
Prosimy cytować jako: Inż. Ap. Chem. 2009, 48, 3, 23-25

MARCIN BIZUKOJÆ
STANIS£AW LEDAKOWICZ

Wydzia³ In¿ynierii Procesowej i Ochrony Œrodowiska, Politechnika £ódzka, £ódŸ

Biosynteza metabolitów wtórnych
przez Aspergillus terreus

Metabolity wtórne Aspergillus terreus

Aspergillus terreus jest grzybem nitkowym nale¿¹cym do
gromady Ascomycota. Ten gatunek ma szczególnie bogaty
metabolizm wtórny. Ró¿ne szczepy A. terreus s¹ zdolne do
biosyntezy miêdzy innymi takich metabolitów, 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 metabolitów
lowastatyna jest najwa¿niejsza dla in¿ynierii biochemicznej,
biotechnologii i medycyny, gdy¿ jest ona inhibitorem redukta-
zy (S)-3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA (3-HMG-CoA). En-
zym ten katalizuje jedn¹ z pocz¹tkowych reakcji w szlaku en-
dogennej biosyntezy cholesterolu w organizmie cz³owieka: re-
dukcjê 3-HMG-CoA do mewalonianu. Lowastatyna, a œciœlej
mówi¹c forma �-hydroksykwasowa tego laktonu zwana kwa-
sem mewinolinowym jest wspó³zawodniczym inhibitorem tej
reakcji. Przez to lowastatyna jest wykorzystywana jak lek ob-
ni¿aj¹cy poziom cholesterolu w organizmie cz³owieka. Towa-
rzysz¹ca czêsto lowastatynie (+)-geodyna, mimo ¿e kilkadzie-
si¹t lat wczeœniej odkryta, nie znajduje na razie ¿adnego za-
stosowania w medycynie i jest traktowana jako produkt
uboczny procesu.

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

Biosynteza metabolitów poliketydowych lowastatyna
i (+)-geodyna sk³ada siê zawsze z dwóch etapów. Pierwszym
etapem jest dzia³anie syntazy poliketydowej (PKS), szczegól-
nego enzymu zawieraj¹cego kilka miejsc aktywnych o ró¿-
nych w³aœciwoœciach (syntazy iteracyjne) lub kompleksu en-
zymatycznego (syntazy modu³owe). Drugi etap, czyli post-
PKS tailoring, jest czêsto wielostopniowy. Polega on na dal-
szej enzymatycznej modyfikacji produktu uzyskanego w wy-
niku dzia³ania PKS. Zazwyczaj s¹ to reakcje utleniania, es-
tryfikacji czy przenoszenia grup funkcyjnych.

Biosynteza lowastatyny przez A. terreus jest w pierwszym
etapie katalizowana przez syntazê nonaketydow¹ lowastaty-
ny (LNKS, EC 2.1.3.161). Substratem jest jedna cz¹steczka
inicjuj¹ca acetylo-CoA, do której stopniowo (oœmiokrotnie)
do³¹czane s¹ kolejne cz¹steczki wyd³u¿aj¹ce malonylo-CoA.
Dodatkowo na ka¿dym etapie przy³¹czania malonylo-CoA za-
chodz¹ w ró¿nych konfiguracjach reakcje ketoredukcji, eno-
iloredukcji, dehydratacji i przeniesienia grupy metylowej.
Produktem koñcowym jest niearomatyczny zwi¹zek 4a,5-di-
hydromonakolina L. Ten zwi¹zek jest nastêpnie utleniany,

a na koniec do uzyskanej w ten sposób monakoliny J przy-
³¹czany jest na drodze reakcji transestryfikacji diketyd, pro-
dukt reakcji acetylo-CoA i malonylo-CoA katalizowanej przez
syntazê diketydow¹ lowastatyny (LDKS), kwas (2R)-2-mety-
lomas³owy [1].

W odró¿nieniu od lowastatyny (+)-geodyna jest metaboli-
tem oktaketydowym. Syntaza oktaketydowa tworz¹ca w pier-
wszym etapie z jednej cz¹steczki acetylo-CoA i siedmiu malo-
nylo-CoA antron emodyny nie zosta³a scharakteryzowana.
Znacznie lepiej poznane s¹ etapy post-PKS prowadz¹ce do
(+)-geodyny, poprzez emodynê, kwestynê i sulochrynê [2].

