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Wstep

Fumonizyny pod wzgledem chemicznym stanowia rodzing pochodnych diestru
kwasu propano-1,2,3-trikarboksylowego 1 2-amino-12,16-dimetylo-3,5,10,14,15-pen-
tahydroksy-eikozanu (rys.1). W zaleznosci od wystepujacych podstawnikow przy 1,
2,4,5,10, 14 oraz 15 atomie wegla zwiazki te dzieli si¢ na fumonizyny serii A, B, CiP
(tab. 1). Zwyczajowa nazwa tej grupy metabolitéw pochodzi od gatunku grzyba -
Fusarium moniliforme SHELDON (obecnie Fusarium verticillioides (SACCARDO) NI-
RENBERG, teleomorfa Gibberella moniliformis WINELAND), w plesze ktdrego po raz
pierwszy stwierdzono wystgpowanie fumonizyny FB;. Zdolno$¢ do biosyntezy
metabolitow z grupy fumonizyn opisano jak dotad u do$¢ waskiej grupy grzybow,
obejmujacej gtownie gatunki Fusarium [19]. Z uwagina powszechne porazanie roslin
z rodziny Gramineae, w tym zb6z, podkreslane jest znaczenie zwtaszcza: Fusarium
verticillioides [13, 20, 38] oraz Fusarium proliferatum [15, 16], ktore charakteryzuje
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Rysunek. 1. Struktura szkieletu fumonizyn
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Tabela 1. Analogi fumonizyny ([29] zmienione)

Fumonizyna Seria Wystepujace rodniki

R7 R6 R5 R4 R3 R2 R1
FA1 A TCA TCA OH OH H NHCOCH; CH;
FA2 A TCA TCA H OH H NHCOCH; CH;
FA3 A TCA TCA OH H H NHCOCH; CH3
PHFA3A A TCA OH OH H H NHCOCH; CH;
PHFA3B A OH TCA OH H H NHCOCH; CH;
HFA3 A OH OH OH H H NHCOCH; CHs;
FAK1 A OH TCA OH OH H NHCOCH; CH;
FBK1 B OH TCA OH OH H NH, CH;
FB1 B TCA TCA OH OH H NH> CH;
ISO-FB1 B TCA TCA OH H OH NH> CH;
PHFB1A B TCA OH OH OH H NH, CHs;
PHFB1B B OH TCA OH OH H NH, CH3;
HFB1 B OH OH OH OH H NH, CH;
FB2 B TCA TCA H OH H NH> CH;
FB3 B TCA TCA OH H H NH, CHs;
FB4 B TCA TCA OH H H NH, CHs
FC1 C TCA TCA OH OH H NH, H
l;l-ACETYL-FC C TCA TCA OH OH H NHCOCH; H
ISO-FCA1 C TCA TCA OH H OH NH, H
l\ll:-é1CETYL-ISO C TCA TCA OH H OH NHCOCH; H
OH-FCA1 C TCA TCA OH OH OH NH, H
N-ACETYL C TCA TCA OH OH OH NHCOCH; H
-OHFC1
FC3 C TCA TCA OH H H NH> H
FC4 C TCA TCA H H H NH> H
FP1 P TCA TCA OH OH H 3HP CHs;
FP2 P TCA TCA H OH H 3HP CHs;
FP3 P TCA TCA OH H H 3HP CH;

TCA — kwas trojkarboksylowy.

wyjatkowo wysoki poziom syntetyzowanych mykotoksyn z omawianej grupy [29].
Zdolno$¢ do syntezy fumonizyn rozpoznano takze u Alternaria alternata f.sp. lyco-
persici [29] oraz Aspergillus niger [11]. Powodem, dla ktérego fumonizynom poswig-
ca si¢ tak duzo uwagi, jest ich toksycznos$¢. Metabolity te inhibuja biosyntezg¢ cerami-
déw, bedacych prekursorem sfingolipidow oraz sfingoglikolipidéw, powstajacych
w procesie acylacji sfinganiny przy udziale syntazy dihydroceramidu [40]. Fumoni-
zyny jako strukturalne analogi sfinganiny tacza si¢ z wspomnianym enzymem (synta-
za dihydroceramidu) blokujac tym samym acylacje wlasciwego substratu (sfinga-
niny), aw konsekwencji powstanie dihydroceramidu [25, 34, 39]. Pochodne ceramidu
powszechnie wystepuja w tkankach uktadu nerwowego. Sfingofosfolipidy stanowia
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Rysunek 2. Klaster genéw biosyntezy fumonizyn Fusarium verticillioides. Grot strzatki wska-
zuje kierunek transkrypcji, a jej dtugos¢ wielkos¢ genu. Numery nad strzatkami oznaczajg
kolejne geny FUM ([9] zmienione)

