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Abstrakt

Manumycinova antibiotika jsou sekundarni metabolity, které patii do velké skupiny
polyketidovych latek. Jsou produkovana vyhradné bakteriemi rodu Streptomyces.
Manumycinova antibiotika jsou charakterizovana dvéma linearnimi polyketidovymi fetézci,
které jsou pfipojeny k centradlni mCsN podjednotce. Spodni fetézec je Casto zakoncen CsN
podjednotkou. Manumyciny vykazuji mnoho biologickych aktivit. Byla u nich prokazana
antimikrobialni aktivita vyhradn€ vic¢i gram-pozitivnim bakteriim. Dal$imi pozorovanymi
aktivitami je napiiklad antimykoticka, insekticidni nebo protizanétlivda aktivita.
Manumycinové metabolity jsou také potenciondlnimi kancerostatiky. Pro pfipravu téchto
latek fermentaCni cestou je dilezita znalost jejich biosyntetickych drah. Mutacni analyza je
zalozena na technikdch genového inzenyrstvi. Je vhodna ke zkoumani biosyntetickych drah
sekundarnich metaboliti a také genii zapojenych do jejich genetického podkladu. Jejim
vysledkem je komplexni piehled o biosyntetické draze daného metabolitu. Tuto znalost Ize
pouzit napi. v metodach kombinatorni biosyntézy nebo mutasyntézy k produkci novych
metabolitii. Hybridni latky by se mohly v budoucnosti stat napf. novymi G€innymi antibiotiky
nebo kancerostatiky pro pouziti v 1€karstvi.

Klic¢ova slova: manumycin, polyketidy, streptomycety, asukamycin

Abstract

The manumycin antibiotics are secondary metabolites, which come from a big group
of polyketide metabolites. They are produced by bacteria from genus Streptomyces.
Manumycin antibiotics are characterized by two linear polyketide chains, which are
connected to a central mC;N moiety. The lower chain is often terminated by the CsN moiety.
Manumycin metabolites show many biological activities. They have antimicrobial activity,
especially against gram-positive bacteria. Next, they posses antifungal, insecticidal or
antiinflamatory activities. Manumycins are also potentional anticancer agents. In order to
prepare these compounds by the fermentation, the detailed knowledge of their biosynthetic
routes is required. Mutational analysis is based on techniques of genetic engineering.
Mutational analysis is a useful pool for analysis of biosynthetic pathways of secondary
metabolites and the genes, which are involved in these pathways. This knowledge is essential
for application of combinatorial biosynthesis for the design of new metabolites. The new
hybrid compound could be used in future as new antibiotics or anticancer drugs.

Keywords: manumycin, polyketide, streptomyces, asukamycin



1. Uvod

Bunécény metabolismus Ize rozliSit na primarni a sekundarni. Primarni metabolismus
zahrnuje vSechny esencialni chemické pfemény a syntézy, bez kterych by dana buiika ¢i
organismus nemohly existovat. Jedna se predev§im o metabolismus cukri, tukd, aminokyselin
a nukleovych kyselin. Tyto déje se navzajem podobaji u vSech skupin organismi. Sekundarni
metabolismus je pro kazdy organismus ¢i skupinu organismu jedine¢ny. Jedna se o produkci
chemickych latek, na kterych p¥imo nezavisi preziti jedince. Casto mu vsak poskytuje né&jakou
vyhodu, jako je zrychleni ristu a reprodukce ¢i zvysSeni Sance na pteziti v prostiedi. Tyto latky
jsou casto produkovany unikatni biosyntetickou drahou, kterd jinde v ptirodé nemé obdoby.
Prekurzory pro tyto biosyntetické drahy pochdzi Casto z primarniho metabolismu. Typicky
tento druh metabolismu nachazime u hub, rostlin, ale hlavné u prokaryotickych organismt
(bakterie, sinice). Sekundarni metabolity jsou zpravidla produkovany pouze v urcité fazi
zivotniho cyklu. U bakterii to byva ¢asto ptrechod do stacionarni faze rtstu, kdy se v okoli
snizuje koncentrace zivin. Diky tomu stoupd konkurence mezi organismy a pravé tvorba
sekundarnich metabolith muize organismu poskytovat oproti ostatnim znac¢nou vyhodu.
Hlavnimi produkty sekundarniho metabolismu jsou signalni molekuly (autoregula¢ni nebo
napft. ovlivityjici hostitele), pigmenty, toxiny atd.

Velkou skupinou sekundéarnich metaboliti jsou antibiotika. Ta poskytuji
organismu vyhodu likvidaci kompeti¢nich mikroorganismii v okoli. Existuje n€kolik druht
antibiotik a ne vSechny pochézeji ze sekundarniho metabolismu. Velkou skupinou antibiotik
jsou polyketidy. Jsou to sekunddrni metabolity objevené u bakterii, hub i rostlin. Vznikaji
postupnou dekarboxylativni kondenzaci acyl-CoA substrati, kterou katalyzuje enzym
polyketidsyntaza (PKS). Cely proces je velmi podobny syntéze mastnych kyselin. Jedna se
o strukturné velice rozmanitou skupinu latek, které¢ maji riznorodé biologické aktivity. Jednak
sem patfi jiz zminénd antibiotika (tetracykliny, erythromycin), dale také napt. kancerostatické
latky (doxorubicin), antimykotika, insekticidy, kokcidiostatika nebo tieba latky G¢inné pro
1écbu Alzheimerovy choroby, ¢i pro sniZeni hladiny cholesterolu.

Vyznamnymi producenty sekundarnich metabolitli jsou bakterie rodu Streptomyces.
Jedna se o gram-pozitivni, vlaknité, zpravidla ptidni bakterie ze skupiny Actinobacteria. Ve
srovnani s jinymi bakteriemi (napi. Escherichia coli) maji streptomycety mimotadné velky
genom. Diky tomu mohou mit tyto bakterie tak bohaty metabolismus. Streptomycety béhem
svého zivotniho cyklu prochazi slozitym procesem diferenciace a jsou také jako model
prokaryotické diferenciace intenzivné studovany. Maji mimofadné bohaty rejstiik
sekundarnich metabolitd a fada znich je vyuZivana biotechnologicky. Z bakterii rodu
Streptomyces pochazi asi 70 % vSech znamych antibiotik a tento vycet, jak se zda, zdaleka
neni konecny.

Malou skupinou polyketidl, které jsou produkované vyhradné bakteriemi rodu
Streptomyces, jsou manumycinova antibiotika. Jsou charakterizované dvéma linedrnimi
polyketidovymi fetézci (oznaCované jako horni a spodni fetézec) a centralni SestiClennou
skupinou, oznacovanou jako mC;N podjednotka. Prvnim objevenym manumycinovym
antibiotikem byl vroce 1963 manumycin A zproducenta Streptomyces parvulus Tii64
(Buzzeti et al. 1963), ktery dal také jméno celé skupiné latek. Dalsi objevenou latkou byl
vroce 1976 asukamycin z producenta Streptomyces nodosus ssp. asukaensis (Omura et al.
1976). Velky rozvoj v objevovani manumycinovych latek nastal na konci 80. let 20. stol., kdy
bylo do roku 1995 objeveno 11 novych manumycinovych metabolitd. Obzvlasté¢ uspeéSnym
rokem byl potom 1996, kdy bylo objeveno hned 10 novych zastupcii. U manumycinovych
antibiotik byla popséna antimikrobidlni aktivita a to vyhradn€ vaéi gram-pozitivnim



-----

V soucasnosti se pracuje na objasnéni kompletni biosyntetické drahy téchto latek.

Ke zkouméni biosyntetickych drah lze pouzit rtizné ptistupy. K vysvétleni nékterych
aspektl biosyntézy manumycinovych antibiotik pfispély v minulosti pfedevSim techniky
pouzivajici radioaktivné ¢i jinak znafené prekurzory. S rozvojem technik molekularni
biologie, genového inZenyrstvi a sekvenace DNA je moZzné vyuzivat mnohem jednodussich
a cilen¢jSich ptistupti. Takovym je napf. metoda mutacni analyzy. Mutacni analyza spociva
v izolaci a nasledném osekvenovani tseku DNA, ktery je zodpovédny za biosyntetickou
dréhu sledovaného metabolitu. Sekvence je nasledné porovndna s geny z jinych organismii.
Tim je pfifazena kazdému genu jeho pravdépodobna funkce v biosyntéze. Do riznych gent
jsou poté postupné vnaSeny mutace, které dany gen (geny) inaktivuji. Ve findle jsou
sledovany zmény ve struktufe produkované molekuly. Z téchto zmén lze usoudit, ve kterém
stadiu biosyntézy je dany genovy produkt aktivni a jakou ma funkci. Celkové ndm mutacni
analyza tedy poskytuje komplexni ptehled o biosyntetické draze dané latky. Tuto znalost 1ze
dale pouzit napf..v metodach kombinatorni biosyntézy ¢i jinych ptistupech, jejichz vysledkem
by mohl byt vyvoj novych antibiotik nebo jinych latek s prosp&Snou biologickou aktivitou.
Ten mtize probihat dvéma hlavnimi zptisoby. Je to jednak tprava jiz znamych molekul nebo
vyvoj molekul zcela novych.

