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Biosynteza metabolitow wtornych
przez Aspergillus terreus

Metabolity wtorne Aspergillus terreus

Aspergillus terreus jest grzybem nitkowym nalezacym do
gromady Ascomycota. Ten gatunek ma szczegdlnie bogaty
metabolizm wtérny. Rézne szczepy A. terreus sa zdolne do
biosyntezy miedzy innymi takich metabolitéw, jak benzochi-
nony, aspulwinon, astechrom, astepirony, kwas astrowy,
astrochinony, butyrolaktony, cytrowirydyna, cytrynina, emo-
dyna, erdyna, (+)-geodyna, kwas itakonowy hydrazynokar-
boksamid, lowastatyna, patulina, kwestyna, sulochryna,
kwas terreinowy, terreina, toluochinony. Z tych metabolitow
lowastatyna jest najwazniejsza dla inzynierii biochemicznej,
biotechnologii i medycyny, gdyz jest ona inhibitorem redukta-
zy (S)-3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA (3-HMG-CoA). En-
zym ten katalizuje jedna z poczatkowych reakcji w szlaku en-
dogennej biosyntezy cholesterolu w organizmie cztowieka: re-
dukcje 3-HMG-CoA do mewalonianu. Lowastatyna, a $ciélej
moéwiac forma B-hydroksykwasowa tego laktonu zwana kwa-
sem mewinolinowym jest wsp6lzawodniczym inhibitorem tej
reakcji. Przez to lowastatyna jest wykorzystywana jak lek ob-
nizajacy poziom cholesterolu w organizmie cztowieka. Towa-
rzyszaca czesto lowastatynie (+)-geodyna, mimo ze kilkadzie-
siat lat wezesniej odkryta, nie znajduje na razie zadnego za-
stosowania w medycynie 1 jest traktowana jako produkt
uboczny procesu.

Szlaki biochemiczne biosyntezy lowastatyny
i (+)-geodyny oraz rekonstrukcja sieci metabolicznej

Biosynteza metabolitow poliketydowych lowastatyna
1 (+)-geodyna sktada sie zawsze z dwéch etapow. Pierwszym
etapem jest dzialanie syntazy poliketydowej (PKS), szczegdl-
nego enzymu zawierajacego kilka miejsc aktywnych o réz-
nych wlasciwos$ciach (syntazy iteracyjne) lub kompleksu en-
zymatycznego (syntazy modulowe). Drugi etap, czyli post-
PKS tailoring, jest czesto wielostopniowy. Polega on na dal-
szej enzymatyczne] modyfikacji produktu uzyskanego w wy-
niku dziatania PKS. Zazwyczaj sa to reakcje utleniania, es-
tryfikacji czy przenoszenia grup funkcyjnych.

Biosynteza lowastatyny przez A. terreus jest w pierwszym
etapie katalizowana przez syntaze nonaketydowa lowastaty-
ny (LNKS, EC 2.1.3.161). Substratem jest jedna czasteczka
inicjujaca acetylo-CoA, do ktérej stopniowo (oémiokrotnie)
dotaczane sa kolejne czasteczki wydtuzajace malonylo-CoA.
Dodatkowo na kazdym etapie przylaczania malonylo-CoA za-
chodza w réznych konfiguracjach reakcje ketoredukeji, eno-
iloredukcji, dehydratacji i przeniesienia grupy metylowe;j.
Produktem koncowym jest niearomatyczny zwigzek 4a,5-di-
hydromonakolina L. Ten zwiazek jest nastepnie utleniany,

a na koniec do uzyskanej w ten sposéb monakoliny J przy-
laczany jest na drodze reakcji transestryfikacji diketyd, pro-
dukt reakcji acetylo-CoA 1 malonylo-CoA katalizowanej przez
syntaze diketydowg lowastatyny (LDKS), kwas (2R)-2-mety-
lomastowy [1].

W odréznieniu od lowastatyny (+)-geodyna jest metaboli-
tem oktaketydowym. Syntaza oktaketydowa tworzaca w pier-
wszym etapie z jednej czasteczki acetylo-CoA i siedmiu malo-
nylo-CoA antron emodyny nie zostala scharakteryzowana.
Znacznie lepiej poznane sa etapy post-PKS prowadzace do
(+)-geodyny, poprzez emodyne, kwestyne 1 sulochryne [2].

