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SANTRUMPU IR SUTARTINIU ZYMEJIMU SARASAS
ADH - alkoholio dehidrogenazé
AKR — aldo-keto reduktazé
AP — anglies pluostas
BM — Berlyno mélis
DHAP — dihidroksiacetono fosfatas
GC-MS — dujy chromatografija-masiy spektrometrija
GP — L-a-glicerofosfatas
GPO — L-a-glicerofosfato oksidaze
HPLC-MS — auksto slégio skys¢iy chromatografija-masiy spektrometrija
IPTG — izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozidas
MDR - vidutiniy grandiniy dehidrogenazé/reduktaze
NDS — natrio dodecilsulfatas
PAAG - poliakrilamidinis gelis
PQQ — pirolochinolino chinonas
SDR — trumpy grandiniy dehidrogenazé/reduktaze

SS — aminintas silikagelis



IVADAS

Biokatalizés metodai jvairiy produkty gamybai taikomi jau daugybe
amziy ir siejami su kepiniy ir alaus pramonés atsiradimu (Roberts et al., 1995).
Tuo tarpu biokatalizatoriai, kaip jrankiai, organingje sintez¢je pradéti naudoti
tik XX a. aStuntajame deSimtmetyje, kai mokslininkai ir pramonininkai grynus
fermentus ar visas lgsteles panoro pritaikyti chiraliniy junginiy sintezei.
DidZioji dalis tyrimy tuomet buvo sukoncentruota ties hidroliziniais fermentais
(pvz., lipazémis, proteazémis ir acilazémis) arba redukuojanciais fermentais
(pvz., alkoholio dehidrogenazémis ir liofilizuotomis mielémis) (Drauz et al.,
2012).

Dabar prieinamas gerokai platesnis biokatalizatoriy spektras, todél
unikal@is biotechnologiniai sprendimai ir nauji procesai vis placiau taikomi
farmacijos, medienos bei popieriaus pramongje, maisto ir jvairiy cheminiy
junginiy gamybos procesuose, zemés ukyje ir medicinoje (Fessner ir
Anthonsen, 2009). Nors isaugusi chiraliniy alkoholiy, ypa¢ kelis chiralinius
centrus turin¢iy junginiy, paklausa paskatino ieskoti naujy biokatalizatoriy bei
atlikti jy perkonstravimo darbus (Zeng ir Sabra, 2011), iki Siol stinga efektyvig
katalize vykdanciy fermenty. Juntamas poreikis tobulinti ir kurti naujus
alkoholiy biosintezés metodus.

Selektyvus aromatinio ziedo hidroksilinimas yra vis dar labai sudétingas
organinés Sintezés uzdavinys (Ullrich ir Hofrichter, 2007). Hidroksilinti
piridinai, vadinami piridinoliais, komerciskai patrauklis, nes turi platy
pritaikyma herbicidy, insekticidy, fungicidy ir augaly augimo reguliatoriy
gamyboje. Be to, piridino dariniai yra paklausiis farmacijos produkty sintonai.
Siuo metu piridinai naudojami ne vien kaip biologiskai aktyvios medziagos: i§
piridiny monomery sintetinami  unikaliomis  fizikinémis savybémis
pasizymintys polimerai (Scriven ir Murugan, 2005). Ivairiy hidroksilinty
piridiny sintezei potencialus jrankis — biokatalizé. Yra zinoma, kad
aerobinémis sglygomis alkilinty piridiny ir piraziny metabolizmas bakterijose

prasideda aromatinio ziedo hidroksilinimu laisvoje pozicijoje. Tokias reakcijas



katalizuoja katabolinés oksidoreduktazés, kurios galéty buti pritaikomos
regioselektyviam N-heterocikly hidroksilinimui (Drauz et al., 2012; Sun et al.,
2014).

Organingje sintezéje nepakanka naujy regioselektyviy piridino darinius
modifikuojanciy biokatalizatoriy — lgsteliy ar gryny fermenty. Nors literatiiroje
yra nemazai duomeny apie bakterinj piridino metabolizma, visgi truksta
fermenty, pasiZymin¢iy placiu substratiniu specifiSkumu.

Todél $io darbo tikslas ir yra istirti bei jvertinti polihidroksiliy dariniy
sintezés galimybes biokatalizés metodais.

Darbo uzdaviniai

e  Sukurti dihidroksiacetono fosfato sintezés reaktoriy, kuriame vandenilio
peroksidas paSalinamas elektrochemiskai.

e  Nustatyti alkoholio dehidrogenazés IIG i§ Pseudomonas putida HKS5
enantioselektyvuma ir jvertinti §io fermento pritaikomumg chiraliniy alkoholiy
sintezéje.

e  Istirti rekombinantinés alkoholio dehidrogenazés TpdE i§ Rhodococcus
jostii TMP1 substratinj specifiskuma.

e  Jvertinti optiskai gryny dioliy biosintezés galimybes in vitro ir in vivo
panaudojant rekombinanting dehidrogenazg¢ TpdE.

e [vertinti  Burkholderia sp. MAK1L bakterijomis sintetinamy

hidroksipiridiny jvairove ir hidroksilinimo selektyvuma.

Mokslinis naujumas

Stereoselektyvioje angliavandeniy biosintezéje svarbiu substratu tapo
dihidroksiacetono fosfatas. Kai dihidroksiacetono fosfato gamybai naudojama
L-a-glicerofosfato oksidazé, susiduriama su problema — reakcijos metu
susidaro Salutinis produktas — vandenilio peroksidas, kuris negrjZztamai slopina
biokatalizatoriy. Siame darbe siekéme padidinti dihidroksiacetono fosfato
gamybos efektyvuma. Sukonstravome dihidroksiacetono fosfato bioreaktoriy,
kuriame darbinis elektrodas buvo sudarytas i§ Berlyno méliu modifikuoto

anglies pluosto ir imobilizuotos L-a-glicerofosfato oksidazés. Siame
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unikaliame reaktoriuje vandenilio peroksidas buvo salinamas elektrochemiskai.
Pagrindinis  dihidroksiacetono  fosfato  bioreaktoriaus  privalumas —
nebereikalingas papildomas fermentas vandenilio peroksido pasalinimui. Sio
darbo rezultatai suteikia galimybe Berlyno méliu modifikuotus elektrodus
pritaikyti biokataliziniy procesy, kuriuose naudojamos vandenilio peroksida
generuojancios oksidazés, optimizavimui.

Siame darbe pirma karta parodytas alkoholio dehidrogenazés IIG i3
Pseudomonas putida HK5 gebéjimas enantioselektyviai oksiduoti jvairius
pirminius ir antrinius alifatinius bei ciklinius alkoholius ir aminoalkoholius,
pirmenybe teikiant (S)-enantiomerams. Taigi, alkoholio dehidrogenazé IIG i§
Pseudomonas putida HK5 gali bati pritaikoma enantiomeriSskai gryny
alkoholiy sintezei kinetinio racematy atskyrimo biidu.

Buvo nustatyta, kad rekombinantin¢ alkoholio dehidrogenazé TpdE 18
Rhodococcus jostii TMP1 pasizymi itin placiu substratiniu specifiSkumu ir gali
stereoselektyviai redukuoti linijinius skirtingo ilgio 2,3-diketonus, jvairius
aciloinus ir butan-3-ono-2-il- esterius. 2,3-ir 3,4-diketony redukcijos produkty
analizé¢ dujy chromatografijos-masiy spektrometrijos sistema parodé¢, kad TpdE
redukuoja abi substrato ketogrupes, todél produkto molekuléje susidaro du
nauji chiraliniai centrai. Diketony biokonversijos ] atitinkamus diolius
sékmingai vyko katalizatoriumi naudojant tiek gryng fermenta, tiek
Escherichia coli BL21 (DE3) lasteles su rekombinantiniu TpdE. TpdE i§
Rhodococcus  jostii  TMP1 dél plataus substratinio  specifiSkumo,
stereoselektyvumo ir aktyvumo tiek in vivo, tiek in vitro yra patrauklus
katalizatorius chiraliniy alkoholiy sintezéje asimetrinés ketony redukcijos
budu.

Aromatiniy  junginiy oksidacinis  funkcionalizavimas naudojant
biokatalizatoriy (gryng fermentg ar visg lastele) yra patogus biidas tiksliniy
produkty gamybai. IStyréme piridino dariniy hidroksilinima, kai katalizatorius
— Burkholderia sp. MAK1 bakterijos. Kaip galimus Burkholderia sp. MAK1
substratus iSméginome jvairius piridinus, pirazinus ir pirimidinus, daugiausiai

2-hidroksi ir 2-aminopiridinus su metilo, chloro, bromo ar kitokiais pakaitais.



Paaiskéjo, kad i§ 110 tirty substraty net 73 junginiai buvo oksiduojami.
Remdamiesi UV-Vis, HPLC-MS bei 'H ir *C BMR analiziy rezultatais,
jrodéme, kad Burkholderia sp. MAKI katalizuoja regioselektyvy
hidroksilinimg. Kai aromatinio heterociklo 2-oje padétyje yra hidroksi- arba
amino- grupé hidroksilinimas vyksta j para padétj, tuo tarpu kai 2-oje padétyje
pakaity néra arba yra metilo grupé, susidaro atitinkami N-oksidai. Miisy
ziniomis Siame darbe pirmg karta parodyta aminopiridinoliy sintezé
biokatalizés biidu. Pavyko susintetinti ir identifikuoti keleta naujy, anksciau
literatiiroje neapraSyty hidroksipiridiny ir pirimidiny, pavyzdziui, 6-amino-4-
chloro-3-hidroksipiriding, 6-amino-4-fluoro-3-hidroksipiriding, 2-amino-4,5-
dihidroksipirimiding, kurie turi potencialy pritaikymg vaisty ir antioksidanty
gamyboje. Burkholderia sp. MAKI1 lastelés gali bati imobilizuojamos
alginatiniame gelyje. Taip katalizatoriaus savybés iSlieka nepakitusios, o
biokatalizés procesg valdyti tampa paprasCiau. Taigi, apraséme nauja, ypac
plataus substratinio specifiSkumo biokatalizatoriy — Burkholderia sp. MAK1,

kurj galima pritaikyti regioselektyviai hidroksipiridiny sintezei.

Ginamieji disertacijos teiginiai

1.  Dihidroksiacetono fosfato sintezé ir vandenilio peroksido pasalinimas
vyksta naudojant rekombinantinés L-a-glicerofosfato  oksidazés i
Enterococcus sp. RL1-anglies pluosto-Berlyno mélio elektrokatalizing sistema.
2.  Alkoholio dehidrogenazé I1IG i§ Pseudomonas putida HK5 yra
enantioselektyvi (S)-(+) alkoholiams.

3. Baltymas TpdE is Rhodococcus jostii TMP1 yra nuo NADPH
priklausoma klasikiné trumpy grandiniy dehidrogenazé/reduktaze, galinti
redukuoti diketonus.

4.  TpdE invivo ir in vitro diketony redukcija katalizuoja stereoselektyviai.
5. Burkholderia sp. MAKL1 bakterijos katalizuoja regioselektyvy piridino

dariniy hidroksilinima.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Biokatalizé

Biokatalizé — tai procesas, kurio metu vyksta organiniy junginiy
cheminés transformacijos, dalyvaujant natiiraliems katalizatoriams —
fermentams ar Igsteléms (Tramper, 1996). Palyginus su chemine katalize,
biokatalizé turi daug privalumy. Jai budingas didesnis produktyvumas,
trumpesnis proceso kelias, didesnis selektyvumas. Biokatalizés metoduose
taikomos Svelnesnés reakcijos salygos, iSvengiant aukSto slégio bei
temperatiiry. Biokatalizatoriy privalumai itin iSrySkéja tais atvejais, kai
pagrindiné problema — reakcijos specifiSkumas ar kai stengiamasi iSvengti
paSaliniy reakcijy. Butent dél Siy priezas¢iy naudojant biokatalizatorius
produkty gamybos kastai labai sumazéja (1llanes, 2008).

Biokatalizatoriams buidingi tokie patys termodinaminiai principai kaip ir
kitiems katalizatoriams. Egzistuoja daugybé fermentiniy reakcijy modeliy,
jrodanc¢iy, kad visy fermenty veikima galima paaiSkinti cheminiais bei
reakcijos salygas, tokias kaip kritiSkai mazas pK, dydis arba labai teigiamas
potencialas redukuotiems metalo jonams. Randama vis daugiau fermenty,
galinCiy katalizuoti organinés chemijos reakcijas (Hagen, 2006).

