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Ovod

Mikroorganismy produkuji fadu latek, jejichZz vyznam
pro producenta neni zjevny, a které nazyvame s>uhrn-
né sekundarni metabolity (SM). Tyto metabolity maji
rozli€né biologické aktivity. Nejznamné&jSi jsou antibio-
tika, kancerostatika; funguji v3ak i jako pesticidy, her-
bicidy, insekticidy, antihelmintika a lze predpokladat, Ze
miiZeme najit l4tku s libovolnou biologickou aktivitou,
budeme-li dosti trpélivé hledat a mit vhcdnou screeno-
vaci metodu. Limitujicim faktorem je zde predeviim ne-
dostatek téchto testovacich metcd, protoZe jinak pocet
mikrobidlnich produktii je nepfeberny.

PFi studiu regulace biosyntézy (SM) si musime prede-
v3im uvédomit rozdil v situaci, kdy mikroorganismus
produkuje mald mnoZstvi (SM), zhruba v mncZstvi jako
v prirodé&, kterd jsou pro n&ho fyziologickd, a situaci,
kdy mikroorganismus produkuje o dva aZ tfi rady vétsi
mnoZstvi (SM) v priimyslovych podminkdch, kdy hovo-
Fime o tzv. ,nadprodukci“ metabolitu. V tomto pFipads
pracujeme s ,domestifikovanymi“ kmeny, které jsme
pfed tim podrobili mnohonédsobné mutaci. Jejich meta-
bolismus je zna¢né pozménény. Syntéza nékterych latek
je potlaena a pomeér aktivit zdkladnich metabolickych
drah je odlisn§ od ptivodnich kment.

Geneticka regulace

Geny ko6dujici biosyntézu SM byly nalezeny na chro-
mosomu a v nékolika pfipadech i na plazmidech. Stejné&
jako u rezistentnich mikroorganismii i rezistence vaci
vlastnimu produktu byla nalezena predeviim na plazmi-
dech. V soutasné dob& se konaji pokusy s klonovanim
aseki DNA s geny ko6dujicimi biosyntézu SM se snahou
o preneseni této vlastnosti do jiného mikroorganismu.
Prace je to velmi obtiZnd, protcZe geny nemusi byt viech-
ny vedle sebe. Geny pro enzym katalyzujici tfi posledni
reakce biosyntézy oxytetracyklinu (OTC) byly nalezeny
v opatné poloze na chromosomu, neZ jsou geny pro jiné
tFi enzymy biosyntézy OTC [1]. Vysokoprodukéni mu-
tanty, se kterymi nyni pracujeme a vyuZivdme k vyrcbé
antibictik, byly v3ak ziskdny metodami klasického 3lech-
téni, tj. vybérem mutant s vyhodn&j3imi vlastnostmi po
pfedchozim pilisobeni mutagennim ¢initelem.

Ma-li mikroorganismus ve svém genetickém materidlu
zakddovanou schopnost vysoké produkce SM, pak to jes-
t&8 neznamend, Ze toto mnoZstvi bude produkovat za
v3ech podminek. Aby bylo dosaZeno vysoké produkce,
musime mikroorganismu ptipravit vhodné poadminky.
Mikroorganismy jsou velmi citlivé a na kaZzdy nevhodny
zdsah do vyvoje Kultury reaguji sniZencu pradukci. Po-
¢inaje konstrukci fermenta¢ni nadoby, zplisobem a mnoz-
stvim aerace a sloZenim fermentacniho média konce,
musime hledat a dcdrZovat optimdlni podminky pro ma-

ximalni produkci. PoZadovanou expresi SM do-sahujeme
piedevSim volbou vhodného Zivného média v priib&hu
celé fermentace. Tim zptisobem navodime v kultufe ta-
kovy fyziologicky stav, pfi kterém dojde k nadprodukci
mikrobidlniho metabolitu.