V soucasné dobé¢ je vyzkum, ktery by mohl vést k produkci novych antibiotik, velice
dilezity a sledovany. Hlavnim diivodem vyvoje novych antibiotik je neustale se rozSifujici
rezistence patogennich mikroorganismii ke znamym preparatim. To vede k nartstu ptipada
nozokomialnich infekci, CastéjSimu selhdni 1é€by (a tudiz k vys$Si mortalité nemocnych), ale
také ke zvySovani nakladti vynalozenych na 1€cbu antibiotiky (nutno pouzivat vétSi mnozstvi
antibiotik, ¢i pouZzivat U¢inngj$i a drazsi preparaty). Celkoveé se od 80. let dvacatého stoleti
(kdy byla objevena skupina monobaktamil) vyvoj novych antibiotik zpomalil. Je to dano
jednak vycerpanim zndmych cilovych struktur, ale také finan¢ni narocnosti vyzkumu. Ke
zlepSeni situace by mélo pfispét spravné pouzivani antibiotik, ¢imz bude minimalizovano
vytvofeni rezistence u bakterii a jiz zminény vyvoj novych tiid antibiotik.



2. Charakteristika bakterii rodu Streptomyces

Vedle rostlin, hub a jinych bakterii je nejvétsi cast polyketidovych latek syntetizovana
bakteriemi z rodu Streptomyces. Fylogeneticky se tento rod tadi do ttidy Actinobacteria, fadu
Actinomycetales, Celedi Streptomycetaceae. Své jméno dostal podle vlaknitych hub, kterym se
v nékterych ohledech velmi podoba. Streptomycety jsou gram-pozitivni, striktné aerobni,
filamentarni bakterie, které se pfirozené vyskytuji pfedevs§im v piid€. Tvoii zde znacnou Cast
ptirozené mikroflory. Podileji se vyznamné na dekompozici organického materidlu a jsou
zapojeny do kolob&¢hu uhliku. K zivotu v ptidé a dekompozici jsou adaptovany tvorbou fady
extracelularnich enzymu.

Obr. 1: Rostouci mycelium bakterie rodu Streptomyces pod svételnym a elektronovym
mikroskopem. Pfevzato z Omura ef al. 1976.

Ve srovndni s ostatnimi bakteriemi maji streptomycety mimoiadné velky genom. Jeho
prumérna velikost je 6-10 Mbp (pro srovnani: velikost genomu bakterie Escherichia coli je asi
4,5 Mbp). Zastoupeni GC part je asi 70 %. Genetickou informaci nese linedrni chromozom,
poptipad¢ pridavné linearni ¢i cirkularni plazmidy (Bentley et al. 2002). Linearni chromozom
je pfitom pro bakterie velmi netypicky, avSak vyskytuje se napt. také u Borrelia burgdorferi,
Coxiella burnetii nebo Agrobacterium tumefaciens. Na koncich chromozému jsou kovalentné
vazané proteiny, které patrné slouzi k syntéze posledniho okazakiho fragmentu na 5” konci
a také k ochrané koncti chromozému (Kieser et al. 2000). Chromozdm streptomycet se sklada
z centralni oblasti a dvou ramen. Geny centralni oblasti jsou mezi jednotlivymi druhy
streptomycet pomérné konzervované a obsahuji esencialni geny pro primarni metabolismus
(Choulet et al. 2006, lkeda et al. 2003, Ohnishi et al. 2008). Naopak geny ramen
chromozému nejsou konzervované mezi jednotlivymi druhy a nesou predevSim geny
zodpovédné za produkcei sekundarnich metabolitli nebo extraceluldrnich enzymu (Dary et al.
2000, Choulet et al. 2006). V soucasné dob¢ je v genovych databazich k dispozici kompletni
genom Sesti druhti bakterii z rodu Streptomyces. Jedna se o bakterii Streptomyces coelicolor
(Bentley et al. 2002), Streptomyces avermilitis (Ikeda et al. 2003), Streptomyces griseus
(Ohnishi et al. 2008), Streptomyces bingchenggensis (Wang et al. 2010), Streptomyces



flavogriseus a Streptomyces scabiei (Bignell et al. 2010). Na dalSich kompletnich genomech
streptomycet se neustale pracuje.

Streptomycety prochdzi béhem svého zivotniho cyklu slozitou diferenciaci. Po
vykli€eni spory vyriistd substratové mycelium. Z ného pozdéji vznikd vzdusné mycelium,
které lyzuje substratové mycelium a ziviny pouziva k vlastnimu rtistu. Na koncich vzdusného
mycelia se pozdé&ji tvoii fetizky exospor, které jsou postupné odlucovany do okoli (Ohnishi ef
al. 2002). Diky tomuto slozitému Zivotnimu cyklu se staly streptomycety dobrym modelovym
organismem pro bakteridlni diferenciaci a jeji regulace (Huang 2005).

Bakterie z rodu Streptomyces jsou velmi vyznamnymi producenty piirodnich
bioaktivnich latek. Z jejich sekundarniho metabolismu pochazi asi 70 % ze vSech znamych
antibiotik. Mezi nejznaméj$i patii napf. streptomycin, erythromycin, chloramfenikol nebo
tetracykliny. Jednou ze skupin produkovanych antibiotik jsou také manumycinové antibiotika.
S produkci antibiotik je také sptazena syntéza struktur, které samotnou bunku chrani pted
ucinkem produkovanych antibiotik. Tyto geny pro rezistenci jsou Casto vloZeny piimo ve
shluku genti pro biosyntézu daného antibiotika (Hopwood 2007). Kromé antibiotik jsou také
producenty protinddorovych latek (doxorubicin, potencionalné manumycin A), antimykotik,
antiparazitik, herbicidii ¢i imunosupresanti, apod.
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3. Skupina manumycinovych antibiotik

3.1. Zarazeni manumycinovych antibiotik

Antibiotika mtizeme podle jejich struktury a biosyntézy rozdélit do n€kolika hlavnich
skupin. Takovou skupinou jsou napi. B-laktamovad antibiotika, kam patfi peniciliny
a cefalosporiny. Ty jsou charakteristické pfitomnosti ,,f-laktamového kruhu*“ v molekule.
Jejich prekurzory jsou aminokyseliny. DalSim skupinou jsou napf. aminoglykosidy. Do této
skupiny fadime antibiotika, jako je neomycin nebo antibiotikum u¢inné proti mykobakteriim -
streptomycin. Aminoglykosidy jsou slozeny z dvou az ¢tyt sacharidl ¢i aminosacharida. Dalsi
velkou skupinou jsou glykopeptidy, kam fadime napi. vankomycin. Hlavni soucasti je
heptapeptidové jadro slozené z béznych i exotickych aminokyselin. Nov¢jsi skupinou jsou
lipopeptidova antibiotika, jako napf. daptomycin. Déle existuji mensi skupiny antibiotik
a chemoterapeutik s antimikrobidlnim U¢inkem: amfenikoly (chloramfenikol), nitrofurany
(nitrofuran), chinolony, nitroimidazoly, sulfonamidy a dalsi.

Velkou rodinou antibiotik jsou polyketidova antibiotika. Do té se fadi samostatné
skupiny, jako jsou tetracykliny (tetracyklin, chlortetracyklin), polyetherova antibiotika
(monensin) nebo makrolidy (erythromycin, nystatin). Polyketidova antibiotika obsahuji také
n¢kolik mensich podskupin, kam miizeme zatadit napf. ansamycinova antibiotika (rifamycin)
nebo manumycinova antibiotika.