Biokataliz¢ placiai taikoma farmacijos pramongje, maisto ir jvairiy
cheminiy preparaty gamybos procesuose, medienos bei popieriaus pramongje,

zemes tkyje, medicinoje (Fessner ir Anthonsen, 2009; Sheldon et al., 2007).

1.1.1. Biokatalizés privalumai ir trikumai

Ilga laikg biokatalizé buvo intensyviai kritikuojama. Skeptikai vardijo
biokatalizés trilkumus, kuriy vienas pagrindiniy buvo itin siauras fermenty
substratinis specifiSkumas. Nemazu trikumu buvo laikomas ir palyginti

nedidelis priecinamy fermenty skai¢ius (Bommarius ir Riebel, 2004), taip pat
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akcentuojami fermentiniy reakcijy laiko ir erdvés (t. y. aktyviame centre
esanéiy substrato prisijungimo viety) apribojimai. Laukinio tipo fermentai
daznai yra jautriis katalizatoriai, aktyvis tik vandeninéje terpéje. Be to,
fermentinio aktyvumo islaikymui reikalingos Zinios apie konkreciy fermenty
biochemines savybes. Sios savybés léemé dalies organinés chemijos specialisty
nenorg biokataliz¢ panaudoti jy vykdomose sintezése (Drauz et al., 2012).
Fermentinéms reakcijoms reikalingi sudétingi ir brangiis kofaktoriai, dél to
fermenty pritaikymas biokatalizéje yra ribotas (lllanes, 2008).

Siuolaikinés technologijos leidzia efektyviau vykdyti naujy fermenty
paieska bei pritaikyti juos pramonéje. Didelio nasumo DNR sekoskaita suteiké
galimybe nuskaityti ir apraSyti iStisus genomus, taip aptinkant naujus
fermentus, potencialiai pritaikomus biokatalizéje. Rekombinantinés DNR
technologijos pritaikymas 1émé Zzymiai didesnj fermenty produkcijos
efektyvuma, o kartu ir perversmg biokatalizés srityje. Buvo aptikta daug naujy
fermenty bei ieSkoma salygy, uztikrinan¢iy didesnj baltymy stabilumg ir
produktyvumg. Pagaliau, cheminés sintezés keliai, kur vienoje ar visose
pakopose galima naudoti fermentus, tapo pritaikomi praktiskai (Carreira ir
Yamamoto, 2012; Rasor ir VVoss, 2001).

Siandien nemazai fermenty galima gauti taip pat lengvai, kaip ir bet
kokius kitus cheminius reagentus (Drauz et al., 2012). Didziausias fermenty
pranasumas cheminiy katalizatoriy atzvilgiu — jy selektyvumas. Fermentai,
katalizuodami substrato transformacija, gali atskirti skirtingas chemines grupes
(chemoselektyvumas), identisky funkciniy grupiy lokalizacija
(regioselektyvumas) ir stereoizomerus ar prochiraliniy/mezo junginiy
orientacija (stereoselektyvumas) (Gotor et al., 2008). Sj atrankuma lemia
skirtinga pereinamyjy biiseny tarp fermento ir jvairiy substraty susidarymo
energija arba substraty orientacijos veikimo mechanizmo greitj ribojanciose
stadijose. I$ visy fermentinio selektyvumo tipy stereoselektyvumui skiriamas
didziausias démesys (Drauz et al., 2012).

Fermentas laikomas stercoselektyviu, jei teikiama pirmenybé vieno

stereoizomero susidarymui. Kai stereoizomerai yra enantiomerai, tai fermentas
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vadinamas enantioselektyviu, kai diastereomerai — diastereoselektyviu (Moss,
1996). Pagal §j apibrézimg stereoselektyvumas ir enantioselektyvumas (ar
diastereoselektyvumas) yra lygiaver€iai terminai, nes vertinama tik
susidariusiy produkty prigimtis. Kai substratas yra prochiralinis arba mezo ir
vieno enantiomero susidaro daugiau, procesas yra stereoselektyvus, bet ne
enantioselektyvus, nes substratas ne chiralinis. Antra vertus, kuomet substratu
naudojamas enantiomery mi$inys, ir vienas enantiomeras transformuojamas
grei¢iau, procesas gali buti enantioselektyvus ir stereoselektyvus. Pagal §j
substraty kriterijy stereoselektyvios transformacijos gali biiti vykdomos dviem
skirtingais keliais: taikant asimetring sinteze ar atskiriant raceminj misinj. Dél
didelio atrankumo, fermenty kaip biokatalizatoriy panaudojimas yra svarbus
sintetinant labai grynus organinius junginius, kur bitinas mikropriemaiSy
pasalinimas (Fessner ir Anthonsen, 2009). Platus chemo-, regio- ir
stereoselektyviy biotransformacijy pritaikymas galéty stipriai supaprastinti
pramoninius procesus ir padaryti juos ekonomiSkai patraukliais bei
ekologiskais (Drauz et al., 2012; Liese et al., 2006).

Fermentai yra aktyviausi esant S$velnioms salygoms (kambario
temperatiroje, kai pH neutralus) bei pirmumg teikia vandeninei terpei.
Paskutiniu metu $is faktas dazniau laikomas privalumu nei trikumu. Tokiomis
salygomis galima naudoti jautrius substratus, o katalizés procesas yra saugesnis
aplinkai ir sveikatai (Carreira ir Yamamoto, 2012). Vis délto pramoninéje
biokatalizéje svarbu, kad fermentai bty aktyviis auksStesnéje temperatiiroje ar
organiniy tirpikliy aplinkoje. Jau yra fermenty, veikianciy tiek Svelniomis, tiek
agresyviomis sglygomis (aukStoje temperatiiroje, kritiniuose pH, organiniuose
tirpikliuose), reikalingomis specifiniams procesams (lllanes, 2008).

Dar vienas biokatalizés privalumas — didelé katalizuojamy reakcijy
jvairové (1.1 pav.). Laboratorinémis sglygomis fermentiniai biokatalizatoriai
konstruojami taip, kad pasizyméty platesniu substratiniu specifiSkumu,
enantioselektyvumu ar didesniu stabilumu ir bty tinkami specifiniams
uzdaviniams pasiekti (Carreira ir Yamamoto, 2012). Dél to atsiranda daugiau
galimybiy biokataliz¢ taikyti pramonéje (Straathof et al., 2002; Zaks, 2001,
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Carreira ir Yamamoto, 2012). Vis dazniau ji sujungiama su chemine katalize,
pritaikoma sintetinant sudétingus organinius junginius. Galiausiai, bitina
paminéti, jog daugeliu atvejy biokatalizeé pateikia technologijy pasirinkimo bei
sprendimo galimybes. Tuo tarpu kity technologijy atveju toks lankstumas

nejmanomas (Johannes et al., 2005).
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1.1 pav. Organinéje sintezéje dazniausiai naudojamos fermentinés
transformacijos (Drauz et al., 2012; Carreira ir Yamamoto, 2012).

Visgi, aptariant S$iandiening biokatalize, iSlicka trys pagrindiniai

trukumai:
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1) biokatalizatoriai néra pakankamai stabilis norimuose tirpikliuose
(llanes, 2008);

2) truksta biokatalizatoriy, galinCiy vykdyti reakcijas su prieinamais
substratais, gaunant tikslinius produktus (Bommarius ir Riebel, 2004);

3) ilgas ir brangus naujy ir geresniy biokatalizatoriy kiirimas bei
tobulinimas (Illanes, 2008).

Mazas fermenty stabilumas norimoje terpéje yra pagrindinis
biokatalizatoriy triikumas. MaZesni nei 1 A konformaciniai poky¢iai gali lemti
staigy fermentinio aktyvumo praradima, kuris yra biitinas baltymo molekulés
vientisumo kriterijus (Carter ir Wells, 1988). Fermenty inaktyvacija gali vykti
jvairiomis sglygomis. PavyzdZziui, esant kritinei temperatiirai ar pH, vandens,
organiniy tirpikliy ar dujy apsuptyje bei susidarius specifiniams kovalentiniams
rySiams (Caussette et al., 1998; Slusarczyk et al., 2000).

Pernelyg mazai biokatalizatoriy yra tinkami reakcijoms, kuriy metu su
esamais substratais gaunami tiksliniai produktai. Nors biokatalizatoriy yra
beveik kiekvienai reakcijai, taiau dauguma jy néra pakankamai gerai
apibudinti ar komerciSkai prieinami. Vis délto paskutiniu metu komerciSkai
prieinamy fermenty kiekis did¢ja ir laukiama dar greitesnio progreso Sioje
srityje (Bommarius ir Riebel, 2004).

Nauji ar geresni biokatalizatoriai kuriami ir tobulinami gana ilgai. Tai
trunka vidutiniskai apie 10-20 mety. Pavyzdziui, akrilamido gamybos proceso
gerinimas vyko 20, L-karnitino — 15 mety. Sis trikumas islicka deél
nepakankamo biotechnologijos ir biokatalizés pritaikymo (Bommarius ir
Riebel, 2004).

Biokatalize palyginus su kitomis katalizés rasimis, pavyzdziui,
homogenine katalize, kur ligandai yra atsakingi uz specifiSkuma, ar
heterogenine katalize, kur kataliziskai aktyviame centre yra kieti neSikliai
(zeolitai ar metaly oksidai), iSrySkéja tiek fermentinés katalizés privalumai,
tiek ir trikumai (Bommarius ir Riebel, 2004; Drauz et al., 2012). Fermenty

privalumai prie§ tokias sistemas susideda i§ griezto enantio-, regio- ir
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stereoselektyvumo bei Svelniy katalizés salygy. Tuo tarpu trukumai islieka tie

patys kaip ir cheminés katalizés atveju (Fessner ir Anthonsen, 2009).

1.1.2. Biokatalizés taikymas pramonéje

Biokatalizés procesai ir technologijos sparciai verziasi ] jvairiy krypciy
cheminiy procesy pramong. Daugiastadijiniai vieno reaktoriaus procesai turi
pranaSumy, nes iSvengiama tarpiniy gryninimy, dé¢l to iSauga bendras proceso
efektyvumas. Didelis i$Stukis yra suderinti fermentinés ir cheminés katalizés
stadijy vyksmg viename reaktoriuje. Neretai katalizatoriy suderinamumg riboja
pernelyg skirtingos reakcijy salygos, pavyzdziui, terpé ar temperatiira. Tokie
apribojimai sprendZziami naudojant fermentus, kurie yra stabilis tipinémis
cheminés sintezés salygomis (organiniuose tirpikliuose, aukstesnése
temperatiirose) arba chemokataliz¢ vykdant vandeniniuose tirpaluose (Burda et
al., 2008).

Iki Siol sékmingiausiais laikomi nitrilo hidratazés ir nitrilaziy
pritaikymai biokatalizés procesuose. Pavyzdziui, pastaruoju metu is
akrilonitrilo pagaminama 30 000 tony akrilamido per metus. Kelios skirtingos
jmongs taiko biokataliz¢ enantiomeriskai gryny aminoriig§¢iy gamybai. Plati
biokatalizés pritaikymo sritis yra maisto pramoné: jau dabar izogliukozé
gaunama 1§ javy gliukozés, naudojant gliukozés izomeraze; termolizinas
katalizuoja dirbtinio saldiklio — aspartamo — sintezg. Negana to, fermentiniai
procesai yra svarbiis norint gauti tarpinius vaisty produktus (Hagen, 2006).

