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New, engineered polyketide compounds synthesized by actinomycetes
Summary

Polyketides constitute a structurally and functionally diverse group of sec-
ondary metabolites produced by bacteria, fungi and plants. Macrocyclic
polyketides are produced principally by actinomycetes using modular polyketide
synthases which are giant multienzymes. These enzymes are potentially valu-
able for the biosynthesis of novel compounds. Engineered, hybrid polyketide
synthases catalyse the formation of simple statin analogues, macrolactone ring
analogues, and biologically active glycosylated compounds.
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1. Poliketydy i enzymy, ktére je wytwarzajg

Poliketydy - produkty metabolizmu wtornego bakterii, grzy-
bow i rodlin, stanowig zréznicowang strukturalnie grupe zwigz-
kéw, charakteryzujacych sie szerokim zakresem aktywnosci bio-
logicznych. Sposrdd nich najliczniej reprezentowane sg antybio-
tyki: makrolidy, tetracykliny, polieny. Strukture poliketydowa maja
réwniez liczne zwigzki przeciwnowotworowe, przeciwgrzybicze
oraz immunomodulatory (1,2). Ze wzgledu na wkasciwosci uktadu
enzymatycznego przeprowadzajgcego synteze poliketydéw, moz-
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Rys. 1. Przykfady zwigzkéw poliketydowych. Awermektyna, erytromycyna, rapamycyna - polikety-
dy niearomatyczne.

na wptynac na przebieg tego procesu stosujgc metody biosyntezy kombinatorycz-
nej. Celem tych zabiegdéw jest uzyskanie nowych zwigzkéw poliketydowych o zapla-
nowanej strukturze i pozadanych wiasciwosciach terapeutycznych (3-7).

Syntazy wytwarzajgce grupe poliketydow, ktére ogolnie mozna okresli¢ jako
zwiagzki niearomatyczne (rys. 1), to kompleks wielkoczasteczkowych, wielofunkcyj-
nych biatek (8-13). Kazde z biatek sklada sie z domen o funkcjach takich jak funkcje
domen syntazy kwasow ttuszczowych (rys. 2). Domeny te katalizujg réwniez takie
same reakcje jak w syntazie kwasow ttuszczowych. Sg to uczestniczgce w kondensa-
cji domeny: ketosyntazowa (KS), acylotransferazowa (AT) i biatko przenoszgce resz-
ty acylowe (ACP) oraz domeny uczestniczace w redukcji tancucha poliketydowego:
ketoreduktazowa (KR), dehydratazowa (DH) i enoiloreduktazowa (ER) (8). W synta-
zie poliketydowej, inaczej niz w syntazie kwasoéw ttuszczowych, kazda z powta-
rzajgcych sie reakcji kondensacji reszt kwasowych oraz ich redukcji katalizowana
jest przez odrebng domene enzymatyczng. Suma reakcji w biosyntezie oraz ich ko-
lejnos¢ majq zatem odzwierciedlenie w utozeniu funkcjonalnych domen syntazy. Po-
szczegOlne cykle biosyntezy (kondensacja + redukcje) katalizowane sg przez pod-
jednostki - moduty. Moduty moga rézni¢ sie rodzajem reszty kwasowej przytacza-
nej w celu kondensacji i stopniem redukcji; modut moze nie zawiera¢ domen redu-
kujacych lub nie zawiera wszystkich domen, zapewniajacych petng redukcje. Ta
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Rys. 2. Syntaza 6-deoksyerytronolidu B (DEBS) Saccharpolyspora erythraea, kodujace jg geny i polike-
tyd wytwarzany przez syntaze; eryAl, eryAll, eryAlll - geny biatek syntazy; DEBSI-3 - wielofunkcyjne
biatka syntazy; KS, AT, DH, ER, KR, AGP - domeny enzymatyczne. Zaznaczono zwigzane tioestrowo
z AGP produkty posrednie biosyntezy; 6-deoksyerytronotid B - makrotaktonowy produkt kohcowy syn-
tazy DEBS.