Fyziologicky stav nadprodukce

Neékteré charakteristiky fyziologického stavu nadpro-
dukce SM jiZ zndme. Vyznacuje se predeviim zpomale-
nim riistu, vyjadfenym nékdy dost nepiesné zpomalenim
pririistku sudiny. Jest&é dfive neZ zaznamendme zpoma-
leni nebo zastaveni pfirfistku susiny a zpomaleni proteo-
syntézy, dochézi k zpomaleni aZ zas'aveni syntézy RNA
a DNA [2, 3, 4, 5]. V podstaté je omezena aktivita en-
zymatickych systémi primédrniho metabolismu. Souasné
s cmezenim aktivity primarniho metabolismu nastava
exprese enzymi sekundarnfho metabolismu (ESM). Vy3e
produkce Fady SM je pfimo Gmérnd mnoZstvi ESM
v buiice, resp. kultufe. D4 se pfedpoklddat, Ze enzyma-
tické systémy syntezujici aminokyseliny a jiné stavebni
jednotky potfebné pro riist jsou dosti aktivni, aby za-
bezpecily syntézu stavebnich jednotek pro SM.

Prechod kultury na sekunddrni metabolismus je na-
vozen vyCerpanim rychle utilizovatelnych zdroji uhliku,
dusiku a fosfdtu. Z uhlikatych zdroji je to predev3im
glukosa, kterd inhibuje syntézu antibiotik a jak jsme do-
kazali u S. aureofaciens, reprimuje syntézu ESM [6]. To-
muto jevu se fika katabolicka represe, i kdyZ na pfes-
ném vymezeni tohoto pojmu se né&ktefi autofi nemohou
shodnout. Jasné vSak je, Ze v pFitomnosti glukosy v mé-
diu k syntéze SM nedochazi. Pouze tehdy, byla-li gluko-
sa pfitokovdna ve velmi nizkych koncentracich, bylo
moZno ji pouZit jako zdroj uhliku v produkéni fazi SM.
Jinak jako wuhlikaté zdroje slouZi sacharosa, laktosa,
Skrob, estery mastnych kyselin a polysacharidy ve formg
sOjové nebo araSidové mouky.

Rychle utilizovatelné zdroje dusiku, které musi byt
rovnéZ vyCerpdny, aby do3lo k expresi ESM, jsou amon-
né soli, dusi€nany a nékteré aminokyseliny. Pro rtzné
SM jsou riizné aminokyseliny, které reprimuji syntézu
SM. Potfebu aminokyselin v produkéni fdzi kryji mikro-
organismy z bilkovin pfitomnych v moukédch. K tomuto
GCelu maji vybudovany systém exoceluldrnich proteaz
[(71.

Produkce SM probihd vesm&s na pliddch s niZ$im ob-
sahem fosfatu, neZ je optimalni mnoZstvi pro riist kul-
tury. U biosyntézy tetracyklinii, tylosinu, candicid'nu a
gramicidinu S bylo prokédzédno, Ze sniZeni produkce anti-
biotika je zplisobeno tim, Ze anorganicky fosfat v médiu
reprimuje biosyntézu ESM [8, 9, 10, 11]. Piidavek fosfatu
v riistové fazi ma za ndasledek zastaveni syntézy ESM a
obnoveni intenzivni proteosyntézy. Piidavek fosfatu
v produkéni fazi ma jen maly, anebo Zadny efekt [12,
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13]. Anorganicky fosfat limituje produkci SM, jen je-li
ve formé fosforetnych iontii v médiu. I vysokd kvanta
fosfatu, jsou-li absorbovdna mikroorganismem, jiZ expre-
si ESM nereprimuji, alespoii ne pfi biosyntéze tetracyk-
lind.

Nejasna je pfidina niZ3i citlivosti vi¢i vy38im koncen-
tracim fosfatu u mutant ziskanych Martinem et al. [14]
u producenta candicidinu S. griseus IMRU 3570, Hédnelem
et al. [15] u S. noursei JA 38906 produkujicim strepto-
thricin a Novotnou et al. [16] u S. aureofaciens. O mu-
tantadch S. griseus a S. noursei prokazali autofi, Ze se
nejednd o permeabilni mutanty. U mutant S. aureofa-
ciens nedochézelo ke sniZeni mnoZstvi anhydrotetracyk-
linoxygenasy (ATC oxygenasy) pfi vy33ich koncentra-
cich fosfatu, anebo sniZeni bylo podstatné mensi neZ
u rodifovského kmene. Mezi ziskanymi mutantami byly
i takové, které sice ATC-oxygenasu obsahovaly, mnoZstvi
enzymu pFi vy38ich koncentracich fosfatu neklesalo,
aviak produkce CTC byla o Fad niZ31 neZ u roditovského
kmene.

