-
idem zaliczanym do oksysteroli, znaleziony do tej pory tyl-
ko w 1. obliquus w niskim stezeniu (> 0,2%) i charakteryzuje
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Rycina 7. Struktura ophioboliny A oraz proponowana éciezka biosyntezy jej prekursora [34]. Komentarz: zastosowane rézne kolory obrazuja etapy i produkty poérednie,
powstajace na kazdym etapie Sciezki biosyntetycznej; w ramce zostata zaprezentowana struktura produktu koricowego - ophioboliny A. geny kodujace Sciezke biosyn-

tetyczna sorbicillaktonu A.
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Inotodiol (19) Lanosterol (20)

Rycina 8. Struktury inotodiolu, cholesterolu i lanosterolu [38].

Izolacja inotodiolu
z Inonotus obliqguus jest
utrudniona ze wzgle-
du na niska zawartosé
zwigzku oraz jego wlasci-

wosci  fizykochemiczne,
w  szczegblnosci ograni-
czona rozpuszczalnosé.

Dotychczasowe strategie
opieraja sie na ekstrakcji
rozpuszczalnikowej i wie-
loetapowym  oczyszcza-

Cholesterol (21)

sie wzglednie niska rozpuszczalnoscia w wodzie [37,38].
Badania wskazuja, ze posiada réznorodne wlasciwosci
biologiczne: przeciwnowotworowe, antybakteryjne, prze-
ciwalergiczny, przeciwzakrzepowy, przeciwcukrzycowy
i przeciwnadciénieniowy. Komoérki HelLa, niewyciszone
wzgledem p53, wykazywaly wysoki poziom apoptozy po
zastosowaniu inotodiolu, podczas gdy wczedniejsze wyci-
szenie p53 za pomoca siRNA istotnie ostabialo ten efekt [39].
Strukturalnie zwiazek (19) jest zblizony do lanosterolu (20).
Oba sterole zawieraja ten sam szkielet co cholesterol oraz
nienasycony faficuch boczny, ale r6znia sie grupa hydroksy-
lowa. Lanosterol, tak jak cholesterol, zawiera jedyna grupe
hydroksylowa przy weglu C-3, natomiast inotodiol zawiera
dwie grupy hydroksylowe odpowiednio przy weglach C-3
oraz C-22. Wykazano, ze triterpeny i steroidy wystepujace
w L obliquus, posiadajace grupe hydroksylowa oraz niena-
sycone wigzanie w taricuchu bocznym, wykazuja silniejsze
wlasciwosci biologiczne niz inne sterole. Sposréd nich ino-
todiol wykazywat najsilniejsza aktywnos¢ biologiczna (Ryc.
8) [38].

W genomie I. obliguus wykryto 135 bialek cytochromu
P450. Jego podrodziny moga by¢ zwigzane z bezposrednia
biosynteza metabolitow wtérnych, w tym inotodiolu. Zwia-
zek (20) powstaje w reakcji katalizowanej przez syntaze la-
nosterolowg, z wykorzystaniem 2,3-oksydoskwalenu jako
prekursora, gdzie w dalszym etapie ulega on przeksztalce-
niu do inotodiolu, poprzez hydroksylacje z udzialem cyto-
chromu P450 [40].

niu chromatograficznym
(Ryc. 9). Ograniczenia te
podkreslaja potrzebe opracowania bardziej wydajnych me-
tod pozyskiwania oraz alternatywnych podejs¢ biotechno-
logicznych [38].

Terpenoidy grzybiczne, reprezentowane m.in. przez
ophioboling A i inotodiol, wykazuja wysoka zloZzonos¢
strukturalng oraz silng aktywnos$¢ biologiczna, zwlaszcza
przeciwnowotworowa. Ich biosynteza opiera si¢ na rozbu-
dowanych szlakach izoprenoidowych, czesto powigzanych
z innymi metabolitami pierwotnymi i wtérnymi, co utrud-
nia jednoznaczne odtworzenie calego procesu. W wielu
przypadkach mechanizmy molekularne odpowiedzialne
za obserwowane efekty biologiczne pozostaja nie do korica
poznane. Rozwéj metod hodowlanych, biokatalitycznych i
syntetycznych stanowi klucz do zwigkszenia dostepnosci
tych zwiazkoéw i lepszego zrozumienia ich potencjalu tera-
peutycznego.