3.2. Struktura a Kklasifikace

Manumycinova antibiotika se typicky skladaji z centrdlni mC;N podjednotky, na
kterou je pfipojen horni a spodni polyketidovy fetézec. Syntéza horniho fetézce je iniciovana
riznymi chemickymi skupinami. Tato skupina tvoii ve finalni molekule zakonceni horniho
fetézce. Spodni fetézec je Casto zakoncen CsN skupinou.

vvvvvv

Nejcharakteristi¢téjsSi a  zdrovent nejvice konzervovanou ¢asti  molekul
manumycinovych antibiotik je centralni 2-amino4-hydroxy-5,6-epoxycyklohex-2-enonova
skupina, oznacovana jako mC,N (Obr. 2). Dle struktury mC;N podjednotky se manumycinové
latky rozdéluji do skupin I a II. Manumyciny typu I maji v poloze C5/C6 epoxidovou
(oxiranovou) skupinu, zatimco manumyciny typu II maji pouze hydroxylovou skupinu
v poloze C5 (Obr. 3). Spodni fetézec je dalSi konzervovanou strukturou manumycinovych
latek. Zpravidla se sklada z trans-trienového fetézce. Vyjimku tvoti colabomycin A a D (Obr.
3), ty maji fetézec tetraecnovy a U-62162 (Obr. 4), ktery mé ve spodnim fetézci mezi
uhlikovymi atomy pouze jednoduché vazby (Grote et al. 1988a Slechta et al. 1982). Spodni
fetézec je zpravidla zakonCeny CsN podjednotkou (2-amino-3-hydroxycyclopentenonova
skupina), kterd je dalsi velmi konzervovanou skupinou manumycinovych latek. CsN
podjednotku obsahuje vétSina maumycinovych latek, kromé nisamycinu, U-62162 (Obr. 4)
a U-56407, které jsou zakonceny karboxylovou skupinou. (Hayashi et al. 1994a; Slechta et al.
1982; Brodasky ef al. 1983)
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Obr. 2: Struktura manumycinu A a asukamycinu. Umisténi mC;N a CsN podjednotky.
Prevzato z Sattler et al. 1997.
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Obr. 3: Rozdily mezi manumyciny typu I a II — colabomycin A a colabomycin D. Ptevzato
z Grote et al. 1988a a Wei et al. 1999.
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Obr. 4: Manumycinové latky bez CsN podjednotky — U 62162 a nisamycin. Pfevzato z
Slechta et al. 1981 a Hayashi et al. 1994.
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Horni fetézec je nejméne konzervovanou ¢asti manumycinovych antibiotik, a tudiz je
hlavnim zdrojem rozmanitosti latek v celé skupiné (poloha dvojnych vazeb, délka, methylace
atd.). Sklada se zpravidla z nenasycenych mastnych kyselin obsahujicich od jedné (napf.
manumycin B, EI-1625-2) do péti (colabomycin E) dvojnych vazeb, pticemz uhliky mohou
byt methylovany. Horni fetézec je zakonfen nasycenou alifatickou nebo alicyklickou
skupinou v rozmezi methylu az vétveného hexanu ¢i cyklohexanu (Sattler et al. 1998). Dle
povahy horniho fetézce se manumycinova antibiotika dale rozdé€luji do skupin A, B (popft. C).
Do skupiny A se fadi manumycinové latky s linedrnim hornim fetézcem, zatimco do skupiny
B latky s vétvenym (methylovanym) hornim fetézcem. Do skupiny C potom zafazujeme latky
se saturovanym spodnim fetézcem. Pfi pouziti obou klasifikaci potom rozliSujeme
manumyciny na skupinu IA, kam fadime asukamycin, alisamycin, colabomycin A,
manumycin E, F, G, nisamicin a U-56407, dale typ IIA kam fadime colabomycin D. Do
skupiny IB fadime manumycin A, B a C a do skupiny [IB manumycin D, TMC-1A, 1B, 1C.
Do skupiny IC potom fadime U-62162.

Strukturné nejbliz§i latky, které se podobaji manumycinovym antibiotikim jsou
pfedevS§im ansamyciny (napf. ansatrienin A). Ansamyciny také obsahuji mC;N podjednotku.
Existuji také malé latky podobné manumycinovym antibiotikiim tvofené bakteriemi rodu
Streptomyces, které vSak postradaji CsN skupinu i oba fetézce, jako je naptiklad MM-14201
nebo enaminomycin A (Obr. 5). DalSimi podobnymi latkami je napiiklad epoxydon,
sekundarni metabolit produkovany houbami nebo aranorosin, produkované druhem
Pseudoarachniotus. (Sattler et al. 1998).
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Obr. 5: Latky strukturné podobné manumycinovym antibiotikim- ansatrienin A ze skupiny
ansamycinil a enaminomycin A. Pfevzato z Sattler ef al. 1998.

3.3. Biologicka aktivita manumycinovych antibiotik

Manumycinové latky typu I, jako jsou manumycin A, asukamycin, U-56407, U-
62162, Manumycin E, F, G, colabomycin A, alisamycin, nisamycin, EI-1511-3, EI-1511-5,
EI-1625-2 vykazuji antimikrobidlni aktivitu v0¢i gram pozitivnim bakteriim typu
Staphylococcus, Enterococcus faecalis a Bacillus subtilis. Naopak nejsou aktivni vac¢i gram
negativnim bakteriim (Thiericke ef al. 1987; Omura ef al. 1976; Brodasky et al. 1983; Slechta
et al. 1982; Shu et al. 1994; Grote et al. 1998b; Franco et al. 1991; Hayashi et al. 1994b;
Tanaka ef al. 1996). Pouze u manumycinu E, F, G byla pozorovana slaba aktivita vii¢i gram
negativni bakterii Escherichia coli. (Shu et al. 1994). Manumycinové latky typu II: TMC I A,
B, C, D a manumycin D, které postradaji epoxydovou skupinu na mC;N podjednotce
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nevykazuji Z&dnou antimikrobidlni aktivitu vi¢i mikroorganismiim ani pii koncentraci
100 pg/ml (Kohno et al. 1996). To ukazuje na skutecnost, ze pro antimikrobidlni aktivitu
latky je esencialni pfitomnost této epoxydové skupiny na mC;N podjednotce.

Nékteré manumycinové metabolity vykazuji také antimykotickou aktivitu:
Manumycin A (Thiericke et al. 1987) a alisamycin (Franco et al. 1991) viuci Candida
albicans, asukamycin proti Trychophyton mentagrophyces (Omura et al. 1976). Dalsi slabsi
antimykotické ucinky byly také pozorovany u nisamycinu (Hayashi et al 1994b), ¢i
colabomycinu A (Grote ef al. 1988b).

U asukamycinu byla také pozorovana antikokcidialni aktivita. Asukamycin podavany
Ctyfi dny starym kufatim nakazenych kokcidii Eimeria tenella dokazal vyrazné snizit jejich
mortalitu (Omura et al. 1976).

V laboratornich i terénnich testech byl pozorovan insekticidni u¢inek manumycinu A
vuci hmyzu ze skupiny Lepidoptera a Coleoptera. Dobrych vysledkii bylo dosazeno
sprejovanim vajicek a larev Pieris brassicae a Epilachna variestis roztokem manumycinu A
o nizké koncentraci (0,05 %) (Thiericke et al. 1987).

