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Abstrakt

Sekundarni metabolity jsou biologicky aktivni latky, produkované piredevsim
mikroorganismy. Zpravidla nejsou nezbytné pro pieziti produkujicich mikroorganismd,
nicméné ovliviiujici jejich fyziologii a mikrobiadlni ekologii. Mnoho z nich je vyuzivano ve
farmacii, biologii a chemii. Tato prace shrnuje poznatky o ptvodu a sméru vyvoje
sekundarnich metaboliti. Dllezitou vlastnosti geni kodujicich sekundarni metabolity je jejich
organizace do shlukt. Mezi popsané mechanismy modifikaci genovych shlukt pro biosyntézu
sekundarnich metabolitli patfi mutace genti ¢i intragenové piestavby. Ty se V pfirodé vyrazné
projevuji v evoluci shluki, kodujicich sekundarni metabolity s modularnim typem syntézy.
Muze vSak také dochazet k fazi genovych podshlukid rozdilného pivodu za vzniku
komplexnich shluk kodujicich biosyntézu hybridni latky. Tyto hybridni shluky obsahuji
geny pochdazejici ze shlukli riznych sekundarnich metabolitli. Podobna evoluéni udalost
pravdépodobné nastala i Vv pfipad¢é biosyntézy dvou modelovych skupin pfirodnich latek -
linkosamidii a pyrrolobenzodiazepint. Analogické principy vyuziva i genové inzenyrstvi pro
cilené modifikace biosyntetickych genovych shlukl, za wéelem konstrukce producentd
uc¢inngjsich biologicky aktivnich latek. V praci jsou uvedeny ptiklady takovych tprav, a to jak
u latek ze skupin neribozomdlnich peptidi a polyketidd, tak i u linkosamidd, spolu

S potencialnimi moznostmi budoucich modifikaci.
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Abstract

Secondary metabolites are biologically active compounds produced mainly by
microorganisms. They are not essential for survival of producing strains, however, they
significantly affect their physiology and ecology. They are frequently used in pharmacology,
biology and chemistry. The present work describes the current state of knowledge concerning
origin and evolution of secondary metabolites. The secondary metabolites biosynthetic genes
are usually organised in clusters. The basic mechanisms of secondary metabolite gene clusters
modification are gene mutations or intragenic rearrangements. These mechanisms are
typically involved in natural evolution of gene clusters coding for secondary metabolites with
modular type of biosynthesis. The subclusters of different origin can also fuse to form a new
hybrid compound biosynthetic gene cluster. Similar evolutionary event probably occurred
also in case of biosynthesis of two model groups of natural compounds — lincosamides and
pyrrolobenzodiazepines. Analogous approaches are used in genetic engineering to construct
producers of new more efficient bioactive compounds. Examples of such genetic
modifications of gene clusters involved in the biosynthesis of compounds from nonribosomal
peptides, polyketides and lincosamides groups are described. Possible future modifications of

compounds from these groups are also discussed.

Keywords:
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lincosamides



Seznam pouzitych zkratek

HGT Horizontéalni genovy transfer
B-LS B-laktamsynthetasa

AS-B Asparaginsynthetasa tiidy B
rRNA Ribozomalni RNA

PK Polyketidy

PKS Polyketidsynthasa

NRP Neribozomalni peptidy

NRPS Neribozomalni peptidsynthetasa
AT Acyltransferasovd doména

KS Ketosynthasovd doména

T Thiola¢ni doména

ACP Acyl ptenésejici protein

TE Thioesterasova doména

KR Ketoreduktasova doména

DH Dehydratasova doména

ER Enoylreduktasova doména

C Kondenza¢ni doména

A Adenyla¢ni doména

AMP Adenosinmonofosfat

ATP Adenosintrifosfat

PCP Peptidyl pfenasejici protein

MTL Methylthiolinkosamid

TCA Thiocelestoamidin

PPL 4-propyl-L-prolin

NDLS N-demethyllinkosamidsynthetasa
PBD Pyrrolobenzodiazepiny

Imb Biosynteticky gen pro linkomycin
Imr Rezistencni gen pro linkomycin
DEBS 6-deoxyerythronolide B-synthasa
BULIN 4’-putyl-4’-depropyllinkomycin

PELIN 4’-pentyl-4’-depropyllinkomycin



1 Uvod

Vzhledem k rostoucimu primérnému véku lidské populace, i kK rozsitovani rezistence
k aktualn¢ pouzivanym antibiotikiim mezi patogeny, ve spole¢nosti stale roste potieba novych
antibiotik 1 dalSich lé€iv.

Historicky byly pravé sekundarni metabolity neobycejné bohatym zdrojem novych
bioaktivnich molekul pro farmakologicky primysl. A i v souCasnosti ma vétSina antibiotik
pouzivanych v mediciné sviij pavod v sekundarnim metabolismu nebo jsou to semisyntetické
derivaty téchto latek (Clardy et al., 2006).

Pies to vSechno neni sekundarni metabolismus, na rozdil od drah metabolismu
primarniho, zdaleka tak prozkoumany, a tak stile poskytuje moznosti k novym objeviim a
jejich praktickému vyuziti (Demain, 1998). V souéasnosti pfinesla velké moznosti
identifikace gen 1 celych genovych shlukii, koédujicich biosyntetické enzymy mnoha
sekundarnich metabolitl. Tim se oteviela cesta k objasnéni vzniku sekunddrnich metaboliti a
vyvoje jejich soucasné komplexity. Pravé poznani jejich obrovské variability, metabolického
potencialu bakterii v této oblasti, by mohlo ukéazat cestu k modifikacim genti zodpovédnych
za jejich syntézu. Tyto genetické tipravy pak mohou vést ke vzniku upravenych a potencialné

i u¢inngjsich sekundarnich metabolit nebo ke tvorbé zcela novych hybridnich latek.



2 Zakladni pojmy

2.1 Sekundarni metabolity

Sekundarni metabolity jsou latky produkované v buiikach pti sniZzeni rastové rychlosti
na konci exponencialni a béhem stacionarni faze, pti vycerpani dulezité ziviny nebo po piijeti
induktoru (Demain, 1998). Nejsou bezpodminecné nutné pro rast a reprodukci
mikroorganismu, ale ovliviiuji jeho fyziologii a hraji dileZitou ulohu v mikrobialni ekologii.
Zajistuji jak interakce mezi mikroorganismy, napt. ovlivnénim jejich rustového cyklu
(Straight et al., 2006) nebo produkci latek inhibujicich rtast (Chang and Weisblum, 1967), ale
také interakce mezi mikroorganismy a mnohobunéénymi organismy (Gilturnes et al., 1989;
Haeder et al., 2009; Long, 1996).

Mnoho sekundarnich metabolitii je vyuzivano v riznych oblastech biologie, farmacie,
chemie nebo zemédé€lstvi jako antibiotika, protinadorové latky, insekticidy, imunosupresory
nebo herbicidy. Nejvyznamnéj$imi z nich jsou antibiotika, latky usmrcujici nebo inhibujici
rust mikroorganismil ve svém okoli.

Piednimi producenty antibiotik jsou vlaknité houby a bakterie, mezi nimi v prvni fadé
grampozitivni Actinobacteria a jejich nejvétsi rod Streptomyces. V jejich genomu se nachazi
velké mnozstvi genti kodujicich proteiny s neesencialni funkci, jakymi jsou napf. regulacni ¢i
transportni proteiny, nutri¢ni enzymy zajist'ujici degradaci komplexnich biopolymert ¢i praveé
sekundarni metabolity. Jejich produkce je adaptaci téchto bakterii k zivotnimu prostiedi.
Streptomycety Ziji pfevazné v pudé, kde jsou vysoce kompetitivni podminky a velké mnozstvi
stresovych faktori - chemickych, fyzikalnich i biologickych. Navic jsou nepohyblivé, takze se
stresu nemohou vyhnout a musi na nové podminky zareagovat a pfizpusobit se jim (Bentley et
al., 2002).

2.2 Horizontalni genovy transfer

Horizontalni genovy transfer (HGT) je zpusob pienosu genetické informace mezi
organismy jinym smérem nez z matefské buiiky na dcefinou. Existuji tfi zakladni zpisoby
horizontdlniho genového transferu — transformace, transdukce a konjugace. Horizontalnim
genovym transferem se vétSinou nepifenaseji geny pro zékladni molekularni procesy, jako je
replikace  DNA, transkripce nebo translace, ale napiiklad geny zajiStujici virulenci,

biosyntézu sekundarnich metabolitd nebo rezistenci (Ochman et al., 2000).