ostatnia whasciwos¢ syntaz powoduje, ze zwigzki poliketydowe, nawet jesli skladajg
sie z takiej samej liczby atoméw wegla, mogg znacznie rozni¢ sie pod wzgledem
struktury, wkasciwosci chemicznych i biologicznych. Zréznicowanie strukturalne po-
liketydow zwigzane jest réwniez z wystepowaniem centréw asymetrii i zostaje
wzbogacone dzieki stereoselektywnosci niektérych domen syntazy (14-16). Reakcje
modyfikacji zachodzgce po zakonczeniu syntezy podstawowego szkieletu polikety-
dowego dodatkowo zwiekszajg réznorodnos¢ struktur, a powszechnie wystepujgce
glikozylacje nadaja zwiazkom poliketydowym petng aktywnos¢ biologiczng (17-18).

2. Modyfikacje uktadu enzymatycznego syntazy

w procedurach biosyntezy kombinatorycznej postuzono sie uktadem modelo-
wym jaki stanowi pierwszy zbadany i dobrze poznany pod wzgledem struktury,
funkcji i mechanizmdw regulacji, uktad syntazy DEBS (6-deoksyerytronotidu B, ang.
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Rys. 3. Syntaza DEBS, skrdcona syntaza DEBSI + TE wytwarzany przez nig triketydowy lakton.

6-deoxyerythronolide B synthase). Ten uktad enzymatyczny, skladajgcy sie z trzech du-
zych, wielofunkcyjnych biatek (ok. 3500 aminokwaséw kazde, kodowane odpowied-
nio przez geny eryAl, eryAll i eryAlll), wystepuje w komorkach promieniowca Saccha-
ropolyspora erythraea i wytwarza aglikonowy szkielet erytromycyny A (1). W celu zba-
dania poszczegdlnych etapéw biosyntezy poliketydow oraz ingerencji w przebieg
tych etapow skonstruowano, postugujac sie metodami inzynierii genetycznej, uprosz-
czony ,,zestaw” genow syntazy (19,20) (rys. 3). Koduje on zaledwie jedno biatko syn-
tazy i w wyniku ekspresji, zarowno w komdrkach E. co/; jak i promieniowcéw, daje
,»skrocony” uktad enzymatyczny. Sktada sie on z dwéch modutéw zlokalizowanych
na pierwszym biatku syntazy 6-deoksyerytronolidu B (DEBSI) oraz domeny tioeste-
razowej konczacej biosynteze, przeniesionej z C-konfca trzeciego biatka syntazy
DEBS3 na C-koniec DEBSI (w skrécie uktad jest zwany DEBSI +TE). Taka ,,skrocona
syntaza” jest w petni aktywnym biatkiem, o duzej wydajnosci katalitycznej. Postuzyta
ona jako uktad modelowy w celu zbadania mechanizmu dziatania i parametrow ka-
talitycznych syntazy (21-23). DEBSI-I-TE wytwarza triketyd - produkt dwdch kon-
densacji poliketydowych, ktory jest pierwszym, podczas biosyntezy erytronolidu,
trwalym zwigzkiem posrednim. Po hydrolizie przez domene tioesterazowg wigzania
tioestrowego tgczacego produkt z matrycy jakg stanowi enzym, triketyd jest uwal-
niany jako stabilny, cykliczny §-lakton. Przeprowadzajgc wymiane w obrebie genu
DEBSI -fTE, DNA kodujacego domeny AT o specyficznosci substratowej innej niz na-
turalna, uzyskano uktad enzymatyczny wytwarzajacy triketydy o zmienionych pod-
stawnikach (24,25). Ukfad ten stat sie¢ punktem wyjscia do dalszych manipulacji
majacych na celu otrzymanie wiekszych czasteczek zwigzkoéw poliketydowych.
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3. Uktad syntazy poliketydowej moze wytwarza¢ analogi statyn

