
Molekularna biotehnologija: 
tržno zanimive molekule 



Male molekule / velike molekule 
 
V farmakologiji imenujejo ‚male molekule‘ organske spojine z M<900 Da (kar do neke mere omogoča njihovo prehajanje v celice), ki delujejo na biološke  
procese v nM koncentracijah. Nekateri predlagajo, da naj bi pri razvoju novih zdravil dali prednost molekulam z M<500 Da. ‚Male molekule‘ praviloma 
delujejo tako, da se vežejo na neko makromolekulo in z vezavo modulira njeno biološko aktivnost.  
 
Med male molekule prištevamo nizkomolekularna zdravila (npr. antibiotike), v molekularni biologiji ligande za receptorje in mutagena sredstva, v kmetijstvu 
so to npr. pesticidi. Po izvoru so lahko naravne (npr. sekundarni metaboliti) ali sintetične. Male molekule so tudi prosti nukleotidi in oligonukleotidi, mono- in 
oligosahardi in oligopeptidi. 
 
Med biološkimi zdravili so tržno najpomembnejša makromolekulska zdravila (2012: 7 od prvih 10), male molekule pa manj (12/20). Pred ~5 leti je bilo stanje 
obratno in v ZDA biomolekule še vedno niso na najvišjih mestih po prodaji (stanje 2012). 
 
V stroki makromolekulska zdravila označujejo z NBE (new biological entities), nizkomolekularna pa z NCE (new chemical entities); oznake se lahko v 
posameznih fazah testiranja, odobravanja in trženja spreminjajo. 

http://www.portfoliomanagementsolutions.com/the-organization-of-pharmaceutical-rd/small-molecule-drugs-versus-biomolecular-drugs-biologics/ 

IND – investigational new drug 
BLA – biologics license application 

NME – new molecular entity 
(A)NDA – (abbreviated) new drug formulation 



http://www.portfoliomanagementsolutions.com/the-organization-of-pharmaceutical-rd/small-molecule-drugs-versus-biomolecular-drugs-biologics/ 

 Seznam 20 tržno najuspešnejših zdravil na svetovnem in ameriškem tržišču 2012 



‚Pravilo pet‘ (The Rule of Five) 
 
 
‚Lipinskijevo pravilo pet‘ = ‚Pfizerjevo pravilo pet‘ = RO5 
 
Pravilo pet je pravilo za približno oceno verjetnosti, da ima neka učinkovina lastnosti, ki ji omogočajo, da bi jo lahko uporabili kot oralno zdravilo 
(‚druglikeness‘). Temelji na analizi molekulskih lastnosti, ki prispevajo k farmakokinetiki – ADME (absorpcija, porazdelitev, metabolizem, izločanje). 
 
RO5 uporabimo pri analizi spojin vodnic, ki jim postopno izboljšujemo lastnosti (npr. selektivnost, aktivnost) do potencialno uporabne učinkovine. 
 
Pet se nanaša na: 
-      Ne več kot 5 donorjev H-vezi. 
- Ne več kot 10 (2x5) akceptorjev H-vezi.   
- M<500 Da 
- Porazdelitveni koeficient (oktanol : voda) log P <5. 

 
Obstaja več izvedenk osnovnega pravila, ki natančneje določajo ugodne lastnosti spojin (število atomov, polarna površina molekule, število rotirajočih 
vezi. Za spojine vodnice so pravilo predelali v RO3. 
 
  



Komercialno zanimive male molekule 
 
Z uvedbo novih genov ali spremembo obstoječih lahko vplivamo na metabolične poti za pretvorbo substratov v zanimive produkte. Ti načeloma niso novi, pač 
pa do njih vodijo kombinirani pristopi: fermentacija + kemična pretvorba. 
 

Vitamin C 
Pri sintezi askorbinske kisline obstoječi postopek sinteze uporablja kot substrat glukozo in vključuje mikrobno pretvorbo D-sorbitola v L-sorbozo (Acetobacter 
suboxydans proizvaja sorbitol dehidrogenazo), sledi pa več kemijskih reakcij preko 2-keto-L-gulonata (KLG, spojina 4). 
 
Reichsteinov postopek (1933)   
 
  

ali: 
TEMPO 

30 °C, 
pH 4-6 



Možnosti za mikrobno sintezo prekurzorjev vitamina C  
 
Stopnjo sinteze 2-KGL iz glukoze bi bilo mogoče opraviti z uporabo vsaj dveh različnih 
tipov bakterij preko vmesnega produkta 2,5-diketo-D-glukonata. Bakterije iz rodov 
Acetobacter, Gluconobacter in Erwinia lahko glukozo pretvorijo v 2,5-DKG, tega pa 
bakterije iz rodov Corynebacterium, Brevibacterium in Arthrobacter pretvorijo v 2-KGL.  
 