Enzymy sekundarniho metabolismu

Pod pyjmem ESM rozumime enzymy, které se pfimo
nepodileji na spojovani stavebnich jednotek SM ve slo-
#it&j3i struktury a transformaci téchto struktur na ko-
ne¢né produkty. Jednd se vesmés o multienzymaticke
komplexy reverzibilng rozloZitelné na podjednotky. Pro-
dukce SM zavisi jak na jejich mnoZstvi, tak i na jejich
aktivits. Zah&jenf syntézy ESM, ktery nastdvd po vycer-
péani rychleutilizovatelnych zdrojii uhliku, dusiku a fos-
foru, miZeme povaZovat za piechod z riistové faze do
produkéni, resp. za pfechod z faze, kdy probihd prevaz-
né primarni metabolismus do fdze sekundérniho meta-
bolismu.

Tam, kde nedochézi k vyraznému sniZeni nériistu su-
siny v produk&ni fazi, jako napf. u biosyntézy candicidi-
nu, nedochézi k vyraznému sniZeni proteosyntézy [17].
Produkci SM b&hem riistové faze miZeme navodit, po-
uZijeme-li Zivinami chudé médium. Pfikladem miiZe slou-
Zit biosyntéza chloramphenikolu. Na chudém médiu je
viak produkce chloramphenikolu nizkd. Na bohatych
piidach, kdy docilujeme vysokych vytéZki, nastdva jeho
syntéza aZ koncem riistové faze.

ATP a biosyntéza sekundarnich metabolitii

S poklesem aktivity primarniho metabolismu souvisi
i pokles obsahu ATP v buiice. U vé&tSiny sledovanych
pripadd [18, 19, 20, 21] biosyntéze SM piedchézi prudké
sniZeni obsahu ATP, takZe je uvaZovdn ATP jako efektor
piisobici pfeménu primérniho metabolismu na sekundar-
ni. I kdyZ tato role neni u nékterych piipadil vylou€ena,
miZeme se spide divat na vnitrobun&&ny obsah ATP jako
na marker aktivity primarnfho metabolismu. I u metabo-
lith, kdy doché&zi k syntéze ESM bé&hem ristu kultury,
jako je tylosin, klesa prFi vyCerpani rychleutilizovatel-
nych zdroji hladina ATP, po nfZ nastdvd syntéza ESM,
resp. syntéza SM. PFi biosyntéze tylosinu klesd po vycer-
pani glukosy hladina ATP na urlitou mez. V té dobé
jsou syntetizovany enzymy tylosin synthetasy. Piidavek
glukosy méd za nasledek nejprve sniZeni obsahu ATP
oproti kontrole, ATP je ziejmé& vyuZita k fosforylaci glu-
kosy. JiZ v této dobé, kdy je hladina ATP sniZena, bio-
syntéza tylosinu stagnuje. Po nékolika hodinach nastane
prechodné zvy3eni obsahu ATP. Tylosin je opét synteti-
zovén, aZ klesne hladina ATP, zfejmé v disledku vyZer-
pani pfidané glukosy [21].

Obdobn& nespecifické je ziejm& piisobeni takovych la-
tek, jako jsou ppGpp a cAMP.

Induktory syntézy sekunddrnich metabolitii

Jako induktor syntézy SM slouZi v3ak laiky jako je
tryptofan, ktery zvySoval mnoZstvi chorismatmutasy a
phenylalanin ammoniaklyasy pfi produkci mucidinu, u ba-
sidiomycety Oudemansiella mucida [22, 23].

Phenylalanintransaminasa, ktera se syntézy mucidinu
neacastni, tryptophanem ovlivn&na nebyla. Tryptophan
rovnéZ indukuje syntézu alkaloidi [24].