Kompanija Merck ir Ko patentavo vieno reaktoriaus chemofermentinj
kinetinj antriniy alkoholiy atskyrimo procesg. Lipazé¢ buvo pritaikyta
enantioselektyviam acilinimui, o rutenis — likusio enantiomero racemizavimui
(Broxterman ir Verzij, 2003). Pagal Sio proceso schema sintetinamas (R)-[3,5-
bis(trifluorometil)fenil]-etan-1-olis  (3) ir atitinkami esteriai (1.2 pav.).
Galutinis produktas yra uzdegiminéms ligoms bei psichiatriniams sutrikimams
gydyti skirty preparaty sintonas (Munoz ir Covenas, 2011). Imobilizuota lipazé

B i§ Candida antarctica (Novozym 435) atrankiai acilina (R)-[3,5-
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bis(trifluorometil)fenil]-etan-1-olj (3) iki (R)-[3,5-bis(trifluorometil)feniletil]-
acetato (5), o likes (S)-(3) racemizuojamas ruteniu. Salutinis produktas —
acetonas (6), kuris susidaro acilinimo metu i izoprenilacetato (4), pasalinamas
distiliuojant, kai slégis sumazintas. Raceminis (3) gaunamas i$ atitinkamo
prochiralinio ketono (1) redukcijos biidu, kai katalizatorius rutenis, o
vandenilio donoras — lipazés netransformuojamas alkoholis (pvz.,
izopropanolis) (2) (1.2 pav.). Galutinis produktas atskiriamas nuo likusio acilo
grupés donoro (4) distiliuojant, katalizatoriai paSalinami filtravimo budu.
Bendra proceso iSeiga 77 %, enantiomerinis grynumas ee >99,5 % (Carreira ir
Yamamoto, 2012).

0O

o™

0] OH
FsC Ru FaC Novozym 435F3C
— —
OH J\ /& + 5
CFj )\ CF4 o” 0 C )k

Fi
1 2 (R,S)-3 4 ($)-5 6
Ru +
OH
CF3
(R)-3

1.2 pav. Kinetinis 3,5-bis(trifluorometil)fenil-etan-1-olio racemato atskyrimas
chemofermentiniu budu. 1 — 3,5-bis(trifluorometil)fenil-etan-1-onas, 2 —
izopropanolis, 3  —  3,5-bis(trifluorometil)fenil-etan-1-olis, 4 -
izopropenilacetatas, 5 - 3,5-bis(trifluorometil)feniletil-acetatas, 6 — acetonas,
Ru — rutenis, Novozym 435 — C. antarctica lipazé (Broxterman ir Verzij,
2003).

Fermenty imobilizacija gali padéti techniniam biokatalizés proceso
vystymui: gaunami grynesni produktai, padidinama iSeiga, sumazinamas
Salutiniy medziagy kiekis. Imobilizuoti fermentai placiausiai naudojami ypac

gryny cheminiy medziagy bei vaisty gamyboje (Hagen, 2006).
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Lasteliy ar fermenty imobilizacija sudaro sglygas testiniams, o ne
pakopiniams veiksmams. Tai palengvina proceso kontroliavimg ir sumazina
ka$tus. Zinoma, $ie privalumai taikomi didelés apimties procesams. Tuo tarpu
didzioji dalis bioprodukty gaminami mazais kiekiais (Hagen, 2006; Drauz et
al., 2012).

1.2. Chiraliniy alkoholiy poreikis ir biosintezés perspektyvos

Chiraliniai alkoholiai yra naudinga zaliava jvairiy farmacijos produkty
sintezé¢je. Pastaraisiais metais Zymiai iSaugo optiskai aktyviy cheminiy
junginiy poreikis maisto, chemijos pramonés ir zemés ukio srityse (Zeng ir
Sabra, 2011; Goldberg et al., 2007a; Haberland et al., 2002). Chiraliniy
alkoholiy pasiiila vis dar nepakankama, todel svarbu ieskoti efektyviy
enantiomeriSkai gryny junginiy sintezés budy. Daugybe optiskai gryny
junginiy Siandien sékmingai galima susintetinti naudojant atrankias organines
reakcijas, taCiau gryny chiraliniy alkoholiy gavimas organinés cheminés
sintezés metodais iSlicka problematiSkas ir brangus (Kataoka et al., 2003).
Susintetinti raceminiai alkoholiy mi$iniai gryninami taikant Kinetinio izomery
atskyrimo metodus. Alkoholiy racematai gali buti gryninami naudojant
dirbtinius asimetrinius katalizatorius, pavyzdziui, 2,2'-bis(difenilfosfino)-1,1'-
binaftilg (BINAP) (Mikami et al., 2000).

Pastaraisiais metais chemikai didelj démesj skyré biokatalizatoriy,
fermenty ar lgsteliy, pritaikymui optiSkai gryny junginiy sintezei (Zheng,
2011). Siuo metu galima jvardyti keturis chiraliniy alkoholiy gamybos
metodus, kai naudojami stereospecifiniai biokatalizatoriai. Tai Kkinetinis
racematy atskyrimas (Fiaud, 1988), asimetriné ketony redukcija (D'Arrigo et
al., 2000), asimetrinis angliavandeniliy grandinés hidroksilinimas (Adam et al.,
2000) ir aldoliné kondensacija susidarant angliavandeniams (Silvestri et al.,
2003). Kinetinis racematy atskyrimas paremtas dviejy enantiomery
diferencijavimu raceminiame misinyje (1.3 pav.). Naudojant enantioselektyvy

biokatalizatoriy enantiomerai reaguoja skirtingu greic¢iu. Taip gaunamas léCiau
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reaguojanéiu enantiomeru praturtintas pavyzdys, 0 chiralinio junginio

iSgryninimas tampa zymiai paprastesnis (Fiaud, 1988).

(R)-Substratas (R)-Produktas ) (R)-Produktas
Enantioselektyvus Atskyrimas

katalizatorius
(S)-Substratas (S)-Substratas (S)-Substratas

1.3 pav. Bendra kinetinio racematy atskyrimo schema (Fiaud, 1988).

Asimetrinés ketony redukcijos atveju prochiraliniai ketonai yra verciami
] chiralinius neraceminius alkoholius (1.4 pav.) (Heidlas ir Tressl, 1990).
Kinetinio racematy atskyrimo metodo privalumas yra tai, kad paprasta
pritaikyti jprastinj cheminj sintezés proces3: daznai pakanka cheminj
katalizatoriy pakeisti biokatalizatoriumi. Tuo tarpu svariausias asimetrinés
ketony redukcijos, asimetrinio angliavandeniliy grandinés hidroksilinimo (1.5
pav.) ir aldolinés kondensacijos iki angliavandeniy privalumas — teoriné
chiralinio alkoholio iSeiga, kuri lygi 100 %. Maksimali teoriné iSeiga taikant
kinetinj racematy atskyrima yra tik 50 % nuo pradinio misinio kiekio (Kataoka
etal., 2003).

OH
J\ Ster eoselektvvus

R' katah’amuus R * R

1.4 pav. Asimetrinés ketony redukcijos schema (Heidlas ir Tressl, 1990).
OH
R Bacillus megate;;'wm SR
02,30°C, 17 h,
X 120 aps/min X

1.5 pav. Asimetrinio angliavandeniliy grandinés hidroksilinimo schema (Adam
etal., 2001).

Kuriant chiraliniy alkoholiy biosintezés sistemas darbai pradedami nuo
potencialiy  biokatalizatoriy paieSkos, todél svarbu turéti specifinj
biokatalizatoriy atrankos biidg. Kitas Zingsnis — atrinkty fermenty

charakterizavimas, leidziantis identifikuoti efektyviausius  kandidatus
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pramoninei  biokatalizei.  Siekiant fermentus naudoti pramoninéms
konversijoms, reikia uztikrinti nuolatinj apriipinimg biokatalizatoriumi. Tam,
kad buty gauti dideli biokatalizatoriaus kiekiai, fermenta koduojantys genai
klonuojami ir optimizuojama baltymo sintezé. Chiraliniy alkoholiy sintezei
dazZniausiai naudojamos nuo NAD(P)H priklausomos alkoholiy dehidrogenazes
(ADH)/reduktazés. Taigi, norint uztikrinti efektyvy chiraliniy alkoholiy
biosintezés sistemos funkcionavima, biitina iSspresti kofermenty regeneracijos
problemg. Paskutiniame etape -chiraliniy alkoholiy biosintez¢ turi biiti
pritaikyta pramoniniu lygiu, ieSkoma tinkamiausios reaktoriaus sistemos

(Matsuda et al., 2009; Huisman et al., 2009; Ni ir Xu, 2012).

1.2.1. ADH - fermentai, katalizuojantys asimetrine ketony redukcija

Yra keletas ADH klasifikavimo budy. Jos gali biiti skirstomos pagal
struktiirg, jskaitant subvienety skaiciy ir dydj, Rosmano sanklodos egzistavima,
strukturai reikalingus metaly jonus, arba pagal stereocheminés reakcijos eigg ir
susiformavusj produkta (Carreira ir Yamamoto, 2012). Prie$ 30 mety remiantis
bakterijy, mieliy, vabzdziy ir zinduoliy ADH struktiry analizémis buvo
suformuotos atskiros nuo NAD(P)H priklausomy dehidrogenaziy Seimos
(Jornvall et al., 1981). Tokios analizés suteiké Ziniy apie fermenty evoliucija,
leido juos suskirstyti j klases, izofermentus (Danielsson ir Jornvall, 1992;
Jornvall et al., 1999). Igyvendinus keleta genomy sekoskaitos projekty, tapo
akivaizdu, kad skirtingy Seimy dehidrogenazés/reduktazés beveik kiekviename
genome sudaro didele geny produkty grupe (Jornvall et al., 1999; Pearl et al.,
2005). Oksidoreduktaziy paplitimas ir funkciné jvairové tiek prokariotuose,
tiek zinduoliuose rodo jy svarba Siy organizmy metabolizmui (Jornvall et al.,
1999), pavyzdziui, nukenksminant ksenobiotikus ar dalyvaujant hormony ir
signalinty molekuliy  (Zinduoliy  hidroksisteroidy ir prostaglandiny
dehidrogenaziy) reguliavime (Nobel et al., 2001; Oppermann et al., 2003;
Oppermann et al., 1996; Oppermann ir Maser, 2000; Chang et al., 2003).
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Biokatalizes srityje svarbios trys ADH superSeimos: trumpy grandiniy
dehidrogenazés reduktazés (SDR), vidutiniy grandiniy dehidrogenazés
reduktazés (MDR) ir aldo-keto reduktazés (AKR) (Carreira ir Yamamoto,
2012).

1.2.1.1. SDR superseima

SDR yra viena didzZiausiy 1§ dabar zinomy baltymy superSeimy, kuri
apima platy substraty spektrg. Genomy tyrimai parod¢, kad SDR genai sudaro
apie Y visy organizmuose aptinkamy dehidrogenaziy geny (Kallberg ir
Persson, 2006). Sios $eimos atstovy yra visose gyvybés formose (Jornvall et
al., 1999). Intensyvi bakteriniy genomy sekoskaita 1émé, kad apie 75 % Siuo
metu zinomy SDR yra bakteriniai fermentai (Kavanagh et al., 2008).

SDR seky panasumas yra mazas, taCiau visiems fermentams biidingas
konservatyvus dinukleotidy kofaktoriy jungimosi motyvas — Rosmano
sankloda (Kallberg ir Persson, 2006; Pearl et al., 2005) (1.6 pav.). Sis
struktiirinis elementas sudarytas i§ centrinés susivijusios P-klostés (67 [-
juosty), kurig 1§ abiejy pusiy supa 3—4 a-spiralés. Dél persikryziavimo tarp 3 ir
4 juosty, bendra juosty topologija yra 3-2-1-4-5-6-7, kuri sukuria charakteringg
nikotinamido prisijungimo vieta. Siam motyvui biidinga labai varijuojanti Gly
turtinga seka, kuri uZtikrina struktirinj vientisumg ir sudaro salygas
nukleotidinio kofaktoriaus pirofosfato prisijungimui. Rigstiné aminortgsties
Sonin¢ grupe, esanti iSkart uz antros B-juostos ir per 20 aminortig§ciy liekany
nutolusi nuo Gly turtingos sekos, jungiasi prie 2' ir 3' adenino ribozes
hidroksigrupiy, nulemdama NAD(H) specifiSkumg. SDR Seimoje NAD(P)H
jungimgsi diktuoja baziné Soniné grupé, esanti Gly-turtingame segmente
ir/arba kilpoje uz antros B-juostos (Lesk, 1995; Kavanagh et al., 2008).
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1.6 pav. Rosmano sankloda (PDB kodas 3QVO). M¢lyna spalva — a-spiralés,
raudona — B-juostos, violetiné — nestruktirizuotos kilpos.