Statyny, do ktérych naleza: lowastatyna, symwastatyna i fluwastatyna, sa meta-
bolitami wtérnymi wytwarzanymi przez szczepy Aspergillus terreus i A. nidulans (26-29).
Poliketydy te sg naturalnymi inhibitorami enzymu katalizujgcego redukcje hydroksy-
metylo-glutarylo-CoA (HMG-CoA) do mewalonianu - podstawowego etapu biosyn-
tezy cholesterolu przez kregowce. Statyny sg lekami powszechnie stosowanymi
w chorobach, ktorym towarzyszy hipercholesterolemia. Biosynteza statyn zachodzi
przy udziale skomplikowanego systemu, w ktérym wspétdziatajg dwa uktady syntaz
poliketydowych oraz dodatkowe enzymy niezalezne od ukltadéw enzymatycznych
syntaz (30). Zaobserwowano, ze syntetyczne analogi statyn moga stanowi¢ bardziej
efektywne inhibitory reduktazy HMG-CoA niz ich naturalne odpowiedniki (28,29).
Warunkiem jest wystepowanie pierscienia 5-laktonowego w czasteczce inhibitora,
natomiast ogodlna struktura inhibitora, w poréwnaniu z naturalnymi statynami moze
byé uproszczona. Wspomniano juz, ze 5-lakton jest produktem dwdch pierwszych
kondensacji syntazy DEBS. jego struktura moze by¢ rozbudowana w wyniku kolej-

1 -3
1.R_i=CH3, R2=H
2.Ri=H, R2=H OH OH
3. Ri=CH3, R2=CH3
O_/\O AO—AO
6. R = Me
7. R =Et

Rys. 4. Struktura chemiczna naturalnych statyn i ich analogéw; 1-3 naturalne statyny wytwarzane
przez Aspergillus-, 4,5 syntetyczne analogi o aktywnosci statyn; 6,7 - potencjalne produkty biosyntezy,
strukturalne analogi statyn. W zacieniowanym polu zaznaczono wystepowanie struktury triketydowego
laktonu.
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nej kondensacji poliketydowe], dajagc zwigzek o strukturze zblizonej do inhibitora
reduktazy HMG-CoA (rys. 4). Rozumujac w ten sposob, utworzono ukiad genetycz-
ny, w ktérym fragment DNA kodujacy modut 2 DEBS zastgpiono fragmentem DNA
kodujacym dwa sasiednie moduly (11,12) syntazy poliketydu rapamycyny (31). Ukfad
ten, ekspresjonowany w komorkach S. erythraea wydajnie wytwarzat oczekiwany
zwigzek tetraketydowy (produkt trzech kondensacji). Otrzymany tetraketyd nie sta-
nowi jeszcze gotowego leku. Bedac analogiem statyny postuzyt on jako zwigzek wyj-
sciowy do dalszych modyfikacji, a takze w badaniach nad aktywnoscia inhibicyjng
tetraketydu oraz nad wydajnoscig hybrydowego uktadu enzymatycznego. Podczas
»Konstrukcji” tego ukfadu enzymatycznego uzyskano cenne informacje dotyczace
roli struktury regionéw biatek, ktére odgraniczajg domeny sasiadujagce w uktadzie,
lecz pochodzace z innych naturalnych biatek syntazy (32). Optymalizacja wydajnosci
ukfadu enzymatycznego, ktéry w gruncie rzeczy jest uktadem sztucznym, a jedno-
czesnie jest zdolny do przeprowadzania biosyntezy w komoérkach promieniowca,
nadal jest wyzwaniem.

4. Kombinatoi7Czne biblioteki poliketydéw

Organizacja genetyczna syntaz poliketydowych doktadnie odpowiada kolejnosci
utozenia domen w wielofunkcyjnym biatku oraz kolejnosci, w jakiej poszczegolne
domeny sg aktywne podczas biosyntezy. Biorgc pod uwage fakt, ze sekwencja ami-
nokwasowa domen spetniajagcych podobng funkcje w réznych syntazach jest bardzo
podobna (33,34), mozna zaproponowac zmiany w jednostkowych reakcjach i prze-
prowadzi¢ wymiane analogicznych domen, a nawet catych modutéw na ich odpo-
wiedniki z syntaz aktywnych u innych mikroorganizméw. Moduty mogg mieé rozny
zestaw domen, a domeny moga réznic sie specyficznoscig substratowa, z czego wy-
nika duza liczba mozliwych kombinacji. Méwiac o wymianach domen, mamy oczy-
wiscie na mysli zmiany w strukturze kodujacych je genéw.