Postopek od glukoze do 2-KGL bi torej lahko tekel s kofermentacijo (hkratno uporabo več 
različnih mikroorganizmov). Pri tem se pojavi problem različnih optimalnih pogojev za 
rast (T, pH, sestava gojišča  različna kinetika rasti), kar lahko privede do izgubljanja 
enega od uporabljenih sevov iz kulture. Možna rešitev je z zaporedno povezanima 
ločenima fermentacijskima postopkoma, pri čemer pa je lahko hitrost rasti in pretvorbe v 
enem bioreaktorju še vedno drugačna kot v drugem, kar zaplete proizvodni proces. 
  
Na  Kitajskem, kjer proizvedejo 80 % vitamina C, uporabljajo od 90-tih let dalje 
dvostopenjski postopek, ki vključuje bakteriji Acetobacter (do sorboze) in Erwinia (do 2-
ketoglukonske kisline).  
 
Pretvorba glukoze do 2,5-DKG poteka v E. herbicola v več encimskih stopnjah, pretvorba 
2,5-DKG v 2-KLG pa v korinebakteriji v eni sami stopnji z encimom 2,5-DKG-reduktazo 
Zato so gen za končno pretvorbo prenesli in izrazili v erviniji. Pretvorba je uspela, a je 
prepočasna, da bi bila uporaba komercialno zanimiva. 



Postopek priprave GS spremenjenih ervinij za proizvodnjo prekurzorja vitamina C  
 
Najprej so morali identificirati gen za 2,5-DKG reduktazo iz korinebakterije. To so naredili tako, da so izolirali encim, mu določili N-končno ak zaporedje. To je 
služilo kot osnova za sintezo dveh sond (po 43 nt), pri čemer so kot 3. nukleotid v kodonu izbrali C ali G, ker so vedeli, da je pri tej bakteriji 71 % nukleotidov 
GC (takrat še niso znali sintetizirati mešanih zaporedij). S sondama so pregledali genomsko knjižnico korinebakterije in izolirali klon, ki se je hibridiziral z 
obema sondama. Nukleotidno zaporedje je pokazalo prisotnost gena za 2,5-DKG reduktazo. Del pred zapisom za Met(1) so nadomestili z regulatornimi 
zaporedji za E. coli (naravni delujejo v G+ bakterijah, ne pa v G-). V E. coli so proizvedli aktiven encim. Nato so gen prenesli v vektor širokega spektra in z njim 
transformirali ervinijo (regulatorne regije iz E. coli so bile funkcionalne). 
 
GS ervinije so bile sposobne pretvoriti D-glukozo v 2-KLG. Pri tem so erviniji lastni trije encimi, zasidrani v notranjo celično membrano glukozo pretvorili v 2,5-
DKG, klonirana reduktaza pa je v citoplazmi katalizirala končno pretvorbo v 2-KLG. Za komercialno izrabo bi bilo treba učinkovitost pretvorbe še povečati. 
Tako bi bilo mogoče povečati aktivnost encima in njegovo termično stabilnost. Z molekulskim modeliranjem so na osnovi primarne strukture predvideli 
prostorsko strukturo alfa/beta sodčka z 8 strukturnimi elementi. Takrat so že bile znane strukture več podobno zvitih proteinov, kar jim je omogočalo, da 
predvidijo tiste zanke, ki najverjetneje sodelujejo pri vezavi substrata. Pripravili so 12 enojnih mutant encima, od katerih je samo ena (Gln192Arg) imela (~2x) 
večjo specifično aktivnost kot wt. Temperaturno stabilnost so povečali z mutacijo G55A,G57A. 

http://www.mrc-lmb.cam.ac.uk/genomes/madanm/articles/timanal.htm 



Mikrobna sinteza indiga  
 
Indigo je modro barvilo, ki so ga včasih pridobivali iz fermentiranih listov metuljnice 
indigovca. V fermentacijskem postopku se je glikozid indikan pretvoril v barvilo 
indigo(tin). Precipitat po fermentaciji so zmešali z NaOH in stisnili, posušili in zdrobili v 
prah. Danes indigo večinoma proizvajajo sintezno, ob uporabi anilina, formaldehida in 
cianida. Letna prodaja dosega 13.000 t (200 mio USD) in je s tem najpogosteje 
uporabljano barvilo sploh, zato bi bilo smiselno pripraviti alternativni biotehnološki 
postopek za sintezo, ki bi bil bolj prijazen okolju. Pripravili so GS bakterije E. coli, ki so 
sposobne sinteze, a so izpleni nizki, zato so načrtovali proizvodnjo z imobiliziranimi 
bakterijami (celuloza, silikagel) v pretočnem bioreaktorju, kjer bi kontrolirali vnos 
triptofana na eni strani in zbirali produkt na drugi strani. 