3 Vznik sekundarnich metaboliti a sméry jejich evoluce

I ptes obrovské mnozstvi a komplexitu existujicich sekundarnich metabolitt (Walsh
and Fischbach, 2010) byly mezi nimi objeveny nékteré spole¢né znaky, piedev§im Vv

oblastech jejich evolu¢niho vzniku, pivodu a sméru vyvoje.

3.1 Duvod vzniku sekundarnich metabolitu

Mnoho znamych sekundarnich metabolith ma funkci, ktera poskytuje jejich
produkénimu organismu selekéni vyhodu, napiiklad pii mezidruhové kompetici, pfi
mikrobialni diferenciaci nebo pfi transportu kovu. Existuje ale také skupina sekundarnich
metaboliti, u kterych nebyla nalezena Zadna biologicka aktivita nebo byla nalezena aktivita,
ktera se nedala spojit s zadnou selekéni vyhodou pro producenta (Challis and Hopwood,
2003).

Vysvétleni této situace je mozné pomoci dvou pfistupti k evoluci sekundarnich
metabolitl.

Prvnim je takzvany ,,funkcionalisticky pohled”. Ten tvrdi, Ze vSechny sekundarni
metabolity musi mit funkci, protoze jinak by byly geny nebo genové shluky zodpovédné za
jejich syntézu eliminovany negativni selekci (Jenke-Kodama and Dittmann, 2009). Mnozstvi
metaboliti s nevysvétlenymi funkcemi ptipisuje zatim pouze lidské neznalosti (Pichersky et
al., 2006). Pokud by totiz tyto latky zadnou funkci nemély, mnozstvi genetického materialu i
samotné komplexni biochemické drahy zajist'ujici jejich syntézu by pfili§ snizovaly fitness
producenta (Williams et al., 1989).

Existuji vSak i studie, které tomuto pohledu odporuji. Byl proveden vyzkum
analyzujici metabolom 98 kmenu bakterie Myxococcus xanthus, pochazejicich ze 78 lokalit
po celém svété, zahrnujici vSak 1 vzorky odebrané jen ve vzdalenosti 20 cm od sebe.
Vysledkem bylo zjisténi velkych rozdili ve skladbé sekundarnich metabolitii, produkovanych
kmeny z jednotlivych stanovist. Ze 40 sledovanych latek bylo 11 nalezeno jen v jednom nebo
dvou vzorcich a naopak jen 6 latek bylo produkovano vice nez 80% kment. Tato diverzita
byla pozorovana i u kmeni M. xanthus odebranych v pfirodé jen nékolik desitek centimetrti
od sebe (Krug et al., 2008). Je téZko piedstavitelné, Ze by vSechny tyto latky mély specifickou
funkci a vznikly pozitivni selekci. Tato pozorovani se daji pravdépodobnéji vysvétlit tak, ze
se biosynteticky aparat, zajistujici syntézu téchto sekundarnich metabolitd, vyvinul

k vytvoteni chemické diverzity (Jenke-Kodama and Dittmann, 2009).

10



Pravé tento nazor zastava ,procesualisticky pohled, ktery tika, ze dilezitéjsi nez
produkt je samotny proces tvorby sekundarnich metabolitd, zajistujici metabolickou diverzitu
(Jenke-Kodama and Dittmann, 2009). Tento koncept se da nalézt i v praci Firn and Jones
(2000). Navrhuji model, podle kterého je vysoko afinitni, reversibilni, nekovalentni interakce
mezi ligandem a proteinem (biomolekularni aktivita) vzacna a vznikne jen, pokud ma ligand
spravnou molekularni konfiguraci pro interakci s komplexni 3D strukturou proteinu. Oproti
mensSin¢ sekundarnich metaboliti s biomolekularni aktivitou jich ma mnoho aktivitu
biologickou. Jsou funk¢ni, pokud jsou testovany proti celému organismu, obsahujicimu tisice
potencialnich cilt, které mohou mit inhibovany relativné neefektivné. Proto postuluji, ze je
pro organismus produkujici tyto sekundarni metabolity prospé$né, pokud pii evoluci
metabolickych drah dosahne vzniku a udrzeni chemické diverzity za minimalni cenu. To
pozdé&ji umozni postupny vznik pravé biomolekularni aktivity (Challis and Hopwood, 2003;
Firn and Jones, 2000). Zakladnim smyslem sekundarniho metabolismus je tak podle nich
poskytnout biosynteticky rdmec, mnohem méné fixovany a flexibilnéjsi nez primarni
metabolismus. To umozni organismum rychle se vyrovnavat s neustale se ménicim
prostiedim.

Hlavnim argumentem proti ,,procesualistickému pohledu® je, ze zaméfeni vyvoje
sekundarnich metabolitd na samotny proces a ne na produkty, naznacuje, ze by zde evoluce
mifila k ,,budoucimu potencialu® a ne k okamzitému zisku. To by odporovalo evolu¢ni teorii

(Pichersky et al., 2006).

3.2 Piivod enzymii zajiSt'ujicich biosyntézu sekundarnich metaboliti

Enzymy podilejici se na biosyntéze sekundarnich metaboliti jsou velmi casto
homologni s enzymy, které jsou soucdsti drah primarniho metabolismu. Vznikly tedy
pravdépodobné duplikaci genid syntetizujicich tyto enzymy a pak jejich postupnou divergenci
na novy substrat nebo 1 na novou funkci. Jako v ptipadé ATP/Mg2+ dependentniho enzymu
B-laktamsynthetasy (B-LS), ktery zajistuje tvorbu ctyfclenného -laktamového kruhu
klavulanové kyseliny, inhibitoru p-laktamas. (Bachmann et al., 1998). B-LS vykazuje velkou
sekven¢ni homologii s asparaginsynthetasou tfidy B (AS-B) z bakterie Escherichia coli.
Ptibuznost B-LS a AS-B je dokazéana také strukturni podobnosti obou enzymt, které sdileji
mnoho sekundarnich i terciarnich struktur, véetné vzdalenych N- a C-termindlnich domén

(Miller et al., 2001).
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3.3 Konvergence sekundarnich metaboliti

Pfestoze existuje mnoho zplsobi, kterymi se mohou sekundarni metabolity ménit,
jejich vyvoj casto smétuje podobnym smérem. Selek¢ni tlak mlze vést nepiibuzné enzymy ke
katalyzovani stejné reakce. Stejn¢ tak mohou vznikat podobné plisobici sekundarni metabolity
Z celych neptibuznych genovych shlukt. U evoluéné nepropojenych sekundérnich metabolit
muze dojit ke konvergenci na cil, kterym mize byt molekula, biochemicky proces nebo
funkce v cilovém organismu, a dokonce i ke konvergenci vedouci ke stejné molekularni

struktufe nékolika sekundarnich metabolitt (Fischbach, 2009).

3.3.1 Konvergence na cil

Jednim z cild, na které pisobi mnoho antibiotik je ribozom, coz je ribonukleoprotein,
skladajici se z rRNA a proteinti, ktery zajiStuje tvorbu novych peptidi. Prokaryotni ribozom
se sklada z 30S a 50S podjenotky. Pravé 50S podjednotka je mistem ptisobeni nékolika
riznych antibiotik. Chloramfenikol, klindamycin, erythromycin, clarithromycin a
roxithromycin, se vSechny vazi na 23S rRNA uvniti peptidyl transferasového mista i kdyz
konkrétni mechanismus blokace prodluzovani peptidického fetézce se u nich lisi (Schlunzen
et al., 2001). Mimo né se na peptidyl transferasovou doménu vazi také streptograminy
skupiny A i B (Barriere et al., 1998). To je dikazem oddéleného vyvoje nekolika riznych
antibiotik, ktera ovSem vysledné plisobi na stejné misto v cilové buiice, coz ukazuje na
evolucni UspéSnost této strategie.

Druhou moznosti konvergence sekundarnich metabolitl na cil je vznik stejné funkce u
dvou sekundarnich metabolitli, produkovanych jednim organismem. Jedna se o latky, které
nejsou evoluéné piibuzné, jejich genové shluky nejsou propojeny, ale maji podobnou nebo
dokonce stejnou biologickou aktivitu.