glowny komponent ostonki mielinowej, natomiast sfingoglikolipidy wchodza w sktad
bton komdrkowych substancji szarej mozgu [18]. Nastepstwem destabilizacji szlaku
biosyntezy tych zwiazkéw u ssakdw sa migdzy innymi zaburzenia neurologiczne
wlacznie z uszkodzeniem moézgu przy duzych dawkach fumonizyny B, [22, 24, 34].
Fumonizyny wykazuja ponadto wiasciwosci hepatotoksyczne [ 14, 30] 1 nefrotoksyczne
[32]. W wymiarze ekologicznym sens biosyntetyzy fumonizyn przez Fusarium spp.
jako fitopatogendéw zwiazany jest z powszechnym wystgpowaniem sfingolipidow w
btonach komoérkowych roslin [7, 17, 35]. U Arabidopsis thaliana zdecydowana wigk-
szo$¢ stanowia dwie pochodne: glikolizowa forma inozytolfosforylceramidu (64%)
oraz glukozylceramid (34%), ktore wraz z pozostatymi lipidami tworza czuty uktad
sensoryczny komorek ros§linnych [21]. Jak stwierdzono ceramidy hamuja proliferacje
komorek oraz uczestnicza w procesie ich zaprogramowanej smierci [31, 44].
Biosynteza fumonizyn warunkowana jest klastrem ztozonym z 15 genow (rys. 2).
Poszczegblne geny koduja odpowiednio: syntazg poliketydu (FUMI, wczesniej
opisywany jako FUMY), trzy monooksygenazy cytochromu P450 (FUM®6, FUM]1 2,
FUM1Y5),dwie dehydrogenazy (FUM7, FUM13), aminotransferaze (FUMS), dioksy-
genazg (FUM3, poczatkowo nazywany FUMY), syntetaze acylo-CoA (FUMI4),
czynniki dlugowiecznosci (FUM17, FUM18) 1 transpoter ABC (FUM19) [2, 26].

Przebieg syntezy podstawowego szkieletu fumonizyn

Pierwszym etapem biosyntezy fumonizyn (rys. 3) jest synteza 18 weglowego
fragmentu szkieletu C;-Cyy z octanu, ktory jest katalizowany przez syntaze¢ poli-
ketydowa (PKS) kodowana przez gen FUM1 [9, 27]. Syntazy poliketydowe grzybow
naleza do tak zwanych PKS typu 1. Sa one enzymami modularnymi sktadajacymi si¢
z pojedynczego zestawu domen [36]. Domeny te dzialaja iteracyjnie, czyli wielo-
krotnie podczas montowania tancucha poliketydu.

Do iteracyjnych PKS typu I nalezy takze syntaza fumonizyn, ktora sklada si¢
z bardzo duzego wielofunkcyjnego biatka z 7 domenami katalitycznymi [8]. Sa nimi
w kolejnosci od N-konca: syntaza ketydowa (KS), acylotransferaza (AT), dehydrataza
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(DH), metylotransferaza (MT), reduktaza enoilowa (ER), ketoreduktaza (KR) 1
biatkowy nos$nik reszt acylowych (ACP). Przedstawiony uktad domen jest charak-
terystyczny dla PKS klasy HR (highly reducing), ktore biora udziat w syntezie
poliketyddéw wysoce zredukowanych o duzym stopniu zlozonosci. W poréwnaniu
z innymi PKS nie wystepuja domeny szablonu produktéw (PT, ang. product template)
1 transacylazy biatkowego przenos$nika reszt acylowych (SAT, ang. starter unit ACP
transacylase) charakterystyczne dla NR PKS (ang. non-reducing PKS) oraz domeny
rdzenia obecne w PR PKS (ang. partially reducing PKS) [8]. Z uwagi na funkcje,
ktore petnia domeny syntazy fumonizyn mozna podzieli¢ na 3 grupy:

¢ Domeny biorace udzial w reakcjach kondensacji, do ktorych zalicza sig: acylo-
transferaze, biatkowy przenos$nik reszt acylowych oraz syntaz¢ ketydowa. Acylo-
transferaza odpowiada za tadowanie startera, acylowych jednostek wydtuzajacych
i metabolitéw posrednich. Biatkowy nosnik reszt acylowych (ACP) utrzymuje ros-
nacy lancuch poliketydowy w postaci estru tiolowego (kompleks KS-S-poli-
ketyd). Syntaza ketydowa jest domena odpowiedzialng za katalize¢ tworzenia
wigzan C-C podczas elongacji tancucha poliketydu migdzy starterem/metabo-
litami posrednimi a jednostkami wydtuzajacymi. Wszystkie syntazy kwasoéw
thuszczowych (FASs) oraz syntazy poliketydowe (PKSs) musza mie¢ aktywnos$¢
KS [8] aczkolwiek sama domena KS nie wystarcza do kontroli dlugosci produktu [46].

¢ Domeny uczestniczgce w redukcji grup p-ketonowych obejmuja ketoredukta-
z¢, dehydratazg oraz reduktaz¢ enoilowa. Ketoreduktaza redukuje grupy B-keto-
nowe do grup hydroksylowych. Dehydrataza odpowiada za redukcje grup hydro-
ksylowych do grup enolowych, a reduktaza enoilowa za redukcje grup enolowych
do grup alkilowych.

e Domeny modyfikujace lancuch po kondensacji. Rozpoznang jak dotychczas
jest jedynie metylotransferaza, ktora warunkuje dodawanie grup metylowych do
produktow posrednich. Jak wynika z badan Yu 1 in. [42] punktowa mutacja
miejsca aktywnego domeny MT FUM prowadzita do inaktywacji FumlIp, a w wy-
padku zachowania aktywnosci metabolit posredni wytwarzany przez zmutowany
punktowo Fumlp nie byl rozpoznawany przez pozostale enzymy szlaku bio-
syntezy fumonizyn, takie jak Fum8p i Fum6p lub stawat si¢ substratem w szlakach
metabolicznych kwasow thuszczowych, np. B-oksydacji.