Priprava rekombinantnih bakterij za proizvodnjo indiga  
 
Številne bakterije so sposobne kot edini vir ogljika uporabljati kompleksne organske molekule, kot so naftalen, toluen, ksilen, fenol. Geni za pretvorbo teh 
spojin so pogosto na velikih naravnih plazmidih, npr. pri psevdomonasu. Z analizo operonov na teh plazmidih so npr. ugotovili, da plazmid NAH7 vsebuje dva 
operona, ki omogočata rast na naftalenu. Ko so analizirali plazmid, so gensko knjižnico v pBR322 testirali tako, da so preverjali, ali kateri od fragmentov 
(dobljenih s HindIII) proizvaja nehlapne metabolite kot produkte pretvorbe (radioaktivno označenega) naftalena.  
 
Eden od klonov (vključek 10,5 kb) je omogočal sintezo salicilne kisline.  
Če je minimalno gojišče vsebovalo Trp, so se celice obarvale modro.  
Kasneje so ugotovili, da sintetizirajo indigo. Pretvorbo omogočata triptofanaza  
E. coli (Trp  indol) in naftalen dioksigenaza (na kloniranem fragmentu)  
( cis-indol-2,3-dihidrodiol), sledita spontana emiminacija vode in oksidacija  
v indigo. 
 
Alternativno pot sinteze omogoča plazmid TOL, ki vsebuje zapis za ksilen oksidazo  
(Trp  indoksil… spontano oksidira do indiga). 



Biosinteza aminokislin  
 
Aminokisline uporabljajo kot ojačevalce okusa, prehranske dodatke, dodatke krmi, antioksidante, v medicini za infuzijske tekočine in v kemijski industriji 
kot vhodno surovino. Letno proizvedejo >800.000 t aminokislin v vrednosti >5 mrd USD. 



Biosinteza aminokislin  
 
Aminokisline uporabljajo kot ojačevalce okusa, prehranske dodatke, dodatke krmi, 
antioksidante, v medicini za infuzijske tekočine in v kemijski industriji kot vhodno surovino. 
Letno proizvedejo >800.000 t aminokislin v vrednosti >5 mrd USD, od tega pol mase 
predstavlja L-Glu (MSG) kot ojačevalec okusa. 
 
Aminokisline večinoma proizvajajo z ekstrakcijo iz proteinskega hidrolizata ali s fermentacijo  
ob uporabi grampozitivnih talnih bakterij Corynebacterium ali Brevibacterium. V osnovi so  
ravni proizvodnje nizke, so pa jih uspeli izboljšati z mutagenezo in presejanjem, kar je precej  
zamudno. Zato je bolj smiselno na osnovi znanih reakcijskih poti za sintezo aminokislin  
gensko spreminjati samo zapise za encime, ki so udeleženi v proizvodnji. Potrebno pa je  
natančno razumevanje regulacijskih mehanizmov (npr. inhibicija z metaboliti) ter razvoj 
postopkov za genetsko spreminjanje grampozitivnih bakterij. Predvsem so potrebni ustrezni 
prenosljivi ekspresijski vektorji (selekcija s Tet, Cm ali Kan deluje tako za G+ kot G-) in  
boljši protokoli za transformacijo (zaenkrat še najbolje s konjugacijo ali preko protoplastov). 
 



Proizvodnja Trp v Corynebacterium glutamicum  
 
V wt bakterijo so vstavili dodatno kopijo gena za antranilat sintetazo. Ta encim 
sicer določa hitrost sinteze Trp v naravni biosintezni poti. 
Gen za encim je mogoče izolirati na naslednji način: 
1. Pripravimo genomsko knjižnico Brevibacterium flavum v prenosljivem 

vektorju za E. coli / C. glutamicum. 
2. Vektorje vnesemo v C. glutamicum, ki ne proizvaja antranilat sintaze. 
3. Izvedemo selekcijo na minimalnem gojišču (izhodiščni sev ne raste). 