Du pagrindiniai SDR fermenty tipai — klasikings ir iSpléstos SDR — yra
lengvai nustatomi (Jornvall et al., 1995). Klasikiniy SDR grandinés ilgis yra
~250 aminoriigs¢iy, o iSplésty C-gale yra papildomas 100 aminortigsciy
domenas. Kiti trys tipai — tarpinés, kompleksinés ir divergentinés SDR — gali

biiti atskiriami pagal charakteringus seky motyvus (1.1 lentelé).

1.1 lentelé. Penkiy SDR poseimiy kofaktoriaus riSimosi ir aktyvaus centro seky
motyvai (Kavanagh et al., 2008).

PoSeime Kofaktoriaus riSimasis Aktyvus centras
Klasikiné TGxxx[AG]xG YxxxK
ISplésta [ST]GxxGxxG Y xxxK
Tarpine [GA]xXGxx[GA] YxxxK
Divergentiné GXXXXXSXA Y XXMXXXK
Kompleksiné GGXxGxxG Y XxXN

X — bet kokios aminorfigSties liekana. Skliaustuose pateiktos alternatyvios
aminortgstys, kuriy sekoje gali nebiiti.

Didzioji dalis SDR yra oligomeriniai fermentai: homodimerai arba

homotetramerai (1.2 lentel¢). SDR atstovai turi viendomeng¢ struktiirg. Jy
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substrato prijungimo vieta paprastai lokalizuota kintanciame C-galo regione,
nors pasitaiko iSim¢iy, kai SDR turi mazus papildomus domenus (Jornvall et
al., 1995; Oppermann et al., 2003). Daugelis SDR turi katalizei svarbig, bet ne
grieztai konservatyvia Tyr baze. Sios aminoriigties katalizines savybes
sustiprina greta esantis Lys, kuris drauge su oksiduotu, teigiamg krtivi turinciu
kofaktoriumi sumazina Tyr hidroksigrupés pK, (Koumanov et al., 2003). Lys
g-aminogrup¢ dalyvauja nikotinamido ribozeés prijungime. Tuo tarpu aktyvaus
centro Ser stabilizuoja ir orientuoja substrato karboniline grupe. Tyr, Lys ir Ser
katalizing triadg daZnai papildo Asn (Kavanagh et al., 2008). Jdomu tai, kad
nors SDR aminoriigs¢iy seky panasumas mazas, tretinéms struktiroms

biidingas konservatyvus susisukimo modelis (Carreira ir Yamamoto, 2012).

1.2.1.2. MDR supersSeima

MDR atstovy vidutinis subvieneto dydis ~350 aminorigi¢iy lickany. Sia
superSeimg sudaro chinono reduktazés, leukotrieno B, dehidrogenazés, polioliy
dehidrogenazes, nuo Zn?* priklausomos ADH ir dar daug kity fermenty $eimy
(Persson et al., 2008). Pirmoji gerai charakterizuota MDR buvo Zzinduoliy
ADH, kurios pirminé struktiira nustatyta dar 1970 m. (Jornvall, 1970).

MDR baltymy architektiira sudétingesné nei SDR superSeimos baltymy.
Dazniausiai jy subvienetai sudaryti i§ dviejy domeny: kofermento riSimosi
domeno ir katalizinio domeno. Kofermento riSimosi domenui yra biidinga
anksCiau detaliai apraSyta Rosmano sanklodos topologija (Carreira ir
Yamamoto, 2012; Kavanagh et al., 2008).

MDR ketvirtinés struktiiros labai skirtingos: jos biina dimerinés,
tetramerinés, taciau pasitaiko ir monomerinés bei trimerinés. Visg superseima
galima suskirstyti 1 du baltymy tipus: metaloproteinus, turin¢ius cinkg (1 ar 2
Zn** viename subvienete), ir baltymus, neturin¢ius cinko ar kitokio metalo (1.2
lentelé¢) (Hedlund et al., 2010). Cinko turin¢iy fermenty atveju vienas cinko

jonas lokalizuotas kataliziniame centre ir vadinamas Kkataliziniu cinku, o
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struktlirinis cinkas dalyvauja saveikaujant subvienetams, formuojantis

ketvirtinei strukttirai (Vallee ir Auld, 1990).

1.2 lentelé. SDR, MDR ir AKR superSeimy charakteristiky palyginimas
(Carreira ir Yamamoto, 2012).

Parametras SDR MDR AKR
Aminorugstys 250 350 305
monomere
Ketvirtiné di- arba di- arba
- monomeras
struktira tetrameras tetrameras
Metalo jonai néra 0,1arba 2 néra
J Zn**/subvienete

Struktiiriné .
ypatybé - - (a/P)g-statine
Kofermento Rosmano Rosmano Néra Rosmano
riSimosi motyvas sankloda sankloda sanklodos
Struktiirinés kataliziné tetrada kataliziné tetrada
katalizinés Asn, Ser, Tyr, - Tyr, Lys, Asp,
ypatybés Lys His
(R)-ADH i8 (S)-ADH is Glicerolio DH i8§
Svarbiis atstovai Lactobacillus Rhodococcus Gluconobacter
kefir erythropolis oxydans

IS 86 apibiidinty MDR Seimy 35 turi abu — katalizinj ir struktiirinj cinko
jonus, 7 MDR Seimos turi vieng Zn* ir 38 MDR Seimy nariai cinko neturi.
MDR Seimy cinkg turintys fermentai daznesni eukariotuose. Jie priklausomi
nuo NAD" ir gali biiti laikomi dehidrogenazémis. Cinko neturintys MDR nariai
daZniausiai aptinkami bakterijose ir jie veikia kaip nuo NADPH priklausancios
reduktazés (Hedlund et al., 2010).

Kataliziniai SDR ir MDR mechanizmai yra skirtingi. Cinkg turinéiy
MDR katalizinis cinko jonas su hidroksilu (i§ disocijavusio vandens) dalyvauja
deprotonizuojant substratg, ir vyksta hidrido pernasa ant kofermento
nikotinamidinés dalies. SDR ADH atveju, kur Tyr hidroksigrupé
stabilizuojama gretimu Lys, vyksta riig§tiné—bazin¢ kataliz¢ ir hidridas

perneSamas ant kofermento (Carreira ir Yamamoto, 2012).
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1.2.1.3. AKR superSeima

AKR - fermenty supersSeima, placiai paplitusi daugelyje organizmy, nuo
bakterijy iki zinduoliy. Dazniausiai AKR yra monomeriniai baltymai, turintys
charakteringg ypatybe — (o/p)s-Statinés struktirg (1.2 lentel¢). Vidutinés
baltymo grandinés ilgis yra 325 aminoriigstys, kurios lemia 34-37 kDa
molekuling mase¢. Dar viena charakteringa AKR ypatybé yra ta, kad fermentai
neturi Rosmano sanklodos motyvo, kuris svarbus kofermento NAD(P)H
jungimuisi (Hoog et al., 1994). Pagal aminoriig§iy seky palyginimus S$ios
superSeimos fermentai buvo suskirstyti | 14 Seimy (AKR1-AKR14). Vienos
AKR Seimos nariai turi bati <40 % panaSis | bet kurig kitg Seimg (Jez ir
Penning, 2001).

Substrato prisijungimui ir konversijai AKR naudoja aktyviame centre
esancig katalizine tetrada, kurig sudaro Tyr, Lys, Asp ir His (1.2 lentelé).
Nepaisant bendro §ios superSeimos nariy struktiirinio panaSumo, fermentai
pasizymi skirtingais substratiniais specifiSkumais. Jie katalizuoja jvairiy
alifatiniy bei aromatiniy aldehidy ir ketony, jskaitant cukrus, steroidus ir
ksenobiotikus, virsmus. Nustatyta, jog atskiri AKR fermentai katalizuoja

plataus spektro substraty redukcija (Carreira ir Yamamoto, 2012).

1.2.2. Ketonus redukuojanéiu  oksidoreduktaziy specifiSkumas
kofermentams

Asimetring ketony redukcija vykdanc¢ioms karbonilo reduktazéms ir
ADH yra bitinas hidrido Saltinis. Tam dazniausiai naudojamas nikotinamidinis
kofermentas — NADH arba NADPH (Goldberg et al., 2007a). Retais atvejais
pasitaiko, kad fermento aktyviame centre yra prisijunges flavinas (Walsh,
1980) ar metoksantinas (pvz., PQQ) (McWhirter ir Klapper, 1990).

Specifiskumas kofermentui yra svarbi nuo NAD(P)" priklausomy
oksidoreduktaziy savybe, leidzianti lgsteléms atskirti metabolinius kelius.

Daugelis nuo NAD® priklausomy fermenty dalyvauja oksidacinése
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katabolinése reakcijose. Tuo tarpu NADPH reikalingas biosintezés procesuose,
pavyzdziui lipidy biosintezés (Mittl et al., 1994). NADPH nuo NADH skiriasi
tik fosfato grupe, esancia adenozino ribozés 2 -pozicijoje, todel dehidrogenaziy
atrankuma NAD® arba NADP® lemia efektyviis (vos keliy aminoriigiéiy)
struktdriniai skirtumai (Rosell et al., 2003).

Atrankumas kofermentui turi komercing reikSme. Atsizvelgiant |
kofermento kaing, stabilumg ir regeneravimo galimybes pirmenybé teikiama
NAD". Kai pH 5, NADPH skilimo greitis yra 3—4 kartus didesnis nei NADH, o
kai pH 7 — skirtumas 10-20 karty (Chenault ir Whitesides, 1987). Dél to
stengiamasi pakeisti fermenty, priklausomy nuo NADP”, specifiskuma taip,
kad kofermentu biity naudojamas NAD®. Daugeliu atvejy aminoriigstys,
lemiancios atrankumg Siems kofaktoriams, lokalizuotos baltymo C-gale Gly
turtingame motyve, per kurj jungiasi kofaktorius. Nuo NADP™ priklausomuose
fermentuose atrankumui svarbios Arg arba Lys aminoriigi¢iy Soninés
grandinés, kurios elektrostatiskai saveikauja su NADP" 2*-fosfato grupe. Taigi,
Sios aminoriigStys ir tampa taikiniais perkonstruojant kofermento riSimosi sritj
(Carreira ir Yamamoto, 2012).

1995 m. Chen su kolegomis paskelbé duomenis apie izocitrato
dehidrogenazés specifiskumo i§ NADP® | NAD" pakeitima, atlikus $esias
aminortgs¢iy mutacijas adenozing risanc¢ioje kisenéje (Chen et al., 1995). Nuo
NADP" priklausomos vidutinés grandinés ADH kofaktoriaus specifiskuma
pavyko pakeisti sukiirus trigubg mutantg (G223D/T2241/H225N) (Rosell et al.,
2003). Dar vienas sékmingas kofaktoriaus ,,perjungimo‘ pavyzdys — Candida
tenuis ksilozés reduktazé. Sekoje pakeitus vos dvi aminoragstis
(K274R/N276D), ji tapo nuo NAD" priklausomu fermentu (Petschacher et al.,
2005).

1.2.3. Kofaktoriy regeneravimo biidai

Kai biokatalizei naudojami gryni fermentai, reakcijos miSinyje turi biiti

uztikrinami  pastovis kataliziniai kofermenty kiekiai. Kadangi ADH
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kofermentai yra brangiis, todél efektyviai katalizei bitina kofermenty
regeneravimo sistema, kuri veikia lygiagrefiai su substrato konversija j
produkta. Literatliroje yra apraSytos fermentines (gliukozés dehidrogenazés ir
formiato dehidrogenazés), elektrocheminés, fotocheminés ir cheminés
NAD(P)H regeneravimo galimybés (De Wildeman et al., 2007; Goldberg et
al., 2007a; Hollmann et al., 2010).

Kofaktoriai keiciasi tik tarp redukuoto ir oksiduoto bivio, todél
regeneravimui tampa patrauklios elektrocheminés sistemos. Visgi, tiesioginés
katodinés NADP" redukcijos triikumas — mazas regioselektyvumas ir pasalinés
reakcijos, vykstancios dél dideliy vir§jtampiy (Biade et al., 1992; Hollmann et
al., 2010). D¢l to buvo sukurtos organinés ir metalus turincios elektrony
Saudyklés, perduodancios elektronus tarp elektrodo ir NADP'/NADPH
(Steckhan et al., 1991).

