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Monensiny jsou metabolity aktinomycety Streptomyces

cinnamonensis (Agtarap a kol., J.Am.Chem.Soc. 89, 5737,

1967) . Hlavnimi produkty jsou monensin A a monensin B.

- —————— ey

Monensin A je vyznamnym antikokcidikem (Shumard a Callen-

der; Antimicrob.Agents Chemother. 1967, 369, 1968) pouZi-
vanym ve velkochovech dribeZe. Monensin A také zvy3uje
U¢innost zaZzivdni pfeZvykavcl (Nevel a Demeyer; Appl.
Environ.Microbiol. 34, 251, 1977). Chemickou struktu:pu.
se monensiny fad{ do polyetherovych ig&}E}gE}k (Westley;
Adv.Appl.Microbiol. 22, 177, 1977).

Z biosynthetického hlediska monensiny pat¥i do skupiny
l4dtek oligoketidového typu, které vznikaji kondensaci
acetyl-CoA, propionyl-CoA a pfipadné butyryl-CoA (tzv.
acetdtové, propiondtové a butyrdtové stavebni jednotky)
na multienzymovém systému podobnému synthase mastnych
kyselin. Day a kol. (Antimicrob.Agents Chemother. 4, 410,
1973) zj{stili, Ze molekula monensinu A je tvofena z péti
acetdtovych, sedmi propiondtovych a jedné butyrdtové jed-
notky. V monensinu B je butyrdtovd jednotka nahrazena osmou
propiondtovou jednotkou (obr.1).

P¥i studiu biosynthesy oligoketidld, které jsou tvofeny
ldtkami odlidnych chemickych struktur, je zdvaznd také
otdzka pivodu jednotlivych stavebnich jednotek. Acetyl-CoA

je Ustfednim intermedidtem vznikajicim pfedev3im p¥i meta-

bolismu cukrd, mastnych kyselin a nékterych aminokyselin.
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Methylmalonyl-CoA, z néhoZ dekarboxylac{ vznikd pro-
pionyl-CoA, je reakénim produktem isomerisace sukcinyl-CoA,
ktery je jednim z metabolitld Krebsova cyklu. Odbourdni
linedrnich mastnych kyselin s lichym poétem uhlikovych
atomd vede rovnéZ ke tvorbé& propionyl-CoA. Také ur&ité
aminokyseliny byly zjidtény jako zdroj tfiuhlikaté stavebni{
jednotky, pfedeviim ve vztahu k biosynthese makrolidovych
antibiotik. Corcoran (Antibiotics, Vol.4. Biosynthesis,
1981) uvddi{ jako zdroj propiondtovych jednotek p¥i bio-
synthese erythromycinu aminokyseliny threonin, methionin,
valin a isoleucin.

Nejméné prozkoumand byla otdzka ptvodu butyrdtové
jednotky. Achenbach a Grisebach (Z.Naturforsch. 198,

561, 1964) se domnivali, Ze u magnamycinu vznikd tato
jednotka z kyseliny jantarové. Podobny ndzor zastdvali také
Woodward a kol. (J.Amer.Chem.Soc. 87, 4662, 1965). O nékolik
let pozdéji Grisebach a Weber-Schilling (2.Naturforsch. 238,
655, 1968) tvrzeni{ o inkorporaci kyseliny jantarové do
laktonu molekuly magnamycinu odvolali. Na zdkladé inkorpo-
raénich pokusd s 14C-substréty pfedpoklddali Srinivasan

a Srinivasan (Biochemistry 6, 3111, 1967)'vznik této jed-
notky z acetdtu. RovnéZ Westley a kol. (J.Antibiot. 27,

288, 1974) pfedpoklddaj{ vznik butyryl-CoA redukc{ 3-oxo-
butyryl-CoA, ktery vznikne kondensaci dvou molekul acetyl-CoA.