Syntazy poliketydowe sa strukturalnie i1 funkcjonalnie zwigzane z syntazami
kwasow ttuszczowych, obie klasy enzymow katalizuja kondensacj¢ aktywowanych
metabolitow pierwotnych (acetylo-CoA 1 malonylo-CoA) do formy polimerow
B-ketoacylowych potaczonych z enzymem poprzez wigzanie tioestrowe [1]. PKSs
uzywaja tych samych szlakow reakcji chemicznych co FAS. Zarowno FASs jak
1 PKSs kontroluja diugo$¢ tancucha, ale PKSs maja takze wplyw na starter
1 jednostke wydtuzajaca, stopien redukcji podczas kazdego cyklu kondensacji oraz
zakres metylacji tancucha.
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Przebieg syntezy podstawowego szkieletu fumonizyn przy udziale PKS wy-
glada nastgpujaco: Aktywowany acylowy starter jest przenoszony na AT. Podczas
tego etapu wigzanie tioestrowe pomig¢dzy CoA a octanem jest rozrywane, a nowe
jest tworzone pomigdzy octanem (grupa acetylowa) a domena AT. Z domeny AT
starter jest nastgpnie przenoszony na KS. Transport startera zachodzi przy udziale
domeny ACP posiadajacej grupg prostetyczna 1 wymaga utworzenia wiazania
tioestrowego pomigdzy grupa acetylowa a biatkiem [23]. Acetylowy starter obecny
na domenie KS reaguje z malonylowa jednostka wydtuzajaca znajdujaca si¢ na
domenie ACP poprzez atak nukleofilowy. Wskutek tej reakcji nastgpuje utrata CO,
dodanego do acylo-CoA podczas aktywacji i powstaje wiazanie C-C pomigdzy
starterem a jednostka wydtuzajaca [27]. Kluczowym etapem tworzenia wiazania
C-C w biosyntezie poliketydéow 1 kwasdéw tluszczowych jest reakcja dekarbo-
ksylacji zachodzaca pomigdzy tioestrem octanu i tioestrem malonylu [36]. Reakcja
ta jest katalizowana przez KS. Utworzony diketyd moze by¢ substratem dla KR,
ktora katalizuje reakcj¢ redukcji grupy B-ketonowej (-C(=0)-C) do grupy hydro-
ksylowej (-C(-OH)-C); powstaje alkohol drugorzedowy. Grupa hydroksylowa mo-
ze podlega¢ dalszej redukcji przez DH do grupy enolowej (-C=C-), co daje forme
nienasyconego tioestru. Po redukcji grupy enolowej do grupy alkilowej (-C-C-)
w reakcji katalizowanej przez ER powstaje catkowicie nasycony tioester. Na tym
etapie syntezy metabolit posredni moze podlega¢ metylacji prowadzonej przez MT,
co ma miejsce podczas biosyntezy fumonizyn. Grupa metylowa pochodzi z S-ade-
nozylometioniny (SAM). Po zakonczeniu reakcjiredukcjiimodyfikacji diketyd jest
przenoszony z domeny ACP z powrotem na domeng KS, ponownie jednostka
wydluzajaca jest zaladowywana na domeneg ACP. Proces ten powtarza si¢ okreslona
ilo$¢ razy (determinowana przez PKS) [8]. Ze wzgledu na iteracyjne i selektywne
uzycie poszczegdlnych domen w iteracyjnych PKS typu I obecnie nie jest mozliwe
przewidywanie liczby podjednostek ketydowych lub ich stanu redukcji jedynie na
podstawie wiedzy o biatkach PKSs lub sekwencji DNA, aczkolwiek podejmowane
sa proby analiz in silico w celu lepszego poznania mechanizméw biosyntezy
poliketydow.

Kondensacja poliketydu C;-C, z alaning

Poniewaz HR PKSs grzybow nie maja domeny tioesterazy/cyklazy zatem uwol-
nienie kowalentnie zwigzanego poliketydu z PKS musi polega¢ na mechanizmie
innym niz hydroliza zalezna od tioesterazy/cyklazy. W biosyntezie fumonizyn fun-
kcje tg pelni syntaza a-oksoaminy, przy udziale ktorego to enzymu dochodzi do ataku
nuklofilowego Ca alaniny na C grupy karbonylowej kompleksu poliketyd acyl-S-PKS.
Reakcja ta nie tyko uwalnia tancuch poliketydu, ale takze dodaje dwa koncowe wegle
1 grupg aminowa fumonizyn [3, 45, 46].
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Syntaza a-oksoaminy kodowana jest przez FUMS i zbudowana z ok. 839 amino-
kwaséw. Biatko to wykazuje znaczne podobienstwo sekwencji do grupy aminotrans-
feraz zaleznych od pirofosforanu, katalizujacych reakcje kondensacji aminokwasu
1 acylo-CoA. Sktada si¢ ono z dwdch domen (domeny A 1 B). Domena A Fum8p
przypomina podjednostke 2 palmitylotransferazy serynowej, a domena B — podjed-
nostke 1 tego enzymu [12, 33]. Wiadomo, ze biatko Fum8p jest prawdopodobnie ho-
mologiem palmitylotransferazy serynowej, pierwszego enzymu szlaku biosyntezy
sfingolipidow, zaangazowanej w proces syntezy 3-ketosfinganiny z seryny i palmity-
no-CoA. Przyjeto zatem, ze biatko Fum8p bierze udziat w reakcji kondensacji alaniny
1 formy posredniej 10,14-dimetylo-oktadecylotioestru z grupa ketonowa C-3 [33].
W wyniku tej reakcji powstawatby substrat dla enzymu kodowanego przez FUM13 [41].