Prikladem mohou byt siderofory, malé molekuly s vysokou afinitou Kk zelezu,
produkované organismy v prostiedi s malym mnozstvim rozpustného Zeleza, jakymi jsou
piida nebo moiska voda. Bakterie uvoliuji siderofory, vazajici ionty Fe**, a poté je pomoci
aktivniho transportu pfijimaji zpét z vnéjsiho prostiedi.

Streptomyces coelicolor ovSem produkuje minimaln€¢ dva strukturné odlisné,
nepiibuzné siderofory desferrioxamin a coelibaction (Bentley et al., 2002). Divodem
produkce téchto latek muze byt schopnost nékterych kompetujicich organismu, které
desferrioximiny nesyntetizuji, vychytavat z okolniho prostiedi ferrioxaminové komplexy

S navadzanym Zelezem a ty pak dale vyuZzivat. Takovéto organismy vyvijely na nepohyblivé
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streptomycety velky selekéni tlak. Proto se u nich vyvinul, nebo byl pfijat horizontalnim
transferem, dalsi genovy shluk, zajistujici biosyntézu coelichelinu, ktery je bunkami
selektivné rozpoznavan a prenasen odliSnym transportnim systémem nez desferrioxamin. Tim
doslo k adaptaci na vysoce kompetitivni prostiedi v jejich okoli (Challis and Hopwood, 2003).

Dalsim piipadem pak je produkce vice antibiotik jednim mikroorganismem. Ta
V tomto pfipadé piisobi na organismy v okoli producenta, ale nemaji v jejich bunikach shodnou
cilovou molekulu, jen funkci. Jediny kmen aktinomycet Micromonospora carbonacea tak
produkuje dvé nepiibuzna antibiotika (Puar et al., 1998), ktera se vazou na odli$na mista na
ribozomu cilové buriky. Jsou jimi evernimicin, komplexni oligosacharidové antibiotikum
vazici se k23S rRNA a kribozomalnimu proteinu L16 (Belova et al.,, 2001), a
chloramphenicol, ktery se vaze do jednoho ze dvou mist nedaleko peptidyl transferasového
centra (Hansen et al., 2003). Divodem jejich tvorby jednim organismem je zamezeni vzniku

rezistence u cilového organismu (Fischbach, 2009).

3.3.2 Konvergence ke stejné molekularni struktuie

Konvergence sekundarnich metaboliti, produkovanych odliSnymi biochemickymi
drahami, se nemusi objevovat jen mezi bakteriemi, ale 1 mezi riznymi fiSemi organismil.
Gibereliny jsou rostlinné rastové hormony. Mimo rostliny jsou vSak identické molekuly
produkovany také houbami napi. Gibberella fujikuroi a bakteriemi. Velké odlisnosti v
biochemické draze pro jejich syntézu u hub a rostlin vSak ukazuji, Ze se ob& drahy vyvinuly
samostatné€, cemuz nasvédCuje 1 to, Ze v genomu rostlin jsou biosyntetické geny rozptyleny,
zatimco v genomu bakterii jsou tyto geny posklddany do shlukd typickych pro sekundarni
metabolity (Bomke and Tudzynski, 2009). Biochemicka draha pro jejich syntézu v bakteriich
je zatim neznamd. Rovnéz funkce giberelinti v bakteriich, ale i houbach zlstava stéle
neobjasnéna. Gibereliny produkované bunkami  hub vSak pravdépodobné pisobi
extracelularné, coz se predpoklada piedevsim kvuli jejich vysoké produkei nékterymi druhy
(napt. pravé Gibberella fujikuroi) a velmi efektivni sekreci (Hedden et al., 2001; Hedden and
Thomas, 2012).
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4 Genové shluky

Genové shluky jsou skupiny tzce funkéné propojenych genti, které spolecné zajistuji
biosyntézu sekundarnich metabolitl, n€kdy také regulaci dané biosyntetické drahy a rezistenci
ke kone¢nému produktu drahy (Osbourn, 2010). Takovato organizace genu se vyskytuje
predevsim u vlaknitych hub (Hoffmeister and Keller, 2007) a bakterii (Bentley et al., 2002;
Omura et al., 2001). Vétsina regulace produkce sekundarnich metaboliti pak probiha na

urovni transkripce.

4.1 Umisténi genovych shlukii pro biosyntézu antibiotik

Nejcastéji jsou u bakterii genové shluky umistény na chromozomu. U mnoha kmeni
streptomycet se vSak vyskytuji i obfi linearni plazmidy o délce az 1800 kb, které mohou nést
geny kodujici fadu antibiotik, napiiklad pro methylenomycin produkovany Streptomyces
coelicolor (Kinashi and Shimajimurayama, 1991). Linearni plazmidy také mohou urychlovat
Sifeni a evoluci shluki pro biosyntézu antibiotik pomoci konjugacniho pienosu. Nasledné
muze dochazet k transferu celych shlukti nebo jejich ¢asti mezi chromosomem a plazmidem
pomoci crossing-overu a tim k jejich zménam (Kinashi, 2011).

Na linearnim chromozomu streptomycet jsou genové shluky pro syntézu sekundarnich
metabolitd umistény piedev§im na variabilnich ramenech spolu s geny pro dalsi adaptivni
funkce. Geny kodujici esencialni funkce jako je DNA replikace, transkripce nebo translace
jsou naopak umistény ve stiedni ¢asti chromozomu (Bentley et al., 2002). | v rozmisténi genti
pro sekundarni metabolity na chromozomech streptomycet jsou ovSem jisté rozdily. V
subtelomerické oblasti chromozomu se nachdzi vétS§ina mobilnich elementli a dochazi zde
k Castéjsim genovym duplikacim a piestavbam. Zde jsou proto umistény shluky zajistujici
biosyntézu specifickych a unikatnich sekundarnich metaboliti pro dany bakteridlni druh,

vvvvvv

et al., 2003).
4.2 P¥Ficiny vzniku genovych shluki

PrestoZze uspofadani funkéné piibuznych genti do shluki poskytuje bakteriim rtzné

vyhody, jako je moznost koregulace genti kodujicich jednotlivé enzymy jedné metabolické
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drahy, jsou to mozna pouze dusledky jejich uspofadani, ne pii¢iny (Lawrence, 1999;
Lawrence and Roth, 1996).

Duivod usporadani gentt do shlukt spise muze vysvétlit teorie sobeckého operonu.
Podle ni je takovato organizace pfinosna piedev§im pro geny samotné, ovSem ne nutné i pro
hostitelsky organismus (Lawrence and Roth, 1996).

Na sekundarni metabolity neplsobi stale stejny selekéni tlak. Za urcitych podminek
nebo ve specifickém prostiedi nemusi jejich tvorba poskytovat bunce zadnou selekéni
vyhodu. V takovém obdobi se mohou v genech pro biosyntézu téchto sekundarnich
metaboliti hromadit mutace. Tyto geny poté mohou pfijit o svou funkci a mohou byt ztraceny
genetickym driftem. Pfi ztraté jednoho jsou poté z genomu odstranény i ostatni geny kodujici
enzymy stejné biosyntetické drahy, protoze ty mohou poskytovat buiice selekéni vyhodu, jen
kdyz jsou ptitomny vSechny najednou.

Pokud jsou ovSem geny uspofaddny ve shluku, mohou byt jesté pfed svou ztratou
spole¢né pieneseny pomoci horizontalniho genového transferu do nového organismu (Obr. 1).
V piipadé€, ze by byly rozmistény po bakteridlnim chromozomu, by toto nebylo mozné,
z divodli omezené velikosti useku DNA, ktery mlZe byt najednou ptendsen pomoci HGT.
Z pohledu geni je tak uspotadani do shlukii cestou, jak se vyhnout evolucni ztraté a navic se
rozsifit do organismu, které jimi kddovany metabolit neprodukuji (Lawrence, 1999; Lawrence
and Roth, 1996).
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Rozptylené geny swsf se Geny #sf uspofadané do shluku Bakteridlni kmen
prendsi pouze se mohou pienafet horizontalnim  postradajici funkei
vertikdlnim transferem i vertikdlnim transferem kddovanou wsf geny
r A 4 —fd NN ™
sfB
Horizontalni
transfer
wsfC
V populaci se objevuji ~
mutanini wsf kmeny ~
1 wsfC i |iu$}3
wsfC -
Ztrata zhyvajicich ~
wsf genn wsfd
wsfC wsfB
: : @ -

Puvodni kmen
ohsahuji uspofidané
nebo rozptylené wsf
geny

Sporadicks ztrdta
jednoho z wsf genn

Funkce kidovana sesf
geny je zachovina
pouze, pokud byly geny
uspoFidiny do shluku

Obr. 1: Model ptenosu genovych shluki. Kruhy reprezentuji bakterialni chromozomy. wsfABC jsou geny

kédujici enzymy jedné biosyntetické drahy. K nim odpovidajici fenotyp (wsf* nebo wsf") je uprostied kazdého

kruhu. Pfevzato z Lawrence and Roth, 1996

Navic se timto zptisobem mohou odstrafiovat i nesouvisejici geny vlozené do shluku.