INNE BIOAKTYWNE METABOLITYCH GRZYBICZNE

CHAETOGLOBOSYNA A

Chaetoglobosyna A (ChA, 22) jest produktem natural-
nym pochodzacym z grzyba Chaetomium globosum. Zwiazek
ten nalezy do grupy cytochalazyn, charakteryzujacych sie
zréznicowang struktura oraz bioaktywnoscia, jednocze-
$nie ze wzgledu na wysokie koszty biosyntezy oraz niska
wydajnoséé, upowszechnienie i zastosowanie tego metabo-
litu w biomedycynie obecnie napotyka znaczne trudno-
sci. Grupa tych zwigzkéw stanowi hybryde poliketydow i

1. obliquus (500g)

1

Etanol(50°C, 200 rpm, przez noc)

Pozostato$¢ Ekstrakt etanolowy 1
(Inotodiol: 863 mg/mL)

!

Etanol(50°C, 200 rpm, przez noc)

Pozostato$¢ Ekstrakt etanolowy 2
(Inotodiol: 353 mg/mL)

Etanol(50°C, 200 rpm, przez noc)

Pozostato$¢ Ekstrakt etanolowy 3
(Inotodiol: 157 mg/mL)

Rycina 9. Schemat ekstrakcji inotodiolu [38].
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aminokwaséw, wytwarzane przez syntaze poliketydowa
W sprzezeniu z nierybosomalng syntaze peptydowa (PKS-
NRPs). Ten kompleks enzymatyczny inicjuje tworzenie
rdzenia czasteczki, poprzez stopniowa kondensacje jed-
nostek malonylo-CoA i aminokwaséw, prowadzac do po-
wstania charakterystycznej tréjpierscieniowej struktury z
podstawionym fragmentem indolowym. Centralng role w
regulacji ekspresji genéw odgrywa gen CgcheR, kodujacy
czynnik transkrypcyjny [41]. Caly proces biosyntezy zacho-
dzi w spos6b precyzyjnie regulowany, a znajomos¢ mecha-
nizmoéw genetycznych lezacych u jego podstaw umozliwia
konstrukcje szczepéw o zwigkszonej produkgji tej bioak-
tywnej grupy zwiazkéw (Ryc. 10) [42].

ChA, zgodnie z mechanizmem typowym dla wiekszo-
Sci cytochalazyn, oddzialuje z filamentami aktynowymi w
komoérkach wybranych ssakéw, co skutkuje zahamowa-
niem cyklu komoérkowego oraz ograniczeniem zdolnosci
komorek do migracji i marszczenia blony komoérkowej. Ten
mechanizm wytwarza cytotoksycznoé¢ wobec komoérek no-
wotworowych i przekfada si¢ na aktywnos¢ immunomodu-
lacyjna oraz przeciwgrzybicza [42].

CEFALOSPORYNA C

Cefalosporyny to grupa p-laktamowych antybiotykéw z
silnym dzialaniem przeciwbakteryjnym, wzglednie niska
toksycznoscia i szerokim zastosowaniem farmakologicz-
nym [44]. Mimo Ze rozwj kolejnych generacji cefalosporyn
wypart cefalosporyne C (23) z rynku farmaceutycznego, to
nadal znajduje ona zastosowanie w badaniach, szczegélnie
tych skupiajacych sie na antybiotykoopornosci. Przemysto-
we pozyskiwanie cefalosporyny C skupione jest wokoét fer-
mentagcji i jej regulacji. Gléwnym szczepem produkujacym
ten zwiazek jest A. chrysogenum, ktéry dzieki selektywnym
modyfikacjom i warunkom procesowym moze wytworzy¢
nawet 24-28g /L cefalosporyny C [43]. Cefalosporyna C jest
zblizona strukturalnie, jak i wlasciwosciami, do penicyliny.
Kluczowym podobieristwem jest obecnos¢ charakterystycz-
nego pierscienia B-laktamowego, ktéry wplywa na wysoka
stabilnoé¢ cefalosporyn oraz na ich aktywnos¢ biologiczna
[45]. Wystepowanie grup karboksylowych, atoméw siarki
oraz azotu w strukturze wynika z dostepnych substratow
szlaku metabolicznego.