U nékterych manumycinovych antibiotik byla pozorovéana inhibice Ras-specifické
farnesyltransferazy (Hara ef al. 1993). Ras proteiny jsou malé transmembranové G-proteiny,
které se uplatiiuji pii kontrole a regulaci bunééného riistu a déleni. Ras protein je vyrazné
posttranslaéné modifikovan. Nejprve dochazi k farnesylaci cysteinového zbytku na jeho
C-konci. Po této farnesylaci dojde k proteolytickému odStépeni tfi koncovych aminokyselin
a nov¢ vznikly farnesyl-cysteinovy zbytek je methylovan. Takto modifikovany Ras protein se
muize zakotvit do membrany a byt funkéni (Goodman et al. 1990). V aktivovaném stavu
s navazanym GTP spousti kaskadu signalt, jejimz vysledkem je d€leni a diferenciace bunky.
Pokud je ve stavu inaktivnim, s navazanym GDP, jsou tyto procesy zastaveny. Mutantni Ras
protein neni schopny hydrolyzovat GTP a zlstava tudiz neustdle v aktivovaném stavu, coZ
vede k nekontrolovatelnému déleni buiikky a vzniku nddoru (Der et Cox 1991; Gibbs et al.
1994; Tamanoi 1993). Pfedpoklada se, ze mutace v RAS genech je zodpoveédna za 20% vSech
nadorti, 90% néadori pankreatu a vice nez 50% nadort tlustého stieva (Gibbs ef al. 1994).
K tomu aby byl Ras protein aktivni, musi projit celou fadou posttransla¢nich modifikaci a byt
ukotven do membrany. Ras farnesyltransferaza, ktera katalyzuje jeden z krokli posttransla¢ni
modifikace, se tedy jevi jako velmi nadéjny cil nadorové I1écby. Pokud je Ras
farnesyltransferdza inhibovéna, je Ras protein fyzicky oddélen od signdlni drahy vedouci
k bunééné proliferaci a dochazi k zastaveni ndadorového ristu. Inhibice Ras
farnesyltransferdzy byla pozorovana u manumycinu A, B, C. Nejlepsi aktivitu vykazuje
jednoznaéné manumycin A. Jeho dalsi velkou vyhodou je, Ze je takika neaktivni vici
geranylgeranyl transferdze, kterd je fyziologicky pouzivana k modifikacim fady proteint
v bunice. Tim ma celkové nizsi toxicitu nez ostatni zkoumané latky s touto inhibicni aktivitou
(Hara et al. 1993). Dtlezitou soucasti molekuly pii inhibici je epoxydovand mC;N
podjednotka. Horni fetézec pfispiva k této aktivité pravdépodobné svoji podobnosti
s methylovanym fetézcem farnesylpyrofosfatu. Spodni fetézec a CsN podjednotka nejsou pro
inhibici dualezit¢ (Hu 2000). Posledni vyzkumy ukazuji, ze protinadorova aktivita
manumycinu A nezavisi pouze na inhibici Ras farnesyltransferazy. Manumycin A je také
schopny indukovat tvorbu ROS (kyslikovych radikéald) v nddorovych bunkéch, coz vede
k aktivaci kaspazové kaskady a apoptotické smrti nddorové bunky (Sears et al. 2008).

Neékteré manumycinové latky také vykazuji pfimou cytotoxickou in-vitro
aktivitu vici riznym naddorovym buiitkédch. U manumycinu A a colabomycinu A byly popsany
cytotoxické ucinky na bunky mysi leukémie L-1210 (Thiericke et al. 1987, Grote et al.
1988b). Manumycin E, F a G vykazuje slabou cytotoxicitu na bunky lidského karcinomu
tlustého streva (linie HCT-116) (Shu ef al. 1994). TMC A, B, C, D a manumycin D inhibuji
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proliferaci buiiek karcinomu a adenokarcinomu tlustého stieva, ovaridlniho adenokarcinomu,
osteogenického sarkomu, promyeloidni leukémie, epiteloidniho karcinomu ¢i mysSich
lymfoidnich novotvarti (Kohno et al. 1996).

Dalsi ucinky vykazované nékterymi zastupci zrodiny manumycinovych antibiotik
jsou naptiklad inhibice nékterych enzymt. U EI-1511-3, -5, EI-1625-2, alisamycinu,
ent-alisamycinu, manumycinu B, C, G a U-56407 byla popsana aktivita pii inhibici
interleukin-1B-konverujiciho enzymu (ICE). To je ptedurCuje jako potencionalni
monocyty nebo makrofagy pii akutnim ¢i chronickém zanétu. Existuje ve dvou formach a sice
IL-1a a IL-1B, pficemz aktivni forma cytokinu (IL-1B) vzniké proteolytickym Stépenim IL-1a
praveé katalyzou ICE (Tanaka et al. 1996). Dalsi protizanétlivou aktivitou, kterou vykazuje
manumycin A, je inhibice IKK kinazy. IKK kindza se sklada ze tfi proteind: IKKa, IKKP
a IKKy. Pii indukci cytokinem (TNFa a IL 1) se IKK aktivuje a fosforyluje transkripéni
faktor NF—«B, ktery je dilezity pro kontrolu tvorby zanétu a onkogeneze. Manumycin A
inhibuje aktivitu IKKp, coz vede k pteruseni celé signalni kaskady (Bernier et al. 2006).

Pozorovanou aktivitou manumycinu A je také inhibice nSMase (neutrdlni
sfingomyelinaza). Ta je zodpovédnd za hydrolyzu sfingeomyelinu. Jejim produktem je
ceramid, ktery funguje jako druhy posel pfi aktivaci enzymu BACE1 (B-site APP-cleaving
enzyme). Aktivovany BACE1 katalyzuje proteolyzu proteinu APP (amyloid precursor
protein), ze kterého tak vznikd AP (amyloid B- peptid), ktery se hromadi v mozku pfii
Alzheimerové chorob¢ a je jeden z pticin vznikajici demence. Manumycin A by se tedy mohl
stat také ucinnou latkou v 1€cbé Alzheimerovy choroby (Constantini et al. 2005).
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4. Biosyntéza polyketidi

4.1. Biosyntéza polyketidovych metaboliti

Polyketidy jsou syntetizované enzymem polyketidsyntazou (PKS), pfi¢emz postup
reakce je velmi podobny syntéze mastnych kyselin. Ty jsou syntetizovany syntdzou mastnych
kyselin (FAS). PKS i1 FAS katalyzuji v opakujicim se cyklu dekarboxylativni kondenzaci
raznych acyl-CoA substratl za vzniku dlouhého acylového fetézce (polyketid nebo mastna
kyselina). FAS a PKS se od sebe li§i ve dvou hlavnich bodech. FAS vyuziva pro iniciaci
predev§im acetat, zfidka 1 jiné podjednotky. Pro dal§i prodluzovani pouziva vyhradné
malonatové jednotky, zatimco PKS systémy mohou k iniciaci pouzit rizné latky a stejné tak
mohou 1 v elongacnich cyklech pouzit jiné prekurzory (Simpson 1985). Kazda podjednotka
malonatu nese na svém B-uhliku atom kysliku, ktery je vSak v konecném produktu FAS
odstranén. Odstranéni kysliku probiha souctem tii reakci po kazdém ptipojeni malonatu:
ketoredukce (na hydroxyl), dehydratace (odstranéni kysliku) a dal$i redukce vedouci
k saturaci fetézce. U syntézy polyketidii mohou byt tyto kroky zcela vynechany nebo mohou
probéhnout jen nékteré (napt. jen ketoredukce). Ve finadlnim produktu mohou byt tedy na
uhlicich navazané alkylové, enoylové, keto nebo hydroxylové skupiny (Bibb et al. 1989).
V kazdém kroku elongace se tedy voli mezi témito riiznymi modifikacemi jejimz vysledkem
je obrovska rozmanitost finalnich latek.

Jeden elongacni cyklus zahrnuje rozeznani substratu, jeho transfer na PKS nebo FAS
enzym a formace C-C vazby. Cely proces zajist'uji tfi proteiny nebo proteinové domény.
V PKS systému jsou souhrné oznaovany jako minimalni PKS a obsahuji: ketosyntazu (KS),
acyltransferazu (AT) a acyl carrier protein (ACP) (Bohm ef al. 1998). Piredtim nez mtize
syntéza zacit, ACP protein je posttranslacné modifikovan a konvertovan z neaktivni apo
formy do aktivni holo formy. To je zajisténo fosfopantetheinyl transferazou (PPTasa), ktera
ptipoji fosfopanteteinovou skupinu odvozenou od koenzymu A na specificky serinovy zbytek
na ACP (Walsh et al. 1997). Navazani fosfopanteteinu umoziuje navazat substrat skrze
thioesterovou vazbu. Biosyntéza zac¢ind acyltransferazou, ktera je schopna rozeznat vhodny
substrat a prenést ho na fosfopanteteinovou skupinu ACP. Vznikd tak substrat-S-ACP.
Jakmile je substrat navazan na ACP, za¢ind ketosyntaza katalyzovat dekarboxylaci substrat-S-
ACP a formovat C-C vazbu mezi novym prekurzorem a rostoucim polyketidovym fetézcem
(Bibb et al. 1989). Beéhem skladdani, kdy je rostouci fetézec upoutany k ACP, miize
probéhnout spousta modifikaci, které jsou zajiStény pfidavnymi enzymy nebo enzymovymi
doménami: Ketoreduktazy, dehydratazy, enoyl reduktazy, cyklazy ¢i aromatazy (Zhang et
Tang 2009). Jakmile je polyketidovy fetézec uvolnén z enzymu, muaze byt dale modifikovan
napft. glykosylaci, methylaci, oxidaci, atd. pomoci tzv. ,tailoring* enzymt (Weissman 2009).