Udzial oksygenaz w procesie syntezy fumonizyn

Procesy hydroksylacji zachodza na r6znych etapach syntezy fumonizyn. Na
podstawie badan przeprowadzonych przez Caldas i in. [6] z uzyciem 0, i H,'*O
okreslono, ze atomy tlenu przy C-5, C-10, C-14 1 C-15 poliketydu pochodza z tlenu
czasteczkowego wilaczanego do tancucha z udziatem monooksygenaz (FUM6, FUM12
1 FUM15) 1 dioksygenazy (FUM3). Oksygenazy te zuzywaja tlen czasteczkowy do
katalizy tworzenia grup hydroksylowych [5, 26]. Fumonizyny FB; i FB4 nie maja
tlenu przy C-5, dlatego jest on najprawdopodobniej dodawany po ich syntezie.

FUMG6 koduje monooksygenaz¢ cytochromu P450, ale niewiele wiadomo na
temat roli genu FUMG6 w biosyntezie fumonizyn, poniewaz jego inaktywacja prowa-
dzi do zablokowania produkcji mykotoksyn bez akumulacji jakichkolwiek metabo-
litéw posrednich [9]. Jak podaja Seo 1 in. [33] w Fum6p nastapito potaczenie funkcji
monooksygenazy i reduktazy w jednym biatku. Jest to zjawisko bardzo rzadkie 1 wy-
stepuje jeszcze tylko w trzech przypadkach, tj. P450 foxy u Fusarium oxysporum,
P450 u Bacillus megaterium 1 Yrh) u B. subtilis. Sztuczna fuzja tych dwoch domen
zwigkszata aktywno$¢ enzymow, prawdopodobnie poprzez wytworzenie pomig¢dzy
nimi wigzania kowalencyjnego [37]. Wyniki badan hodowli mutantow FUM 1, FUM6
1 FUMS w kokulturze wskazuja, ze FUMG6p jest najprawdopodobniej odpowiedzialny
za utlenianie produktu reakcji kondensacji katalizowanej przez Fum8p po stereo-
specyficznej redukcji grupy ketonowej C-3 powstatego zwiazku posredniego do
grupy hydroksylowej przy udziale reduktazy Fum13p [3]. Hydroksylacji ma ulega¢
C-14 1 C-15 szkieletu fumonizyn. Butchko 1 in. [4] sugeruja, Ze przed procesem tym
ma miejsce redukcja grupy ketonowej C-3.

Innymi genami kodujacymi enzymy nalezace do rodziny monooksygenaz cyto-
chromu P450 1 odpowiedzialnymi za reakcje utleniania szkieletu fumonizyn sa
FUMI121FUMI5[26]. Wiadomo juz, ze gen FUM 12 odpowiada za reakcje hydroksy-
lacji C-10, a mutanty FUM 2 wytwarzaja FB, 1 FB4 nie majace grupy hydroksylowe;j
przy C-10 [28].
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Gen FUM3 o dtugosci 903 pz koduje dioksygenaze C-5 (ang. fumonisin 5-oxy-
genase), biatko o masie 33 kDa zbudowane z 300 aminokwaséw. Enzym ten nalezy do
rodziny dioksygenaz bioracych udziat w szerokim zakresie przemian substratow,
m.in. hydroksylacji, desaturacji 1 epoksydacji, przy uzyciu tlenu czasteczkowego
1 2-ketoglutaranu jako kosubstratow oraz jonow zelaza (II) jako kofaktoréw [10].
Enzym ten ma wysoce zakonserwowane wsrdd rodziny dioksygenaz motywy histy-
dynowe HIS-1 i1 HIS-2. Reszty aminokwasowe Hj46, D14g 1 Hyo; biatka Fum3p moga
stanowi¢ miejsce aktywne enzymu wiazace ligand w postaci Fe*". Inaktywacja tego
genu prowadzi do spadku ilo$ci wytwarzanych fumonizyn FB, 1 FB, oraz akumulacji
FB; 1 FB,4 pozbawionych grupy hydroksylowej przy C-5 [5, 9]. Z badan przeprowa-
dzonych przez Ding 1 in. [10] wynika, ze produkt ekspresji genu FUM3, jest
dioksygenaza zalezna od 2-ketoglutaranu odpowiedzialng za hydroksylacje¢ C-5
fumonizyn. Enzym Fum3p byt zdolny do konwersji FB5 do FB;, ale nie FB4 do FB,.
Wydaje sig, ze czynnikiem niezbednym dla aktywnosci tej dioksygenazy jest obec-
nos¢ grupy hydroksylowej przy C-10. Enzym odpowiedzialny za dodanie grupy
hydroksylowej C-5 FB, nie zostat zidentyfikowany. Ostatnim etapem biosyntezy
fumonizyn, jak si¢ przypuszcza jest hydroksylacja C-5 katalizowana przez biatko
Fum3p, prowadzaca do przeksztalcenia FB; do FBy, a FB, do FB; [4, 5, 10, 43].