 
Vektor, ki komplementira okvarjen gen za antranilat sintazo prenesemo v wt C. 
glutamicum in preverimo ravni sinteze Trp. Ugotovili so, da se je proizvodnja 
glede na wt povečala za 130 %. 
 
Nadaljnje povečanje proizvodnje so dosegli z uvedbo optimiziranih genov za tri 
ključne encime (DS, ANS, PRT) v biosintezi Trp. Za vse tri so ukinili negativne 
povratne zanke (inhibicija s produktom). 
 
Alternativa bi bila, da bi celotno biosintezno pot prenesli v E. coli. 



Proizvodnja Cys v E. coli 
 
Cistein je ena najpomembnejših aminokislin v farmacevtski, živilski in kozmetični industriji. Klasična proizvodnja 
poteka iz proteinskega hidrolizata iz človeških las in ptičjega perja. Mikroorganizmi sicer proizvajajo Cys, a so 
ravni nizke, predvsem zaradi povratne zanke, v kateri L-Cys zavre delovanje encima serin acetiltransferaze. 
 
Povratno zanko so ukinili z uvedbo mutacije Met256 v encim iz E. coli (cysE). Ta ostanek so spremenili v vsako 
od ostalih aminokislin. Ko so preverjali aktivnost mutiranih encimov, so pri nekaterih klonih ugotovili, da je 
raven sinteze povečana. Vektor, ki je zagotovil najvišjo raven proizvodnje, so prenesli v sev E. coli, ki ni bil 
sposoben razgradnje Cys. Raven sinteze se je povečala, a malo. Kasneje so uporabili gen za serin 
acetiltransferazo iz A. thaliana (nima povratne zanke) in ga izrazili v E. coli, ki ni imela lastnega encima in ni 
razgrajevala Cys. S tem se je proizvodnja Cys bistveno povečala. 



Antibiotiki 
 
Od odkitja penicilina (1928) so iz različih mikroorganizmov izolirali >12.000 različnih antibiotikov, ki se med seboj razlikujejo po specifičnosti in načinu 
delovanja. Najpomembnejše antibiotike so izolirali iz bakterij iz rodu Streptomyces, ki so grampozitivne, večinoma talne bakterije. Antibiotike so izolirali tudi 
iz drugih grampozitivnih ter iz gramnegativnih bakterij in gliv. Letna proizvodnja antibiotikov presega 100.000 t v vrednosti >5 mdr USD, od tega 2 % za 
povečanje prirasta živali. Vsako leto odkrijejo ~200-300 novih antibiotikov s presejanjem knjižnic več tisoč mikroorganizmov. Od novoodkritih antibiotikov jih 
je tržno zanimivih le 1-2 %. 
 
Za genetsko izboljševanje industrijsko pomembnih sevov večinoma uporabljajo klasično mutagenezo in selekcijo. Zgodovinsko gledano je bil največji 
problem zagotoviti visoke ravni proizvodnje (Fleming: 2 U/ml, danes: 70.000 U/ml). S tehnologijo DNA bi bilo možno pridobiti nove antibiotike z 
ustreznejšim spektrom delovanja in manj stranskimi učinki, hkrati pa bi bilo mogoče hitreje doseči višje ravni proizvodnje. 
 



Delo s streptomiceti 
 
Streptomyces raste v obliki micelnih filamentov, kar otežuje delo. Celice je treba 
protoplastirati (odstraniti celično steno), s čimer dobimo posamezne celice, ki jih je mogoče 
transformirati (vnos je lažji ob uporabi PEG). Po transformaciji celice regeneriramo na 
neselekcijskem gojišču, ko razvijejo steno, pa jih prekrijemo s selekcijskim gojiščem – to 
njapogosteje vsebuje neomicin ali tiostrepon. 
 

http://enfo.agt.bme.hu/drupal/sites/default/files/streptomyces.jpg 

http://www.bbsrc.ac.uk/research/impact/streptomyces-antibiotics.aspx 



Kloniranje genov za biosintezo antibiotikov 
 
Za sintezo antibiotikov je potrebnih 10 – 30 katalitičnih stopenj. Identifikacija potrebnih genov poteka običajno tako, da pripravijo gensko knjižnico wt 
bakterije in s posameznimi kloni transformirajo sev, ki ni sposoben biosinteze antibiotika. Če pride do komplementacije okvare, pomeni da klon vsebuje 
enega od genov, ki so za biosinezo potrebni. Ta klon nato uporabijo kot sondo za preiskovanje knjižnice, pri kateri so genomski fragmenti dolgi ~10 kb. Na ta 
način ugotovijo, kateri sosednji geni so zapisani v genomu wt bakterije. Če so geni razporejeni po kromosomu v več gručah, je treba uporabiti mutante z 
okvarjenim vsaj enim genom v vsaki gruči. 
 