Badanie metabolizmu pierwotnego wspó³czeœnie prowadzi
siê wykorzystuj¹c automatyczn¹ anotacje genomu. Czêœciowo
zsekwencjonowany genom A. terreus jest dostêpny w Broad
Institute (MIT). Automatyczna anotacja genomu zosta³a wy-
konana z wykorzystaniem serwera KAAS (KEGG Automatic
Annotation Server) [3]. Dziêki rozpoznaniu genów ortologicz-
nych w transkryptomie lub proteomie i przyporz¹dkowaniu
ich do ortologii KEGG mo¿liwe jest odtworzenie sieci metabo-
licznej. Porównuj¹c odtworzone sieci metaboliczne z danymi,
jakie uzyskuje siê na drodze badañ na fenotypem, mo¿na
stwierdziæ, ¿e potwierdzona jest zdolnoœæ A. terreus do wzro-
stu na glukozie jako jedynym Ÿródle wêgla. Wed³ug anotacji
genomu A. terreus posiada komplet enzymów glikolitycznych.
Podobnie jest w przypadku skrobi i sacharozy, natomiast
w odtworzonej sieci brakuje czêœci enzymów odpowiedzial-
nych za wzrost na laktozie. Badanie fenotypu, jednak jedno-
znacznie wskazuj¹ na to, ze taki wzrost jest mo¿liwy. Brak
odpowiednich anotacji to tzw. dziury w sieci metabolicznej.
Wed³ug anotacji genomu i badañ fenotypu A. terreus jest ta-
k¿e zdolny do wzrostu na azotanach jako jedynym Ÿródle azo-
tu, jednak w tych warunkach nie jest tworzona lowastatyna
[4]. W rekonstrukcji sieci metabolicznej nie ma mo¿liwoœci
odnalezienia szlaków biosyntezy lowastatyny i (+)-geodyny,
z tego wzglêdu, ¿e w KEGG brakuje odpowiednich ortologii
i map metabolicznych.

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

Biosynteza lowastatyny przez A. terreus jest silnie uzale-
¿niona od sk³adu pod³o¿a. Analizuj¹c wp³yw Ÿród³a wêgla,
mo¿na stwierdziæ, ¿e wolno przyswajalne Ÿród³a wêgla, jak
np. laktoza, s¹ zdecydowanie preferowane ni¿ glukoza. Przy
hodowli A. terreus na glukozie, obserwuje siê biosyntezê eta-
nolu jako produktu ubocznego, co nigdy nie wystêpuje przy
u¿yciu laktozy. Biosynteza lowastatyny i towarzysz¹ca jej
geodyny silnie zale¿y od pocz¹tkowego stê¿enia laktozy. Stê-
¿enia laktozy na poziomie 5–10 g � l–1 s¹ zdecydowanie niewy-
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starczaj¹ce i szybkie wyczerpanie siê Ÿród³a wêgla hamuje
biosyntezê lowastatyny. W przypadku (+)-geodyny ta wra¿li-
woœæ jest jeszcze wy¿sza, gdy¿ przy tak niskich stê¿eniach
laktozy w ogóle nie obserwuje siê jej tworzenia. Podniesienie
stê¿enia laktozy z 20 do 40 g � l–1 nie daje specjalnego efektu,
gdy¿ wtedy laktoza pozostaje niewykorzystana w pod³o¿u.
Laktoza pozostaj¹ca w pod³o¿u sprzyja w wysokim stopniu
biosyntezie (+)-geodyny, której maksimum biosyntezy poja-
wia siê w idiofazie [5–7].

Azot organiczny silnie hamuje biosyntezê obydwu omawia-
nych metabolitów wtórnych, z tym, ¿e ten efekt jest znacznie
silniejszy w przypadku (+)-geodyny. W tym przypadku ju¿ po-
ziom pocz¹tkowy azotu organicznego odpowiadaj¹cy 8 g eks-
traktu dro¿d¿owego w litrze ca³kowicie hamuje biosyntezê
(+)-geodyny [6,7].

Dzia³anie syntazy nonaketydowej lowastatyny jest silnie
zale¿ne do NADPH i CoA. Dlatego hipoteza, czy dodatek pre-
kursorów tych koenzymów wywiera pozytywny wp³yw na bio-
syntezê lowastatyny jest warta sprawdzenia. Ten efekt jest
potwierdzony, a najlepsze wyniki uzyskuje siê, u¿ywaj¹c mie-
szaniny podstawowych witamin z grupy B: tiaminy, rybofla-
winy, chlorowodorku pirydoksyny, pantotenianu wapnia oraz
nikotynamidu [8].