Pokud je cely biosynteticky shluk pfenesen pomoci HGT do nového hostitele, neni jiz na

udrZeni vloZeného genu vyvijen Zadny selek¢ni tlak, 1 kdyZ v pivodnim hostiteli mohl byt

tento gen esencialni, a tak mtize byt odstranén (Obr. 2) (Lawrence, 1999; Lawrence and Roth,

1996).
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Horizontilni transfer Delece vloZeného genu nug,

wsf geni do na jehoZ udrZeni jiF neni
“‘Sf*“l aeg nepFibuzného kmene Fadny selekéni tlak
o pwsfB
4 - -
( \
\ /
\, r ¢ wsfB
wsfA nug wsfA wsfB
| — | | S
DNA mezi geny w5f4 a wyB V chromozomu prijemece jiz Horizontilni transfer
nemiiZe byt odstranéna kvili vloZeny gen, nyni pojmenovany umoznil priblizeni

esencidlnimu genu asg nug, nema funkei geni wif4 a nsfB

Obr. 2: Odstranéni nesouvisejicich gent vlozenych do biosyntetického shluku. Kruhy reprezentuji bakterialni
chromozomy. wsfAB jsou geny kodujici enzymy jedné biosyntetické drahy. aeg je esencialni gen. nug je gen,

ktery jiz v novém hostiteli nema funkci. Pfevzato z Lawrence and Roth, 1996
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5 Evoluce a zmény genovych shluku

Shluky zajist'ujici biosyntézu sekundarnich metaboliti jsou jedny z nejrychleji se
vyvijejicich casti genomu a predstavuji idealni oblast pro vyzkum genomové plasticity a
mechanismu adaptivni evoluce (Osbourn, 2010).

Jejich vysoka evolucni rychlost je déana c¢asteéné kratkou generaéni dobou
bakterialnich producentd (Lenski and Travisano, 1994), jejich castym pienosem
horizontalnim transferem (Lawrence and Roth, 1996), ale i umisténim v genomu bakterii.

Neustalé rychlé zmény struktury i funkce sekundarnich metaboliti, pfindSejici jejich
producentim vyznamnou vyhodu v ménicim se prostiedi i vii¢i ostatnim organismiim, mohou
probihat n¢kolika riznymi zpisoby.

Jednou variantou jsou zmény na trovni samotnych genti a genovych shluku, které se
velmi vyrazné projevuji na skupinach sekundarnich metabolitli S modularnim typem syntézy.
Druhou skupinu tvofi zmény, kterych se tcastni n€kolik shlukl pro biosyntézu sekundarnich
metabolitti, pfedevS§im spojovanim celych shlukl a spoluptsobeni vznikajicich sekundarnich
metabolitli. Specidlnim typem zmén je pak tvorba hybridnich sekundarnich metabolitt

(Fischbach et al., 2008).

5.1 Zmény genii a genovych shluki

Jednémi z nejrychleji se vyvijejicich sekundarnich metabolitti jsou skupiny polyketida
(PK) a neribozomalnich peptidi (NRP). Tyto latky jsou syntetizovany multimodularnimi
enzymy (o velikosti 200-2000 kDa) - polyketidsynthasami (PKS) a neribozomalnimi
peptidsynthetasami (NRPS) (Cane and Walsh, 1999).

Polyketidy a neribozomalni peptidy vznikaji z jednoduchych prekurzorti, z nichz
nékteré se vyskytuji i Vv primarnim metabolismu, a které jsou kondenzovany do velkych
molekul. Kazdy modul PKS i NRPS se sklada z n¢kolika domén a je zodpovédny za zaclenéni
jednoho stavebniho bloku do rostouciho fetézce. Pocet a pofadi moduli urCuje, které
monomery a V jakém pofadi budou inkorporovany (Fischbach and Walsh, 2006). Ptikladem
farmaceuticky vyuzivanych polyketidi mohou byt antibiotikum erythromycin nebo
imunosupresant rapamycin (Ginolhac et al., 2005), u neribozomalnich peptidi to jsou

napiiklad antibiotika penicilin nebo vankomycin (Fischbach and Walsh, 2006).
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5.1.1 Polyketid syntazy
PKS Typu I maji modulovou stavbu, kde je v biosyntéze kazdy modul vyuzit pouze jednou.
Ty jsou analogické k NRPS a prace se jimi bude dale zabyvat. U PKS Typu II je pouzivan
jeden modul opakované a vznikajici fetézec je pripojen ke stale stejné doméné (Fischbach
and Walsh, 2006).
elonga¢ni modul PKS obsahuje minimalné dv¢ katalytické domény zodpovédné za reakce
vedouci ke tvorbé fetézce a jednu doménu fungujici jako pienaSe¢. 1. Acyltransferasova
doména (AT) rozpoznava prekurzory, v piipadé¢ PKS jsou to nejcastéji acetyl-CoA, malonyl-
CoA nebo methylmalonyl-CoA. 2. Ketosynthasova doména (KS) zajistuje tvorbu C-C vazby
a kondenzaci polyketidového fetézce s nove piipojovanym prekurzorem. 3. Thiola¢ni doména
(T), tvotena acyl ptenasejicim proteinem (ACP), na kterou se vaze vznikajici fetézec.

V inicia¢énim modulu pak chybi kondenzac¢ni (KS) doména a termina¢ni modul
obsahuje navic thioesterasovou doménu (TE), uvolnujici vznikajici polyketid z PKS.

Moduly mohou navic obsahovat az tfi domény upravujici prekurzor zatazeny AT
doménou. Jsou to ketoreduktasova (KR), dehydratasova (DH) a enoylreduktasova (ER)
doména (Fischbach and Walsh, 2006).

Moduly:

Imicia&mi Elongaini Terminaéni

OO OO Le), @

MoZne

lkeomhbinace

modifikatnich

o 1 @E)E
Domeény: O

Obr. 3: Znazornéni organizace PKS Typu I. PKS Typu I se vétsinou skladaji ziniciatniho modulu

nasledovaného n elongaénimi moduly a termina¢nim modulem. Elonga¢ni moduly mohou obsahovat az tfi
modifika¢ni domény. Oznaceni domén: KS — ketosynthasova, AT — acyltransferasovd, ACP — acyl pfenasejici
protein, KR — ketoreduktasova, DH — dehydratasova, ER — enoylreduktasova a TE - thioesterasova

Pfevzato z Ginolhac et al., 2005
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Ptitomnost nebo neptitomnost modifikacni domén v jednotlivych modulech, zména
specifity monomer aktivujicich domén a zména poradi samotnych modulii ucastnicich se
biosyntézy jSou z nejvétsi Casti zodpovédné za variabilitu polyketidi, ale i neribozomalnich

peptida. (Fischbach et al., 2008).

5.1.2 Neribozomalni peptidsynthetasy

NRPS maji analogicky modularni princip syntézy jako PKS Typu I|. Nezbytnou
soucasti kazdého elonga¢niho modulu jsou tii domény — kondenza¢ni (C), adenylacni (A) a
thiolacni (T). Adenylacni doména slouzi k rozpoznavani prekurzori, kterymi jsou v piipadé
NRPS proteinogenni i neproteinogenni aminokyseliny. Prekurzor je zde aktivovan na
aminoacyl-AMP za spotifeby ATP. Kondenza¢ni doména zprostfedkovava tvorbu peptidové
vazby mezi vznikajicim peptidem a aktivovanym prekurzorem. Na thiola¢ni doménu tvotfenou
peptidyl prenasejicim proteinem (PCP) je thioesterovou vazbou pfipojen prodluzovany
peptidyl. Termina¢ni modul zde opét vétS§inou obsahuje thioesterasovou doménu, i kdyz u
NRPS existuje i alternativni TE-nezavisla cesta uvolnéni fetézce (Fischbach and Walsh,
2006).