Rodis, rutenis, platina ir jy druskos taikomi cheminiam NAD(P)H
regeneravimui (Goldberg et al., 2007a). Homogeniniai fotosensibilizatoriali,
tokie kaip rutenio ar cinko kompleksai, daZzai (pvz., metileno meélis),
heterogeniniai puslaidininkiai, koloidai (pvz., kadmio sulfidas ar titano
dioksidas) gali buti pritaikomi NAD(P)H fotocheminei regeneracijai
dalyvaujant dihidrolipoamido dehidrogenazei ar feredoksino reduktazei
(Julliard et al., 1986; Rickus, 2005).

Visgi dazniausiai naudojamos fermentinés NAD(P)H regeneravimo
sistemos. Jos skirstomos 1 du tipus: sujungtas su fermentu arba su substratu
(Hummel ir Kula, 1989). Su fermentu sujungtoje sistemoje naudojamas antras
fermentas ir papildomas substratas, kuris oksiduojamas. Pavyzdziui, formiato
dehidrogenazé formiata oksiduoja iki CO, (Goldberg et al., 2007a). Si
regeneravimo sistema naudojama L-tert-leucino pramoninéje gamyboje
(Bommarius ir Riebel, 2004). Tarp $ios sistemos privalumy pirmiausiai minimi
jos inertiSkumas, lengvai paSalinamas koproduktas, pigiis formiato
dehidrogenazé ir kosubstratas — formiatas (Goldberg et al., 2007a). Vis délto
dauguma formiato dehidrogenaziy yra nuo NAD" priklausomi fermentai, o

daug ADH priklauso nuo NADPH. Dazniausiai formiato dehidrogenazés
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sugeba redukuoti ir NADP”, ta¢iau reakcijos yra létos (Ernst et al., 2005).
Efektyviau tokj neatitikimg galima iSsprgsti naudojant transhidrogenazes,
kurios pernesa redukcinius ekvivalentus tarp NADH ir NADPH (Weckbecker
ir Hummel, 2004).

Fermentinei NADPH regeneracijai daZnai naudojamos gliukozés
dehidrogenazé ir gliukozés-6-fosfato dehidrogenazé, kurios, atitinkamai,
oksiduoja gliukoze ir gliukozés-6-fosfatg (Weckbecker ir Hummel, 2004). Abu
fermentai pasizymi dideliu aktyvumu ir stabilumu. 1.7 paveiksle pavaizduota
chiraliniy alkoholiy gamybos schema, kai NAD(P)H regeneravimui naudojama
gliukozés dehidrogenazé. Esminis gliukozés-6-fosfato dehidrogenazés NADPH
regeneravimo sistemos trikumas — brangus substratas (Goldberg et al., 2007a).
Literatiiroje apraSyta keletas atvejy, kai kofaktoriaus regeneravimo sistemoje

antras fermentas yra taip pat ADH (Leonida, 2001).

i OH
Gliukono NAD(P)' }\
laktonas R R'

GDH (R)- arba (5)-ADH
NAD(P)H o
Gliukozé . S
+ H R RI

1.7 pav. Chiraliniy alkoholiy sintez¢ su NAD(P)H regeneravimo sistema. GDH
— gliukozés dehidrogenazé (Drauz et al., 2012).

Kitas budas regeneruoti NADPH — panaudoti vandenilio hidrogenazes.
Pagrindinis tokios sistemos privalumas yra tas, kad nesusidaro pasaliniy
produkty (Mertens ir Liese, 2004). Fosfito dehidrogenazé oksiduoja fosfita iki
fosfato drauge redukuodama NAD®. Todél §is fermentas gali biiti pritaikomas
kofaktoriaus regeneravimui. Be to, parodyta, kad fosfito dehidrogenazé yra
suderinama su laktato degidrogenaze, arklio kepeny ADH, malato

dehidrogenaze, ksilozés reduktaze (Johannes et al., 2007).
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Visais atvejais su fermentu sujungtose kofaktoriaus regeneravimo
sistemose tuo paciu metu naudojami du fermentai. Tuo tarpu su substratu
sujungtose regeneravimo sistemose tiek tikslinio produkto gamybai, tiek
kofaktoriaus regeneravimui naudojamas vienas fermentas. Pastaruoju atveju
reikalingas papildomas substratas. Chiraliniy alkoholiy gamybos metu
dazniausiai papildomai pridedama 2-propanolio, kuris oksiduojamas iki
koprodukto — acetono. Koproduktas gali bati Salinamas proceso metu, taip
valdant reakcijos pusiausvyrg (Goldberg et al., 2007a).

Kofaktoriaus regeneravimo problemos biity galima iSvengti biokatalizei
naudojant visg lastele. Tuomet, pridéjus gliukozés ar kito lengvai panaudojamo
energijos Saltinio, vyksta vidiné kofaktoriaus regeneracija drauge su Igsteliy
metabolizmu (Goldberg et al.,, 2007b). Be to, geny inzinerijos metodais
sukuriamos patobulintos Iastelés, turinCios tikslinés redukcijos reakcijoje
dalyvaujantj fermentg bei fermenta, skirta kofaktoriaus regeneravimui. Tokios
lastelés uZztikrina pakankamg redukcijos efektyvuma, biokatalizés procesas
tampa paprastas, 0 pasaliniy produkty nesusidaro (Groger et al., 2006; Ni et al.,
2011; Ni ir Xu, 2012).

1.2.4. Dioliy biosintezé

Pakankamai nauja ir didelio démesio susilaukusi pramoninés
biotechnologijos kryptis — 1,3-propandiolio, 1,2-propandiolio, 2,3-butandiolio
ir 1,4-butandiolio biosintezés. Sie dioliai gali biiti gaminami i§ jvairiy
atsinaujinanciy iStekliy ir net i$ biokuro gamybos atlieky (Saxena et al., 2009;
Zeng ir Sabra, 2011).

2,3-Butandiolis  susidom¢jimo  sulauké dél savo  unikalaus
stereoizomerizmo. Jis turi tris stereoizomery formas: R,R, S,S ir mezo, kurios
gali biiti gaunamos bakteriniy fermentacijy buidais. Pirmasis komercinis 2,3-
butandiolio pritaikymas buvo sintetinés gumos gamyba Antrojo pasaulinio
karo metais. Gamybai naudotas 2,3-butandiolis buvo susintetintas biokatalizés

buidu. Kai 1950 m. nafta tapo lengvai isgaunama ir pigi, Sio diolio biosintezés
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procesas buvo pakeistas j cheminj. Siuo metu dél patobuléjusiy technologijy,
ekologiniy ir politiniy aplinkybiy 2,3-butandiolj vél pradéta gaminti
biokatalizés metodais (Zeng ir Sabra, 2011). Sis alkoholis naudojamas
plastiky, spausdinimo raSalo, kvepaly, drékinanc¢iy ir minkStinanciy agenty,
plastifikatoriy ir vaisty pramoninégje gamyboje (Ji et al., 2011; Wang et al.,
2013).

2,3-Butandiolio sintez¢ 1§ angliavandeniy yra misrios rugsciy
fermentacijos dalis jvairiy mikroorganizmy augimo metu anacerobinémis arba
mikroaerobinémis sglygomis. Kelios Enterobacter, Klebsiella, Bacillus,
Paenibacillus ir Serratia genciy bakterijos buvo aprasytos kaip 2,3-butandiolio
producentai gliukozés fermentacijos metu (Gao et al., 2012; Celinska ir
Grajek, 2009; Ji et al., 2011; Qin et al., 2006; Zhang et al., 2011). DidZziausiu
2,3-butandiolio gamybos efektyvumu pasizyméjo Klebsiella pneumoniae ir
Klebsiella oxytoca bakterijos. Pastarasis mikroorganizmas nepatogeninis, todél
yra potencialus kandidatas pramoninés 2,3-butandiolio gamybos pritaikymui
(Yang et al., 2014).

Yang su kolegomis identifikavo ir charakterizavo Rhodococcus
erythropolis WZ010 baktering lgstele kaip universaly katalizatoriy, vykdantj
stereoselektyvia jvairiy arilketony redukcija (Yang et al., 2012). Dabar zinoma,
kad alkoholinés fermentacijos metu R. erythropolis WZ010 gali sintetinti
optiskai gryna (2S,3S)-2,3-butandiolj. Rekombinantiné nuo NAD" priklausoma
acetoino(diacetilo) reduktazé i§ R. erythropolis WZ010 vykdo ketony redukcija
ir yra grieztai (S)-stereospecifiné (Wang et al., 2013).

Priklausomai nuo mikroorganizmy ir jy kultivavimo salygy, be 2,3-
butandiolio susidaro ir kiti galutiniai produktai: etanolis, acetatas, laktatas ar
sukcinatas. Biotechnologiniuose procesuose vengiama tokiy Salutiniy
produkty, nes jie mazina tikslinio produkto gamybos iSeiga, grynumg ir didina
kaing. D¢l to ieSkoma alternatyviy efektyvesniy producenty 2,3-butandiolio
sintezei. Buvo konstruojamos E. coli, galin¢ios selektyviai sintetinti grynus
2,3-butandiolio izomerus. Visgi, gautas menkas optiskai gryny izomery
produktyvumas (Ui et al., 2004; Yu et al., 2011). Siekiant padidinti
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produktyvumg kuriami nauji visos lastelés biokatalizatoriai su papildoma
NAD" regeneravimo sistema (Xiao et al., 2010).

2,3-Butandiolio sintezé gali biiti vykdoma naudojant grynus fermentus —
2,3-butandiolio  dehidrogenazes, dar vadinamas acetoino (diacetilo)
reduktazémis. Sie fermentai katalizuoja acetoino redukcija iki 2,3-butandiolio.
Pasitaiko ir tokiy, kurie sugeba dviem etapais diacetilg redukuoti iki vicininio,
du stereocentrus turinéio alkoholio — 2,3-butandiolio (Wang et al., 2013).
Laukinio tipo mikroorganizmai dazniausiai gamina dviejy 2,3-butandiolio
stereoizomery miSinj (Yan et al., 2009). Alkoholio oksidacijos metu SDR tipo
2,3-butandiolio dehidrogenazés yra stereospecifinés mezo-2,3-butandioliui
ir/farba  (2S,3S)-2,3-butandioliui.  Tuo tarpu  (2R,3R)-2,3-butandiolio
dehidrogenazés paprastai yra cinkg turintys MDR fermentai (Ying ir Ma, 2011;
Takedaetal., 2011).

R. erythropolis genties bakterijos turi didelj rinkinj oksidoreduktaziy,
kurios asimetriSkai redukuoja prochiralinius ketonus susidarant chiraliniams
alkoholiams (de Carvalho ir da Fonseca, 2005). Buvo apibtidintos dvi nuo
NADP" priklausomos SDR i§ R. erythropolis MAK154 ir R. erythropolis
BCRC 10909, galinCios sintetinti du chiralinius centrus turincius
aminoalkoholius (Kataoka et al., 2006; Lin et al., 2010). R. erythropolis DSM
43297 genome aptiktas genas, koduojantis nuo NAD" priklausoma MDR, kuri
stereospecifiskai redukuoja acetofenong (Abokitse ir Hummel, 2003). Tuo
tarpu anks¢iau minéta R. erythropolis WZ010 acetoino(diacetilo)reduktazé, be
diacetilo ir acetoino, selektyviai redukuoja etilpiruvats, 2,2,2,-
trifluoroacetofenong, 4-bromoacetofenong, 2-bromoacetofenong, acetofenong
ir benzaldehida (Wang et al., 2013).

Visgi, nepaisant placios chiraliniy alkoholiy biosintezés galimybiy

studijos, tokiy junginiy paklausa islicka didesné uz pasiiila.
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1.2.5. Alkoholius oksiduojantys fermentai ir jy pritaikymo galimybés
kinetiniam racematy atskyrimui

Alkoholiy oksidacijg katalizuojantys fermentai pagal naudojamo
kofaktoriaus prigimtj yra skirstomi i keturias klases: 1) nuo pirolochinolino
chinono (PQQ) priklausomus fermentus (nuo PQQ priklausomos metanolio ir
etanolio dehidrogenazés, nuo PQQ priklausomos hemg turin¢ios ADH,
membraninés ADH); 2) FAD turincias alkoholio oksidazes; 3) nuo NAD(P)*
priklausomas ADH; 4) fermentus, turin¢ius hemg ir kofaktoriy F4y. Visi Sie
fermentai skiriasi naudojamais kofaktoriais, aminortigs¢iy sekomis, struktiira ir
substratiniu specifiSkumu. Vis délto jie visi katalizuoja reakcija, kurig galima
apraSyti lygtimi:

R-OH + Ags — R=0 + HA,¢q, R — alifatiné arba aromatiné grupé, A —
elektrony akceptoriaus oksiduota (oks) arba redukuota (red) forma.