Napowietrzanie hodowli A. terreus wywiera znacz¹cy
wp³ywa na biosyntezê obydwu metabolitów A. terreus. Wzrost
szybkoœci napowietrzania jest szczególnie dobry jednak nie
dla biosyntezy lowastatyny a (+)-geodyny. Przy vvm przekra-
czaj¹cych 1 lpow � min-1 � l-1 nawet kilkadziesi¹t razy wy¿sze
stê¿enie (+)-geodyny ni¿ lowastatyny mo¿e zostaæ uzyskane.
Ten efekt jest dodatkowo wzmocniony, je¿eli prowadzony pro-
ces jest hodowl¹ pó³okresow¹ zasilan¹ w idiofazie laktoz¹.
Istnieje korelacja miêdzy biosyntez¹ (+)-geodyny a krzyw¹
pH w hodowli okresowej i pólokresowej. Silny spadek pH oraz
przegiêcie krzywej pH jest wyznacznikiem procesu, w którym
wydajnoœæ biosyntezy (+)-geodyny jest wysoka. Najlepsz¹
strategi¹, aby zminimalizowaæ biosyntezê produktu uboczne-
go, czyli (+)-geodyny, nie wp³ywaj¹c przy tym na wydajnoœæ
biosyntezy lowastatyny jest utrzymywanie sta³ego pH w póŸ-
nej trofofazie i idiofazie, poprzez dodawanie do bioreaktora
mieszaniny wêglanów sodu i potasu. Uzyskuje siê wtedy na-
wet kilkukrotne obni¿enie koñcowego stê¿enia (+)-geodyny
przy prawie niezmienionym stê¿eniu lowastatyny. Dodatek
nikotynamidu oraz pantotenianu wapnia do takiej hodowli
jeszcze bardziej polepsza koñcowy stosunek stê¿eñ lowastaty-
ny do (+)-geodyny [9].

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

Pod wzglêdem kinetycznym biosynteza lowastatyny zna-
cz¹co odbiega od biosyntezy (+)-geodyny. W przypadku lowa-
statyny wiêkszoœæ tego metabolitu powstaje jeszcze w fazie
wzrostu biomasy. Jednak¿e nawet po zahamowaniu wzrostu
biomasy ta biosynteza mo¿e byæ kontynuowana, szczególnie
jeœli pozostaje w pod³o¿u laktoza. Bior¹c pod uwagê te wy¿ej
wspomniane cechy procesu biosyntezy lowastatyny mo¿na
uznaæ j¹ za czêœciowo zwi¹zan¹ ze wzrostem biomasy (par-
tially growth-associated). Biosynteza (+)-geodyny jest obser-
wowana g³ównie w idiofazie po zahamowaniu wzrostu bioma-
sy i jest tym intensywniejsza, im wiêcej pozostaje laktozy
w pod³o¿u. Zatem biosynteza (+)-geodyny jest przyk³adem

tworzenia metabolitu bez powi¹zania ze wzrostem biomasy
(non-growth associated) [6,7].

W literaturze przedmiotu istniej¹ tylko dwa modele kine-
tyczne biosyntezy lowastatyny. Jeden z nich jest morfologicz-
nie strukturalny, mocno naœladuj¹cy wczeœniejsze modele
biosyntezy penicyliny, przez co zawieraj¹cy w¹tpliwe za³o¿e-
nia, [10]. Drugi zaœ jest oryginalny niestrukturalny model ki-
netyczny uzyskany wy³¹cznie na podstawie wyników ekspe-
rymentów prowadzonych w szerokim zakresie stê¿eñ sub-
stratów limituj¹cych, czyli Ÿród³a wêgla i azotu [6].