Tak pristop iskanja genov so uporabili pri identifikaciji nekaterih genov, potrebnih za biosintezo antibiotika undecilprodigiozina iz bakterije Streptomyces 
coelicolor A3. Pri tem antibiotiku je presejanje klonov preprosto, ker so wt celice obarvane rdeče, mutirane pa so bledorumene.  
 
 



Iskanje zapisov za encime, potrebne za biosintezo 
antibiotikov 
 
Gene je mogoče poiskati preko poznavanja encimov, ki jih izoliramo z 
biokemijskimi metodami. Izoliranemu encimu določimo N-končno 
aminokislinsko zaporedje, nato sintetiziramo oligonukleotid, ki ga uporabimo 
kot sondo. Tako so npr. Našli gen za izopeniclin-N sintazo iz bakterije 
Penicillium chrysogenum. Encim katalizira oksidatvno kondenzacijo 
prekurzorja v izopenicilin N, ključni intermediat biosinteze penicilinov, 
cefalosporinov in cefamicinov.  
 



Kloniranje genov za biosintezo antibiotikov 
 
Celotna gruča genov za sintezo antibiotikov lahko obsega tudi 100 kb, zato je 
potrebno uporabiti ustrezno zmogljive vektorje, npr. BAC. Pripravili so tak 
BAC, da je v E. coli obstajal kot avtonomen genetski element, v 
streptomicetih pa je prišlo do integracije v genom. To je bilo mogoče, ker je 
BAC vseboval integracijsko kaseto. Selekcija je potekala na dva načina: v E. 
coli preko KanR, v Streptomyces pa preko TsrR (tiostrepton). Po integraciji 
inserta v genom je potekla še tretja selekcija, saj so se želeli prepričati, da se 
je integriral samo vključek (v BamHI), ne pa morda celoten vektor. Gen sacB 
zapisuje za levansaharazo, ta pa povzroči, da celice v prisotnosti saharoze 
odmrejo – pogojno smrtni gen. Produkt levansaharaze, fruktozni polimeri 
levani, se akumulira v celicah in je za celico toksičen. 
 
Vnos BAC v E. coli poteka z elektroporacijo, v streptomicete pa preko 
protoplastov. 
 



Sinteza novih antibiotikov 
 
Z genskim spreminjanjem lahko pridobimo antibiotike, ki jih v naravi živeči 
organizmi verjetno niso sposobni sintetizirati. Prvi tak opisan primer so izvbedli 
s kombinacijo dveh biosinteznih poti, ki sta se med seboj nekoliko razlikovali. 
 
Plazmid pIJ2303 je vseboval 32,5 kb dolgo regijo z vsemi geni za biosintezo 
aktinorodina (iz acetata) – ta antibiotik prištevamo v skupino 
izokromankinonov. Nekatere vrste streptomicetov sintetizirajo sorodne 
antibiotike, npr. medermicin (sev AM-7161), granaticin (B1140), ipd. Za vse je 
značilno, da delujejo kot indikatorji pH – v kislem oz. alkalnem celice obarvajo 
na poseben način. Pri transformiranih streptomicetih so opazovali, ali pride do 
razvoja kakšnih novih barv in preko tega sklepali, ali se je sintetiziral kakšen nov 
soroden antibiotik (včasih so našli nove antibiotike, čeprav se barva ni spremenila). 



Inženiring biosinteze poliketidnih antibiotikov 
 
Poliketidi nastanejo s koncenzacijo majhnih karboksilnih kislin (acetat, propionat, butirat). Primeri takih molekul so 
antibiotik eritromicin, imunosupresiv FK506 in zdravilo za zniževanje koncetracije holesterola, lovastatin. Poliketidni 
antibiotiki se sintetizirajo podobno kot dolge maščobne kisline, v več zaporednih kondenzacijskih ciklih. Sintezo 
katalizirata dva različna tipa poliketid sintaz. Za aromatske poliketide je encim običajno ena polipeptidna veriga z več 
aktivnimi mesti (za vsako od zaporednih reakcij), za ostale pa so encimi sestavljeni iz več verig s posameznimi 
aktivnostmi. 
 