Samotnd PKS miize mit nékolik forem. Bud'to pracuje jako jeden multidoménovy
protein, tyto enzymy potom souborné oznacujeme jako polyketidsyntdzy typu I (PKS I) nebo
existuje ve formé& nckolika menSich monofunk¢nich proteinii. Takovy enzym potom
oznacujeme jako polyketidsyntazu typu II (PKS II) (Sherman et al. 1989).

4.2. PKS 1

PKS typu I, jinak nazyvané také modularni PKS, se ucastni napf. biosyntézy
makrolidového antibiotika erythromycinu. Jednd se zpravidla o velky multimodularni enzym
o velikosti cca 200-2000 kDa, ve kterém lze rozeznat jednotlivé moduly (acyltransferazy,
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ACP, ketosyntazy), které odpovidaji za konkrétni kroky polyketidové syntézy (Cane e Walsh
1999). Obvykle pouzivanym prekurzorem pro PKS I systém je malonyl-CoA, methylmalonyl-
CoA a vzacné ethylmalonyl-CoA. Vétsi diverzitu prekurzori pozorujeme u iniciace syntézy.
Zde muze byt pouzit acetyl-CoA, propionyl-CoA, butyryl-CoA, benzoyl-CoA nebo i dalsi -
CoA (Weisman et al. 2004). Rozdilné moduly u mnoha PKS I maji na svém N nebo C konci
kratké, nekonzervované aminokyselinové zbytky. Tyto zbytky zde funguji jako
interpolypeptidové linkery. Spojuji dva prilehlé PKS proteiny a umoziuji tak sestaveni multi-
PKS komplexu. Bylo prokdzano, Ze tyto linkery jsou jednou zrozhodujicich slozek pro
vlastni fungovéani PKS systému. Linkery jsou skupinou zhruba 80-130 AK na C konci, které
interaguji s 30-50 AK na N konci (Tsuji et al. 2001a; Tsuji et al. 2001b). Diky tomu, Ze
sekvence PKS I je pomérné konzervovana napfi¢ organismy a existuje pomeérné jasna
spojitost mezi sekvenci polypeptidu PKS I a pofadim reakei, Ize pomérné dobte predikovat
pocet a typ domén vysledného enzymu. Celkové potom z potfadi AT (acyltransferdz) domén a
vzhledu jejich aktivnich mist 1ze predikovat prekurzor, ktery bude vloZen a tim také celkovou
strukturu vysledné latky.

4.3. PKS II

PKS typu II syntetizuje typicky aromatické latky, jako jsou napf. tetracykliny, ale
uplatiuji se také pravé v syntéze linedrnich manumycinovych fetézcii. Na rozdil od PKS I
jsou enzymové aktivity rozloZeny do jednotlivych polypeptidil s rozdélenymi enzymatickymi
aktivitami. Tyto enzymy jsou zpravidla jedno az vicefunk¢ni proteiny, z nichz kazdy nese
jednu, ¢i dvé enzymové aktivity (Hertweck ef al. 2007). Tyto jednotlivé proteiny prechodné
interaguji a jsou pouzivany opakované (iterativn¢) béhem celé biosyntézy. Minimalni PKS
typu II obsahuje: ketosyntdzu (KSa), tzv. ,,chain lenght factor (CLF, nazyvan KSp), které
jsou odpovédné za kondenzacni reakci, a ddle ACP. K nim mohou byt dale pfidruZzeny dalsi
enzymy, jako jsou cyklazy, ketoreduktazy ¢i aromatdzy. Ty spolupracuji s minimalni PKS
aurCuji konecnou strukturu latky. (Weissman 2009). AT, kterd je u PKS I zodpovédnd za
volbu prekurzoru a jeji vazbu na ACP, ve shluku genti pro PKS II nékdy mize zcela chybét.
Bylo dokdzéno, ze PKS systém typu II muize také pouzit malonyl-CoA acyltransferazu
koédovanou syntdzou mastnych kyselin (FAS) (Summers ef al. 1995). Dalsi rozdil v PKS T a II
je ve vybéru prekurzoru. Jediny dosud zndmy prekurzor pouzivany PKS II je malonyl-CoA,
coz je také jediny prekurzor pouzivany FAS, proto se zde objevuje moznost vyuzivat
malonyl-CoA acyltransferdizu FAS. Minimalni PKS II opét spolupracuje s ,tailoring®
enzymy, které modifikuji vznikly fetézec. Podjednotky PKS II se pii tvorbé polyketidového
fetézce uplatiiuji opakované a diky tomu je velmi tézké predvidat vyslednou strukturu pouze
na zaklade¢ in silico analyzy biosyntetickych gent (Hertweck et al. 2007).

4.4. PKS III (Chalkon syntaza)

Kromé typickych enzymii polyketidovych syntéz (PKS I a II) existuje jeste PKS typu
III. Pavodné se predpokladalo, Ze se tento enzym uplatituje pouze v rostlinach pfi syntéze
chalkonu, esencidlniho metabolitu antokyanovych pigmenti nebo flavonoida (Austin et Noel
2003), ale pozdéji se ukazalo, Ze obdobné enzymy lze najit také v bakteriich nebo houbéch.
PKS III je relativné maly protein (40-47 kDa), ktery funguje jako homodimerni iterativni
PKS. Substrat pro PKS typu III je obvykle malonyl-CoA, ktery je postupné kondenzovan
v tetraketidovy intermediat, ktery je pozdéji cyklizovany a modifikovany specificky dle kazdé
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syntazy (Tropf et al. 1995). Obé reakce — kondenzace i cyklizace je provadéna v jednom
aktivnim misté enzymu (Austin et Noel 2003). Oproti PKS I a II také nepouziva PKS IIT ACP
k aktivaci a pfenos substratu, ale zac¢ina syntézu piimo na acyl-CoA (Shen 2003).

4.5. Hybridni PKS — NRPS

NRPS (Non- Ribozomal Peptid Synthase) je velky multienzymaticky polypeptid
katalyzujici kondenzaci riznych AK v peptidech za spotieby ATP. Touto cestou napiiklad
vznikaji antimikrobialni latky jako gramicidin a dalsi sekundarni metabolity. Hybridy jsou
latky vzniklé spoluptisobenim PKS a NRPS enzymt. Tento hybridni systém byl objeven
v aktinomycetach (biosyntéza bleomycinu u producenta Streptomyces verticillus) nebo
v myxobakteriich (myxothiazol u producenta Stigmatella aurantiaca). PKS-NRPS systémy
jsou intenzivn€ studovany, protoze nabizi dal§i moZnost pii vyrobé novych hybridnich
sloucenin (Du et al. 2001).
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5. Biosyntéza manumycinovych antibiotik

5.1. Biosyntéza mC,sN podjednotky

Biosyntéza manumycinovych antibiotik byla nejlépe prostudovana u manumycinu A
(producenta Streptomyces parvulus Tii64) a asukamycinu (producenta Streptomyces nodosus
ssp. asukaensis). Zékladem vyzkumu byly predev§im experimenty s radioaktivné znaCenymi
prekurzory a sledovani jejich inkorporace do kone¢ného produktu.

mCsN podjednotka (2-amino4-hydroxy-5,6-epoxycyklohex-2-enonova skupina) je
strukturou typickou pro vSechny zastupce manumycinovych antibiotik (Obr. 1). Funguje také
jako startovaci jednotka pro syntézu spodniho polyketidového fetézce. Strukturné podobnou
jednotku obsahuji také naptiklad ansatrienin, rifamycin, ¢i v aromatické podobé napiiklad
pactamycin. Pivodné se dokonce predpokladalo, ze manumycinové latky jsou skupinou
ansamycinti s nekompletnim fetézcem. Toto bylo pozdéji vyvraceno diky skuteCnosti, ze
mC,N podjednotka u manumycinovych latek vznika jinou drahou nez je tomu u ansamycin
(viz. kapitola 6.). mC;N podjednotka manumycinovych antibiotik vznika v pfirod¢ ojedinélou
drahou. Hlavnim prekurzorem mC;N podjednotky je 3-amino-4-hydroxybenzoova kyselina
(3,4-AHBA). Ta vznikd kondenzaci a néslednou cyklizaci ctyfuhlikaté podjednotky
pochézejici z Krebsova cyklu (l-aspartat-4-semialdehyd) a tfiuhlikaté podjednotky odvozené
od cukru-triosy, kterou je dihydroxyaceton nebo jeho fostat (Obr. 6) (Thiericke et al. 1990;
Ohnishi et al. 2006). Epoxydova skupina, ktera se pfipojuje k hotové 3,4-AHBA je pfipojena
v pfipadé¢ manumycinu A 1 asukamycinu ve dvou krocich pomoci monooxygenazy, pticemz
ptipojovany kyslik pochazi z atmosferického kysliku (Thiericke et al. 1989). Tak vznikaji
manumyciny typu I. Produkci manumycint typu Il vzdy provazi produkce alesponn malého
mnozstvi né¢jakého manumycinu typu 1. Bylo tedy usouzeno, Ze manumyciny typu II vznikaji
naslednou tupravou homologni latky typu I. Tato deoxygenace miize patrné probihat
enzymatickou nebo samovolnou konverzi (Hu 2000, Petiicek ef al. 2010).