H
H,Nmu S.
o ];N
HO' o f\/o\fo
o
07 Son

Cefalosporyna C (23)

Chaetoglobosyna A (22)

Rycina 10. Struktura chaetoglobosyny A (22) oraz cefalosporyny C (23) [41,43].

cefalosporyna C, ktorej szybkos¢ generacji ograniczona jest
przez wieloetapowos¢ sciezki [43-45].

Dziatanie cefalosporyny C wynika z jej zdolnosci do
nieodwracalnej inhibicji enzyméw typu PBPs (ang. penicil-
lin-binding proteins), ktére katalizuja kluczowe etapy bio-
syntezy $ciany komoérkowej bakterii, zwlaszcza tworzenie
wigzan poprzecznych w peptydoglikanie. Struktura pep-
tydoglikanu zapewnia mechaniczne wsparcie i ochrone
osmotyczng komoérkom bakteryjnym, dlatego jego desta-
bilizacja prowadzi do ich lizy. Z chemicznego punktu wi-
dzenia, B-laktamowy pierécient cefalosporyny C nasladuje
fragment D-Ala-D-Ala, naturalnego substratu PBPs, co
pozwala substancji aktywnej dziatac jako , putapka” - two-
rzac trwale wigzanie kowalencyjne z centrum aktywnym
enzymu. To mechanistyczne maskowanie sprawia, ze pro-
ces syntezy Sciany komorkowej zostaje trwale zatrzymany.
Cho¢ ten mechanizm jest skuteczny wobec wielu bakterii
Gram-dodatnich i niektérych Gram-ujemnych, jego efek-
tywnos¢ zalezy od ekspresji okredlonych izoform PBPs, ich
dostepnosci w btonie oraz zdolnosci patogenéw do produk-
qji p-laktamaz (Ryc. 11) [44,45].

Hodowla A. chrysogenum prowadzona jest w medium
z 30 g/L sacharozy, 1 g/L fosforanu jednopotasowego,
0.3 g/L siarczanu magnezu i 15 mL roztworu metali §lado-
wych, w temperaturze 28°C przez 6-7 dni. Poczatkowo ob-
serwuje sie intensywna konsumpcje sacharozy, prowadzaca
do wzrostu biomasy, a najwieksza produkcje cefalospory-
ny C osiaga sie przy wolniejszym zuzyciu weglowodanéw
- maksymalnie po 120 h. Optymalne warunki to pH 7.2 i
poziom tlenu 30%. Wplyw na wydajnosé maja m.in. dodat-
ki: metionina (optymalnie 0.4 g/L) i siarczan amonu, ktére
wspieraja synteze poprzez dostarczanie siarki i zwieksze-

Sciezka bioprodukcji zwiazku (23) w
szczepie A. chrysogenum, dzieki doktad-
nemu rozpoznaniu enzymatycznemu,
wykazuje wysoki potencjal do dalszych
modyfikacji chemoenzymatycznych.
Szlak inicjowany jest przez trzy amino-
kwasy: L-waline, L-cysteine oraz L-a-
kwas aminoadypinowy. W cytozolu syn-
taza ACV tworzy tripeptyd ACV, ktéry
cyklizuje do izopenicyliny N. W perok-
sysomach izopenicylina N ulega epime-
ryzacji, a nastepnie w cytozolu syntaza
DAOC (syntaza deacetoksycefalospory-
ny C) przeksztalca i rozszerza piecioczto-
nowy pierscien do szeéciocztonowego
charakterystycznego dla cefalosporyn.
Po hydroksylacji i acetylacji powstaje

taricuch cukrowy

Nieusieciowane biatko
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Enzym odpowiadajacy
za sieciowanie Sciany komoérkowej

. . .
Usieciowane biatko

EE

T EO

Cefalosporyna C

Nieaktywny enzym

Rycina 11. Nieodwracalna inhibicja enzyméw PBPs wobec bakteriobdjczosci cefalosporyny C [45].