P¥i studiu biosynthesy polyetherového antibiotika narasinu
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bylo zjisté&no, Ze Streptomyces aureofaciens je schopen
vyvoldvat konversi propiondtu na butyrdt (Dorman a kol.,
Helv.Chim.Acta 59, 2625, 1976). Westley (Antibiotics,
Vol.4. Biosynthesis, 1981) vysvétluje tento fakt domnénkou,
e butyr&t vznik4& kondensaci dvou acetdtd, které pochdzejil
z propiondtu po & -oxidaci. Reuter a Hittner (Biochem.
Physiol.Pflanzen 169, 1, 1976) uvddéji, Ze teoretické
dUvahy i experimentdlni ndlezy svédéi proti p¥imé synthese
kyseliny mdselné z valinu. Podle téchto autord je valin pre-
kursorem kyseliny isomdselné acylované mykarosy - cukerné
¢4sti molekuly turimycinu.
Monensin A a monensin B jsou vhodnym modelem pro fesSeni
pivodu butyrdtové jednotky, nebot tato je obsaZena pouze
v monensinu A. Zdkladni zdvazZné zjisténi bylo, Ze Streptomyces
cinnamonensis kultivovany za p¥fidavku valinu tvofil pfevdiZné
monensin A, naopak isoleucin posouval produkci monensind ve
prospéch mqpensinu B (Pospi$il a kol., Folia Microbiol.
27, 275, 1982). Tyto pokusy byly provedeny se standardnimi
kmeny S.cinnamonensis, které produkovaly p¥ibliZné& stejnd
mnozstvi{ monensinu A a monensinu B. Aminokyseliny p¥fidané do
kultivaédniho media mohou bud plsobit regula¢né na biosynthesu
prekursord monensini, nebo mohou byt samy gpeciélnimi prekur-
sory jednotlivych monensinid, jejichZ tvorbu ovlivnuji.
Z&4sadni{ rozhodnuti o funkci téchto aminokyselin bylo
provedeno na z&kladé& inkorporaénich pokusd s radioaktivnimi

substrdty. Li§{-1i se monensin A od monensinu B pouze
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v jedné biosynthetické stavebni jednotce - butyrdtové -
potom po inkorporaci nebylo tfeba studované produkty ndrocéné
chemicky degradovat pro uréeni rozloZeni radioaktivity na
jednotlivych uhlicich, ale naméfené rozdily ve specifické
radioaktivité mezi monensinem A a monensinem B (isolované
ze stejné kultivace S.cinnamonensis) bylo moZno pfimo vzta-
hovat k butyrdtové jednotce monensinu A. Po inkorporaci
/U—14C/—L—valinu byla specifickd radioaktivita monensinu A
tyfikrdt vysSsSi neZ specifickd radioaktivita monensinu B.
Stejny vysledek byl ziskdn po aplikaci /1-14C/—isobutyrétu;
Isobutyrdt je metabolitem valinu, nebot po deaminaci a
dekarboxylaci valinu vznikd isobutyryl-CoA (Thiele; Lipide,
Isoprenoide mit Steroiden, 74, 1979 - obr.2). Ziskané vysled-
ky nepfimo naznacCily, Ze valin a kyselina isomdselnd
jsou transformovdny na kyselinu n-mdselnou, kterd je . -p¥i-
mym prekursprem monensinu A (Vanék a kol., Biogenesis of
oligoketides. Trends in Antibiotic Research, 213, 1982).
Monensiny A a B, isolované po inkorporaci /U-14C/—L-iso—
leucinu, vykazovaly stejnou specifickou radioaktivitu, coz
naznafuje, Ze tato aminokyselina neni specifickym prekur-
sorem monensinu B.

P¥imé ddkazy o lokalizaci inkorporovanych prekursori

v molekule monensind byly uskutelnény pomoci substrdtd

znaéenych specificky stabilnim isotopem 1BC. Vzorky
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monensind A a B, ziskané po inkorporaci /1f13c/-butyrétu

a /1-13C/-isobutyrétu, byly analyzovdny metodou jaderné
magnetické resonance (NMR). V obou piipadech bylo dosaZeno
jednoznaéného obohacen{ (17 - 18 x vyS$S8{ neZ p¥firozené)

uhl{ku C monensinu A, ktery biogeneticky pochdzi z kar-

(15)
boxylu butyrdtu. Sekunddrni obohaceni (1,2 - 4 x vyS38{ neZ
pfirozené) bylo zjiSténo u uhlikd majicich plvod v karboxy-
lovém uhliku propiondtu (tj. C(1), 3), (5), (1), (17,
(21, (23 WERERRIOD R B Cpy. )y (80 1) 15), 017

(21), (23) monensinu B - tab. 1).
Ziskané vysledky jednoznaéné€ prokdzaly, Ze isobutyrdt
pfi biosynthese monensinu A je isomerisovdn na n-butyrét,
ktery je pak ndsledné& inkorporovdn do molekuly tohoto anti-
biotika (obr.3 - zabudovdni butyrdtu a isobutyrdtu v mole-
kule monensinu A je naznafeno zesilenim vazeb ve struktur-
nim vzorci). Tim byl stanoven jev pfi biosynthese monensinu A
mikroorganismem Streptomyces cinnamonensis spoéivajic{
v inkorporaci isobutyrylu do butyrdtové jednotky monensinu A.
Byla také prok&zdna novd metabolickd drdhy, nebot
dosud bylo znémo, Ze isobutyrdt je /> -oxidaci metabolisovén
na methylmalonyl-CoA, ktery po isomerisaci poskytuje sukci-
nyl-CoA, nebo po dekarboxylaci vznikd propionyl-CoA (Thiele;

Lipide, Isoprenoide mit Steroiden, 74, 1979 - obr.4).