W ostatnich latach przybywa coraz wiecej informacji dotyczacych sekwencji
petnych zespotéw gendw kodujacych syntazy poliketydowe, enzymy modyfikujace
je, biatka regulujgce ekspresje syntazy i biatka transportujgce gotowe zwiazki poza
komorke (4,17,35,36). WS$rdd mikroorganizmow, wiekszos¢ uktadéw znanych syn-
taz kodowana jest przez genomowy DNA promieniowcow.

Obecnie poznano okoto 7000 struktur naturalnych poliketyddw. Stanowi to nie-
wielkg cze$¢ struktur teoretycznych powstajacych w wyniku kombinacji domen o réz-
nych aktywnos$ciach (37). Na przykfad postugujac sie uktadem syntazy DEBS, mozna
teoretycznie potaczy¢ w szesciu modutach syntazy domeny AT o dwodch réznych
specyficzno$ciach substratowych z piecioma pozostatymi domenami wplywajacymi
na kondensacje i redukcje poliketydu, otrzymujac 10" mozliwych kombinacji, jesz-
cze wiekszg liczbe kombinacji (I0"") otrzymamy taczac domeny 14-modutowej syn-
tazy rapamycyny (38,39).

BIOTECHNOLOGIA 4 (59) 130-141 2002 135



Katarzyna Kuczek

W kilku o$rodkach farmaceutycznych podjeto zadanie uzyskania na drodze bio-
syntezy, na podstawie struktury makrolidu jakim jest 6-deoksyerytronolid B, mozli-
wie bogatego zestawu nowych poliketydow. Zwigzki te moglyby same stanowic
leki, badz dostarczac szkieletu makrolaktonowego do otrzymania polsyntetycznych
analogéw. Uzyskano w ten spos6b kombinatoryczne biblioteki zwigzkdw (40). Ro-
bert McDaniel i wsp. (Kosan Biosciences, Inc.) poddali ekspresji w komérkach pro-
mieniowcow - Streptomyces coelicolor i S. Imdans geny syntazy DEBS, w ktorych wy-
mieniano domeny AT i domeny biorgce udziat w redukcji na odpowiednie regiony
z syntazy rapamycyny (RAPS) z Streptomyces hygroscopicus (39). Wymienione domeny
AT wprowadzaty inny niz AT z DEBS, substrat do kondensacji. Domene KR z DEBS
wymieniono na domene o innej stereospecyficznosci albo ukiad dwéch (DH -I- KR)
lub trzech (DH H ER + KR) domen redukcyjnych, badz spowodowano catkowite
usuniecie domeny KR przez wprowadzenie na jej miejsce regionu tgcznikowego po-
miedzy domenami AT i AGP. Wymieniane fragmenty DNA byly wprowadzane jako
produkty reakcji PGR, zaopatrzone na koncach w dogodne miejsca restrykcyjne. Po-
wodowato to powiekszenie syntazy o dodatkowe aminokwasy, ktdre nie wplywaty
jednak ujemnie na aktywnos¢ kompleksu enzymatycznego. Nowy zestaw domen nie
zawsze jednak powodowat powstanie funkcjonalnego biatka wytwarzajacego ana-
log erytronolidu. Analizowano wydajno$¢ wytwarzania poliketydu przez rekombi-
nanty i w kolejnym etapie wprowadzano w uktadzie zmiany wielokrotne: domen AT
i KR w tym samym module, albo podwdjne lub potrdjne podstawienia w réznych
modutach. taczeniu poddawano zawsze te kombinacje, w wyniku ktérych powsta-
waty rekombinanty najbardziej wydajnie wytwarzajace poliketyd. W wyniku zasto-
sowania produktywnych kombinacji uzyskano biblioteke obejmujacg 61 nowych
zwigzkow poliketydowych, analogéw erytronolidu.