Rubellina E (29)

Rycina 12. Struktury Rubelin A-F, a takze pochodnej 14-dehydro-rubelliny D [49].

14-dehydro Rubellina D (31)

Rubellina F (30)

nie biomasy [44]. Cefalosporyna C jest oczyszczana przez
ekstrakcje ciecz-ciecz, ktéra obejmuje zakwaszanie, odbiat-
czanie i koncentracje. Ze wzgledu na jej rozpuszczalnosé w
wodzie, stosuje si¢ kwasne srodowisko i acetonitryl jako
stabilniejszy rozpuszczalnik niz alkohole. Mimo dobrej zna-
jomoéci biosyntezy, badania skupiajg si¢ na nowych meto-
dach konwersji cefalosporyny C do substratéw cefalospo-
ryn nowszych generacji oraz na optymalizacji fermentacj,
co ma kluczowe znaczenie wobec rosnacej antybiotykood-
pornosci [43].

RUBELLINY

Rubelliny stanowia rodzine fitotoksycznych metaboli-
tow wtoérnych pochodzacych od prekursoréw antrachino-
nowych. Wystepuja w grzybie Ramularia collo-cygni, odpo-
wiedzialnym za plamistos¢ lisci Ramularia (RLS), a takze
zostaly wykryte u Mycosphaerella rubella. W Ramularia col-
lo-cygni zostaly zidentyfikowane i wyizolowane odmiany
rubellin A-F ((25-30), Ryc. 12) oraz 14-dehydro rubellina D
((31), Ryc. 12). Na poziomie komoérkowym rozwéj objawow
chorobowych RLS uwaza si¢ za zwigzany z indukcjg $émier-
ci komérek roslinnych, spowodowana uwalnianiem i dzia-
faniem w roélinie fitotoksyn rubellinowych. Znalezienie
rubellin w liSciach jeczmienia oraz obserwacja, Ze te zwigz-
ki sa zdolne do indukowania produkcji reaktywnych form
tlenu, takich jak anion ponadtlenkowy in vitro, sugeruja ich
udzial w rozwoju RLS. Co wiecej, podobnie jak w przypad-
ku innych NP o strukturze antrachinonowej, rubeliny wy-
kazaty silne dzialanie hamujace i rozbijajace formowanie
filamentow helikalnych biatka tau, ktére stanowia istotny
marker terapeutyczny w chorobie Alzheimera, co sugeru-
je, ze ta grupa zwigzkéw moze by¢ istotna do opracowania
narzedzi badawczych lub lekéw na tauopatie neurodegene-
racyjne [46,47].

Rubelliny moga wykazywac zalezna od $wiatla aktyw-
nos¢ antybiotyczng i zaobserwowane zostaly ich fotody-
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namiczne wlasciwosdci. Wszystkie rubelliny przejawiaja
zdolnoé¢ do dziatania jako $rodki lipoperoksydacyjne na
wybranych substratach, co jest dodatkowo potwierdzone
ich obecnoscia w fitotoksycznych grzybach. Mechanizm
przeprowadzania reakcji zaleznych od $wiatla opiera sie
prawdopodobnie na kombinacji fotodynamicznych reak-
i typu i II, w ktérych rdzen rubelliny przechodzi w stan
wzbudzony dzigki energii fotonu. Energia nastepnie jest
przekazywana do tlenu, prowadzac do powstania jego re-
aktywnych form w postaci tlenu singletowego lub rodnika
ponatlenkowego, poprzez przekazanie elektronu. Te formy
nastepnie ulegaja rozktadowi do rodnika hydroksylowego
z udzialem komoérkowego nadtlenku wodoru. Reaktywne
formy tlenu moga nastepnie utlenia¢ kwasy tluszczowe w
Scianie komoérkowej. Taki mechanizm dzialania jest szcze-
golnie szkodliwy dla cian komérek roslinnych i przypomi-
na dziatanie spokrewnionego NP - cercosporyny C [47,48].

