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Biosynteza statyn przez Aspergillus terreus i Penicillium solitum

Wstep

Statyny sa inhibitorami reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-
CoA (3-HMG-CoA), enzymu peliacego kluczowa rolg¢ w szlaku
metabolicznym biosyntezy cholesterolu. Znajduja zastosowanie
w medycynie jako leki obnizajace poziom cholesterolu. Inhibicja
reduktazy jest efektem podobienstwa strukturalnego migdzy
3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA, czyli naturalnym substratem
enzymu, a lancuchem B-hydroksykwasu wystepujacym w aktywnej
formie leku statynowego. Pierwsza odkryta statyna pochodzenia
naturalnego byla kompaktyna (znana réwniez jako mewastatyna
i ML-236B), poliketydowy metabolit wtérny wyizolowany z hodowli
grzyba strzgpkowego Penicillium citrinum [Endo i in., 1976].

Czasteczka ta nigdy nie zostala wprowadzona na rynek farmaceu-
tyczny z uwagi na watpliwos$ci zwiazane z jej potencjalng toksyczno-
Scia [Endo, 2010]. Mimo to, kompaktyna nie przestaje by¢ obiektem
zainteresowan badaczy, gdyz jest substratem poddawanym biotrans-
formacji w przemyslowym procesie wytwarzania prawastatyny,
szeroko stosowanego leku przeciw hipercholesterolemii [McLean
iin., 2015].

Pierwsza substancja hamujaca reduktaz¢ 3-HMG-CoA dostgpna na
rynku lekéw byla lowastatyna, czyli laktonowa forma kwasu mewi-
nolinowego, produkowanego przez grzyba Aspergillus terreus. Lo-
wastatyna po przyjgciu jest przeksztatcana w organizmie do aktywnej
biologicznie formy B-hydroksykwasowej na drodze hydrolizy. Lo-
wastatyna i kompaktyna sa substancjami pochodzenia naturalnego
produkowanymi przez grzyby, natomiast ich pochodne, simwastatyna
iprawastatyna — to produkty pdisyntetyczne wytwarzane poprzez
chemiczne modyfikacje naturalnie wystgpujacych czasteczek. Firmy
farmaceutyczne oferuja réwniez statyny syntetyczne, produkowane
metodami syntezy chemicznej, takie jak: fluwastatyna, atorwastatyna
i rozuwastatyna [Tobert, 2003].

Celem niniejszej pracy byto zbadanie mozliwosci biosyntezy réz-
nych statyn przez dwa szczepy grzybow strzgpkowych: Aspergillus
terreus ATCC 20542 i Penicillium solitum CBS 288.36. Pierwszy
z nich jest podstawowym szczepem produkujacym kwas mewinoli-
nowy, natomiast drugi znany jest gtéwnie jako patogen jabtek
i gruszek [Sanderson i Spotts, 1995]. Analiza hodowli prowadzonych
na plytkach z podiozem stalym wykazaty zdolno$¢ gatunku P. soli-
tum do tworzenia kompaktyny i solistatyny [Frisvad i in., 2004], ale
potencjalne zastosowanie P. solitum CBS 288.36 w procesach pro-
dukcji statyn w podtozach ptynnych nie zostalo poddane ocenie.

Materiaty i metody

Szczepy i warunki hodowli

Eksperyment wykonano z uzyciem szczepOw Aspergillus terreus
ATCC 20542 oraz Penicillium solitum CBS 288.36.

Hodowla prowadzona byla przez 7 dni w kolbach wstrzasanych
przy objgtosci podloza wynoszacej 150 ml i stalej predkosci obroto-
wej wytrzasarki réwnej 110 obr min™'. Temperatura wynosita 30 °C
dla hodowli A. terreus i 25 °C dla hodowli P. solitum. Zastosowano
podtoze o nastepujacym skitadzie: sacharoza: 150 g I"'; ekstrakt droz-
dzowy 20 g 1"'; MgSO,7H,0: 0.5 g I''; ZnSO,7H,0: 0.01 gl
CuS0,-5H,0: 0.005 g I"' (pH 6.5). Do zaszczepienia podtoza uzyto
spor uzyskanych na skosach agarowych [Bizukojc¢ i in., 2012].

Metoda analityczna

Analiz¢ metabolitow przeprowadzono z zastosowaniem spektro-
metru Synapt G2 firmy Waters sprzgzonego z ultrasprawnym chro-
matografem cieczowym Waters Acquity wg przedstawionej wczesniej

procedury [Boruta i Bizukojé, 2014]. Baza metabolitéw wtérnych
AntiBase 2014: The Natural Compound Identifier (Wiley) uzywana
byta w procesie identyfikacji czasteczek.

Wyniki i dyskusja

W cieczy hodowlanej A. terreus wykryto kwas mewinolinowy
i monakoling L (na podstawie uzyskanych widm masowych). Szlak
metaboliczny prowadzacy od acetylo-CoA i malonylo-CoA do kwasu
mewinolinowego obejmuje szereg reakcji enzymatycznych (Rys. 1).
Jednym z produktéw posrednich jest monakolina L, ktdrej utlenienie
prowadzi nastgpnie do powstania monakoliny J. Zwieficzeniem ko-
lejnych etapow szlaku jest powstanie czasteczki kwasu mewinolino-
wego, czyli B-hydroksykwasowej formy lowastatyny [Cochrane
i Vederas, 2014].
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Rys. 1. Szlaki biosyntezy kwasu mewinolinowego u Aspergillus terreus [Cochrane

i Vederas, 2014] i kompaktyny u Penicillium citrinum [Abe i in., 2002]. Produkty

szlaku biosyntezy kwasu mewinolinowego posiadaja dodatkowa grupg metylowa.
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W przypadku analizy metabolitéw P. solitum spodziewano si¢
obecnosci kompaktyny i solistatyny, ktére zostaly wczesniej wykryte
w hodowlach tego grzyba na podlozach agarowych [Frisvad i in.,
2004]. Nie stwierdzono jednak obecnos$ci tych czasteczek w bada-
nych prébkach.