Alkoholiy oksidacija katalizuojantys fermentai dél savo plataus
substratinio specifiSkumo susilauk¢ didelio démesio enantioselektyvios
alkoholiy oksidacijos pramonéje (Inoue et al., 2005; Matsushita et al., 2002;
Amidjojo et al., 2005). Literattiroje aprasytos chinoninés, hema turin¢ios ADH
iSskirtos i§ Comamonas testosteroni (Stigter et al., 1997; Geerlof et al., 1994),
Acetobacter pasteurianus (Machado et al., 1998) ir Ralstonia eutropha (Zarnt
et al., 2001), pasizymincCios stereoselektyvumu, kai substratais naudojami
enantiomeriSkai gryni alkoholiai. Chinohemobaltymai katalizuoja pirminiy
arba antriniy alifatiniy ir cikliniy alkoholiy oksidacija. Sie baltymai geba
oksiduoti mono- ir polihidroksilius junginius. Biokatalizei
chinohemobaltymais gali buti naudojami jvairlis nattraltis ir dirbtiniai
elektrony akceptoriai (pvz., azurinas, citochromai, fenazino metasulfatas,
dichlorofenolio indofenolis, fericianidas) (Toyama et al., 1995; Jongejan et al.,
2000; Matsushita et al., 2002; Tetianec et al., 2007; Laurinavicius et al., 2002).
Deél to nuo PQQ priklausomos ADH tampa patraukliais taikiniais pritaikymui
pramoninéje sintezéje, biojutikliy ir kataliziniy sistemy kiirime (Setkus et al.,

2004; Adachi et al., 2003; Laurinavicius et al., 2002). Skirtingai nei nuo

32



NAD(P)" priklausomoms ADH, chinobaltyminéms ADH apriipinimas
papildomais brangiais kofaktoriais néra butinas (Promden et al., 2008).
Pseudomonas putida HK5 bakterijos, auginamos terpéje su skirtingais
alkoholiais, gamina tris skirtingas nuo PQQ priklausomas ADH (ADH I, ADH
1B ir ADH 1IG) (Toyama et al., 1995). Kai Pseudomonas putida HK5 Igstelés
auginamos terpéje su 1,2-propandioliu ar gliceroliu, sintetinama ADH I1IG.
ADH IIG gali atskirti enantiomerines antriniy alkoholiy ir 1,2-
cikloheksandiolio formas (Bachmatova et al., 2004; Toyama et al., 1995). D-
Pseudoefedrino  sintez¢je aminoalkoholiy enantiomery biokataliziniam
atskyrimui naudojama nuo NADP® priklausoma L-1-amino-2-propanolio
dehidrogenazé¢ (Urano et al., 2011). Tuo tarpu duomeny apie nuo PQQ
priklausomy ADH pritaikymga selektyviai aminoalkoholiy oksidacijai dar néra.

1.2.6. Angliavandeniy biosintezé

Paskutiniu metu smarkiai iSaugo susidoméjimas nuo dihidroksiacetono
fosfato (DHAP) priklausomomis aldolazémis (Bommarius ir Riebel, 2004).
Aldolinés kondensacijos metu aldehido ar ketono a-anglies atomas prisijungia
prie kito aldehido ar ketono karbonilo grupés. Si reakcija yra vadinama
aldoline kondensacija, nes, kai kuriais atvejais, produktas reakcijos metu

dehidratuojasi susidarant o, -nesotiems junginiams (Clayden et al., 2000) (1.8

pav.).

9 B:
RHH?2 + RJ\/R4 R; R,

1.8 pav. Aldoliné kondensacija: aldehido ar ketono a-anglies atomas
prisijungia prie kito aldehido ar ketono karbonilo grupés, susidarant a, B-
nesotiems junginiams (Clayden et al., 2000).

Aldolazeés — liaziy grupés fermentai. Evoliucijos eigoje susiformavo

dviejy tipy aldolazés. I tipo aldolazés aptinkamos zZinduoliuose ir
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aukstesniuosiuose augaluose. Jy aktyvaus centro Lys Soniné grupé sudaro Sifo
baz¢ su DHAP karbonilo grupe ir, susidargs iminas, tautomerizuojasi iki
enamino, kuris, savo ruoztu, stereoselektyviai jungiasi prie akceptoriaus
(aldehido arba ketono). Prokariotams ir Zemesniesiems eukariotams biidingos
II tipo aldolazés, kurios tg pacig reakcija vykdo dalyvaujant cinko jonams
(Bommarius ir Riebel, 2004; Sheldon et al., 2007).

Nuo DHAP priklausomy aldolaziy katalizuojamose reakcijose gaunami
produktai turi po du naujus stereocentrus (1.9 pav.). Taigi, gali bati gaunami
keturi skirtingi stereoizomerai. Vis délto yra stereoselektyviy aldolaziy,
katalizuojanCiy vieno i§ stereoizomery susidarymg. Ramnuliozés 1-fosfato
aldolazé, L-fukuliozés 1-fosfato aldolazé, tagatozés 1,6-bisfosfato aldolazé ir

fruktozes 1,6-bisfosfato aldolazé katalizuoja kondensacijos reakcijas, kuriy

0
0 O OH
H,PO30  OH :
H OPO3H, FDPA : OPO3H;
OH H,PO,0 OH OH
0
. S o o
J\/ H,PO40  OH HJ\H\/
H™ RhalPA =
OH H,PO;0 OH OH
0
0 0O OH
J\/ H,PO;0  OH HK(\/
H : FuclPA
OH H,PO,0 OH OH
0
. N o o
H,POz0  OH
H OPO3H, TBPA : OPO3H,
OH H,PO30 OH OH

1.9 pav. Keturiy skirtingy stereoizomery sinteze, katalizuojant nuo DHAP
priklausomoms aldolazéms. FDPA - fruktozés 1,6-bisfosfato aldolazé, RhalPA
- ramnuliozés 1-fosfato aldolazé, FuclPA - L-fukuliozés 1-fosfato aldolazé,
TBPA - tagatozés 1,6-bisfosfato aldolazé (Silvestri et al., 2003).
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metu gaunami skirtingy konfiguracijy angliavandeniai (Silvestri et al., 2003)
(1.9 pav.).

Didelis nuo DHAP priklausomy aldolaziy triikumas yra tas, kad DHAP
negali bati pakeistas dihidroksiacetonu. DHAP yra brangus substratas. Sis
junginys tapo svarbiu substratu fermentinéje angliavandeniy sintezéje ir todél
didelis démesys skiriamas aukStos kokybés DHAP gavimui biokatalizés
metodais (Sheldon et al., 2007). 1.10 paveiksle parodyta Klebsiella
pneumoniae aprasyta reakcija, kur tikslinis produktas tiesiogiai gaunamas i$

dihidroksiacetono, veikiant glicerolio kinazei (Chevalier et al., 1990) (1.10

pav.).

0O O

GK i
HO\)&/OH TOATE 22 HO\)J\/OPO32 + ADP

1 2

1.10 pav. Tiesioginis dihidroksiacetono fosfato (2) gavimas i§
dihidroksiacetono (1) Klebsiella pneumoniae bakterijose (Chevalier et al.,
1990).

IS Aerococcus (Mackova et al., 2000), Streptococcus (Claiborne, 1986;
Esders ir Michrina, 1979) ir Enterococcus (Parsonage et al., 1998) bakterijy
buvo isgrynintas nuo FAD priklausomas fermentas — L-a-glicerofosfato
oksidazé (GPO), kuri katalizuoja L-a-glicerofosfato (GP) konversija j DHAP ir
vandenilio peroksidg (Fessner ir Sinerius, 1994; Kriamer ir Steckhan, 1997)
(1.11 pav.). Susidargs vandenilio peroksidas slopina GPO. Apskritai, Sio
Salutinio produkto pasalinimas tampa pagrindine priezastimi, dél kurios stringa

efektyvus jvairiy oksidaziy pritaikymas biokatalizéje (Schumperli et al., 2007).

OH GPO

0
Ho_A_oro,” t 92 = o M _opo> t M2

1.11 pav. DHAP biosintezé i§ GP Kkatalizuojant GPO (Fessner ir Sinerius,
1994).
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Eksperimenti§kai buvo parodyta (1.12 pav.), kad derinant keturiy
fermenty sistemg — glicerolio fosforilinimg ir oksidacijg, susidarant DHAP, bei
aldoline kondensacijg ir defosforilinima, viename reaktoriuje i§ pigios Zaliavos
— glicerolio — galima sintetinti didesnés pridétinés vertés ir plataus

panaudojimo angliavandenius.

OH OH
H\/OH PP;, fitazé, pH=4 (K/OPOSHQ GPO, pH=735
0
H,O A/
2 katalazé /\)l
FDPA,
pH=7.5
OH O OH O
fitazé, pH=4
-
_P]
OH OH OH OPO3zH,

1.12 pav. Glicerolio konversija j angliavandenius, naudojant suderintg keturiy
fermenty sistemg. FDPA — fruktozés 1,6-bisfosfato aldolazé (Sheldon et al.,
2007).

GP oksidacijos metu susidargs vandenilio peroksidas pasalinamas naudojant

katalaz¢ (Sheldon et al., 2007).

1.3. Regioselektyvus aromatinio Ziedo hidroksilinimas

Hidroksilinimas yra deguonies pernasos reakcija, kai organinése
molekulése vandenilio atomai pakei¢iami hidroksigrupémis (Nelson et al.,
2013). Hidroksilinti aromatiniai junginiai yra vaisty sintonai. Jie yra svarbis
tarpininkai maisto ir parfumerijos kvapy, zemés tikio chemikaly ir polimery
sintezéje (Ma et al., 2013). Biitent dél to per pastaruosius deSimt mety didelio

pramonininky ir mokslininky démesio susilauké selektyvus aromatiniy

W W —

(Ulirich ir Hofrichter, 2007).
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1.3.1. Selektyvus benzeno, tolueno ir ksileno hidroksilinimas naudojant
monooksigenazes/reduktazes

Benzeno, tolueno ir ksileno oksidacijai naudojami vandenilio peroksidas
ir metaly katalizatoriai (pvz., vanadis, paladis, TiO;), taiau reakcijy
selektyvumas iSlieka ribotas (Liicke et al., 2004; Tani et al., 2005). Cikliniy
alkany ir alkeny tiesioginés oksigenazinés reakcijos vyksta superkritiniame
anglies diokside. Tuo tarpu aromatiniams junginiams ta pati sintezés schema
netinka (Campestrini ir Tonellato, 2005).

Biokataliziné deguonies pernasa panaudojant grynus fermentus ar visas
bakterines lasteles yra efektyvus biidas regioselektyviam hidroksilinimui.
Biotransformacijomis, apimanciomis hidroksilinimo reakcijas, pirma karta
susidométa 1952 m. po sékmingos mikrobinés steroidy transformacijos
naudojant Rhizopus arrhizus gryba. Sis mikroorganizmas vykdo steroidy, pvz.,
progesterono, konversijg j atitinkamus 11-a-hidroksilo darinius (Peterson et al.,
1952). Véliau naudojant zyméta 0, buvo parodyta, kad biokatalizés metu j
aromatinius junginius 1§ deguonies molekulés jjungiami vienas arba abu
deguonies atomai. Tokias reakcijas Kkatalizuojatys fermentai pavadinti
oksigenazémis. Paaiskéjo, kad jie dalyvauja visy gyvy sistemy (nuo archéjy ir
bakterijy iki zinduoliy) metabolizme (Estabrook, 2003). Pagal tai, kiek
deguonies atomy — vienas ar du — jjungiama ] substratg, fermentai skirstomi j
mono- ir dioksigenazes (Holland, 1998).

Siuo metu Zinomos tik tolueno/benzeno monooksigenazés, vykdanéios
aromatiniy junginiy hidroksilinimg iki katecholio (Ma et al., 2013).
Pavyzdziui, tolueno orto-monooksigenazé i§ Burkholderia cepacia G4
oksiduoja tolueng ir benzeng susidarant atitinkamiems katecholiams (Newman
ir Wackett, 1995). Tolueno/o-ksileno monooksigenazé i§ Pseudomonas stutzeri
OXI gali oksiduoti tolueng ir 0-ksileng atitinkamai iki metilkatecholio ir 3,4-
dimetilkatecholio, bet benzeng oksiduoja tik iki fenolio (Bertoni et al., 1996).