5. Zastosowanie kombinacji wektorow do konstrukcji bibliotek zwigzkdw
poliketydowych

Opisane w poprzednim rozdziale biblioteki poliketyddéw uzyskano dzieki tacze-
niu pojedynczych, a nastepnie wielokrotnych mutacji w obrebie DNA kodujacego
domeny i moduly syntazy. Otrzymanie kazdego z tych rekombinantéw wymaga
osobnej konstrukcji wektora ekspresyjnego, zawierajacego caly zestaw gendéw zmie-
nionej syntazy. Na przykiad, jesli chcemy uzyska¢ X mutacji genu eryAl syntazy
DEBS, Y mutacji genu eryAll i Z mutacji genu eryAlll, nalezy przeprowadzi¢ X + Y -I- Z
eksperymentow, otrzymujac w wyniku eksperymentu takg samg liczbe nowych zwigz-
kéw. Przy zastosowaniu tej strategii otrzymanie duzych bibliotek kombinatorycz-
nych moze okazac sie niezwykle pracochlonnym zadaniem. Aby utatwi¢ tworzenie
bibliotek zwigzkéw poliketydowych opracowano strategie klonowania mutantow,
w ktorych kazdy gen syntazy zostat sklonowany na osobnym plazmidzie (37). Ko-
morki odpowiedniego gospodarza sg transformowane kilkoma kompatybilnymi pla-
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Rys. 5. Zastosowanie trzech wektorow pKOS, z ktérych kazdy zawiera sklonowany pojedynczy gen
syntazy DEBS (eryAl, eryAll, eryAlll) do jednoczesnej ekspresji petnego zestawu tych genéw w komérce
Streptomyces lividans.

zmidami. Funkcjonalny ukfad enzymatyczny moze powsta¢ w wyniku niezaleznej,
rownoczesnej ekspresji gendw syntazy zlokalizowanych na kilku plazmidach (41-43).
Postugujac sie podanym przyktadem mutantéw syntazy DEBS, ktora skiada sie z trzech
biatek zawierajacych po dwa moduty kazde, mozna sobie wyobrazi¢ osiem teore-
tycznych modyfikacji w kazdym module (dwie domeny AT wspotpracujace z cztere-
ma innymi domenami), co daje 8 x 8 = 64 kombinacje przypadajgce na jedno biatko
syntazy. W wyniku jednoczesnej transformacji komorek trzema plazmidami, z kto-
rych kazdy niesie 64 warianty otrzymuje sie 64" = 262 144 teoretycznie mozliwych
kombinacji. Natomiast w wyniku transformacji komorek jednym plazmidem zawie-
rajgcym okreslong kombinacje gendw mozna otrzymac zaledwie 3 x 64 = 192 moz-
liwe kombinacje.

Opisane podejscie eksperymentalne zostato zbadane na modelowym uktadzie
syntazy DEBS w komérkach S. lividans (37). Otrzymano funkcjonalne biatka syntazy
jako produkt translacji trzech réznych mRNA (rys. 5). Syntaza wytwarzata makrolidy
z wydajnoscig podobng do wydajnosci uktadu ulegajacego ekspresji z pojedynczego
plazmidu, a wprowadzone wektory nie podlegaty dalszej rekombinacji nawet po
wielu podziatach.