Také v jednotlivych modulech NRPS se mohou vyskytovat modifikacni domény, které
upravuyji  vznikajici neribozomalni peptid. Jsou to naptiklad oxidasovd doména,

methyltransferasova doména nebo aminotransferasova doména (Fischbach and Walsh, 2006).

5.1.3 Mutace

Nejjednodussi a nejcastéjsi cesta, kterou se mohou ménit biosyntetické geny, je
prostfednictvim mutaci.

Mutace v genech kodujicich jednotlivé enzymy biosyntetické drahy sekundarnich
metaboliti mohou pfinést zménu funkce téchto enzymi, jejich specifity nebo vést i k jejich
inaktivaci.

Ptikladem projevu inaktivujici mutace na biosyntézu sekundarniho metabolitu muze
byt biosyntéza polyketidu FK520 (askomycinu). Ten je produkovan bakteriemi Streptomyces
hygroscopicus a ma imunosupresivni a antifungalni G¢inky. PKS zajist'ujici tvorbu tohoto
metabolitu obsahuje dva moduly se stejnymi modifika¢nimi doménami — ketoreduktasovou a
dehydratasovou. V prvnim modulu jsou obé dvé funkéni, ale ve druhém doslo k mutaci v DH
doméné, coz vedlo kjeji inaktivaci. Oba moduly tak, i pfes shodny pocet a typ domén,
zatazuji do vysledné molekuly jiné tfi-uhlikaté zbytky a odlisné tak meéni vlastnosti

vysledného askomycinu (Wu et al., 2000).
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Dalsi ptiklad diverzity zpiisobené mutacemi nalezneme u neribozomalnich peptida.
Tentokrat se jedna o latky, které¢ vznikly zménami substratové specifity adenylacnich domén.
Bakterie Bacillus subtilis produkuje skupinu lipopeptidt, pfibuznych neribozomalnich
peptidd, do které patii mimo jiné bacillomycin D (Moyne et al.,, 2004), iturin A
(Garbayjaureguiberry et al., 1978) a mykosubtilin (Peypoux et al., 1986). Vsechny tfi latky
maji zhruba v poloviné svych modull stejné A domény, coz vede k zaclenovani stejnych
aminokyselin. Ve druhé casti se vSak adenylaéni domény 1isi a jsou zafazovany odlisné
aminokyseliny (Obr. 4). Jednou z moznosti vzniku téchto molekul je spolu s pteskupenim
adenyla¢nich domén i existence spole¢nych piedchidct nékterych skupin A domén, u kterych
poté doslo mutacemi k divergenci specifit, coz vedlo az ke zméné produktu (Fischbach et al.,
2008). Tomu nasvédéuje vysoka piibuznost A domén zaclenujicich serin a threonin nebo

asparagin a aspartat (Moyne et al., 2004).

w2 “’@ g
T n*ﬁf ﬁw}
°J‘J’w t‘jt"[’{ ’j ?‘\U r ;l,lL

bacillomycin D iturin A m}'l{usuhtili.n

Obr. 4: Mutace a divergence substratové specifity A domén. Mutacemi a pieskupenim adenyla¢nich domén
vznikla diverzita mezi NRP z rodiny iturint. Cerné jsou vyznaGeny aminokyseliny spoleéné pro viechny ti

molekuly. Barevné jsou znaéeny odli§né zafazované aminokyseliny. Pfevzato z Fischbach et al., 2008

5.1.4 Intragenové prestavby

Dalsim zpasobem evoluce sekundarnich metabolitii na této urovni jsou intragenové
prestavby. Ty maji nejvétsi vliv na sekundarni metabolity s modularnimi typy syntézy. Jednou
z moznych intragenovych pfestaveb je duplikace, v ptipadé PKS duplikace jednotlivych
modult.

Ta se vyskytuje u geni kodujicich syntézu mykolaktonu u bakterii Mycobacterium
ulcerans. PKS, tvofici tento toxin, se sklada ze tii proteini - MLSAL1, MLSA2 a MLSB,
pfi¢emz proteiny MLSA1 a MLSB jsou s velikosti 1,8 MDa a 1,2 MDa nejvétSimi proteiny
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nalezenymi v zivych bunkéach. Mezi porovnatelnymi doménami kazdého z 16 modull této
PKS je obrovska sekven¢ni podobnost. Zatimco bézn¢ se podobnost mezi doménami ze stejné
PKS pohybuje mezi 40-70%, u dehydratasovych, enoylreduktasovych a ketoreduktasovych
domén mykolactonové PKS je to pies 98%. V ramci tii typu acyltransferasovych domén (dvé
s predikovanou specifitou k malonatu a jedna k methylmalonatu) je vzajemna podobnost
dokonce 100%. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim takovych shod je vznik gent kédujicich
proteiny MLSAL, MLSA2 a MLSB genovou duplikaci z jednoho ptivodniho mensiho genu
(Stinear et al., 2004).

Existuji 1 pary proteinti tvoficich PKS, které se 1isi pfitomnosti nebo absenci modulu.
Ty wvznikly intragenovou deleci nebo inzerci. Takovym piipadem jsou latky spinosyn
produkovany  bakterii ~ Saccharopolyspora spinosa a  butenyl-spinosyn tvoieny
Saccharopolyspora pogona. Geny kodujici jejich PKS maji 94% podobnost nukleovych
kyselin s jednou vyjimkou. Tou je dodate¢ny modul v sekvenci pro PKS syntetizujici butenyl-
spinosyn. Ten zpisobuje zaclenéni dalsiho monomeru do jeho postranniho fetézce a tim jeho

prodlouzeni o dva uhliky oproti spinosynu (Hahn et al., 2006).

5.2 Spojovani shluka do ,,supershlukii“

Diky evoluci nebo horizontalnimu transferu se Casto v genomu jednoho organismu
vyskytuje vice genovych shlukl zajiStujicich syntézu sekundarnich metabolitii. Tyto shluky
mohou byt ¢asem genomovymi piestavbami piesunuty vedle sebe a mohou se spojit v jeden
,,supershluk®. Toto uspofadani shluki spoluptisobicich sekundarnich metaboliti mutze byt
vyhodné jak pro producenta, protoze usnadnuje koregulaci, tak i pro geny samotné, protoze

umoznuje horizontalni transfer celého ,,supershluku® (Fischbach, 2009).

5.2.1 Spojeni shlukii synergickych sekundarnich metaboliti

U nékterych producenti se vyvinuly sekundarni metabolity, které maji v sou¢innosti
vyssi ucinek proti kompetitoriim, nez by byl prosty soucet jejich jednotlivych antibiotickych
aktivit.

Piikladem muze byt spolecnad produkce P-laktamovych antibiotik a klavulanové
kyseliny bakterii Streptomyces clavuligerus. Rezistence k B-laktamovym antibiotikim je
zajisténa B-laktamasami, které $tépi peptidickou vazbu v B-laktamovém kruhu antibiotika a

brani mu v pasobeni na cilové enzymy syntetizujici peptidoglykan (Jacoby and Munoz-Price,
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2005; Liras, 1999). Tento zpusob rezistence je velmi rozSifeny mezi vétSinou
gramnegativnich bakterii ale i nékterymi grampozitivnimi bakteriemi napt. stafylokoky. -
laktamasy vsak mohou byt inhibovany klavulanovou kyselinou. Spoluprodukci klavulanové
kyseliny a PB-laktamového antibiotika tak bakterie obnovuji funkénost antibiotika i proti
rezistentnim kompetitorim produkujicim p-laktamasy (Lee et al., 2003).

U Streptomyces clavuligerus, S. jumonjinensis, a S. katsurahamanus jsou dokonce
genové shluky, zajistujici biosyntézu klavulanové kyseliny a B-laktamového antibiotika
cefamycinu, fazovany v jeden supershluk. I kdyz je kazda ztéchto latek produkovana
odlisnou biochemickou drahou z jinych prekurzorid (Ward and Hodgson, 1993). Navic je
biosyntéza obou metabolitl regulovana stejnym genem ccaR umisténym v cefamycinovém
shluku (PerezLlarena et al., 1997).