Badanie metabolizmu pierwotnego wspodtcze$nie prowadzi
sie wykorzystujac automatyczna anotacje genomu. CzeSciowo
zsekwencjonowany genom A. terreus jest dostepny w Broad
Institute (MIT). Automatyczna anotacja genomu zostata wy-
konana z wykorzystaniem serwera KAAS (KEGG Automatic
Annotation Server) [3]. Dzigki rozpoznaniu genéw ortologicz-
nych w transkryptomie lub proteomie 1 przyporzadkowaniu
ich do ortologii KEGG mozliwe jest odtworzenie sieci metabo-
licznej. Poréwnujac odtworzone sieci metaboliczne z danymi,
jakie uzyskuje sie na drodze badan na fenotypem, mozna
stwierdzié, ze potwierdzona jest zdolnoéé A. terreus do wzro-
stu na glukozie jako jedynym zrédle wegla. Wedlug anotacji
genomu A. terreus posiada komplet enzymow glikolitycznych.
Podobnie jest w przypadku skrobi i sacharozy, natomiast
w odtworzonej sieci brakuje czesci enzyméw odpowiedzial-
nych za wzrost na laktozie. Badanie fenotypu, jednak jedno-
znacznie wskazuja na to, ze taki wzrost jest mozliwy. Brak
odpowiednich anotacji to tzw. dziury w sieci metabolicznej.
Wedlug anotacji genomu 1 badan fenotypu A. terreus jest ta-
kze zdolny do wzrostu na azotanach jako jedynym zrédle azo-
tu, jednak w tych warunkach nie jest tworzona lowastatyna
[4]. W rekonstrukcji sieci metabolicznej nie ma mozliwo$ci
odnalezienia szlakéw biosyntezy lowastatyny i (+)-geodyny,
z tego wzgledu, ze w KEGG brakuje odpowiednich ortologii
i map metabolicznych.

Biosynteza lowastatyny i (+)-geodyny przez A. terreus
w ujeciu fizjologicznym

Biosynteza lowastatyny przez A. terreus jest silnie uzale-
zniona od skladu podloza. Analizujac wplyw Zrédita wegla,
mozna stwierdzié, ze wolno przyswajalne zrédla wegla, jak
np. laktoza, sa zdecydowanie preferowane niz glukoza. Przy
hodowli A. terreus na glukozie, obserwuje sie biosynteze eta-
nolu jako produktu ubocznego, co nigdy nie wystepuje przy
uzyciu laktozy. Biosynteza lowastatyny 1 towarzyszaca jej
geodyny silnie zalezy od poczatkowego stezenia laktozy. Ste-
zenia laktozy na poziomie 5-10 g -17! sa zdecydowanie niewy-
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starczajace 1 szybkie wyczerpanie sie zrodla wegla hamuje
biosynteze lowastatyny. W przypadku (+)-geodyny ta wrazli-
woS§C jest jeszcze wyzsza, gdyz przy tak niskich stezeniach
laktozy w ogdle nie obserwuje sie jej tworzenia. Podniesienie
stezenia laktozy z 20 do 40 g-17! nie daje specjalnego efektu,
gdyz wtedy laktoza pozostaje niewykorzystana w podlozu.
Laktoza pozostajaca w podlozu sprzyja w wysokim stopniu
biosyntezie (+)-geodyny, ktérej maksimum biosyntezy poja-
wia sie w idiofazie [5-7].

Azot organiczny silnie hamuje biosynteze obydwu omawia-
nych metabolitéw wtérnych, z tym, ze ten efekt jest znacznie
silniejszy w przypadku (+)-geodyny. W tym przypadku juz po-
ziom poczatkowy azotu organicznego odpowiadajacy 8 g eks-
traktu drozdzowego w litrze catkowicie hamuje biosynteze
(+)-geodyny [6,7].

Dzialanie syntazy nonaketydowej lowastatyny jest silnie
zalezne do NADPH i CoA. Dlatego hipoteza, czy dodatek pre-
kursoréw tych koenzymoéow wywiera pozytywny wplyw na bio-
synteze lowastatyny jest warta sprawdzenia. Ten efekt jest
potwierdzony, a najlepsze wyniki uzyskuje sie, uzywajac mie-
szaniny podstawowych witamin z grupy B: tiaminy, rybofla-
winy, chlorowodorku pirydoksyny, pantotenianu wapnia oraz
nikotynamidu [8].