5.2. Biosyntéza spodniho Fetézce a CsN podjednotky

Biosyntéza spodniho fetézce probiha ve dvou krocich. Za prvé je to iniciace startovaci
podjednotky, kterou je pro spodni fetézec 3,4-AHBA. Ta je navazéna na ACP a konvertovana
na thioester-CoA. Za druhé je to vlastni polyketidova kondenzacni reakce. Pii ni jsou
v postupnych kondenzac¢nich reakcich pfipojeny tfi malonyl-CoA. (Thiericke ef al. 1990). To
plati pro manumycin A, asukamycin a vétSinu zbylych manumycinovych latek. Jinou
biosyntézou prochdzi tetraenovy spodni fetézec colabomycinu nebo saturovany spodni fetézec
U-62162.

CsN podjednotka je velice konzervovanou skupinou a je obsazena ve vétSing
manumycinovych latek. Tuto podjednotku obsahuji i nékteré dalsi ptirodni latky, jako je napf.
reductiomycin nebo moenomycin. CsN podjednotka vznikéd z kyseliny 5-aminolevulové. Pfi
experimentech s radioaktivné znaCenym glycinem a sukcinatem bylo jasné ukazano, ze tyto
latky stoji vroli stavebnich kamend. Kyselina 5-aminolevulova je tedy syntetizovana ze
sukcinyl-CoA a glycinu 5-aminolevulinat syntazou (Obr. 6) (Nakagawa et al. 1985; Thiericke
et al. 1990; Petticek et al. 2006).
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Obr. 6: Biosyntetickd drdha asukamycinu a geny kodujici jednotlivé enzymy. Pievzato z
Petticek et al. 2010.

5.3. Biosyntéza horniho Fetézce

Horni fetézec je nejvice proménlivou slozkou manumycinovych latek a je také
nejvetsim zdrojem riiznorodosti latek této skupiny. Produkce manumycinového metabolitu je
Casto v jednom organismu doprovazena tvorbou dal§iho metabolitu, ktery se 1iSi pouze
strukturou horniho fetézce, jako je tomu napt. u Streptomyces parvulus Tii64, kdy vznika
vedle manumycinu A i malé mnoZzstvi manumycinu B a C (Sattler ef al. 1993) nebo napiiklad
u Streptomyces sp.WB-8376, kdy vznika najednou manumycin E, F a G (Shu et al. 1994)
a u mnoha dal$ich. Biosyntéza fetézce probiha klasickou polyketidovou syntézou, stejné jako
u spodniho fetézce. K iniciaci syntézy horniho polyketidového fetézce u manumycinu A
slouzi acetyl-CoA a je prodluZzovan pfipojenim jednoho malonyl-CoA a tfi methylmalonyli-
CoA v elongacnich krocich. Horni fetézec asukamycinu je iniciovan startovaci jednotkou
obsahujici cyklohexanovy kruh a ta je elongovéana tfemi malonyl-CoA. Startovaci jednotka
a ptilehly uhlik je odvozena od cyklohexankarboxylové kyseliny, ktery pochazi ze Sikimatové
drahy (Obr. 6) (Thiericke et al. 1990).

5.4. Casovani biosyntézy manumycinovych antibiotik a posledni upravy

Biosyntézu manumycinovych latek 1ze pomysiné rozdélit na tfi hlavni dréhy. Za prvé
je to biosyntéza mC;N podjednotky a nasledné nasyntetizovani spodniho polyketidového
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fetézce. Druhou casti je zformovani CsN podjednotky a posledni drahou je zformovani
startovaci jednotky pro horni fetézec (napi. cyklohexanovad startovaci jednotka pro
asukamycin, acetyl-CoA pro manumycin). Po vytvofeni spodniho fetézce dojde nejprve
k pfipojeni horniho fetézce. Potom se pfipoji CsN podjednotka a poslednim krokem
biosyntézy je dvoukrokovd monooxygenace, kterd epoxyduje mC;N skupinu (Hu 2000;
Petticek et al. 2010; Hu et al. 2004). Tak vznikaji manumyciny typu I. Ty mohou nasledné
piejit v typ II samovolnou, ¢i enzymatickou redukei.
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6. Analyza biosyntetickych drah manumycinovych latek

6.1.Techniky vyuzivajici znacenych prekurzori

V minulosti se pro analyzy biosyntetickych drah pouzivaly takika vyhradné techniky
vyuzivajici radioaktivni, ¢1 jiné znaceni molekul. V téchto technikdch se nabizi produkujicimu
organismu znacend latka (nejéastdji °C, N, 'O nebo deuteriem), kterd by mohla byt
predpokladanym prekurzorem pro danou biosyntetickou drdhu a sleduje se nasledné jeji
inkorporace ve finalnim produktu. Casto se zalina jednoduchymi latkami (napf. acetat),
prekurzory pro biosyntézu dané slouceniny. Touto technikou byl naptiklad objasnén plvod
mCsN podjednotky u manumycinovych antibiotik (Gould et al. 1996, Hu 2000).

mC7N podjednotku nebo jeji homolog obsahuji 1 jiné latky, jako je napftiklad
ansatrienin a rifamycin. U téch bylo z piedchozich vyzkuma zndmo, ze prekurzorem jejich
mC7N podjednotky je 3-amino-5-hydroxybenzoova kyselina (3,5-AHBA), kterd pochazi ze
Sikimatové drahy (Kim et al. 1996). Dalsi latkou, kterd obsahuje mC;N podjednotku
je akarbdza. V tomto piipad€ je jejim prekurzorem sedoheptuldza-7-fosfat, kterd pochazi
z fosfat pentézové drahy (Mahmud et al. 1999; Mahmud et al. 2001). Nabizela se tedy
domnénka, ze mC;N podjednotka manumycinovych antibiotik by mohla také pochéazet z jedné
z téchto drah. Pokud vSak byly tyto prekurzory oznaCeny a nabidnuty producentim
manumycinu A a asukamycinu, nedoslo k jejich inkorporaci. To potvrdilo jednak, Ze tyto
latky nejsou prekurzory mC;N podjednotky pro manumycinové latky, ale také to, Ze
manumyciny jsou samostatnou skupinou latek a nejedna se tedy o ansamyciny s porusenym ¢i
chybéjicim fetézcem, jak bylo piivodné navrhovano (Thiericke et al. 1990).

Dalsi latkou se strukturou podobnou mC;N podjednotce, byl murayaanthrachinon
producenta Streptomyces murayamaensis. Jejim prekurzorem je 3-amino-4-hydroxybenzoova
kyselina (3,4-AHBA). Znacena 3,4-AHBA byla tedy nabidnuta producentim manumycinu A
a asukamycinu a byla jimi v obou pfipadech Uspé$né inkorporovana do molekuly
manumycinu 1 asukamycinu. Tim bylo potvrzeno, ze prekurzorem mC;N podjednotky je
pravé 3,4-AHBA (Gould ef a/.1996; Hu 2000).

6.2. Mutacni analyza

Techniky vyuZzivajici znacenych prekurzorti sice vedou k pomérné jasnym vysledktim,
jedna se vSak o metody casové zdlouhavé a pii pouziti radioaktivnich znafeni i znacné
technicky naroc¢né.