Tolueno/benzeno 2-monooksigenazé i§ Burkholderia sp. JS150 transformuoja
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tolueng susidarant 3-metilkatecholiui dviejy nuosekliy monooksigenaziniy
reakcijy metu (Johnson ir Olsen, 1997).

Antra vertus, informacijos apie regioselektyvy benzeno ir tolueno
hidroksilinimg iki katecholiy bei tokio tipo reakcijas katalizuojancias fenolio
hidroksilazes yra mazai. Vienas i§ sékmingy fenolio hidroksilazés pavyzdziy
yra SeSiakomponenté nuo flavino priklausoma monooksigenaze, iSskirta i§ P.
stutzeri OX1 bakterijy (Cafaro et al., 2005). Neseniai aprasyta katecholio
dariniy biosintezé 1§ nehidroksilinty aromatiniy angliavandeniliy, kai
transformacija katalizuoja fermentas — fenolio hidroksilazé i§ Arthrobacter sp.

W1 (Maetal., 2013).

1.3.2. Regioselektyvus piridino ir jo dariniy hidroksilinimas

Heterociklin] atomg turintys organiniai junginiai sudaro apie 2/3 visy
Zinomy organiniy junginiy. Vienas Svarbiausiy, plafiai gamtoje paplitusiy
aromatiniy heterocikly yra piridinas (Kaiser et al., 1996). Piridinas toksiskas
zmonéms ir gamtoje laikomas terSalu. D¢l Sios prieZasties nemazai démesio
skiriama jo biodegradacijos tyrimams. Yra duomeny apie iSskirtas Alcaligenes,
Arthrobacter, Brevibacterium, Bacillus, Corynebacterium, Gordonia,
Micrococcus,  Nocardia, Nocardiodes,  Paracoccus,  Pimelobacter,
Pseudomonas, Rhodococcus, Shinella, ir Streptomyces genciy bakterijas,
kurios geba skaidyti piriding (Sun et al., 2011; Sun et al., 2014). Siuo metu
zinomos dvi pagrindinés bakterinio piridino skaidymo strategijos: redukcinis
kelias be pradinio hidroksilinimo (Watson ir Cain, 1975) ir hidroksilinimo
reakcija, lydima aromatinio Ziedo redukcijos (Mudliar et al., 2008). Daugelis i$
anksCiau minéty piriding skaidan¢iy bakterijy naudoja pirma strategija.
Aprasyti vos trys bakteriniai kamienai, kurie piridino metabolizmg pradeda
ziedo hidroksilinimu. Du i§ jy yra Rhodococcus genties atstovai, piriding
hidroksilinantys, atitinkamai, susidarant  2-hidroksipiridinui ir  2,3-
dihidroksipiridinui (Zefirov et al., 1994; Sun et al., 2011). Tuo tarpu

Arthrobacter genties bakterijos piridino skaidyma pradeda hidroksilinimu j 3-
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Cig padétj (Khasaeva et al., 2011). Tokias hidroksilinimo reakcijas
katalizuojantys fermentai yra svarbiis biotechnologiniu poziiiriu, nes jie galéty
biti pritaitkomi regioselektyviai piridino dariniy biosintezei. Vis délto Sios
hidroksilazés iki Siol neisskirtos.

Sun su kolegomis pademonstravo, kad 1§ deSimties fenoli skaidanciy
bakterijy rasiy penkios (Diaphorobacter, Acidovorax, Acinetobacter (du
bakteriniai kamienai) ir Corynebacterium) galéjo transformuoti ir piriding.
Nustatyta, kad Siose bakterijose tiek fenolis, tiek piridinas indukuoja fenolio
hidroksilazés genus. HPLC-MS analizé parodé¢, kad visais atvejais i$ piridino
susidaré metabolitas (m/z=96,07), kurio molekuliné masé identiska
monohidroksilintam piridinui (Sun et al., 2014). Negana to, literatiiroje
apraSyta daug mikroorganizmy, jskaitant Arthrobacter, Achromobacter,
Agrobacterium ir Nocardia genciy atstovus, kurie negali metabolizuoti
piridino, taciau lengvai skaido hidroksipiriding (O'Loughlin et al., 1999;
Houghton ir Cain, 1972; Shukla ir Kaul, 1986).

Apibendrinant galima teigti, kad piridino ir jo dariniy hidroksilinimo
reakcijos yra gerokai daznesnés nei ankSCiau manyta. Vis délto stinga
efektyviy biokatalizatoriy, kuriuos biity galima pritaikyti regioselektyviai

piridinoliy biosintezei.

Apibendrinus literatiiros duomenis, akivaizdu, kad chiraliniy alkoholiy
paklausa farmacijos, maisto, zemés tikio ir chemijos pramonéje virSija pasiila.
Stinga biokatalizatoriy optiSkai gryny polihidroksiliy dariniy sintezei. Néra
mikroorganizmy ar fermenty, tinkamy regioselektyviam N-heterocikliniy
junginiy hidroksilinimui. AprasSyti tiksliniy junginiy biosintezés metodai yra
per mazo efektyvumo, kad bity pritaikomi pramoninéje biokatalizéje. Dél
iSvardinty prieZas¢iy Siame darbe buvo tiriami polihidroksiliy dariniy sintezés

keliai biokatalizatoriais naudojant grynus fermentus ar visas lgsteles.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI

2.1. Medziagos
2.1.1. Reagentai

Reagentai Gamintojas
5-Bromo-4-chloroindolil-B-D-galaktopiranozidas, Thermo  Fisher
izopropil-B-D-galaktopiranozidas  (IPTG),  restrikcijos | Scientific,
endonukleazés ir jy buferiniai tirpalai, T4 DNR ligazé, | Lietuva

Gene Ruler DNA Ladder Mix ir Mass Ruler High Range
DNA Ladder DNR molekulinés masés zymenys, Unstained
Protein Molecular Weight Marker baltymy molekulinés
masés zymenys, Maxima Hot Start Green PCR Master Mix

ZYMO Plasmid PREP plazmidinés DNR skyrimo rinkinys

Zymo Research

Corp., JAV
PGR pradmenys Metabion,

Vokietija
Mieliy ekstraktas, NA (nutrient agar) terpé, NB (nutrient | Oxoid, Anglija

broth) terpé, BHI

triptonas

(brain-heart infusion broth) terpé,

Krieny peroksidazé, acetoinas, ampicilinas, gliukozé,
glicerolis, NaOH, KOH, kalio acetatas, natrio acetatas,
amonio acetatas, f-merkaptoetanolis, 1,2-propandiolis, (R)-
1-amino-2-propanolis, Na,COj3, (S)-1-amino-2-propanolis,
piruvo rugstis, imidazolas, metilaminas, sferinis silikagelis
(daleliy dydis 0,035-0,045 mm, poros skersmuo 260-340
A)

Fluka, Vokietija

NADP*, NADH, NADPH, glutaro aldehidas, a-naftolis, o-
dianizidinas

Reanal, Vengrija

N-propil-2-piridonas, N-butil-2-piridonas, butan-3-ono-2-il-
valeratas, butan-3-ono-2-il-izovaleratas, butan-3-ono-2-il-
heksanoatas, butan-3-ono-2-il-heptanoatas, butan-3-ono-2-
il-nikotinatas, butan-3-ono-2-il-izonikotinatas, butan-3-ono-
2-il-pikolinatas

dr. Daiva
Tauraité ir Rytis
Razanas, Lictuva

o-hidroksianilinas, m-hidroksianilinas, p-hidroksianilinas,
2-amino-3H-dipirido[3,2-b:2',3'-e][1,4]oksazino-3-onas, 2-
metilpiridino-N-oksidas,  3-metilpiridino-N-oksidas,  4-
metilpiridino-N-oksidas

dr.
Sarlauskas,
Lietuva

Jonas
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Plonasluoksnés  chromatografijos  plokstelés, natrio
dodecilsulfatas (NDS), 2-hidroksipiridinas,

2-aminopiridinas,  2-pikolinas,  2-chloropiridinas,  2-
karboksipiridinas, 2-hidroksimetilpiridinas, 2-etilpiridinas,
2-merkaptopiridinas, N-metil-2-piridonas, 2-
hidroksipiridino-N-oksidas, piridino-N-oksidas, 3-
hidroksipiridinas, 3-bromo-2-hidroksipiridinas, 3-metil-2-
hidroksipiridinas, 2-hidroksinikotino rugstis, 3-
metoksipiridonas,  2,3-dihidroksipiridinas,  2-amino-3-
metilpiridinas, 2-ciano-3-metilpiridinas, 2,3-lutidinas, 2-
amino-3-hidroksipiridinas, 2-amino-3-cianopiridinas, 2,3-
diaminopiridinas, 2-amino-3-nitropiridinas, 2-hidroksi-4-
metil-3-nitropiridinas, 2,4-dihidroksipiridinas, 2,6-
dihidroksipiridinas, 2-hidroksi-6-metilpiridinas, 2-
hidroksipirimidinas, 2-amino-4-metilpiridinas, 2-amino-
4,6-dimetilpiridinas, 6-amino-3-metilpiridinas, piridinas, 3-
pikolinas, 4-pikolinas, 2,4-lutidinas, 2,5-lutidinas, 2,6-
lutidinas, 3,4-lutidinas, 3,5-lutidinas, 2,3,5-kolidinas,
simetrinis kolidinas, 2-piranonas, citrazino rtigstis, anilinas,
6-hidroksipikolino rigstis, 5-hidroksipikolino rtgstis, 3-
ciano-6-metil-2-hidroksipiridinas, 2,6-diaminopiridinas,
pirazinas, acetilpirazinas, 2,3-dimetilpirazinas, 2,5-
dimetilpirazinas, 2,6-dimetilpirazinas, 2,3,5-
trimetilpirazinas, aminopirazinas, tetrametilpirazinas, 2-
pikolino-N-oksidas, 2-hidroksietilpiridinas, 2-amino-3-
piridinokarbonitrilas,  3-metilpiridazinas,  3-hidroksi-2-
metilpiridinas, 4-metil-2-piridinokarbonitrilas, piridino-2,6-
dikarbonitrilas, 4-etilpiridinas, 2,3-ciklopentenopiridinas, 5-
metil-6,7-dihidrociklopentanopirazinas, 2,4-
diaminopirimidinas, 5-hidroksi-2-metilpiridinas, 6-
hidroksipikolino  riigStis,  3-hidroksipikolino  riigstis,
etilpiridonas, nikotinamidas, 4-nitro-(4-benzil)piridinas, 2-
pikolino-N-oksidas, piridino-4-karboksirtigstis, 3-
cianopiridinas, piridino-2,3-dikarboksirfigstis, 4-
hidroksipiridinas,3-fluoropiridin-2-olis,  3-chloropiridin-2-
olis, 6-chloro-2-hidroksipiridinas, 6-bromopiridin-2-olis, 2-
hidroksi-6-metilpiridinas, 2-amino-6-hidroksipiridinas, 4-
chloro-2-hidroksipiridinas, 4-ciano-2(1H)-piridinonas, 4,6-

dimetil-2-hidroksipiridinas, 3-amino-2-hidroksi-6-
metilpiridinas,  2-hidroksi-3-trifluorometilpiridinas,  2-
hidroksi-4-trifluorometilpiridinas, 2-hidroksi-6-

trifluorometilpiridinas, 2-amino-4-chloropiridinas, 2-amino-
6-bromopiridinas, 2-amino-6-chloropiridinas, 2-amino-3-
bromopiridinas, 6-fluoropiridino-2-aminas, 2-
aminopiridino-4-olis, 2-amino-3-chloropiridinas, 2-amino-
4-fluoropiridinas, 2-amino-3,6-dibromopiridinas,
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2-amino-3-metoksipiridinas,  2-amino-6-metoksipiridinas,
2-amino-6-trifluorometilpiridinas, etil-2-aminonikotinatas,
2-aminopirimidin-4-olis, 2-amino-4-chloropirimidinas, 2-
amino-4-bromopiridinas, 4-bromo-2-hidroksipiridinas, 2-
amino-3-fluoropiridinas, 3-bromo-6-metilpiridin-2-olis,
algino  rogstis, (2S,35)-2,3-butandiolis, (2R,3R)-2,3-
butandiolis, = mezo-2,3-butandiolis,  diacetilas, 2,3-
pentandionas, 2,3-heksandionas, 2,3-heptandionas, 3,4-
heksandionas, = DL-a-glicerofosfatas,  kreatinas,  3-
aminopropiltrietoksisilanas, (+)-3-amino-1,2-propandiolis,
2-amino-1,3-propandiolis, rac-serinas, (R)-serinas, rac-
treoninas, (R)-treoninas, (S)-treoninas, glicinas, MES, 2-
pentanonas, 3-metil-1,2-ciklopentandionas, 2-oksoglutaro
ragstis, 3-merkapto-2-butanonas, 3-bromo-2-butanonas, 3-
hidroksi-3-metil-2-butanonas, butan-3-ono-2-il-butanoatas,
glicerolio-3-fosfato dehidrogenazé i§ triusio raumeny,
jaucio serumo albuminas