Redukcja grupy ketonowej

Gen FUM13 koduje reduktaze karbonylowa przy C-3 (ang. C3- carbonyl re-
ductase) nalezaca do rodziny dehydrogenaz/reduktaz tancuchow krotkich (SDR, ang.
short chain dehydrogenases/reductases). Jest to enzym o dtugosci 369 aminokwasow
katalizujacy reakcj¢ redukeji grupy ketonowej C-3 do grupy hydroksylowej. Proces
ten musi mie¢ miejsce we wczesnym etapie biosyntezy, poniewaz inaktywacja
FUMI1 3 prowadzi do znacznego spadku produkcji fumonizyn oraz akumulacji homo-
logow fumonizyny FB; 1 FB, majacych grupg ketonowa przy C-3, stanowiacych
w mutantach 60-80% ogolnej liczby fumonizyn FB,, FB, 1 FB; [5]. Ponadto meta-
bolity posrednie z grupa ketonowa C-3 (2-amino-3-okso-12,16-dimetyloeikozan)
1z grupa hydroksylowa C-3 (2-amino-3-hydroksy-12,16-dimetyloeikozan) byty obec-
ne w kokulturach mutantow FUMI-FUMG6 oraz FUMS-FUMG6 [3]. Za wystgpowa-
niem reakcji ketoredukcji C-3 na wczesnym etapie biosyntezy mykotoksyn przema-
wia takze fakt komplementacji genu 7.SC/0 drozdzy, kodujacego reduktaze 3-keto-
sfinganiny w biosyntezie sfingolipidow, przez FUM13 [5, 41].

Akumulacja 3-keto FBj 1 3-keto FB4, a nie FB, ani FB,, wskazuje, ze podczas
biosyntezy fumonizyn redukcja grupy ketonowej/karbonylowej C-3 wystepuje przed
hydroksylacja C-5. Grupa hydroksylowa C-5 nie wystepuje w FB;, FB4 1 ich 3-keto
homologach, ale jest obecna w FB; 1 FB,. Wegiel 10 szkieletu fumonizyn moze by¢
hydroksylowany niezaleznie od redukcji grupy hydroksylowej C-3 [5].
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Estryfikacja poliketydu

Genami kodujacymi biatka biorace udziat w reakcjach estryfikacji poliketydu sa
geny FUM7, FUM10, FUM11 1 FUM14. Estry powstaja pomig¢dzy dwoma czastecz-
kami kwasu propano-1,2,3-trikarboksylowego a grupami hydroksylowymi C-14
1 C-15 poliketydu [43]. Inaktywacja FUM10, FUMI11 1 FUM14 powoduje powsta-
wanie homologéw fumonizyn FB; 1 FB,4 nie majacych jednej lub obu grup trikarbo-
ksylowych, co $wiadczy o roli tych genow w estryfikacji C-14 1 C-15 szkieletu
fumonizyn [9].