S rozvojem molekuldrné biologickych technik, genového inzenyrstvi a také s moznosti
sekvenace DNA bylo moZzno vyuzit téchto poznatki pro efektivngjsi zkoumani
biosyntetickych drah. Technika mutac¢ni analyzy spociva v izolaci genového shluku pro dany
metabolit. Ze se jedna skuteéné o geny zodpovédné za syntézu daného metabolitu mize byt
ovéteno napt. heterologni expresi v pfibuzném organismu, ktery neni producentem této latky.
Tento shluk gent je nasledné osekvenovan a sekvence jsou porovnany na zaklad¢ strukturnich
podobnosti s geny zjinych organismi v databazi. Takovym vyhledavacem je naptiklad
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), ktery umoziiuje najit geny kodujici proteiny se
stejnou nebo podobnou funkci v jiném organismu (Altschul ez al. 1990). Tim miizeme ptifadit
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ke kazdému genu a jeho produktu jeho pravdépodobnou funkci (napt. ACP, acyltransferaza,
ketosyntdza atd.). Pokud méame pfifazeny funkce k jednotlivym genim, miizeme také
piiblizné usoudit, ve které Casti biosyntetické drahy se konkrétni enzymatickd aktivita bude
vyskytovat. S touto znalosti jsou ndasledné¢ provadény mutace v jednotlivych genech
biosyntetické drahy a nasledné jsou sledovany zmény ve vysledném produktu. V nékterych
ptipadech staci k zablokovani funkce genu pouze bodova mutace, jak bylo provedeno napt. u
S-aminolevulindt syntazy pii syntéze CsN podjednotky asukamycinu (Petiicek et al. 2010).
Vétsinou je vSak vyhodnéj$i provést deleci celého genu nebo alespon jeho velké casti,
abychom m¢éli jistotu, ze 1 jeho produkt nebude funkéni. V tomto piipadé se musi pocitat
s moznosti, ze takto upraveny gen miize ovliviiovat expresi okolnich genti (tzv. polarni efekt).
Idealn¢ se tedy provadi in-frame delece, ze zachovanim kratké sekvence zac¢atku a konce genu
ptvodniho. Tim se minimalizuje moZnost ovlivnéni gent okolnich. Takto upravena geneticka
informace se vlozi do produkujiciho organismu mechanismem homologni rekombinace DNA.
Ta zplsobi vyménu wt alely genu za mutantni. Mutantni kmen je nasledné podroben analyze.
Nejcastéji pouzivanymi technikami v néaslednych analyzach je HPLC (High Performance
Liquid Chromatography), LC-MS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) a NMR
(Nuclear Magnetic Resonance). Z analytickych dat ziskame informace o produkovanych
metabolitech a jejich intermedidtech. Tuto techniku lze popsat na ptikladu provedené mutaéni
analyzy asukamycinu. Zde byla provedena mutace v genu asuC13. Ten ukazoval pfi srovnani
s databazi velkou podobnost s KS. Bylo proto pfedpokladano, ze se podili na syntéze jednoho
z fetézcl. Vysledkem poruseni tohoto genu bylo zastaveni produkce asukamycinu a v mutantu
se hromadila 3,4-AHBA, horni feté¢zec a CsN podjednotka. To potvrdilo, Ze gen asuCli3 je
skutecné zodpovédny za syntézu spodniho polyketidového fetézce a také to, Ze k pfipojeni
horniho fetézce k mC;N podjednotce musi byt nejprve nasyntetizovan fetézec spodni. Kromé
téchto produktl se objevily také v malém mnozZstvi produkty zcela nové. Ty vznikly spojenim
CsN podjednotky pfimo s hornim fetézcem (Petticek et al. 2010).

Mutaéni analyzou nebyla vSak popsana pouze biosyntéza asukamycinu. Je zakladni
technikou studia biosyntézy sekundarnich metaboliti. Byla pouzita také napf. pro popsani
biosyntetické drahy moenomycinu (Ostash et al. 2009), biosyntézy bleomycinu (Galm et al.
2008) a mnoha dalSich latek. Celkové ndm tedy mutacni analyza podava kompletni piehled
o biosyntetické draze dan¢ho metabolitu. Tyto informace mohou byt dale pouzity napft.
v metoddch kombinatorni biosyntézy ¢i v jinych postupech vedoucich k vyvoji novych
bioaktivnich latek.

6.3.Vyuziti poznatki mutaéni analyzy pri pripravé novych latek

V minulosti byly hlavnim zdrojem novych latek screeningové metody. Spocivaji
v izolaci ¢isté kultury, jeji kultivaci a nasledné analyze vSech produkovanych latek. Produkce
metabolitl mize byt do jisté miry upravovana kultivaénimi podminkami, jako je teplota, pH,
slozeni média, atd. Po objevu penicilinu byly pouzity napf. pro objev streptomycinu ¢i
aureomycinu. Screeningovymi metodami byla objevena také manumycinova antibiotika jako
asukamycin, manumycin A a vétSina dalSich. Po dlouhou dobu se screeningové metody
omezily pfedevS§im na bakterie rodu Streptomyces a houby. Posledni dobou byla tato skupina
organisml roz$ifena téz o mikroorganismy ze specifickych biotopi, jako jsou napf.
hlubokomotiské mikroorganismy ¢i mikroorganismy z horkych prament a slanych jezer.
K tomu také vyrazné ptispél rozvoj kultivacnich technik, které umoznily s t€émito organismy
pracovat v laboratornich podminkach. Hlavni nevyhodou screeningovych metod je velka
casova 1 finanéni naro¢nost vyzkumu a po letech také ,,znovuobjevovani jiz znamych latek.
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Dalsi velkou nevyhodou je, Ze touto cestou lze objevit pouze latky, které jsou fyziologicky

produkovany volné zijicimi organismy, a nedd se cilené vyhledavat latka s urcitymi
biologickymi aktivitami.

Na ptelomu 80. a 90. let byla zavedena pro vyvoj 1ékli zcela nova metoda nazyvana
kombinatorni chemick4 syntéza. Ta pfedev§im umoZznila pracovat najednou s ohromnym
mnozstvim sloucenin. Kombinatorni chemické syntéza spociva ve vytvoreni knihovny mnoha
rtiznych, ale pfitom navzajem podobnych latek. Toho Ize dosdhnout postupnymi reakcemi
mezi dvéma, €i vice skupinami reaktantl. VSechny latky v jedné skupiné maji stejny
strukturni zaklad a 1i$i se v tzv. bodech diverzity, coz jsou vlastné riizné substitituenty na
danych mistech molekul. U vSech latek vzniklé knihovny je néasledné provedena analyza
jejich vlastnosti a jsou vybrany pouze latky s pozadovanymi biologickymi aktivitami. K této
analyze se nej€astéji vyuziva techniky HTC (High-Throughput Screening). HTC umoZiluje
stanovit v pomé&rné kratkém case aktivitu riznych chemickych latek vii¢i mnoha biologickym
cilim. Jedna se o automatizovanou metodu, kterd samostatné vyhodnocuje jednotlivé dilci
reakce a podava kompletni piehled o jednotlivych biologickych aktivitach latek v celé
knihovné. Metoda kombinatorni chemické syntézy je neustdle Casto vyuZzivanou metodou
farmaceutického primyslu. Latky vzniklé Cistou chemickou syntézou maji zpravidla lepsi
Cistotu, jasné definovanou vyrobu a nejsou ovliviilovany ostatnimi latkami organismu, coZ se
muze stat velkou vyhodou pii vyzkumu a naslednych zkouskach novych 1é¢iv. Ne vSechny
latky v8ak lze vyrobit chemickou syntézou nebo je 1ze ziskat mnohem jednodu$sim zplisobem
za pomoci enzymovych katalyz.

Znalost biosyntetickych drah, které ndm poskytuji mutacni analyzy, jsou nejlépe
pouzitelné v metod€ kombinatorni biosyntézy. Kombinatorni biosyntézu lze popsat jako uziti
metod genového inZenyrstvi k vyvoji modifikované findlni latky, kterd mize mit zcela jiné
vlastnosti. Prvné byla pouzita pro vyrobu hybridni latky mederhodinu A. To bylo provedeno
pfenesenim genli ze Streptomyces coelicolor (producenta actinorhodinu) do producenta
medermycinu. Ve vysledku syntetizoval hybridni kmen kromé medermycinu také velké
mnozstvi novych analogt této latky (Hopwood et al. 1985). Tento experiment polozil zaklad
pro budouci uzivani kombinatorni biosyntézy ve vyrobé novych bioaktivnich latek.
K soucasné kombinatorni biosyntéze existuji v Sir§im pojeti dva hlavni pfistupy.