Eritromicin sintetizirajo bakterije Saccharopolyspora erythraea. Znano je nukleotidno zaporedje, dolgo 56 kb, ki zapisuje 
za gene, potrebne za sintezo eritromicina. Gen za eritromicin poliketid sintetazo so spremenili tako, da so deletirali 
regijo, ki kodira domeno s ketoreduktazno aktivnostjo, ali pa so mutirali reduktazno domeno. S tem so dobili molekule, 
ki so imele na obroču namesto hidroksilne skupine karbonilno, oz. so v obroč uvedli dvojno vez. 



Inženiring biosinteze aromatskih poliketidnih antibiotikov 
 
Za aromatske poliketidne antibiotike obstaja minimalni nabor treh genov, ki zapisujejo 
za ketosintazo + aciltransferazo, dejavnik dolžine verige in acilprenašalni protein. 
Dodatni geni omogočajo uvedbo dodatnih skupin na osnovno ogrodje. Zaporedje 
genov in število modulov odločajo o poteku reacij in dolžini produkta. 
 
Z zamenjavami genov med posameznimi gručami so ustvarili nove aromatske 
poliketidne antibiotike. 



Izboljšanje proizvodnje antibiotikov 
 
Izboljšati je mogoče hitrost sinteze in izplen sinteze antibiotikov.  
Pri proizvodnji z uporabo streptomicetov je pogost problem pomanjkanje kisika v kulturi, saj 
ta dosega zelo visoke vrednosti biomase, kisik pa ima v gojiščih nizko topnost. Izboljšati je 
mogoče zasnovo bioreaktorja, hkrati pa izboljšati uporabo obstoječega kisika z uvedbo gena 
za hemoglobin. 
 
Aerobna bakterija Vitroscilla sintetizira homodimerni hemoglobin. Gen zanj so prenesli v 
vektor za streptomicete pod kontrolo lastnega promotorja. Protein je dosegel 0,1 % vseh 
proteinov, kar pa je zadoščalo, da so transformirane celice v pogojih 5-odstotne nasičenosti s 
kisikom zrasle do večjih gostot in sintetizirale 10-krat več aktinorodina kot celice, ki niso bile 
gensko spremenjene.  
 
Farmacevtska industrija potrebuje 7-aminocefalosporansko kislino (7ACA) za sintezo različnih 
cefalosporinov. Dobijo jo sicer lahko iz cefalosporina C s kemijsko pretvorbo, organizmi pa je 
ne sintetizirajo. Zato so pripravili GS glivo Acremonium chrysogenum, ki sicer sama sintetizira 
cefalosporin C. Vstavili so ji dva gena, za oksidazo iz glive Fusarium solani in za acilazo iz 
bakterije Pseudomonas diminuta.  
 
Brez oksidaze dobijo samo 5 % produkta. Tudi z obema genoma je produkta premalo, da bi se uporaba GS 
glive izplačala. 



Biosinteza prekurzorjev antibiotikov 
 
Alternativna surovina za sintezo cefalosporinov je 7-aminodeacetocefalosporanska kislina (7ADCA). Ugotovili so, da če glivi 
Acremonium chrysogenum inaktivirajo  gen cefEF, nastanejo velike količine penicilina N. Če v tak mutiran sev vstavijo gen cef 
E iz bakterije Streptomyces clavuligerus, pa nastane najprej deacetoksicefalosporin C (DAOC), ki se nadalje pretvori v 7ADCA. 
 

Alternativni gostiteljski organizmi 
  
Mikroorganizmi, ki jih uporabljajo za sintezo antibiotikov, pogosto rastejo počasi, zahtevajo posebna gojišča in dosegajo 
nizke koncentracije. Alternativa bi bila, da bi uporabili kar bakterijo E. coli, kar so že izvedli na primeru sinteze poliketidnih 
antibiotikov, ko so v bakterije vstavili tri gene (po 10-12 kb) za komponente poliketid sintaze iz S. erythraea. Dodatno so 
morali vstaviti še gen iz B. subtilis za encim, ki omogoča vezavo kofaktorja na poliketid sintazo, inaktivirati je bilo treba gen za 
razgradnjo propionil-CoA in dodati gen za propionil-CoA karboksilazo iz S. coelicolor. 
 