FUM?7 koduje biatko ztozone z 424 aminokwasow o sekwencji zblizonej do dehy-
drogenaz alkoholowych. Jego inaktywacja prowadzi do wytwarzania produktow po-
srednich szlaku z podwojnymi wiazaniami pomigdzy dwoma atomami wegla w estrach
kwasow trikarboksylowych [9]. Butchko i in. [4] zaktadaja, Ze jesli prekursorem grupy
estrowej jest cytrynian, dehydrogenaza FUM7 mogtaby usuwac grupe hydroksylowa
C-3 cytrynianu 1 tworzy¢ w ten sposob forme kwasu trikarboksylowego.

FUM10 koduje biatko zbudowane z 493 aminokwaséw o sekwencji podobnej do
syntetaz acylo-CoA, tak jak gen FUM16. Prawdopodobnie katalizuja one aktywacjg albo
poliketydu fumonizyn albo prekursora estru trikarboksylowego za pomoca CoA [26].

Gen FUM11 koduje biatko dtugosci 511 aminokwaséw petniace prawdopodobnie
funkcje transportera kwasow trikarboksylowych, prekursoréw grup estrowych fumo-
nizyn, z wnetrza mitochondridow, gdzie bylyby produkowane w cyklu Krebsa, do
cytoplazmy, w ktorej ma miejsce szlak biosyntezy mykotoksyn [4, 9, 26].

Biatkiem kodowanym przez FUMI4 jest nierybosomalna syntetaza peptydu
(NRPS, ang. nonribosomal peptide synthetase) majaca dwie domeny, domeng PCP
(ang. peptidyl carrier protein) i domeng C (ang. condensation domain). Produkt genu
FUM14, bialko Fuml4p, jest bezposrednio zaangazowany w reakcje estryfikacji
fumonizyn, o czym $wiadczy fakt wyst¢powania u mutantow metabolitow posrednich
HFB; 1 HFB, charakteryzujacych si¢ brakiem grup estrowych. Ponadto Fuml4p
stanow1 pierwszy przyktad biatka z rodziny NRPS, ktorego domena kondensacyjna
katalizuje tworzenie wigzania estrowego C-O, zamiast wigzania amidowego C-N
peptydow. Zaleta-Rivera i in. [43] sugeruja, ze geny FUM7, FUM10 1 FUM14 moga
kodowa¢ czterodomenowy kompleks NRPS, A-PCP-C-R. Sekwencja aminokwa-
sowa FUM10 przypomina domeng adenylacji NRPS (A), FUM14 ma domeny PCP
1 C, a FUM7 nalezy do rodziny dehydrogenaz/reduktaz i moze stanowi¢ domeng
reduktazy (R). Zaproponowali oni réwniez nast¢pujacy mechanizm estryfikacji fu-
monizyn. Bialko Fum10p katalizuje reakcj¢ aktywacji zaleznej od ATP trikarbo-
ksylowego substratu do formy acylo-AMP. Substratem dla Fum10p jest metabolit
cyklu Krebsa, najprawdopodobniej kwas cytrynowy. W tej formie grupa acylowa
TCA jest przenoszona na domeng PCP biatka Fum14p. Nastgpnie domena C laczy-
taby acylo-S-PCP 1 szkielet poliketydowy HFB;3 1 HFB,. Produktem tej kondensacji
bylyby didehydro-FB; i didehydro-FB,. Biatko Fum7p redukowaloby podwdjne
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wigzanie w pochodnych didehydro, wytwarzajac tym samym FB; 1 FB4[43]. Badania
in vitro Butchko 1 in. [4] z tetrahydro-FB, wskazuja jednak, ze produkt FUM?7 musi
dziata¢ przed estryfikacja zachodzaca przy udziale FUM14p.

Aktywnos¢ pozostalych genow klastra FUM

Geny FUMI, FUM3, FUM6, FUM7, FUMS, FUMI10, FUMI3 i FUMI14 sa
niezbedne w biosyntezie fumonizyn a ich inaktywacja prowadzi albo do catkowitego
zahamowania syntezy albo do znacznej redukcji zawartosci metabolitu.