Podstawowg zaletg utworzonego systemu jest to, ze posiadajac zbior funkcjo-
nalnych (tzn. wydajnie wytwarzajacych poliketyd o zaplanowanej strukturze) mutan-
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téw czyli biblioteke, mozna jg w szybki sposéb wzbogaci¢, wprowadzajac nowe
zmiany. Na przyktad, jedng z mozliwych zmian w omawianym ukladzie biatek synta-
zy DEBS jest wprowadzenie mutacji unieczynniajgcej pierwszg domene KS (domena
kondensujgca). Nieaktywna domena uniemozliwia wprowadzenie do syntezy natu-
ralnej, starterowej reszty kwasu karboksylowego. Mozliwe jest natomiast podanie
€gzogennego, syntetycznego substratu, ktérym jest diketyd - analog produktu pierw-
szej kondensacji poliketydowej (44). Podajac diketydy o zréznicowanej strukturze
mozna wptyna¢ na strukture makrolidu w sposéb znaczacy dla ich aktywnosci biolo-
gicznej (45). W 14-cztonowym laktonie jakim jest erytronolid zmieniona struktura
diketydu wptywa na podstawniki w pozycji 12 i 13, modulujac aktywnos$¢ antybakte-
ryjng zwigzku (45). W omawianym doswiadczeniu podawano jeden rodzaj diketydu
do medium fermentacyjnego szczepOw zawierajacych mutacje syntazy DEBS w roz-
nych modutach z wyjatkiem pierwszego. Otrzymano kilkanascie nowych analogéw
(37). To samo doswiadczenie w systemie mutacji na jednym plazmidzie wymagatoby
przeprowadzenia kilkunastu odrebnych manipulacji genetycznych.

6. Biblioteki glikozylowanych poliketyddow

Wszystkie naturalne zwigzki makrolidowe wyposazone sg w reszty deoksy-
i aminopochodnych cukrow prostych. Sg to cukry nietypowe tzn. nie wystepujace
w potaczeniu z innymi zwigzkami w komorce. Ich biosynteza jest skomplikowanym,
wieloetapowym procesem, katalizowanym przez kilka enzymoéw uczestniczacych
w syntezie szkieletu podstawowego i jego modyfikacji (14,46). Potgczenie makroli-
doéw z resztami cukrowymi warunkuje lub wzmacnia ich aktywno$¢ biologiczna. Ery-
tromycyna A zawiera dwie reszty cukrowe - kladynoze i dezozaming. Pozbawienie
czasteczki jednej z nich obniza aktywno$¢ antybiotyczng zwiagzku (47). W wyniku
pewnych modyfikacji chemicznych erytronolidu powstajg co prawda zwigzki, kto-
rych aktywno$¢ kompensuje brak kladynozy, jednakze obecno$¢ dezozaminy, jak
sie okazato, byla niezbedna do tego, aby zwigzek wykazywat dziatanie antybiotyku
(48,49). Dezozamina wystepuje réwniez w innych antybiotykach makrolidouych, ta-
kich jak oleandomycyna czy megalomycyna (50,47). W antybiotykach: pikromycynie,
metymycynie oraz w poétsyntetycznych pochodnych erytromycyny, dezozamina jest
jedyng resztg cukrowa odpowiedzialng za aktywno$¢ antybiotyczng (15,16).

Majac na uwadze tak duze znaczenie dezozaminy podjeto probe utworzenia bi-
bliotek poliketydéw, w ktérych do wytwarzania zwigzkow zostaty wigczone enzymy
biosyntezy cukru i postpoliketydowej modyfikacji makrolidu (50). We wczes$niej
przeprowadzonych doswiadczeniach nad biokonwersjg modyfikowanych aglikonow
makrolidowych wskazano, ze glikozylotransferazy wykazuja duza tolerancje wzgle-
dem substratéw innych niz naturalne (1,51,52). Procesy te przebiegaty jednak w ko-
morkach szczepow, w ktorych trudnosci sprawiaja modyfikacje genetyczne oraz
szczepOw nie przystosowanych do testowania bibliotek.
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Utworzono system, w ktérym skonstruowano wektor plazmidowy niosacy sze$é
gendw uczestniczacych w biosyntezie dezozaminy oraz gen glikozylotransferazy.
Pochodzity one z zespotu gendéw kodujacych biatka uczestniczace w biosyntezie pi-
kromycyny. Geny te, zlokalizowane na chromosomie Streptomyces venezuelae, sasia-
dujg ze sobg i funkcja kazdego z nich zostata potwierdzona eksperymentalnie (53).
Glikozylotransferaza z ukfadu biosyntezy pikromycyny przytacza cukier bezposred-
nio do narbonotidu (aglikonowa czes¢ pikromycyny), podczas gdy w innych znanych
uktadach dezozamina jest kolejnym cukrem przytgczanym do aglikonu (50). Podej-
rzewano, ze glikozylotransferaza narbonotidu nie bedzie wykazywata scistej selek-
tywnosci wobec zmodyfikowanego substratu. jest to cecha pozadana przy wykorzy-
staniu enzymu do glikozylacji r6znych wariantéw strukturalnych makrolidu.