W nowoczesnej syntezie (+)-rubelliny C zastosowano
strategie z pdZnoetapowym wprowadzeniem antrachinonu
za pomocq reakcji anulacji Hausera, co pozwolilo unikna¢
problemoéw z utlenianiem i poprawilo rozpuszczalnosé pro-
duktu. Kluczowym krokiem bylo przygotowanie odczyn-
nika Grignarda z bromku otrzymanego z o-krezolu, ktéry
zostal nastepnie poddany addycji sprzezonej do enonu.
Po kolejnych transformacjach, w tym addycji L-selektridu,
uzyskano alkohol allilowy z wysoka diastereoselektywno-
Scig. Alkohol allilowy przeksztalcono w reagent alliloboro-
wy poprzez borylacje z uzyciem katalizatora palladowego
i kwasu bisboronowego. Allilacja aldehydu przez ten re-
agent data lakton homoallilowy, stanowigcy wazny element
strukturalny czasteczki. Usuniecie grupy sililowej i utlenie-
nie fenolu doprowadzito do powstania monoketalu p-chi-
nonu. Reakcja anulacji Hausera z sulfonem w obecnosci tert-
-butoksydu litu umozliwila synteze antrachinonu. Tryflacja
zwiazku antrachinonowego, a nastepnie reakcja Hecka z
katalizatorem palladowym doprowadzila do powstania
szkieletu rubelliny. Demetylacja przy uzyciu eteratu jodku
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magnezu usuneta wszystkie grupy metylowe z produktu.
Ostateczne usuniecie acetonidu w kwasnych warunkach
wytworzylo jeden enancjomer (+)-rubelliny C, a do jego
oczyszczenia zastosowano chromatografie kolumnowa w
odwroéconej fazie z uzyciem kolumny typu C18 przy uzyciu
systemu CombiFlash Rf-200. Elucje prowadzono gradiento-
wo z wykorzystaniem mieszaniny acetonitrylu i wody [47].

Pozostate metabolity wtérne, takie jak chaetoglobosyna
A, cefalosporyna C czy rubelliny, ilustruja szerokie spek-
trum strategii biosyntetycznych wykorzystywanych przez
grzyby, obejmujacych hybrydowe szlaki PKS-NRPs oraz
klasyczne Sciezki aminokwasowe. Zwiazki te odgrywaja
istotna role zaréwno w medycynie, jak i w oddziatywaniach
ekologicznych, np. jako fitotoksyny lub regulatory stresu
oksydacyjnego. Pomimo dobrze poznanych mechanizméw
dzialania niektérych z nich, ograniczenia w wydajnosci
produkgji i ztozonos¢é biosyntezy nadal stanowia istotne
wyzwanie. Ich dalsze badania moga przyczynic sie do opra-
cowania nowych strategii terapeutycznych oraz narzedzi
badawczych w biologii i chemii medyczne;j.

PERSPEKTYWY ROZWOJU BADAN

Postep w odkrywaniu nowych zwigzkéw bioaktywnych
pochodzenia grzybicznego jest obecnie silnie napedzany
przez integracje genomiki poréwnawczej klastréw biosyn-
tetycznych (BGC) z narzedziami uczenia maszynowego
oraz inzynierii metabolicznej. Analiza BGC na poziomie
genomowym umozliwia identyfikacje ,cichych” lub stabo
eksprymowanych klastrow, ktére nie sa aktywne w stan-
dardowych warunkach hodowli, a tym samym pozostaja
niewykorzystanym zrédlem potencjalnie nowych metabo-
litow wtérnych. Coraz czesciej stosowane algorytmy ucze-
nia maszynowego (ang. machine learning (ML)) pozwalaja
przewidywaé zaréwno klasy chemiczne metabolitow, jak
i ich potencjalne witasciwosci biologiczne na podstawie ar-
chitektury domen enzymatycznych, organizacji genéw oraz
danych filogenetycznych, co znaczaco zaweza przestrzen
poszukiwan eksperymentalnych.

