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Τίτλος: Παραγωγή αλκαλοειδών τροπανίου με φαρμακευτικές ιδιότητες από μικροοργανισμούς

Στην παρούσα προπτυχιακή διπλωματική εργασία, γίνεται μία βιβλιογραφική ανασκόπηση της παραγωγής ουσιών φυτικής προέλευσης με φαρμακολογικές ιδιότητες μέσω μικροβιακών φορέων.  Από την βιβλιογραφία είναι γνωστό ότι η απομόνωση των ενώσεων κατευθείαν από τα φυτά, τα οποία τις παράγουν, εμφανίζει ορισμένες δυσκολίες: α) δύσκολία επίτευξης  του γενετικού ανασυνδυασμού των φυτών σε μεγάλη κλίμακα β) οι δευτερογενείς μεταβολίτες στα φυτικά κύτταρα λαμβάνουν περίπλοκες στερεοχημείες και γ) η καλλιέργεια των φυτών εξαρτάται από τις κλιματικές συνθήκες. Αντιθέτως οι μικροοργανισμοί εμφανίζουν συμβατότητα με καλλιέργεια μεγάλης κλίμακας, η μέθοδος είναι πιο οικονομική και τέλος είναι επαρκώς χαρακτηρισμένοι έτσι ώστε να είναι εφικτή η γενετική τους τροποποίηση. Για την παραγωγή αλκαλοειδών τροπανίου από μικροοργανισμούς, αυτοί τροποποιούνται με μεθόδους γενετικού ανασυνδυασμού για να παράγουν εν τέλει την  φαρμακευτική ένωση ενδιαφέροντος, η οποία φυσιολογικά βιοσυντίθεται από τα φυτά.  
Αρχικά, για την συσχέτιση των δευτερογενών μεταβολιτών με τα αντίστοιχα είδη φυτών, χρησιμοποιήθηκε μία εκτεταμένη βάση δεδομένων η οποία ονομάζεται KNApSAcK Core (συνεργασία μεταξύ του Nara Institute of Science and Technology (NAIST) και του Maebashi Institute of Technology στην Ιαπωνία. Παρατηρήθηκε ότι οι λειτουργίες κάθε δευτερογενούς μεταβολίτη εξαρτιόταν σε μεγάλο βαθμό από την χημική του δομή και συγκεκριμένα την χαρακτηριστική ομάδα δακτυλίου. Τα αλκαλοειδή τροπανίου αποτελούν ενώσεις που εμφανίζουν ποικιλομορφία, αλλά το κοινό χαρακτηριστικό τους αποτελεί μία ομάδα αμίνης, η οποία τους προσδίδει βασικές ιδιότητες, καθώς και ο δακτύλιος τροπανίου. Βρίσκονται κυρίως σε υψηλές συγκεντρώσεις στην οικογένεια φυτών Solanaceae (βιοσύνθεση σκοπολαμίνης, υοσκυαμίνης, ατροπίνης). Σημαντικό αλκαλοειδές τροπανίου με φαρμακολογικές ιδιότητες αποτελεί η σκοπολαμίνη. Η σκοπολαμίνη είναι ανταγωνιστής των μουσκαρινικών υποδοχέων του παρασυμπαθητικού συστήματος και λειτουργεί ως αντιεμετικό φάρμακο (μετεγχειρηματικά) καθώς και στην αντιμετώπιση των συμπτωμάτων ναυτίας λόγω ιλίγγου, ενώ χαρακτηρίζεται και από αντικαταθλιπτικές ιδιότητες. H ατροπίνη χαρακτηρίζεται από βρογχοδιασταλτικές ιδιότητες και λειτουργεί ως αντίδοτο δηλητηρίασης από σαρίνη. 
Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει ο ζυμομύκητας Saccharomyces cerevisiae, αφού είναι επαρκώς χαρακτηρισμένος και αυτό καθιστά δυνατή την γονιδιωματική του επεξεργασία, εισάγοντας ή σιγάζοντας γονίδια, έτσι ώστε να επιτευχθεί μία βιοσυνθετική πορεία που καταλήγει στο επιθυμητό βιοχημικό προϊόν. Επιπλέον, διαθέτει ενδομεμβρανικές δομές και κυτοχρωμικά ένζυμα που διευκολύνουν τον ανασχεδιασμό φυτικών βιοσυνθετικών πορειών. Μία σημαντική και επιτυχημένη προσπάθεια χρήσης φορέα ζυμομύκητα S.cerevisiae για παραγωγή  τροπίνης  ήταν αυτή των Srinivasan και Smolke το 2020. Οι ερευνητές εισήγαγαν στο στέλεχος του ζυμομύκητα φυτικά γονίδια μέσω πλασμιδίων τα οποία κωδικοποιούν ένζυμα απαραίτητα για την βιοσυνθετική πορεία των παραπάνω ενώσεων. Ο χαρακτηρισμός κάθε ενδιάμεσου προϊόντος της βιοσυνθετικής πορείας γινόταν μέσω συνδυασμού υγρής χρωματογραφίας και φασματομετρίας μάζας (LC-MS/MS). Ταυτόχρονα, για την ανακατασκευή της βιοσυνθετικής πορείας στον ζυμομύκητα, αξιοποιήθηκαν και ενδογενή ένζυμα του ίδιου του ζυμομύκητα, ενώ έγινε εισαγωγή και ενός βακτηριακού γονιδίου, το οποίο είναι υπεύθυνο για την έκφραση ενζύμου που επιτάχυνε ένα βήμα του βιοχημικού μονοπατιού. Μία πρόκληση που αφορά την μεταφορά βιοσυνθετικών μονοπατιών από φυτά σε μικροοργανισμούς, είναι η επανασύσταση των φυτικών κυτοχρωμάτων, αλλά και η κατεύθυνση των ενζύμων σε συγκεκριμένες θέσεις στο κύτταρο, έτσι ώστε να επιτευχθεί αποτελεσματικά η αντίδραση. Η κοινή στρατηγική για την επίλυση του παραπάνω ζητήματος, είναι η τροποποίηση του Ν-τελικού άκρου του ενζύμου ή της πρωτεΐνης ενδιαφέροντος. Τροποποίηση του Ν-τελικού άκρου ακολουθείται επίσης κατά την διαδικασία σήμανσης ενός ενζύμου, έτσι ώστε να ανακαλυφθεί το σημείο δράσης του στο κύτταρο, μέσω απεικόνισης στο μικροσκόπιο φθορισμού.  Επιπλέον, διενεργήθηκε μέθοδος knockout ορισμένων γονιδίων που παρεμπόδιζαν το βιοσυνθετικό μονοπάτι. Εκτός αυτού, για την παραγωγή σκοπολαμίνης έχει ερευνηθεί και το βακτήριο E.coli, μέσω της χρήσης γενετικού ανασυνδυασμού που οδηγούσε σε βελτιωμένη έκφραση ενζύμων. Ωστόσο, οι ποσότητες  σκοπολαμίνης που απομονώθηκαν τελικά από το βακτήριο δεν ήταν ικανοποιητικές δεδομένου κιόλας ότι στην μία μελέτη χρησιμοποιήθηκε βιοαντιδραστήρας. Αντίθετα στον ζυμομύκητα S.cerevisiae, οι ποσότητες σκοπολαμίνης που παράχθηκαν ήταν πιο αξιοσημείωτες, καθιστώντας τον αποτελεσματικότερο φορέα για βιοσύνθεση αλκαλοειδών τροπανίου. 
Συμπερασματικά, οι μικροοργανισμοί  και ιδιαίτερα ο ζυμομύκητας S.cerevisiae εμφανίζουν μελλοντικές προοπτικές αξιοποίησης και από την βιομηχανία, καθώς θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν για την βιοσύνθεση και απομόνωση ενώσεων με φαρμακολογικές ιδιότητες σε μεγάλη κλίμακα. 