Klavulanova kyselina ma ptibuzné pocatecni biosyntetické kroky se sekunddrnim
metabolitem klavamem, ktery ov§em nema funkci inhibitoru B-laktamas. A zatimco klavamy i
cefamycinova antibiotika jsou produkovany nékterymi druhy bakterii jak spole¢né, tak
samostatné, klavulanova kyselina je vzdy syntetizovana pouze s cefamyciny (Jensen and
Paradkar, 1999). To ukazuje, ze schopnost syntetizovat klavulanovou kyselinu se vyvinula
Vv bakterii produkujici klavamy i cefamycin v reakci na vznik rezistence zajistované [-

laktamasami v jejim okoli (Challis and Hopwood, 2003).

5.3 Splynuti podshlukii a vznik hybridni molekuly

Pfi spojovani mensich genovych shluki, které se vyskytovaly v genomu samostatné
nebo tvofily podshluky ve vétsim utvaru, mohou vznikat zcela nové genové shluky. Jde o
formu chemické inovace, pii které splyvaji vzdalené metabolické drahy umoznujici vznik
novych typu strukturni diverzity mezi sekundarnimi metabolity (Fischbach et al., 2008). Tyto
zmé&ny shluki zajist'ujicich biosyntézu sekundarnich metabolitd budu prezentovat na malé, ale

zajimavé skupiné antibiotik — linkosamidech.

5.3.1 Struktura linkosamidi
Linkosamidy jsou pfikladem skupiny sekundarnich metabolitli, u které v ptirodé doslo
nejen ke splynuti dvou podshlukd, ale i k pfesunu jednotlivych gend, a dokonce i genového

segmentu. Patii mezi né linkomycin produkovany ptedevsim druhem Streptomyces
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lincolnensis (Bergy et al., 1963) a celesticetin nalezeny ve Streptomyces caelestis (Hoeksema et
al., 1955).

V cilovych bunkach mnoha grampozitivnich bakterii, jako jsou stafylokoky a
streptokoky, blokuje linkomycin syntézu proteint. Interaguje s23S rRNA v A a P misté
v 50S podjednotce ribozomu, ¢imz brani prodluzovani vznikajiciho peptidu (Schlunzen et al.,
2001).

Linkosamidy se skladaji z aminocukerné a aminokyselinové slozky. Aminocukernou
Casti je vpfipadé linkomycinu methylthiolinkosamid (MTL) a u celesticetinu
thiocelestoamidin (TCA), které se ovSem li§i jen jednou methylaéni modifikaci. U
celesticetinu je pak navic jest¢ k aminocukerné casti dvouuhlikatym fetézcem pfipojen
salicylat. Aminokyselinovou slozku tvoii u celesticetinu prolin, proteinogenni aminokyselina,
ktera je volné dostupna v buice. Oproti tomu aminokyselinovym prekurzorem linkomycinu je
4-propyl-L-prolin (PPL) (Obr. 5). PPL vznika pfeménou L-tyrosinu a ptislusna biosynteticka
draha je kédovana geny linkomycinového shluku (Chung, 1997).

Spojeni aminokyselinové a aminocukerné ¢asti amidovou vazbou zajistuje enzym N-

vvvvvv

I\Iﬂe
N Me
R" AR%0
N
0" W
HO 0]
OH
SR®
OH
R! R2 R3
lincomycin Pr H Me

HO
celecticetin H Me -(CHQ)Q-OCO~©

Obr. 5: Struktura linkosamidd. Prevzato z Cermak et al., 2007

24



5.3.2 Pienos podshluku pro syntézu PPL

Biosynteticka draha PPL sdili spole¢né rysy s biosyntetickou drahou dihydropyrrolové
slozky nékterych sekundarnich metabolitli ze skupiny pyrrolobenzodiazepinti (PBD). PBD
jsou biologicky aktivni latky s antibiotickou a protinddorovou aktivitou, slozené z
anthranildtovych a dihydropyrrolovych prekurzorii, které jsou poté kondenzovany
neribozomalni peptidsynthetasou. A pravé biosyntéza dihydropyrrolové slozky u
sibiromycinu, anthramycinu a tomaymycinu sdili nékolik krokti s biosyntetickou drahou PPL
(Hu et al., 2007; Li et al., 2009a; Li et al., 2009b).

Tato analogie naznaCuje horizontalni pienos gend a fuzi biosyntetického shluku
puvodniho prolin-inkorporujiciho linkosamidu se shlukem jednoho z PBD a vznik hybridniho
antibiotika linkomycinu. Dalsi dtikazy pak poskytuje nasledujici analyza genomu producenti
linkosamidu i PBD.

Pii sekvenovani 35 kbp dlouhého linkomycinového biosyntetického shluku bylo
nalezeno 26 genu potiebnych pro jeho biosyntézu (Imb) a tiéi geny (Imr) zajist'ujici rezistenci
(Kobérska et al., 2008; Peschke et al., 1995). Z téchto 26 genl je Sest zodpovédnych za
biosyntézu PPL (ImbB1, ImbB2, ImbX, ImbY, ImbA a ImbW) a maji své homology i v PBD
shlucich pro syntézu anthramycinu (Hu et al., 2007) a sibiromycinu (Li et al., 2009b). Shluk
pro biosyntézu dalsiho PBD tomaymycinu ma pak pé homolognich gent (Li et al., 2009a).
Zaroven tyto geny kodujici biosyntézu PPL nemaji homology v biosyntetickém shluku
celesticetinu, jehoZ aminokyselinova ¢ast je tvorena prolinem (Cermék et al., 2007).

Shodné je ¢astené 1 organizace téchto genli mezi jednotlivymi shluky produkujicimi
PBD a linkomycin. Jak v linkomycinovém shluku, tak v trojici shlukt pro biosyntézu vyse
uvedenych PBD, jsou dvé piekryvajici se dvojice genti. U linkomycinu jsou to geny ImbB1-
ImbB2 a ImbY-ImbX, u PBD pak jejich homology. Jejich rozmisténi ve shluku je uz ovSem
odlisné. U PBD tvofi kompaktni podshluk, zatimco u linkomycinu jsou genové pary na
opa¢nych koncich shluku (Hu et al., 2007; Kobérska et al., 2008; Li et al., 2009a; Li et al.,
2009Db).

Pravé rozdil v uspofadani, spolu s oddélenym pienosem gend ImbA a ImbW a celkovou
nizkou homologii gend v linkomycinu a PBD (Hu et al., 2007; Li et al., 2009a; Li et al.,
2009b), ukazuje na dlouhou dobu, ktera ub¢hla od vzniku tohoto hybridniho antibiotika
(Kobeérska, 2010).
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5.3.2.1 Zména substratové specifity kondenzacniho enzymu

Ve chvili kdy byly pfijaty geny pro syntézu PPL do linkosamidového biosyntetického
shluku, muselo nasledn¢ dojit ke zméné substratové specifity kondenza¢niho enzymu
zajistujiciho spojeni aminocukerné ¢asti a nové ziskaného prekurzoru PPL (Kobérska, 2010).
Tuto zménu by mél potvrzovat rozdil mezi geny kodujicimi kondenzacni enzymy. Pii
biosyntéze linkomycinu je jako substrat rozeznavan predevsim PPL, zatimco pii produkci
celesticetinu je to prolin.

Za syntézu Ctyf podjednotek NDLS jsou pravdépodobné zodpovédné ctyfi geny
(ccbC/ImbC, ccbD/ImbD, ccbE/ImMbE a ccbF/ImbF), tvofici kompaktni podshluk
Vv biosyntetickych shlucich obou linkosamidt. Lisi se jen vzajemnou orientaci gend ccbF-
ccbE a ImbF-ImbE a umisténim v biosyntetickém shluku daného antibiotika. Funkce proteind
CcbC/LmbC a CcbE/LmbE byly ptedpovézeny pomoci srovnani jejich sekvence s proteiny v
programu BLAST pro vyhledavani homologii. Par CcbC/LmbC je soucasti rodiny
samostatnych adenyla¢nich domén a mél by rozezndvat a aktivovat aminokyselinovy
prekurzor. U proteini CcbE/LmbE je na zakladé podobnosti piedpokladana katalyticka
funkce (tvorba amidové vazby) v NDLS. Na druhou stranu sekvence proteinového paru
CcbD/LmbD je zcela unikatni a nema homologii s Zadnym proteinem v databazi. Posledni
dvojice proteint CcbF/LmbF vykazuje nejniz$i vzajemnou podobnost ze vSech 4
homolognich part (39%) a ma podobnost s nékolika aminotransferasami v databazi. To
naznacuje interakci s aktivovanou aminokyselinou, kterou je u linkomycinu PPL a u
celesticetinu prolin (Cermak et al., 2007; Kobérska, 2010).