Do komorek szczepu Streptomyces lividans wprowadzono plazmid podlegajacy in-
tegracji z chromosomem i zawierajacy petny zestaw gendw biatek uczestniczacych
w biosyntezie dezozaminy. Geny te znajdowaty sie pod kontrolg konstytutywnego
promotora (gendéw biosyntezy innego poliketydu) i aktywatora transkrypcyjnego
(54). Do komoérek tego szczepu wprowadzono jednoczesnie plazmid zawierajacy
rézne warianty zestawu gendw biosyntezy makrolidow. metymycyny, pikromycyny,
6-deoksyerytronolidu B i zmodyfikowanych pochodnych erytronolidu. Utworzono
biblioteke sktadajaca sie z przeszto piecdziesieciu zrekombinowanych wektorow
ekspresyjnych. W komdrkach S. lividans zachodzita jednoczesna ekspresja dwdch,
wprowadzonych w wyniku manipulacji, szlakéw metabolicznych: biosyntezy polike-
tydu i dezozaminy, w wyniku czego wytwarzane byly dezozaminowe pochodne ma-
krolidéw. We wszystkich przypadkach S. lividans nie stanowit naturalnego gospoda-
rza, w komorkach ktorego zachodzi ekspresja wymienionych makrolidéw. Przeszio
20 sposréd wytwarzanych zwiazkow wykazywato aktywnos$¢ antybakteryjna (testo-
wana wobec Bacillus subtilis). Uzyskane struktury nowych zwigzkéw potwierdzajq za-
rowno duzg tolerancje glikozylotransferazy wzgledem zmienionych substratéw, jak
i duze znaczenie reszty cukrowej dla aktywnosci antybakteryjnej zréznicowanych
strukturalnie zwigzkéw. Wprowadzenie reszty cukrowej do zmodyfikowanych ma-
krolidéw daje réwniez mozliwosci zbadania innych niz antybakteryjna, aktywnosci
tych zwigzkdw (czynniki przeciwzapalne, immunomodulacyjne) (50).

7. Podsumowanie

Zwigzki poliketydowe wytwarzane przez mikroorganizmy, gtdwnie przez bakte-
rie glebowe - promieniowce, charakteryzujg sie duzym zrdznicowaniem struktu-
ralnym i zréznicowaniem aktywnosci biologicznych. Najliczniej reprezentowane sg
antybiotyki. Szczeg6lng grupe zwigzkéw poliketydowych stanowig makrolidy, kto-
rych strukture mozna poddaé ztozonym i wielokrotnym modyfikacjom przez zasto-
sowanie manipulacji w uktadzie kodujacych je gendw. Dzigki tym zabiegom mozna
zaréwno uzyska¢ zwigzki zawierajagce elementy strukturalne poliketydéw (analogi
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statyn) jak i bogaty zestaw analogéw naturalnych makrolidéw (biblioteki kombina-
toryczne). Zaangazowanie enzymow syntezy reszt cukrowych i ich przytgczania do
makrolidu zwieksza bogactwo nowych, biologicznie aktywnych zwiazkow.

Praca wykonana w ramach dziatalnosci statutowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej,
przy wsparciu Komitetu Badarn Naukowych, KBN 6P04B 025 16.
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