Z toho, Ze je a€inny, jen byl-li pfidavan v ristové fazi,
miiZzeme usuzovat, Ze indukuje syntézu ESM. Za stejnych
okolnosti stimuluje methionin biosyntézu Cephalospori-
nu C [25].

Zastaveni syntézy enzymii sekunddrniho metabolismu

Pro vy3i produkce metabolitu je diileZité, jakym zpi-
schem je regulovédno zastaveni biosyntézy ESM. Zde mu-
sfme zejména rozlisovat, zda se jednad o kultivaci kmeni
vysokoprodukénich nebo nizkoproduké&nich, resp. dive-
kych. U vysokoprodukénich kmeni musime pFedpokla-
dat, e Ffada faktord inhibujicich biosyntézu ESM i ji-
nych faktorii inhibujicich syntézu SM, byla odstranéna
mutacénimi zdsahy do gencmu kmene.

Jednim z vyznamnych inhibitori biosyntézy ESM je
pfimo metabolit jimi produkovany. Zfeteln& to bylo pro-
kézédno u chloramphenicolu, kdy syntéza arylaminsyn-
thetasy je jim inhibovéna [26]. Inhibice vlastni biosyn-
tézy antibiotikem je velmi ¢&astym jevem. Vysokopro-
duk&ni mutanty maji viak vytvofenou alespoii ¢dste¢nou
rezistenci vii&i produktu. Zplscbii rezistence bylo po-
psdno n&kolik. Rezistence se miZe zvySit napf. modifi-
kaci ribosomii producenta, syntézou bilkovin vyvazuji-
cich produkt, anebo jinym zplisobem chrénicim riboso-
my, zm&nou permeability cytoplasmatické membrany aj.
Principidlng byla pozorovana rezistence k vy33im konc.
produktu u vyse produkénich kmeni.

Feed-back inhibice

Pfi biosyntéze SM se uplatiuje i inhibice enzymi par-
ticipujicich na jejich biosyntéze konefnym produktem.
Inhibici ATC-oxygenasy tetracykliny jsme prokézali
u Streptomyces aureofaciens. Kromé toho byl ovlivnén
tento enzym ionty Ca, Mg a dal3imi kovovymi ionty [27].
lonty Ca, Co, Mn a Zn byla rovn&Z ovlivnéna bacitracin-
synthetasa [28]. Kromé& feed-back inhibice vlastnim pro-
duktem zndme i feed-back inhibici produktem, ktery méa
t4st biosyntetické drahy spole¢né. Jako piiklad miZe
slouZit valin a lysin pfi biosyntéze penicilinu.

Signélni molekuly

Riist kultury a biosyntéza SM je fizena i ovlivilovdna
i nizkomolekuldrnimi latkami, o kterych predpokladame,
7e maji funkci signdlnich molekul. U né&kterych byly
uréeny i struktury. Nejznamé&jsi z nich je Faktor A izo-
lovany pracovni skupinou vedenou prof. Chochlovem
z Streptomyces griseus. Tato latka reguluje biosyntézu
streptomycinu. Z nékolika druhil streptomycet byly izo-
lovany derivaty 2-methyl-3-hydroxy-4-butenolidu, které
mély funkci autoregulatorii biosyntézy anthracyklini
[29].

Zaver

Fermenta¢ni primysl se z vét3i &asti zabyva vyrobou
SM. Aby tato vyroba byla co nejekonomi¢t&jsi, musime
znét regula&ni mechanismy, jimZ biosyntéza SM podléha.
V priimyslu zatim pfevlddd empirie nad védecky zdi-
vodn&gnym vedenim mikrobidlnich kultur. Vzhledem k to-
mu, Ze produkce SM zévisi na mnoha faktorech, bude
tfeba volit optimalni podminky pomoci poéitafe. K tomu
musime mit matematick§ model experimentdln& ovéieny.
K sestaveni takového modelu v3ak potfebujeme vice po-
znatkt o chovani mikroorganismii za podminek nadpro-
dukce SM.

Literatura

(1] RHODES, P. M., WINSKIL, N., FRIEND, E. |]., WARREN, M. W.:
]. Gen. Microbiol. 124, 1981, s. 329.