Patou podjednotkou enzymu NDLS je peptidyl-pfenasejici protein (PCP). Ten ovsem
neni kodovan samostatnym genem, ale 5° terminalni ¢asti genu ImbN linkomycinového
shluku a 3" terminalni ¢asti genu ccbhZ celesticetinového shluku. Zbyvajici ¢asti obou genii se
jinak ucastni syntézy aminocukerné ¢asti linkosamidl. Tato struktura genii je dasledkem
presunu genového segmentu mezi sousedicimi dvojicemi gent cCbN-ccbZ a ImbN-ImbZz. Jestli
v§ak ma tato zména né&jaky funkéni vyznam, neni dosud prokazano (Kobérska, 2010).

Srovnani gend kodujicich kondenzaéni enzymy ve shlucich obou linkosamidd,
ukazalo, Ze k adaptaci na novy substrat PPL doSlo beze zmén ve sloZzeni podjednotek NDLS.
Rozpoznani a aktivace nové aminokyselinové slozky bylo umoznéno mutacemi v genech
kodujicich jednotlivé podjednotky NDLS, piedevsim pak v genu ImbC, kodujicim adenylacni

doménu (Kadl¢ik, v priprave).
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5.3.3 Prenos jednotlivych genu

Posledni vlastnosti evoluce sekundarnich metabolitd prokazatelnou porovnanim
linkomycinového a celesticetinové biosyntetického shluku je vyrazné vyssi frekvence pienosu
samostatnych genti nez celych genovych podshlukli. Po srovnéni obou shlukt je vidét, ze
zadny z trojice gend kodujicich rezistenci k linkomycinu  (ImrA, ImrB a ImrC)
v linkomycinovém shluku (Kobérska et al., 2008; Peschke et al., 1995) nema spole¢ny
evoluéni pocatek s genem ccrl, jedinym predpokladanym genem pro rezistenci
Vv celesticetinovém shluku (Kobérska, 2010). Stejné tak nema v celesticetinovém shluku zadny
protéjSek jediny piedpokladany regula¢ni gen v linkomycinovém shluku ImbU ani gen
kodujici methyltransferasu ImbG. Naopak s linkomycinovymi geny nema zadnou evolucni
piibuznost gen ccb4, kodujici O-methyltransferasu v celesticetinovém shluku (Kobérska,
2010). To ukazuje na jejich samostatny pienos do porovnavané dvojice linkosamidovych

biosyntetickych shlukii.

27



6 Tvorba modifikovanych i novych antibiotik genovym
inZenyrstvim

Neustala potifeba novych antibiotik, zplisobena piedev§im rostouci rezistenci pavodcii
infek¢nich onemocnéni, vedla k vytvoreni n€kolika moznych zplsobli ziskavani novych
ucinnych latek (Bode et al., 2002).

Klasicky pfistup zahrnujici izolaci mikroorganisml, piedev§im bakterii a hub,
kultivaci, extrakci a izolaci ptirodnich latek jiz pfestava byt u¢inny. Hlavnimi problémy jsou
Cast¢ znovuobjevovani jiz znamych latek a piipadné prekryti ucinku nové latky jiz
prozkoumanym antibiotikem. Sekvenovani genomu bakterialnich producentd antibiotik vSak
ukdzalo, ze obsahuji mnohem vice potencidlnich biosyntetickych shluki nez shluki jiz
znamych sekundarnich metaboliti (Scherlach and Hertweck, 2009; Winter et al., 2011).
Produkty téchto kryptickych shluki nejsou syntetizovany nebo byly piehlédnuty za
standardnich fermenta¢nich a detek¢énich podminek, ale ptedstavuji obrovsky zdroj dalSich
potencialnich antibiotik. Snahy o spusténi exprese téchto latek za pomoci biochemickych
metod ¢i novych kultivaénich podminek, jejich izolace s vyuzitim bioinformatickych predikci
struktur, ale i heterologni exprese sekundarnich metabolitd v 1épe prostudovanych
bakterialnich kmenech jsou cestami k novym sekundarnim metabolitim (Baltz, 2010; Corre
and Challis, 2009; Scherlach and Hertweck, 2009).

DalSim moznym zplisobem mohou byt chemické modifikace, které Casto produkuji
ucinnéjsi nebo lidskym télem Iépe piijimané latky nez pfirodni produkty, ale zaroven je
vétsinou jejich vyroba vyrazné nakladnéjsi (Magerlein, 1971). Posledni variantou je produkce
modifikovanych nebo hybridnich antibiotik pfimo bakteriemi diky genetickym upravam
biosyntetickych shlukti nebo pfenosu genli mezi jednotlivymi shluky. Pfi téchto postupech se
vyuzivaji mechanismy, probihajici v pfirod¢ pii evoluci sekundarnich metaboliti, které nas

inspiruji K riiznym zptisobim genetickych uprav.

6.1 Modifikace shlukii pro biosyntézu PK a NRP

NRPS a PKS jsou, diky své moduldrni stavbé, vhodnymi biosyntetickymi aparaty,
vyuzitelnymi pro tvorbu modifikovanych latek. Stejné jako v pfirodé mohou byt i
genetickymi manipulacemi ptfemistovany, vkladany nebo odstranovany geny kodujici

domény ¢i celé moduly. Tim vzniknou NRPS a PKS syntetizujici zcela nové sekundarni
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metabolity. Nicméné i pii pouziti téchto metod skon¢ilo mnoho experimentii neuspésné,
pfedev§im kvili nizkym vytézkim pozadovaného produktu nebo nefunkénim hybridnim

enzymum (Giessen and Marahiel, 2012).

6.1.1 Premisténi domén

Uspé$né piesunuti genu kodujiciho TE doménu bylo provedeno ve shluku pro 6-
deoxyerythronolide B-synthasu (DEBS) z bakterie Saccharopolyspora erythraea. Tato PKS
syntetizuje aglykonové jadro antibiotika erythromycinu A. DEBS je tvofena 3 proteiny, kdy je
na C-konci tfetiho z nich umisténa TE doména, ktera cyklizuje vznikajici polyketid a uvolfiuje
jej z DEBS. Ta byla v ramci pokusu piemisténa na C-konec prvniho proteinu. To vedlo
k pfed¢asnému ukonceni syntézy a tvorbé zkraceného triketidu, misto ptivodniho polyketidu,
skladajicitho se ze 7 stavebnich jednotek. Piemisténi TE domény by mohlo byt obecné

pouzivanou metodou pro produkci polyketida se specifickou délkou (Cortes et al., 1995).

6.1.2 Vyména modula

Ve studii  zabyvajici se  antibiotikem  spiramycinem, produkovanym
bakterii Streptomyces ambofaciens, byla demonstrovana vymeéna gent pro cely modul PKS.
Geny kodujici prvni modul spiramycinové PKS, ktery obsahuje AT doménu, ACP a neaktivni
KS doménu, byly nahrazeny geny pro poc¢ateéni modul tylosinové PKS. Rekombinantni PKS
produkovala hybridni antibiotikum, do kterého byla na zacatku zafazovana tfi-uhlikata
stavebni jednotka ztylosinu, misto dvou-uhlikaté, vyskytujici se bézné ve spiramycinu
(Kuhstoss et al., 1996).

6.1.3 Zména poc¢tu moduli

Stejné jako evoluéni mechanismy nejsou ani genetické modifikace omezeny jen na
upravy moduli, ale miZe se ménit i jejich pocet.

Tak tomu bylo v piipadé bakterii Bacillus subtilis produkovaného antibiotika
surfaktinu. In-frame deleci genti pro cely leucin-zatazujici modul v jeho biosyntetickém
shluku bylo dosazeno produkce upravené molekuly. Surfaktin bézné obsahuje cyklicky
heptapeptid, v produktu modifikované NRPS je v§ak pouze cyklicky hexapeptid. Zajimavé je,
ze TE doména této NRPS byla na zavér syntézy schopna vytvofit makrolakton i se zmensenou

velikosti kruhu (Mootz et al., 2002).
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6.2 Modifikace genii kédujicich biosyntézu linkosamidi

Linkosamidy jsou podstatné mensi skupinou antibiotik nez polyketidy nebo
neribozomalni peptidy. Pfesto se jedna o vyznamnou skupinu latek, jejiz zastupci se vyuzivaji
Vv klinické praxi, a je proto zajimava z hlediska pfipravy odvozenych latek s vylepSenymi
ucinky. Nové derivaty linkosamidl lze pfipravit pomoci modifikaci biosyntetickych gent,
chemickou syntézou nebo chemickymi Gpravami pavodni struktury. Dulezitou kapitolou je
také zvySeni produkce finalnich latek nebo jednotlivych meziprodukti pomoci genetickych

manipulaci (Magerlein, 1971; Ulanova et al., 2010).