Prvni ptistup kombinatorni biosyntézy spo¢iva v podsouvani syntetickych prekurzort
producentovi. Tento prekurzor musi byt strukturné velmi podobny fyziologickému
prekurzoru, aby mohlo dojit k jeho inkorporaci enzymem zodpovédnym za biosyntézu daného
metabolitu (napt. methylované, hydroxylované nebo halogenované pivodni prekurzory).
Nevyhodou je, ze 1 pfi podani nového substratu je obvykle fyziologicky prekurzor pouzivan
s vy$8i afinitou a tudiz vznikd jen malé procento latek s inkorporovanym syntetickym
prekurzorem, popf. nevznikaji viibec. Casto se tedy pfistupuje k tzv. metodé mutasyntézy
(Obr. 7), ktera je opét zaloZena na metodadch genového inZenyrstvi. Pomoci mutace se
inaktivuje gen, ktery je zodpovédny za syntézu fyziologického prekurzoru. Ten tedy neni
nadale syntetizovan a vznikaji pouze latky s inkorporovanym syntetickym prekurzorem. I tato
drobnd zména muze dat findlni molekule zcela novou biologickou aktivitu, ¢i vylepSit tu
stavajici. Touto cestou byly napiiklad vyrobeny analogy protinadorové polyketidové latky
rapamycinu, z nichz nékteré jsou dale zkoumdany pro svoje eventualni vyuziti v Iékatstvi
(Weissman 2007).

Druhym pfistupem je zména biosyntetické drahy pomoci metod genového inzenyrstvi.
Je zménén jeden nebo vice genil v biosyntetickém shluku gend. Touto zménou je zpravidla
nahrazeni pivodniho genu geny z jiné biosyntetické drahy, nejCastéji z jiného organismu.
Neékdy je také tento piistup oznacovan jako biochemické (metabolické) inzenyrstvi.
Vysledkem je jeden nebo malé mnozstvi novych metaboliti. Prave tato metoda je s dobrymi
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vysledky pouzivana pro vyvoj novych latek ze skupiny polyketidi. S uspéchem bylo této
kombinatorni biosyntézy pouzito napiiklad k modifikaci biosyntetické drahy daunorubicinu a
doxorubicinu, kterd vedla k ptipravé nové protinadorové latky epirubicinu (Madduri et al.
1998). Dalsim ptikladem muze byt vyvoj riznych derivati erythromycinu propojenim genti z
biosyntetické drahy pro erythromycin a rapamycin. V tomto experimentu bylo vyrobeno vice
jak 100 novych analogl erythromycinu, z nichZ nékteré jsou déle studovany pro jejich nové
biologické aktivity (McDaniel et al. 1999). V ptipadé manumycinovych antibiotik by bylo do
budoucna mozno sestavit takovy metabolit, ktery bude mit pfedem dané vlastnosti, jako je
napt. délka fetézcl, jejich saturace, methylace, ¢i dal$i modifikace, epoxydace mC;N
podjednotky, pfitomnost CsN podjednotky atd. Kromé téchto modifikaci lze pfemyslet i o
novych a neobvyklych modifikacich, jako je naptiklad nahrazeni kysliku halogenem,
nahrazeni jednoho z fetézci zcela jinou strukturou atd.
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Obr. 7: Schéma mutasyntézy. Pfevzato z Weissman 2007.

6.4. Kombinatorni biosyntéza pro objasnéni kontroly délky Fetézcii manumycinu a
volby substrati PKS

K objasnéni genu ¢i genl zodpovédnych za délku polyketidovych fetézcii a volbu
substratli pro jejich syntézu budou pouzity tfi kmeny producenti: Streptomyces parvulus Tii64
(producent manumycinu A), Streptomyces nodosus ssp. asukaensis (producent asukamycinu)
a Streptomyces sp. SOK 1/5-4 (producent colabomycinu E). Manumycin A, asukamycin a
colabomycin E se navzdjem li§i v délce a struktuife polyketidovych fetézci (Obr. 8)
1 v prekurzorech pouzivanych PKS pro jejich prodluzovéni. Pro syntézu horniho ftetézce
asukamycinu je pouzivan malonyl-CoA, zatimco pro manumycin A je to methylmalonyl-CoA
(viz. kapitola 5.). Diky témto rozdilim jsou vhodnymi modely pro objasnéni kontroly délky
vznikajicich fetézcli a volby substratii, pouzitych pro syntézu téchto fetézcl pomoci
kombinatorni biosyntézy. Kazdy z téchto producenti ma dva operony kdédujici minimalni
PKS komplex. V jinych PKS II systémech je za urceni délky syntetizovaného fetézce
zodpovédny CLF. V genovych shlucich pro syntézu manumycinovych antibiotik byl
identifikovan gen pro ACP (aClla aCl2 u asukamycinu, mCI// a mCI2 u manumycinu
acClIl acCI2u colabomycinu) a dale také gen pro KS (a, m, cC13) (Obr. 8). Nebyl zde vSak
nalezen zadny gen pro CLF. Je podezieni, ze délku fetézcl urcuje v ptipadé manumycinovych
antibiotik produkt genu a, m, cCI4(Obr. 8). Ten vykazuje podobnost s KS, ale postrada

25



aktivni katalytické jadro. Mohlo by se tedy jednat o zcela novy typ CLF. K objasnéni kontroly
délky tetézcii budou pomoci metod genového inzenyrstvi provadény vymény slozek operonu
mezi jednotlivymi producenty. Vzhled vyslednych produktt t€chto upravenych producentii by
nam mél poskytnout dostatek informaci o tom, zda je skute¢né gen a, m, cC14 zodpovédny
za délku syntetizovanych fetézci popi. za vybér prekurzoru pro jejich syntézu.

minimal PKS cluster 1 minimal PKS cluster 2
ASU L o a4 i acs aC4 aC5
L ACPACP  KSII KSike  © i KSHI e KS ACP
R S} - St
M AN e e met4 i i mC3  mC5 e mee :
5 B > > > |
| ACPACP  KSII KSike 1 i KSHI ACP kSl =
e e ootd i I:c:>c5l 003 ~, o4 "
COL | ACPACP  KSII Klke | i ACP kS|l kSl

percent identity to homologous asukamycin cluster genes (aminoacid-based): 50-70 -

Obr. 8: Nahore: Asukamycin (ASU), manumycin A (MAN) a colabomycin E (COL). Rozdily
v délce a struktuie polyketidovych fetézcii. Dole: Geny kodujici komponenty minimalni PKS
pro vSechny tfi latky ve dvou operonech.
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7. Zavér

S rozSifujici se rezistenci bakterii vii€i antibiotickym preparatim ve svété neustale
stoupd potieba vyzkumu a vyvoje novych antibiotik. Témi se mohou stat zcela nové, dosud
neobjevené latky, nebo stavajici latky, u kterych bude upravena struktura a tim i jejich
antibiotickd aktivita. Velmi nad€nymi latkami do budoucna by mohla byt prave
manumycinova antibiotika ze skupiny polyketidi.

Vysledky muta¢nich analyz ndm poskytuji komplexni prehled o genech a jejich
produktech, které se ucastni biosyntetické drdhy daného metabolitu. V soucasnosti je jiz
pomérné dobra piedstava o biosyntéze manumycinovych latek. Téchto poznatki Ize vyuzit
v dal§im vyzkumu manumycinovych antibiotik pro objasnéni kompletni biosyntetické drahy.
Dale Ize téchto poznatkl vyuzit pfi ptipravé novych latek nebo analogh latek stavajicich.
Velmi vyhodné jsou k produkci analogii i novych latek metody kombinatorni biosyntézy. S
kompletnimi znalostmi o genech a jejich produktech zapojenych v biosyntetickych drahach by
bylo mozné vytvoftit takovy shluk geni, jehoz produktem bude latka piesné definovanych
vlastnosti, jako je napt. délka fetézct, ptitomnost CsN podjednotky, epoxydace mCsN nebo
latka s vnesenymi zcela novymi strukturami (halogenace, nahrazeni ftetézce strukturou
z jiného antibiotika atd.). Spoleén¢ se znalosti biologickych vlastnosti a molekulovych
struktur, které jsou za danou biologickou aktivitu zodpovédné, by bylo mozné vytvofit nové
latky, které¢ budou naptiklad uc¢innymi, netoxickymi antibiotiky, antimykotiky, ¢i skutecné
u¢innymi protinddorovymi léky. Manumycinova antibiotika rozhodné nejsou vycerpanou
skupinou latek a jejich dalsi vyzkum a pouziti slibuje velké moZznosti.
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