Geny FUM17, FUM18 1 FUM1I9 petia prawdopodobnie funkcje ochronne przed
niekorzystnym dziataniem wytwarzanych toksyn na struktury grzyba. Z analizy
sekwencji genu FUM19 wynika, ze jest to transpoter ABC (ang. ATP-binding cas-
sette). Biatko to moze dziata¢ jako pompa usuwajaca fumonizyny z cytoplazmy na
zewnatrz komorki [9, 26].

Geny FUM17 1 FUM18 koduja podobne do siebie biatka ztozone z 388 amino-
kwasow 1 427 aminokwaséw, ktére swoja sekwencja przypominaja gen ASC-I
pomidora (tomato longevity assurance factor) [9].

Funkcja inaktywowanych genow FUM17, FUMI8 1 FUMI19 moze by¢ przy-
najmniej czg$ciowo kompensowana przez biatka o podobnej funkcji wytwarzane
przez Fusarium verticillioides [9].

Czesto klastry gendéw biosyntezy metabolitow wtornych grzybdw zawierajq spe-
cyficzne dla szlaku geny regulujace, zwykle sa to czynniki transkrypcyjne wiazace
DNA. U F verticillioides scharakteryzowano dotychczas dwa geny regulujace trans-
krypcje, ale znajduja si¢ one poza klastrem. Naleza do nich FCC/ (Fusarium cyclin
C1) oraz ZFRI (Zinc binuclear cluster transcription factor). FCCI koduje cykling
typu C. Inaktywacja genu FCCI blokuje wytwarzanie FB,, ale wptywa réwniez na
rozwoj grzybaijego metabolizm wtorny. Gen odpowiada zatem za regulacje ekspresji
wielu gendw, m.in. genow FUM, u F. verticillioides. Gen ZFR1 jest za to specyficzny
dla szlaku biosyntezy fumonizyn, o czym $wiadczy 10-krotna redukcja ilosci FB,
w mutantach [2].

Podsumowanie

Fumonizyny to grupa mikotoksyn wytwarzana gldwnie przez dwa gatunki Fusa-
rium: F. verticillioides oraz F. proliferatum. Pod wzgledem chemicznym sa to po-
chodne diestru kwasu propanotrikarboksylowego oraz ikozanu. Tworza one rodzing
ponad 25 zwiazkow rozniacych si¢ podstawnikami, przy czym najpowszechniej
stwierdza si¢ wystgpowanie fumonizyn z grupy B (FB,, FB, i FBj). Strukturalne
podobienstwo fumonizyn do sfinganiny, b¢dacej sktadnikiem bton komorkowych,
decyduje o ich toksyczno$ci w stosunku do roznych grup organizmdw. Biosynteza
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tych zwigzkow jest warunkowana zespotem funkcjonalnie powigzanych genow two-
rzacych tak zwany klaster FUM. Kompleks ten tworzy 15 gendw, przy czym jedynie
cztery z nich (Fuml, Fum8, Fum10 oraz Fum16) odpowiadaja za syntezg¢ podstawo-
wego szkieletu fumonizyn. Jego struktura jest nastgpnie enzymatycznie modyfi-
kowana przy udziale monooksygenaz (Fumé6p, Fum12p 1 Fuml5p), dioksygenaz
(Fum3p) oraz reduktaz (Fum13p). Ekspresja genéw klastra FUM jest warunkowana
wspolnym lokalnym czynnikiem transkrypcyjnym aktywowanym poprzez regulatory
globalne, aktywnos¢ ktorych jest uzalezniona od podazy azotu, wegla oraz stezenia
jondéw wodorowych.
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Molecular basis of fumonisin biosynthesis
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Summary

Fumonisins are a group of fungal secondary metabolites biosynthesized primarily
by two Fusarium species of liseola section i.e. F. verticillioides and F. proliferatum.
Chemically, these are diester derivatives of propan tricarboxylic acid with icosane and
constitute structural analogs of sfinganine. Structural similarity of fumonisins to
sfinganine is a direct reason of metabolite toxicity, which react with dihydroceramide
synthase and in consequences inhibits ceramide production. Fumonisin biosynthesis
is determined by cluster of FUM genes and main steps of this metabolites pathway in-
clude: synthesis of polyketide chain, its condensation with alanine, hydroxylation of
carbonyl backbone and polyketide esterification.