Wykryto natomiast dwa inne poliketydowe metabolity o zblizonej
strukturze, ML-236A i ML-236C, czyli zwiazki prekursorowe kom-
paktyny. Szlak biosyntezy kompaktyny (Rys. 1) zostal wczesniej
zaproponowany w odniesieniu do odkrytego klastra genéw odpowie-
dzialnych za produkcje tego zwiazku u Penicillium citrinum [Abe
iin., 2002]. P. solitum i P. citrinum sa grzybami o relatywnie bliskim
pokrewienstwie i zblizonej morfologii, co czgsto skutkuje bigdna
identyfikacja taksonomiczna [Frisvad i in., 2004]. Szlak biosyntezy
kompaktyny jest prawdopodobnie ewolucyjnie zachowany u tych
dwoéch gatunkow.

Uzyskane warto$ci m/z poréwnano z warto$ciami teoretycznymi
(Tab. 1), a schemat fragmentacji uznano za zgodny z danymi literatu-
rowymi [Wang i in., 2001].

Tab. 1. Poréwnanie teoretycznych i eksperymentalnych wartosci m/z

Wartos$¢ m/z
Nazwa metabolitu A (m/z)
teoretyczna eksperymentalna
kwas mewinolinowy 4232741 4232716 -0,0025
monakolina L 323,2217 323,2245 +0,0028
ML-236C 309,2060 309,2048 -0,0012
ML-236A 325,2010 325,1987 -0,0023

Nalezy zauwazy¢, ze kwas mewinolinowy i B-hydroksykwasowa
forma kompaktyny réznia si¢ jedynie obecnoscia dodatkowej grupy
metylowej. Kazdy z produktéw nalezacych do szlaku biosyntezy
kwasu mewinolinowego ma odpowiednika w szlaku tworzenia kom-
paktyny posiadajacego w pozycji C-6 atom wodoru zamiast grupy
metylowej. W efekcie, monakolina L posiada w swojej strukturze
dodatkowe atomy ,,CH,” w poréwnaniu do ML-236C (Rys. 1)
iréznica warto$ci m/z migdzy tymi czasteczkami na widmie maso-
wym powinna wynosi¢ A (m/z) = 14,0157. Eksperymentalna réznica
warto$ci m/z dla monakoliny L i ML-236C wynosita A (m/z) =
323,2245 — 309,2048 = 14,0197. Podobny schemat powtérzyt sig
réwniez dla produktéw fragmentacji tych metabolitéw. Fragmenty
pochodzace od monakoliny L réznity si¢ od swoich odpowiednikéw
pochodzacych od ML-236C o mas¢ dodatkowych atoméw ,,CH,”
(Rys. 2).
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Rys. 2. Fragmenty widm masowych zawierajacych piki pochodzace od monakoliny L

(a) i ML-236C (b) oraz produktéw ich fragmentacji. Wartosci m/z bedace efek-
tem obecno$ci monakoliny L i ML-236C zostaty podkreslone

Hodowlg przeprowadzono z wykorzystaniem podioza YES (Yeast
Extract Sucrose), w ktérym zrédtami wegla i azotu sa, odpowiednio,
sacharoza i ekstrakt drozdzowy. Pozywka ta jest rutynowo stosowana
w badaniach dotyczacych metabolizmu wtérnego grzybéw strzgpko-
wych z rodzajow Aspergillus 1 Penicillium [Frisvad, 2013]. Zaob-
serwowany w tych warunkach brak kompaktyny u P. solitum, przy
jednoczesnej obecnosci sygnatéw pochodzacych od ML-236C i ML-
236B, $wiadczyt o braku aktywnosci ostatniej reakcji enzymatycznej
odpowiedzialnej za konwersj¢ ML-236A do kompaktyny (Rys. 1).
Biosynteza kompaktyny i solistatyny u P. solitum zostala opisana
wczesniej dla hodowli na podlozu staltym, ale nie wykryto tych
zwiazkdw w niniejszym eksperymencie, prowadzonym w kolbach
wstrzasanych. Wzbudzenie produkcji w hodowli ptynnej bedzie
wymagalo wyznaczenia czynnikéw odpowiedzialnych za aktywacjg
odpowiednich reakcji biosyntezy. Nalezy ustali¢, czy hamowanie
produkcji statyn jest w tym przypadku zwigzane ze sktadem podtoza,
czy z warunkami prowadzenia procesu.

Whnioski

A. terreus ATCC 20542 w pozywce YES w warunkach hodowli
w kol-bach wstrzasanych wydziela do podtoza monakoling L i kwas
mewinolinowy.

W tych samych warunkach P. solitum CBS 288.36 produkuje me-
tabolity ML-236C i ML-236A, nie wytwarza natomiast kompaktyny i
solistatyny. Profil metaboliczny P. solitum w ptynnej hodowli nie
pokrywa si¢ z profilem z hodowli na poditozu agarowym.
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