[2] 31MOT, ]., HUDEC, ]., CHAN, H. T., DANYI, 0.,
J. Antibiot. 32, 1979, s. 53.

[3] LIRAS, P., VILLANUEVA, ]. R., MARTIN, ]. F.: ]. Gen. Microbiol.
102, 1977, s. 269.

ZELINKA, ].:

[4] BEHAL, V., VANEK, 2., HOSTALEK, Z., RAMADAN, A.: Folia
Microbiol. 24, 1978, s. 211.

[5] MADRY, N., PAPE, H.: Actinomycetes, G. Fischer, Stuttgart,
1981.

[6]) ERBAN, V., NOVOTNA, ]., BEHAL, V., HOSTALEK, Z.: Folia

Microbiol. 28, 1983, s. 262.



KVASNY PROUMYSL
ro&. 31/1985 — &islo 7—8

1. biotechnologické dny — Bratislava

159

[7) POKORNY, M., VITOLE, L., TURK V., RENKO, M., ZUVANIC, ].:
Eur. J. Appl. Microbiol. Biotechnol. 8, 1979, s. 81,

8] BEHAL, V., HOSTALEK, Z, VANEK, Z: Biotechnol. Lett., 1

1979, s. 177
[9] MADRY, N., PAPE, H.: Actinomycetes, G. Fischer, Stuttgart,
1981.

[10] MARTIN, |. F., ALEGRE, M. T., GIL, ]. A., NAHARZO, G.: Advan-
ces in Biotechnology: Fermentation Products, Pergamon Press,
Toronto, 1981.

[11] CHIU, C. W., BERNARD, T., DOLLWEG, G.: Peptide Antibiotics-
-Biosynthesis and Functions, Gruyter, Berlin, 1982,

[12] BEHAL, V., PRUSAKOVA—GREGROVA, J., HOSTALEK, Z.:
Microbiol., 27, 1982, s. 102.

[13] BEHAL, V.: overproduction of Microbial
Press, London, 1982.

[14] MARTIN, ]. F., NAHARRO, G., LIRAS P., VILLANUEVA ) Ras
J. Antibiot. 32, 1979, s. 660.

[15] HOENEL, F., GRAFE, W., FRIDRICH, W., BORMAN, E. ].: Ztsch.
Allgem. Mikrobiol. 24, 1984, s. 239.

[16] NOVOTNA, ]., KADIR, O. A., BLUMAUEROVA M.,
HOSTALEK, Z.: Folia Microbiol. 29, 1984, s. 399,
[17] LIRAS, P., VILLANUEVA, ]. R., MARTIN, |. F.: ]J. Gen. Microbiol.,

102, 1977, s. 269.

[18] JANGLOVA, Z., SUCHY, ]., VANEK, Z.: Folia Microbiol. 14, 1969,
S. 208.

Folia

Products, Academic

BEHAL, V.,

[19] CURDOVA, E., KREMEN, A., VANEK, Z.: Folia Microbiol. 21,
1 481.

[20] MADRY, N., SPRINGMEYER, R., PAPE, H.: Europ. ]. Appl. Micro-
biol. Biotechnol. 7, 1979, s. 385.

[21] VU-TRONG, K., BHUWAPATHAN{\PUS. S., GREY, P. P.:
microb. Agents and Chemother. 1980, s. 519.

Anti-

[22] ZOUCHOVA, Z.: Disert. prace, Mikrobiologicky dstav C€SAv,
Praha, 1980.

[23] NERUD, F., ZOUCHOVA, Z., MUSILEK, V.: Folia Microbiol., 29,
1984, s, 389.

[24] REBBERS, |]. E., ROBERTSON, L. W., HORNEMANN, K. M.,
JINDRA, A., FLOSS, H. G.: ]. Bacteriol. 112, 1972, s, 791.

[25] NOESCH, ]J., TREICHLER, H. ]., LIERSCH, M.: Genetics of In-
dustrial Microorganisms, Academia, Praha, 1973.

[28] JONES, A., WESTLAKE, D. W. S.: Can, ]. Microbiol. 20, 1974,
1599.

[27] BEHAL, V., NEUZIL, ]., HOSTALEK, Z.: Biotechnol. Lett., 5, 1983,
s. 537.