Morfologia grzybni A. terreus i ró¿nicowanie siê jej
strzêpek a biosynteza lowastatyny i (+)-geodyny

Przewa¿aj¹c¹ forma morfologiczn¹ A. terreus w czasie
wzrostu w hodowli wg³êbnej jest makroskopowa peletka. Pe-
letki A. terreus maj¹ zazwyczaj œrednicê od ok. 1 mm do na-
wet 3 mm. Wielkoœæ peletek œciœle zale¿y od stê¿enia spor
u¿ytych w pod³o¿u inokulacyjnym. Im wiêcej spor wprowadzi
siê do pod³o¿a inokulacyjnego, tym wiêcej uzyskuje siê pele-
tek i tym mniejsza jest ich œrednica. Mechanizm tworzenia
peletek u A. terreus jest mechanizmem aglomeracyjnym. Naj-
pierw spory ze sob¹ aglomeruj¹ a nastêpnie z tych skupisk
spor wyrastaj¹ strzêpki. M³ode nie rozwiniête peletki maj¹
czasem jeszcze zdolnoœæ do aglomeracji, jednak z ich wiekiem
ta zdolnoœæ zanika. Szacuje siê, ¿e œrednio pojedyncza peletka
powstaje z ok. 10000 spor [11,12].

Wzrost peletek w pod³o¿u inokulacyjnym, mierzony po-
przez zmianê ich œrednicy lub pola powierzchni rzutu jest
wyk³adniczy [5]. Po przeniesieniu ich po 24 godzinach do
œwie¿ego pod³o¿a hodowlanego przyrost œrednicy peletek jest
znacznie wolniejszy, pomimo znacz¹cego wzrostu biomasy
jako suchej masy [5, 11].

Istnieje œcis³a zale¿noœæ miêdzy morfologi¹ grzybni okre-
œlan¹ wielkoœci¹ peletek, a biosyntez¹ lowastatyny. Mniejsze
peletki zawieraj¹ wiêcej biomasy jako suchej masy i wytwa-
rzaj¹ wiêcej lowastatyny. W przypadku biosyntezy (+)-geody-
ny wielkoœæ peletek nie ma znaczenia.

W makroskopowych peletkach A. terreus mo¿na okreœliæ
iloœciowo, przy zastosowaniu technik cyfrowej analizy obrazu,
dwie strefy: komórki wierzcho³kowe (rosn¹ce, aktywne zloka-
lizowane na zewnêtrznej czêœci peletek) oraz komórki strzêp-
kowe (nierosn¹ce zajmuj¹ce wnêtrze peletek). Metamorfoza
strefy komórek wierzcho³kowych w komórki strzêpkowe pozo-
staje w liniowej zale¿noœci ze wzrostem biomasy, której stê¿e-
nie wyra¿one jest jako stê¿enie suchej masy. Jak ju¿ wy¿ej
wspomniano peletki nie zmieniaj¹ swojej œrednicy, lecz na
skutek metamorfozy, rosn¹ do wewn¹trz, zagêszczaj¹c swoj¹
strukturê.

Istnieje zwi¹zek pomiêdzy obecnoœci¹ strefy rosn¹cej
a w³aœciw¹ szybkoœci¹ biosyntezy lowastatyny. Wraz ze
zmniejszaniem siê udzia³u tej strefy ta szybkoœæ liniowo ma-
leje. W przypadku (+)-geodyny ta zale¿noœæ jest odwrotna.
W³aœciwa szybkoœæ biosyntezy (+)-geodyny roœnie wyk³adni-
czo wraz z obni¿eniem siê u³amka strefy wierzcho³kowej [11].

Podsumowanie

Badanie fizjologii i metabolizmu grzybów nitkowych zaw-
sze nale¿y prowadziæ w kilku obszarach tak, jak to zosta³o po-
kazane dla A. terreus, szczególnie, jeœli badania dotycz¹ pro-
dukcji metabolitów wtórnych. Na podstawie badañ w³asnych
prowadzonych w Katedrze In¿ynierii Bioprocesowej Politech-
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niki £ódzkiej wykazane zosta³o, ¿e w³aœciwy dobór sk³adni-
ków pod³o¿a, w tym Ÿróde³ wêgla, azotu i mikroelementów
oraz zastosowanie odpowiedniej kontroli procesu pozwala na
ukierunkowanie biosyntezy na po¿¹dany metabolit, w tym
przypadku by³a to lowastatyna. Nowym elementem w tego
typu badaniach powinna byæ analiza anotacji genomu danego
mikroorganizmu. Ta analiza, jeœli jest uwa¿nie stosowana,
a jej wyniki s¹ na bie¿¹co porównywane z fenotypem, mo¿e
okazaæ siê przydatnym narzêdziem, odkrywaj¹cym nowe mo-
¿liwoœci metaboliczne danego organizmu, jak wykorzystywa-
nie nietypowych substratów, zdolnoœæ do przeprowadzania ja-
kiejœ charakterystycznej reakcji enzymatycznej czy te¿ bio-
syntezy jakiegoœ metabolitu. U grzybów nitkowych dodatko-
wo niezbêdne jest uwzglêdnianie zmian morfologii grzybni w
zale¿noœci od sposobu przygotowania inokulum i warunków
procesowych. Natomiast kinetyka ró¿nicowania siê strzêpek
grzybni zwykle koreluje siê z kinetyk¹ biosyntezy produktów.
Ta wiedza jest zwykle niezbêdna do ustalenia optymalnej
strategii prowadzenia procesów biosyntezy w bioreaktorach
okresowych i pó³okresowych.
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Automatyczna anotacja genomu jako narzêdzie
biologii systemów