Tab. 1 Inkorporace /1-13C/-butyrétu a /1—13C/—isobutyrétu do monensind A a B

2
1
Uhl{ikovy Monensin A Monensin B '
atom &. Chemicky Obohacovac{ faktorb Chemicky Obohacovac{ faktorb %
posuna posuna :

P— ‘butyrdt isobutyrédt (G butyrdt isobutyrdt
i
1 181,2 2.3 1,4 183 2.3 1,5
3
3 82,9 - 2.2 82,9 2,7 1,5 ™
3
5 68,2 3’0 2,4 68'2 2,0 1,4 l‘.w
11 33,1 2,4 1,6 33,1 2,4 1,6 T‘
15 29,8 17,3 17,9 30,4 2,1 1,4 5
17 84,6 3,0 2,4 86,4 2,2 15 ]
21 74,5 3,8 2,6 74,6 2,0 1,2 !
3
23 35,6 3,2 1,6 35,6 1,6 1,4 |
. i
S o
- 0,06 ppm §
b 13 3

Pom&r vyZky pikd ve spektrech NMR po inkorporaci C-obohacenych prekursord a po

i

pfirozeném obohacen{. M&feno za stejnych podminek (JEOL FX-60; 15,036 MHz; CDC13; 25 "CY .

;_ five
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Soudasné s prac{ zvefejnujici podstatu objevu,
inkorporaci isobutyrylu do butyrdtové jednotky monensinu A
(Posp{8il a kol., J.Antibiot. 36, 617, 1983) byly ve
stejném &€isle tohoto &asopisu publikovdny vysledky se
stejnymi zdvéry, ale ziskanymi p¥i studiu biosynthesy makro-

lidovych antibiotik leukomycinu A_ a protylonolidu (Omura

5
a kol., J.Antibiot. 36, 614, 1983). Timto byla prokdzédna
obecnd existence této nové metabolické dréhy.

Standardni kmeny S.cinnamonensis produkuji monensin A
a monensin B p¥ibliZné ve stejném poméru. P¥itom Zddanym
produktem je monensin A, ktery md vy$sSi biologickou aktivitu.
Poznatek, Ze isobutyrdt je specifickym prekursorem butyrdtové
jednotky monensinu A, umoZnil cilenou p¥ipravu mutantu
S.cinnamonensis se zvy$enou prcdukci tohoto prekursoru,
kterd by se projevila také pfi biosynthese monensint vyS$sSim
zastoupenim monensinu A. ProtoZe pfirozenym prekursorem
isobutyrdtu je valin (Thiele; Lipide, Isoprenoide mit
Steroiden, 74, 1979) a soufasné také naSe experimenty pro-
kdzaly positivni dlohu této aminokyseliny p¥i biosynthese
monensinu A (Pospi8il a kol., Folia Microbiol. 27, 275, 1982),
byly pomoci analogd vétvenych aminokyselin isolovdny mutantni
kmeny S.cinnamonensis se zmé&nénou regulaci biosynthesy téchto
aminokyselin. V disledku nadprodukce specifickych prekursori
monensinu A (valinu a isobutyrdtu) bylo u téchto kmend S. cinna-

monensis dosazeno zvySeni zastoupeni monensinu A z pivodnich

50 % na vice neZz 90 % (Pospi$il a kol., FEMS Microbiol.Lett.
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Na jeden takto ziskany kmen bylo jii udéleno

¢s.autorské osvédéeni na vyndlez ¢. 233 853.
Pfedmét objevu pfedstavuje vyznamny poznatek o bio-
synthese monensind. Aplikaci tohoto objevu byly p¥ipraveny

produkéni kmeny pro biotechnologickou praxi.
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Obr.1 Biosynthetické jednotky monensinu A
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Obr.3 Inkorporace isobutyrylu do butyrdtové jednotky monensinu A
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Obr.4 Metabolismus isobutyryl-CoA
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