Napowietrzanie hodowli A. terreus wywiera znaczacy
wplywa na biosynteze obydwu metabolitow A. terreus. Wzrost
szybko$ci napowietrzania jest szczegélnie dobry jednak nie
dla biosyntezy lowastatyny a (+)-geodyny. Przy vvm przekra-
czajacych 1 1p0w~min'1~ 1" nawet kilkadziesiat razy wyzsze
stezenie (+)-geodyny niz lowastatyny moze zosta¢ uzyskane.
Ten efekt jest dodatkowo wzmocniony, jezeli prowadzony pro-
ces jest hodowla pélokresowa zasilang w idiofazie laktoza.
Istnieje korelacja miedzy biosynteza (+)-geodyny a krzywa
pH w hodowli okresowej 1 pélokresowe;j. Silny spadek pH oraz
przegiecie krzywej pH jest wyznacznikiem procesu, w ktérym
wydajnos§¢ biosyntezy (+)-geodyny jest wysoka. Najlepsza
strategig, aby zminimalizowaé biosynteze produktu uboczne-
go, czyli (+)-geodyny, nie wptywajac przy tym na wydajnosé
biosyntezy lowastatyny jest utrzymywanie statego pH w poz-
nej trofofazie 1 idiofazie, poprzez dodawanie do bioreaktora
mieszaniny weglanéw sodu 1 potasu. Uzyskuje sie wtedy na-
wet kilkukrotne obnizenie koncowego stezenia (+)-geodyny
przy prawie niezmienionym stezeniu lowastatyny. Dodatek
nikotynamidu oraz pantotenianu wapnia do takiej hodowli
jeszcze bardziej polepsza koncowy stosunek stezen lowastaty-
ny do (+)-geodyny [9].

Kinetyka biosyntezy lowastatyny i (+)-geodyny przez
A. terreus

Pod wzgledem kinetycznym biosynteza lowastatyny zna-
czaco odbiega od biosyntezy (+)-geodyny. W przypadku lowa-
statyny wiekszo$¢ tego metabolitu powstaje jeszcze w fazie
wzrostu biomasy. Jednakze nawet po zahamowaniu wzrostu
biomasy ta biosynteza moze by¢ kontynuowana, szczegdlnie
jesli pozostaje w podlozu laktoza. Biorac pod uwage te wyzej
wspomniane cechy procesu biosyntezy lowastatyny mozna
uznaé ja za cze$ciowo zwiazang ze wzrostem biomasy (par-
tially growth-associated). Biosynteza (+)-geodyny jest obser-
wowana gléwnie w idiofazie po zahamowaniu wzrostu bioma-
sy 1 jest tym intensywniejsza, im wiece] pozostaje laktozy
w podlozu. Zatem biosynteza (+)-geodyny jest przykladem

tworzenia metabolitu bez powigzania ze wzrostem biomasy
(non-growth associated) [6,7].

W literaturze przedmiotu istniejg tylko dwa modele kine-
tyczne biosyntezy lowastatyny. Jeden z nich jest morfologicz-
nie strukturalny, mocno na$ladujacy wcze$niejsze modele
biosyntezy penicyliny, przez co zawierajacy watpliwe zaloze-
nia, [10]. Drugi zas$ jest oryginalny niestrukturalny model ki-
netyczny uzyskany wylacznie na podstawie wynikéw ekspe-
rymentow prowadzonych w szerokim zakresie stezen sub-
stratow limitujacych, czyli Zrédta wegla 1 azotu [6].

Morfologia grzybni A. terreus i r6znicowanie sie jej
strzepek a biosynteza lowastatyny i (+)-geodyny

Przewazajaca forma morfologiczna A. terreus w czasie
wzrostu w hodowli wglebnej jest makroskopowa peletka. Pe-
letki A. terreus maja zazwyczaj $rednice od ok. 1 mm do na-
wet 3 mm. Wielkoéé peletek $ciéle zalezy od stezenia spor
uzytych w podtozu inokulacyjnym. Im wiecej spor wprowadzi
sie do podltoza inokulacyjnego, tym wiecej uzyskuje sie pele-
tek 1 tym mniejsza jest ich $rednica. Mechanizm tworzenia
peletek u A. terreus jest mechanizmem aglomeracyjnym. Naj-
pierw spory ze soba aglomeruja a nastepnie z tych skupisk
spor wyrastaja strzepki. Mlode nie rozwiniete peletki maja
czasem jeszcze zdolno$c do aglomeracji, jednak z ich wiekiem
ta zdolno$¢ zanika. Szacuje sie, ze $rednio pojedyncza peletka
powstaje z ok. 10000 spor [11,12].