Biosinteza polimerov 
 
Pristope rekombinantne DNA izkoriščajo tudi pri proizvodnji biopolimerov, npr. ksantanski gumij 
(Xanthomonas campestris genetsko spremenjen, da raste na odpadni sirotki), melaninski derivati v E. 
coli, mikrobna guma (lateks polimeraza iz kavčukovca Hevea brasilensis) itd. Tako pridobljeni polimeri 
so pomembni za živilsko in farmacevtsko industrijo ter za proizvodnjo izdelkov. Možno je razviti nove 
biopolimere, nadomestiti sintezne z biološkimi in  obstoječim biopolimerom izboljšati značilnosti, 
seveda pa tudi povečati izplene in zmanjšati proizvodne stroške.  
 
Ksantanski gumij je eksopolisaharidni polimer, ki ga proizvaja talna gramnegativna aerobna bakterija 
Xanthomonas campestris kot stranski produkt metabolizma. Na celulozni osnovi je na vsakem drugem 
glukoznem ostanku vezana stranska skupina, ki je trisaharid (2 manozi, 1 glukuronska kislina). Gumij je 
zelo viskozen in stabilen tudi pri ekstremnih pogojih, podobno kot plastika. Uporabljajo ga za 
stabilizacijo, emulgiranje, zgoščevanje in suspendiranje drugih snovi. Za rast proizvodnega seva bi sicer 
lahko uporabili glukozo, saharozo ali škrob, ne pa laktoze, ki je zelo poceni vir ogljika. 
 
Sirotka je odpadek pri proizvodnji sira. Vsebuje ~94 % vode in ~4 % laktoze, sicer pa še nekaj proteinov, 
rudninskih snovi in malih organskih molekul. Velike volumne odpadkov poskušajo uporabiti, npr. kot 
dodatek živilom, a problem lahko predstavlja laktozna intoleranca. Sproščanje v okolje ni primerno 
zaradi velikega vnosa hranil in možne okužbe podtalnice. Eden od možnih načinov uporabe je v 
biotehnologiji kot substrat za rast mikroorganizmov.   
 
 



Biosinteza ksantanskega gumija s pretvorbo sirotke 
 
Laktozo iz sirotke lahko ob delovanju laktoza permeaze in betagalaktozidaze (E. coli) pretvorimo v uporabne monosaharide. Zapisa za ta dva proteina so 
prenesli v vektor širokega spektra in vstavili v X. campestris, kjer sta se izražala pod kontrolo fagnega promotorja. Vnos so izvedli s tristarševskim 
parjenjem. 
 

http://2011.igem.org/Team:Brown-Stanford/PowerCell/NutrientSecretion 



Biosinteza melanina 
 
Melanini so družina biopolimerov, ki absorbirajo svetlobo in jih sintetizirajo bakterije, glive, rastline in 
živali. Uporabiti jih je možno v zaščitnih kremah v kozmetični industriji in  v premazih za plastiko. Danes 
proizvodnja poteka s kemijsko sintezo ali z ekstrakcijo iz naravnih virov. Biotehnologija omogoča ceneno 
sintezo v velikem merilu. 
 
Kemijsko so melanini heterogeni polimeri iz indolov, benztiazolov in aminokislin. V biosintezni poti je prva 
stopnja pretvorba Tyr v dihidroksiPhe-kinon, kar katalizira tirozinaza (monooksigenaza, ki vsebuje Cu). 
Končne stopnje sinteze so neencimske in odvisne od kemijske narave nekinonskih sestavin, ki se vgradijo v 
polimer in dajejo barvo. 
 
Bakterija Streptomyces antibioticus vsebuje vse potrebne gene za sintezo melanina. Ugotovili so, da 
zadoščata 2 ORF, en za tirozinazo (30,6 kDa) in en za neznani protein (ORF438, 14,8 kDa). Najprej so 
preverili, ali sta res potrebna oba gena (izražanje v E. coli) in ugotovili, da je. Verjetno je drugi ORF 
zapisoval za donorja Cu.  
 
Na obarvanost končnega produkta je bilo mogoče do neke mere vplivati preko LMW dodatkov v gojišče. 