Kluczowsq role w eksperymentalnej walidacji predykcji
pelni inzynieria genetyczna z wykorzystaniem systeméw
CRISPR-Cas, umozliwiajacych precyzyjne modyfikacje re-
gulatoréw transkrypcyjnych, aktywacje wybranych BGC
lub ich przebudowe w kierunku zwiekszonej wydajnosci
biosyntezy. Narzedzia te pozwalaja réwniez na badanie za-
leznosci pomiedzy warunkami srodowiskowymi a ekspre-
sja klastrow biosyntetycznych, co stanowi istotne rozszerze-
nie klasycznego podejécia. Uzupelnieniem tych strategii jest
heterologiczna ekspresja catych BGC w dobrze scharaktery-
zowanych organizmach modelowych, co umozliwia zaréw-
no potwierdzenie funkcji klastra, jak i uzyskanie produktu
w ilodciach wystarczajacych do badan biologicznych i struk-
turalnych. W polaczeniu z inzynieria metaboliczna podej-
Scie to tworzy efektywny pipeline od danych genomicznych
do identyfikacji i rozwoju nowych zwigzkéw bioaktywnych
[50].

Podsumowujac, synergiczne wykorzystanie genomiki
poréwnawczej BGC, metod uczenia maszynowego oraz na-

rzedzi inzynierii genetycznej znaczaco przyspiesza proces
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odkrywania nowych metabolitéow wtérnych pochodzenia
grzybicznego. Integracja tych podejs¢ pozwala nie tylko
na efektywniejsze , odblokowywanie” ukrytego potencja-
tu biosyntetycznego, lecz takze na ukierunkowany rozwgj
zwigzkéw o wysokim znaczeniu bioaktywnym i aplikacyj-
nym.

PODSUMOWANIE

Metabolity wtérne grzybéw sa grupa zwigzkéw o wy-
sokiej bioaktywnosci, ktérych biosynteza uwarunkowana
jest obecnoscia specyficznych klastrow genéw (BGC) oraz
odpowiedzia na czynniki $rodowiskowe. Ich klasyfikacja
obejmuje m.in. poliketydy, terpenoidy, peptydy nieryboso-
malne i alkaloidy, ktére wykazuja dziatania przeciwdrob-
noustrojowe, cytotoksyczne, neuroprotekcyjne czy fitotok-
syczne. Przykladami takich zwigzkéw sa m.in. lowastatyna
o dziataniu obnizajacym poziom cholesterolu, penicyklon A
otrzymywany w warunkach OSMAC, przeciwnowotworo-
wa ophiobolina A, neuroprotekcyjny sorbicillakton A, prze-
ciwbakteryjna cefalosporyna C oraz rubelliny, ktére oprocz
fitotoksycznosci wykazuja aktywnosé fotodynamiczna i po-
tencjalne znaczenie w terapii choréb neurodegradacyjnych.
Postep w zakresie biologii syntetycznej i inzynierii metabo-
licznej pozwala na identyfikacje reakcji w szlakach metabo-
licznych oraz genéw odpowiadajacych enzymom bioracym
w nich udzial. Poszerzajaca si¢ wiedza prowadzi do licznych
sposobéw optymalizacji produkcji produktéw naturalnych.
Polaczenie ré6znych metod, takich jak odpowiednie warun-
ki hodowli, regulacja ekspresji genéw klastréw biosynte-
tycznych oraz inzynieria szlakéw biosyntezy metabolitow
wtérnych, umozliwia tworzenie bioaktywnych zwiazkéw
grzybowych o duzym znaczeniu w medycynie, produkcji
zywnosci i ochronie srodowiska. Wysoka elastycznos¢ me-
taboliczna grzybéw oraz rosnaca wydajnosc¢ ich biosynte-
tycznych szlakéw sprzyja stosowaniu nowoczesnych metod
inzynierii, aby skutecznie otrzymywac zwiazki bioaktywne.

PODZIEKOWANIE

Praca zostala sfinansowana ze $rodkéw Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach przyznanej Poli-
technice Poznariskiej subwencji badawczej.
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Secondary metabolites, which are natural products of fungi, perform key biological functions and have applications in medicine. The produc-
tion of these compounds is subject to the control of clusters of biosynthetic genes located within the genome. It has been observed that these
genes can become dormant under standard culture conditions. The advent of modern genetic and epigenetic methodologies has rendered the
activation of these elements possible, thus facilitating the identification of novel bioactive compounds. The present article delineates classes
of metabolites, the mechanisms of their biosynthesis, and current research strategies, combining knowledge from biology, genetics, and bio-
technology.
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