Wprowadzenie

Okreœlenie sekwencji nukleotydów (genomu) wybranego or-
ganizmu jest obecnie stosunkowo proste dziêki high through-
put technologies i stanowi pierwszy etap rekonstrukcji jego
sieci metabolicznej. Do wykonania funkcjonalnej anotacji ge-
nomu in-silico, zastosowanie znajduj¹ algorytmy porównywa-
nia sekwencji. U podstaw ich dzia³ania jest zasada, ¿e
u wszystkich organizmów na Ziemi mo¿na znaleŸæ podobne
geny zwane genami ortologicznymi. S¹ one funkcjonalnie za-
chowane u ró¿nych gatunków ze wzglêdu na ich ewolucjê od
wspólnych przodków [1]. Najpopularniejszym ogólnie dostêp-
nym narzêdziem anotacji genomu jest KEGG Automatic An-
notation Server (KAAS) dostêpny w Kyoto Encyclopedia of Ge-
nes and Genomes (KEGG). Dysponuj¹c proteomem lub tran-
skryptomem jakiegoœ organizmu w formacie FASTA mo¿na
przyporz¹dkowaæ transkrypty albo sekwencje aminokwasów
do identyfikatorów ortologii KEGG (KO). Z kolei ortologie
KEGG s¹ zwi¹zane z obiektami map KEGG. Kilkaset map
KEGG obejmuje najwa¿niejsze szlaki metaboliczne ¿ywych
organizmów wraz z pe³n¹ informacj¹ na temat metabolitów w
nich uczestnicz¹cych oraz enzymów katalizuj¹cych poszcze-
gólne przemiany [1].

Automatyczna anotacja pe³nego genomu powinna teore-
tycznie pozwoliæ na odtworzenie kompletnej, sk³adaj¹cej siê
z od kilkuset do kilku tysiêcy reakcji sieci metabolicznej

ca³ego organizmu, co jest po¿¹dane przy holistycznym podejœ-
ciu badawczym do organizmu ¿ywego w biologii systemów.
Taka sieæ mog³aby byæ wykorzystana, np. do zaawansowane-
go modelowania metabolicznego na poziomie stechiometrii
(Metabolic Flux Analysis). W praktyce jednak istniej¹ ograni-
czenia badania metabolizmu in-silico ze wzglêdu na trudnoœæ
w identyfikacji funkcji genów

Celem pracy jest pokazanie mo¿liwoœci zastosowania auto-
matycznej anotacji genomu do badania metabolizmu mikro-
organizmów na przyk³adzie grzybów nitkowych z rodzaju
Aspergillus. Przedstawione zostan¹ mo¿liwoœci oraz ograni-
czenia tej metody.

Materia³y i metody

Analizê przeprowadzono dla siedmiu gatunków grzybów
nitkowych rodzaju Aspergillus: A. niger, A. nidulans, A. ory-
zae, A. fumigatus, A. terreus, A. flavus i A. clavatus. Dla czte-
rech pierwszych gatunków anotacja znajduje siê w KEGG.
Dla trzech ostatnich wykorzystano serwer KAAS z danymi
wejœciowymi w postaci plików FASTA zawieraj¹cych tran-
skrypt lub proteom danego gatunku. Pochodzi³y one z Broad
Institute (Massachusetts Institute of Technology). Do anotacji
u¿yto algorytmu single-directional best hit, a jako materia³
porównawczy genów ortologicznych u¿yto zestawu referencyj-
nego dla Eukaryota proponowanego przez KAAS [2].
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