6.2.1 Strukturni prvky linkosamidii vyznamné pro antibakterialni u¢inek

Pii genetickych modifikacich je jednim z cild pfipravit latky S vysSimi
antibakterialnimi u¢inky, nez ma puvodni sekundarni metabolit. V ptipadé linkomycinu byla
jiz v sedmdesatych letech chemickou syntézou ptipravena fada derivatli, u kterych byla
testovana jejich antibakterialni G¢innost, a které tak ukazuji potencialné nejvyhodnégjsi cile pro
tvorbu modifikovanych a hybridnich latek (Magerlein, 1971).

Byly nalezeny tfi pozice, ve kterych maji zmény struktury linkomycinu nejvétsi vliv
na antibakterialni G¢inek. Jednou z nich je pozice C-7, jejiz chloraci vznika jediny v praxi
pouzivany semisynteticky derivat linkomycinu — klindamycin. Druhou dulezitou casti
linkomycinu je propylovy bo¢ni fetézec v pozici C-4". Pfi chemické syntéze 4-alkyl-4'-
depropyllinkomycinti dochazelo ke zvySovani ucinnosti s rostouci délkou fetézce. Nejvyssi
antibakterialni aktivita pak byla zjisténa u pentylu a hexylu v trans konformaci. Tteti
dulezitou pozici je N-1". Zde byl chemickou syntézou ptipraven 1’-demethyllinkomycin. Ten
ma sice pouze 2% antibakterialni G¢inek ve srovnani s linkomycinem, pokud je ovSem
soucasn¢ chlorovan v pozici C-7, vznika 1’-demethylklindamycin s vyss§i antibakterialni
aktivitou, nez ma klindamycin.

Nejvétsi efekt, a to nejen antibakterialni, ale i antimalaricky (proti Plasmodium
berghei) pak ma 1’-demethyl-4’-depropyl-4’-pentylklindamycin, latka kombinujici vSechny
tyto modifikace (Magerlein, 1971).

6.2.2 Modifikace existujicich sekundarnich metabolitt
Kvuli nakladnosti vyse popsanych chemickych syntéz se hledaji zplsoby, jak tyto

latky, se zndmymi antibakteridlnimi ucinky, pfipravovat pomoci metod genového inZenyrstvi.
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Prvnim krokem k biosyntéze latek modifikovanych v pozici C-4" miaze byt delece
genu ImbX v bakterii Streptomyces lincolnensis, ktera vede K preruseni syntézy
linkomycinového prekurzoru PPL. Této mutace bylo vyuzito k mutasyntetické ptipravé 4'-
butyl-4’-depropyllinkomycinu (BULIN) a 4’-pentyl-4’-depropyllinkomycinu (PELIN), kdy
byl mutantni Kmen kultivovan v pfitomnosti prekurzort 4-butyl-L-prolinu nebo 4-pentyl-L-
prolinu. Pfi naslednych testech antimikrobidlni aktivity obou produkti vici sbirce
bakterialnich kmend vykazoval PELIN vyssi Gi¢innost nez BULIN (Ulanova et al., 2010).
Produkce téchto latek ukézala mimo jiné také rozSifenou substratovou flexibilitu
kondenza¢niho enzymu NDLS, ktery byl schopen rozeznat a aktivovat i latku s delSim
postrannim fetézcem (Kadl¢ik, v priprave).

Takto syntetizovany 4’-pentyl-4’-depropyllinkomycin lze chlorovat za vzniku 4'-
pentyl-4’-depropylklindamycinu. 1 pies vyssi finan¢ni naro¢nost spojenou se syntézou
prekurzoru 4-pentyl-L-prolinu by byla tato metoda levnéjsi nez chemicka syntéza celé latky
(Ulanova et al., 2010).

Dalsi oblast vyzkumu ma za cil inaktivaci genu, kodujiciho methyltransferasu, ktera
katalyzuje methylaci 1’-demethyllinkomycinu v pozici N-1" na linkomycin (Chung, 1997,
Najmanova et al., v ptiprave). Produkt by pak mohl slouzit k pfipravé u¢inngjsich derivata

klindamycinu, jako je napt. 1'-demethylklindamycin (Magerlein, 1971).

6.2.3 Tvorba hybridnich latek

V budoucnosti by se genetické tpravy linkosamidovych shluki nemusely omezovat
jen na tvorbu modifikovanych slou€enin, ale mohla by byt produkovana i ipIné nova hybridni
antibiotika. Jejich shluky by obsahovaly geny pochazejici ze shluki kodujicich biosyntézu
raznych sekundarnich metabolitt.

Jednim zmoZnych mist, na ktera by se mohl tento vyzkum zaméfit, je
aminokyselinova slozka linkomycinu. Po¢ate¢ni kroky biosyntézy PPL jsou shodné s t€mi, jez
se uplatniuji 1 pii vzniku dihydropyrrolové slozky PBD. Tvorba této ¢asti molekuly PBD pak
ale pokracuje dalsimi reakcemi, které uz nejsou soucasti biosyntetické drahy PPL (Hu et al.,
2007; Li et al., 2009a; Li et al., 2009b). Pravé geny pro enzymy katalyzujici tyto reakce by
mohly byt preneseny do linkomycinového shluku. Tim by doslo k modifikaci
aminokyselinové slozky a tvorbé novych hybridnich antibiotik. Zaroven s tim by vsak musel

byt upraven kondenzacni enzym, aby akceptoval nové prekurzory.
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Hypoteticky by mohlo dojit i K pfipojeni ¢tyf gend, kodujicich salicylatovou
podjednotku celesticetinu, k linkomycinovému shluku (Kobérska, 2010). Vznikajici latka by
meéla mit nahrazen methyl, ktery je substituentem u linkomycinu, salicylatem, ktery se
vyskytuje ve struktuie celesticetinu (Obr. 5). U tohoto produktu vsak nebyla provedena
chemicka syntéza a testovani. Nelze proto odhadnout antibioticky ucinek hybridni molekuly,

na rozdil od latek uvedenych v ptedchozi kapitole.
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[ Zavér

Diky identifikaci a prozkoumani struktury ftady genovych shlukd, kodujicich
biosyntézu sekundarnich metaboliti, bylo objeveno mnoho molekularnich mechanismd,
zajistujicich jejich rychly vyvoj. Patii mezi né¢ mutace v jednotlivych genech, intragenové
ptestavby i preskupeni celych genovych shlukt. Tyto zmény maji nejveétsi ucinek u genovych
shlukti pro sekundarni metabolity S modularnim zplisobem syntézy. U polyketidi i
neribozomalnich peptidi jsou piestavby genti kodujicich domény i celé moduly zodpovédné
za velkou ¢ast jejich diverzity. Mimo tyto zmény vSak miize dochéazet 1 ke splyvani celych
genovych shlukl pro riizné sekundarni metabolity, coz vede k tvorbé zcela novych latek, jako
tomu bylo v ptipad¢ linkosamidu.

Vsechny tyto postupy, ke kterym dochazi ptirozenou cestou, mohou byt inspiraci pro
genetické modifikace biosyntetickych shlukd. U enzymi syntetizujicich polyketidy ¢i
neribozomalni peptidy bylo provedeno mnoho pokusii ménicich strukturu ¢i pocet jejich
moduld a tim i slozeni a vlastnosti produkované latky.

Upravy linkosamiddi jsou zatim vétSinou kombinovany s chemickou syntézou
prekurzor, jako Vv pfipadé mutasyntetické piipravy 4’-alkyl-4’-depropyllinkomycint.
V budoucnu by v8ak mohly byt produkovany nové hybridni latky pomoci kombinace geni
pochazejicich z biosyntetickych shlukti riznych antibiotik. Moznymi kandidaty jsou na to
linkomycinovy shluk spolu s geny kodujicimi upravy dihydropyrrolovych slozek nékterych
PBD.
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