[28] FROYSHOV, 0., MATHIESEN A., HAAVIK, H. L.: ]. Gen. Microbiol.
117, 1980, s. 163,

[29] GRAFE, U., REINHARDT, G., SCHADE, W., FRI, H. I., FLECK, w.
F.: Symp. Physiology of Microbial Growth and Differentiation,
Reinhardsbrunn, DDR, May 1984,

Béhal, V.: Regulace biosyntézy
pram. 31, 1985, &. 7—8, s. 157—159. "

Produkce sekundarnich metabolitii je uréovéana jak geny lokalizo-
vanymi na chromosomech, tak i na mimochromosomaélnich ¢&asti-
cich. V§Si produkce &asto urcuje mnoZstvi enzymi sekunddrniho
metabolismu v bufikdch, Tyto enzymy se syntézuji po vyerpani
rychleutilizovatelngch zdrojii uhliku, dusiku a fosforu. jejich syn-
tézu fasto inhibuje vlastni metabolit. Metabolit mize rovnéZ inhi-
bovat aktivitu jak enzymi primarniho metabolismu, tak i aktivitu
enzymil sekundarniho metabolismu.

Beran, B.: Peryauposanne GHocHuTe3a MHKPOOGHAIbHBIX
meraGoanros. Keac. npym. 31, 1985, Ne 7—8, crp. 157—

sekunddarnich metaboliti. Kvas.

IMpoaykuusi BTOPHYHBIX MeTaBoJHTOB onpenejleHa reHa-
MH, JIOKa.JH30BaHHBIMH Ha XPOMO30MaX, H TaK¥Keé Ha BHe-
XpOMO30MaJIbHBIX 4YacTHUAX. YPOBEHb NPOAYKUHH YacTo
3aBHCHT OT KOJIHYEeCTBA (pEPMEHTOB BTODHYHOTO MerTabo.u3-
Ma B KJIeTKax. TH (epMeHTH CHHTe3HPYIOTCs nocae Heyep-
NanHs ObICTPO-HCMOMB3YEMBIX HCTOUHHKOB YIJIEPOAd, a30-
ta H docpopa. HX cHHTe3 yacTo noaasaeH COGCTBEHHBIM
MeTa6ouTOM. MeTaGoJHT MOXKET TaKikKe MONABAATH AKTHB-
HOCTh KaK ()epPMEHTOB NEpBHYHOro. MeTaboJH3Ma, Tak H
(pepMEeHTOB BTOPHYHOTO MeTaGoJaH3Ma.

Béhal, V.: Biosynthesis control of
priim. 31, 1985, No. 7—8, pp. 157—159.

Production of secondary metabolites is determined by genes
localised on chromosomes and also on extrachromosomal particles.
The level of production is often determined by the amount of
enzymes of secondary metabolism in cells. These enzymes are
synthesized after exhaustion of rapidly utilizable sources of
carbon, nitrogen and phosphorus, Their synthesis is often inhi-
bited by metabolites produced by these enzymes. These products
can also inhibit the activity of enzymes of primary metabolism as
well as the activity of enzymes of secondary metabolism.

microbial metabolites. Kvas.

Béhal, v.: Regulation der Biosynthese mikrobialer Metabolite. Kvas.
yrim. 31, 1985, Nr. 7—8, S. 157—159.

Die Produktion sekundédrer Stoffwechselprodukte wird sowohl
von Genen, die in den Chromosomen lokalisiert sind, als auch von
Genen in extrachromosomalen Partikeln bestimmt., Die Hohe der
Produktion gibt oft die Menge der Enzyme des sekunddren Stof’-
wechsels in den Zellen an. Diese Enzyme synthetisieren s‘ch nach
der Ausbeute der schnell utilisierbaren Kohlenstoff-, Stickstoff. und
Pnosphor-Quellen. Die Synthese dieser Enzyme inhibiert oft das
eigene Stoffwechselprodukt, Der Metabolit kann ebenfalls sowohl
die Aktivitdt der Enzyme des primiren Stoffwechsels als auch die
Akuvitdt der Enzyme des sekunddren Stoffwechsels inhibieren.