Wzrost peletek w podlozu inokulacyjnym, mierzony po-
przez zmiane ich érednicy lub pola powierzchni rzutu jest
wykladniczy [5]. Po przeniesieniu ich po 24 godzinach do
Swiezego podloza hodowlanego przyrost Srednicy peletek jest
znacznie wolniejszy, pomimo znaczacego wzrostu biomasy
jako suchej masy [5, 11].

Istnieje Scista zalezno$§¢ miedzy morfologia grzybni okre-
slana wielko$cig peletek, a biosynteza lowastatyny. Mniejsze
peletki zawieraja wiecej biomasy jako suchej masy 1 wytwa-
rzaja wiecej lowastatyny. W przypadku biosyntezy (+)-geody-
ny wielkoé¢ peletek nie ma znaczenia.

W makroskopowych peletkach A. terreus mozna okresli¢
iloSciowo, przy zastosowaniu technik cyfrowej analizy obrazu,
dwie strefy: komo6rki wierzchotkowe (rosnace, aktywne zloka-
lizowane na zewnetrznej czesci peletek) oraz komorki strzep-
kowe (nierosnace zajmujace wnetrze peletek). Metamorfoza
strefy komoérek wierzchotkowych w komérki strzepkowe pozo-
staje w liniowej zaleznoSci ze wzrostem biomasy, ktorej steze-
nie wyrazone jest jako stezenie suchej masy. Jak juz wyzej
wspomniano peletki nie zmieniaja swojej $rednicy, lecz na
skutek metamorfozy, rosna do wewnatrz, zageszczajac swoja
strukture.

Istnieje zwigzek pomiedzy obecnoscig strefy rosnacej
a wlaSciwa szybko$cig biosyntezy lowastatyny. Wraz ze
zmniejszaniem sie udzialu tej strefy ta szybkoéé liniowo ma-
leje. W przypadku (+)-geodyny ta zaleznoé¢ jest odwrotna.
Wilaséciwa szybko§é biosyntezy (+)-geodyny ro$nie wykladni-
czo wraz z obnizeniem sie utamka strefy wierzchotkowej [11].

Podsumowanie

Badanie fizjologii i metabolizmu grzybéw nitkowych zaw-
sze nalezy prowadzié¢ w kilku obszarach tak, jak to zostalo po-
kazane dla A. terreus, szczegélnie, je$li badania dotycza pro-
dukcji metabolitéw wtérnych. Na podstawie badan wlasnych
prowadzonych w Katedrze Inzynierii Bioprocesowej Politech-
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niki Lodzkiej wykazane zostalo, ze wlasciwy dobor sktadni-
kéw podioza, w tym zrédet wegla, azotu i mikroelementéw
oraz zastosowanie odpowiedniej kontroli procesu pozwala na
ukierunkowanie biosyntezy na pozadany metabolit, w tym
przypadku byla to lowastatyna. Nowym elementem w tego
typu badaniach powinna by¢ analiza anotacji genomu danego
mikroorganizmu. Ta analiza, je§li jest uwaznie stosowana,
a jej wyniki sa na biezaco porownywane z fenotypem, moze
okaza¢ sie przydatnym narzedziem, odkrywajacym nowe mo-
zliwosci metaboliczne danego organizmu, jak wykorzystywa-
nie nietypowych substratow, zdolnos¢ do przeprowadzania ja-
kiej$ charakterystycznej reakcji enzymatycznej czy tez bio-
syntezy jakiego§ metabolitu. U grzybow nitkowych dodatko-
wo niezbedne jest uwzglednianie zmian morfologii grzybni w
zaleznoéci od sposobu przygotowania inokulum i warunkéw
procesowych. Natomiast kinetyka réznicowania sie strzepek
grzybni zwykle koreluje sie z kinetyka biosyntezy produktéw.
Ta wiedza jest zwykle niezbedna do ustalenia optymalne;j
strategili prowadzenia proceséw biosyntezy w bioreaktorach
okresowych 1 pétokresowych.
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