Mikrobna sinteza živalskega adhezivnega polimera 
 
Školjke klapavice Mytilus edulis sintetizirajo bisusne nitke, s katerimi se pritrjujejo na podlago. Ta biopolimer, ki je zelo močan 
in obstojen protein z naključnim prečnim povezovanjem monomerov. Iz polimera je bilo nemogoče ugotoviti aminokislinsko 
zaporedje, zato so morali najprej izolirati prekurzorski protein (130 kDa) iz citoplazme. Prekurzor vsebuje veliko Ser, Thr, Lys, 
Pro (Hyp) in Tyr (večina hidroksiliranega v 3,4-dihidroksiTrp = DOPA). Večino proteina sestavljajo ponovitve dekapeptidnega 
zaporedja, v katerem je 7 ak hidroksiliranih. Poiskali so cDNA, ki zapisuje za prekurzorski protein, in jo izrazili v kvasovkah. 
Boljše rezultate so dobili v bakterijah s sinteznim genom, ki je bil dolg 600 bp in je zapisoval za produkt velik 25 kDa, raba 
kodona pa je bila optimizirana za E. coli. Problem pa je, da bakterije slabo hidroksilirajo aminokislinske ostanke, zato tudi do 
močnega prečnega povezovanja ni prišlo. Zato so razvili encimsko kataliziran postopek hidroksilacije in vitro. To smemo 
izvesti šele tik pred uporabo in mora poteči zelo kontrolirano. 
Živalsko lepilo se prijemlje na zelo različne podlage, moč in specifičnost pa določajo še drugi proteini, ki se vključijo v polimer. 
Taki polimeri bi lahko bili uporabni v medicini in zobozdravstvu. 
 



Mikrobna sinteza polihidroksialkanoatov 
 
PHA so biorazgradljivi polimeri, ki jih sintetizirajo različni organizmi predvsem kot znotrajcelično zalogo 
ogljika. Mikroorganizem, pri katerem so postopek najbolje raziskali, je Alcaligenes eutrophus. PHA 
imajo lahko različno sestavo in s tem tudi različne fizikalno-kemijske lastnosti. Največjo uporabnost 
imajo polimeri tega tipa za proizvodnjo pakirnega materiala (ocena trga: 1,5 mdr USD letno). 
 
Izmed različnih PHA najpogosteje uporabljajo PHB (poli-3-hidroksimasleno kislino) z dobro znano 
biosintezno potjo in geni, ki zapisujejo za potrebne encime. Biotehnološka proizvodnja z A. eutrophus 
(Cupriavidus metallidurans) je možna, a te gramnegativne bakterije rastejo počasi in le na izbranih virih 
ogljika, zato je proizvodnja draga. Zato so biosintezno pot prenesli v E. coli. Sinteza poteka v treh 
stopnjah iz Ac-CoA, geni za tri encime pa so na enem operonu (5,2 kb). Ugotovili so, da je bil vektor v E. 
coli v odsotnosti selekcijskega pritiska nestabilen (pol celic je po 50 generacijah izgubilo plazmid). Zato 
so v vektor vključili lokus parB. Ki zagotavlja postsegregacijsko smrt celic, ki so izgubile vektor. 
 
V E. coli se polimer sintetizira konstitutivno in se odlaga v kristalinični obliki, zato je pri ekstrakciji z 
alkalno raztopino hipoklorita bolj stabilen kot v A. eutrophus, kjer se odlaga v amorfni obliki. Problem 
je, da se Ac-CoA tako močno pretvarja v polimer, da je vsebnost acetata za druge reakcije prenizka, kar 
se odraža v počasnejši rasti. 



Mikrobna sinteza izboljšanih polihidroksialkanoatov 
 
Polipropilen ima nekoliko drugačne lastnosti od PHA, ugotovili pa so, da mu je mešanica 
PHB in PHV po lastnostih zelo podobna. 
Kopolimer so dobili, če so v E. coli mutirali dva lokusa, fadR (negativni regulator sinteze 
maščobnih kislin) in atoC (pozitivni regulator vnosa maščobnih kislin – pospeši sintezo 
AtoA in AtoD  povečan vnos propionata v celice). S povečanim vnosom propionata v 
citoplazmo se poveča tudi sinteza PHV, medtem ko sinteza PHB teče po prej opisanem 
postopku. Pri polimerizaciji tako lahko nastane kopolimer. 
 
Za lastnosti bioplastike je pomembna tudi dolžina. R. eutropha sintetizira predvsem 
kratke verige (4-5 monomernih enot). Če uporabimo encime iz drugih organizmov, npr. 
Pseudomonas oleovorans, so verige daljše (6-14 enot). 
 
Z mutacijami encimov, ki sodelujejo pri oksidaciji maščobnih kislin, je mogoče dobiti 
monomerne enote s spremenjeno sestavo, to pa se kasneje odraža v lastnostih 
polimera. 