Anglies pluosto drobé C-BX 200 Toray Ind.,
Jungtiné
Karalysté

NaCl, K,HPO,4, KH,PO,, (NH4),S0O,4, MgSQO,, CaCl,, H,O,, | Reachim, Rusija

MnSO,, FeSO;, HCI, K;s[Fe(CN)s], FeCls, MnO,, |Ir  Lachema,

CuS0,-5H,0, citrinos riigstis, gintaro rigstis Cekija

Acto rugstis Chempur,
Lenkija

Etanolis Vilniaus degting,
Lietuva

Agarozg, etidzio bromidas Serva, Vokietija

Akrilamidas, etilendiaminotetraacto  rugstis (EDTA), | Roth, VVokietija

fenolio-chloroformo misinys

Kanamicinas, tris(hidroksimetil)aminometanas (Tris)

AppliChem,
Vokietija

Agaras, dimetilformamidas, dimetilsulsoksidas (DMSO),
metanolis, acetonitrilas ir skruzdziy riigstis

Merck, Vokietija
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Keli Siame darbe naudoti ketoesteriai (3-oksobutan-2-il alkanoatai)
susintetinti katalizatoriais naudojant N,N-dicikloheksilkarbodiimidg ir 4-

dimetilaminopiriding pagal 2.1 paveiksle pateikta schema.

0 0
)K( R-COOH, DCC, DMAP )-H/
DCM,3h,rt.

OH OW4
R

0

2.1 pav. Ketoesteriy sintezés schema. R: -CHj, -C,Hs, -i-CsH7, -C4Hg, -i-C4Hg,
_C5H111 'C6H13; 'C7H14'CH:CH'C8H16; 'OC5H4N, -mC5H4N, -pC5H4N. DCC —
N,N-dicikloheksilkarbodiimidas, DMAP — 4-dimetilaminopiridinas, DCM -
dichlormetanas.

Susintetinti junginiai buvo gryninami naudojant silikagelio kolonéle, kai
eliuentas heksano/chloroformo miSinys. Junginiy struktiiros nustatytos ir

grynumas jvertintas naudojant HPLC-MS ir BMR spektroskopija.

2.1.2. Bakterijos

Escherichia coli DH5a [$80dlacZAM15 A(lacZY-argF)U169 deoR
recAl endAl hsdR17(rk'mg’) sup E44 thi-1 gyrA96 relAl] — Pharmacia,
Svedija;

Escherichia coli BL21 (DE3) [F ompT gal hsdSg (rg'mg’) dcm lon
(DE3)] — Avidis, Pranciizija;

Burkholderia sp. MAKL1 bakterinis kamienas isskirtas Molekulinés
mikrobiologijos ir  biotechnologijos skyriuje  (Vilniaus universiteto

Biochemijos institutas) pagal gebéjima panaudoti 2-hidroksipiriding Kaip

v —

2.1.3. Plazmidés

PTZ57R/T — Ap', oriColE1, lacZo, PGR produkty klonavimui (Thermo

Fisher Scientific, Lietuva).
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PpET-28b(+) — Km', T7 promotorius, poli-His seka baltymo C-gale
(Novagen, Vokietija).

pTpdE — j pET-21b(+) (Novagen, Vokietija) vektoriy klonuotas tpdE
genas.

pPET-R19T — j pET-28b(+) (Novagen, Vokietija) vektoriy klonuotas
TpdE taskin; R19T mutantg koduojantis genas.

pGPO - j pET-21d(+) (Novagen, Vokietija) vektoriy Klonuotas gpo

genas.

2.1.4. Terpés

EFA terpé: K,HPO, — 10 g/l, KH,PO, — 4 g/1, mieliy ekstraktas — 0,5
g/l, (NH4),SO,4 — 1 g/l, MgSO,4 x 7 H,O — 0,2 g/l, agaras — 15 g/1, drusky
tirpalas, pH 7,2 — 10 ml/I.

Drusky tirpalas: CaCl, x 2 H,O — 2 g/l, MnSO,4 x 4 H,O — 1 g/l, FeSO,
x 7 H,O — 0,5 g/l. Druskos buvo tirpinamos 0,1 N HCI ir autoklavuojamos, po
to Jdedamos | sterilig EFA terpe.

Nutrient broth (NB), nutrient agar (NA) ir brain-heart infusion
(BHI) terpés paruostos pagal gamintojo (Oxoid, Anglija) nurodymus.

Luria Bertani terpé: triptono — 10 g/l, mieliy ekstrakto — 5 g/l, NaCl —
39/l, MgSO, —1 g/l.

MAKT1 terpé (Burkholderia sp. MAK1 auginimui): triptono — 10 g/I,
mieliy ekstrakto — 5 g/l, MgSO,4 — 1 g/I.

Visos terpés autoklavuojamos 20 min 1 atm slégyje 121 °C

temperatiiroje.
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2.2. Tyrimo metodai

2.2.1. Bakterijuy auginimo sglygos

E. coli ant agarizuotos NA terpés auginamos 37 °C. Skystose BHI, NB
ar LB terpése jos auginamos 30 °C temperatiiroje aeruojant (180 aps./min).
Priklausomai nuo naudojamo vektoriaus transformuoty E. coli bakterijy
atrankai naudojamas ampicilinas (50 pg/ml) arba kanamicinas (40 ug/ml).

Burkholderia sp. MAKI1 ant agarizuotos EFA terpés su 0,2 % 2-
hidroksipiridino auginamos 30 °C temperatiros termostate. Burkholderia sp.
MAKI lastelés biokonversijoms uzs€jamos i$ naktinés kultiiros ir auginamos
parag 1 1 MAK1 terpés (kolbose po 200 ml) su 0,2 % 2-hidroksipiridino. Siy
bakterijy naktiné kultira — Igstelés, uzaugintos 25 ml MAKI1 terpés su 0,2 % 2-
hidroksipiridino per naktj. Uzaugintos lastelés surenkamos centrifuguojant (30
min 4000 g), tris kartus plaunamos 10 mM kalio fosfato buferiniu tirpalu, pH
7,2, ir suspenduojamos 300 ml to paties buferinio tirpalo. Taip gauta

Burkholderia sp. MAK1 Igsteliy suspensija naudojama biokonversijoms.

2.2.2. Plazmidinés DNR skyrimas

Plazmidiné DNR i$ E. coli bakterijy skiriama naudojant ZR Plasmid
Miniprep™ (Zymo Research) arba GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Scientific) rinkinius pagal gamintojy pateiktas rekomendacijas.

Skiriant didesnius plazmidinés DNR kiekius taikytas Sarminés

denatiiracijos metodas pagal Sambrook ir Russell (Sambrook ir Russell, 2001).

2.2.3. DNR dauginimas in vitro

Klonavimui skirti DNR fragmentai padauginti atliekant polimerazing

grandining reakcijg (Saiki et al., 1988). Fragmenty padauginimui naudotas
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Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (2x) rinkinys (Thermo Scientific) ir
specifiniai pradmenys (Metabion). Matrica — pTpdE plazmidiné DNR.

2.2.4. DNR manipuliacijos

DNR hidrolizé restrikcijos endonukleazémis bei fragmenty ligavimas T4
DNR ligaze atliekami remiantis gamintojo rekomendacijomis. E. coli
transformanty atranka bei elektroforezé agarozés gelyje atlieckami remiantis
standartinémis Sambrook ir Russell metodikomis (Sambrook ir Russell, 2001).
DNR koncentracija nustatyta atliekant elektroforeze agarozés gelyje,

naudojant Mass Ruler™ DNA Ladder (High Range) DNR kiekio Zymenj.

2.2.5. Kompetentiniy lasteliy paruosimas ir elektroporacija

Escherichia coli DH5a Igstelés uzséjamos j 5 ml BHI terpés ir auginama
per naktj (15-16 val.) 30°C temperatiiroje aeruojant. 1 ml naktinés kultiiros
uzséjamas ] 200 ml BHI terpés. Auginama aeruojant 30°C temperatiiroje, kol
optinis tankis (Ago) pasiekia 0,5-0,9. Tuomet Igstelés atvésinamos laikant 15
min ledo vonioje. Paskui centrifuguojama 10 min 3000 g Saldant, supernatantas
pasalinamas. Lastelés du kartus plaunamos 40 ml Salto 10 % glicerolio tirpalo.
Lastelés resuspenduojamos, surenkamos centrifuguojant anksc¢iau minétomis
sglygomis. Galiausiai lgstelés suspenduojamos 1 ml $alto 10 % glicerolio
tirpalo.

Elektroporacijai naudojamos kiuvetés atSaldomos ledo vonioje. | 100 pl
elektrokompetentiniy lasteliy jdedama ~1 pg DNR ir suspensija su DNR
perkeliama j at3aldyta kiuvete. Si jdedama j elektroporacijos aparata, kuriame
nustatoma 2,0 kV/cm? jtampa. Elektros impulso trukmé 4-5 ms. Po
elektroporacijos ant Igsteliy nedelsiant uzpilama 900 pl BHI terpés, suspensija
perkeliama j mégintuvely. Lastelés inkubuojamos 30 min 37 °C temperatiiroje,

paskui iSséjamos ant NA terpés su atitinkamu antibiotiku.
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2.2.6. Fermenty biosintezé

2.2.6.1. Rekombinantinés GPO is Enterococcus sp. RL1 biosintezé

E. coli BL21 (DE3)/pGPO bakterijos auginamos 25 ml NB, LB arba
BHI terpés (j kurig papildomai jdéta 50 ug/ml ampicilino) 30 °C temperatiiroje
aeruojant. Bakterijy kiekis skystoje terpéje nustatomas spektrofotometriskai,
matuojant optinj tankj esant 600 nm bangos ilgiui. Sterili terpé naudojama kaip
kontrolé. GPO sintezé indukuojama, kai optinis tankis 0,6-1,6. Induktoriaus
IPTG koncentracija 0,05-0,5 mM IPTG. Po indukcijos auginta 4, 6, 18 ir 24

val. Kultiira buvo surenkama centrifuguojant (10 min 4000 g).

2.2.6.2. Rekombinantinio baltymo TpdE i§ Rhodococcus jostii TMPI
biosintezés sqlygy optimizavimas

E. coli pTpdE transformantai atrinkti pagal atsparuma ampicilinui. E.
coli BL21 (DE3)/pTpdE bakterijos auginamos 25 ml NB arba BHI terpés, j
kurig papildomai jdéta 50 pg/ml ampicilino 30 °C temperatiiroje aeruojant.
Bakterijy kiekis skystoje terpéje nustatomas spektrofotometriskai, matuojant
optinj tankj esant 600 nm bangos ilgiui. Sterili terpé naudojama kaip kontrolé.
TpdE sintezé indukuojama 0,05-0,5 mM IPTG, kai optinis tankis 0,6, 0,8, 1,0,
1,2, 1,4 ir 1,6. Po indukcijos auginama 4, 6, 17 ir 19 val. Biomasé surenkama
centrifuguojant (10 min 4000 g). Nusodintos lastelés resuspenduojamos 3 ml
50 mM kalio fosfato buferio, pH 7,2 su 0,1 M NacCl, ir suardomos ultragarsu,
auSinant  ledo-vandens vonioje. Baltymy pavyzdziai analizuojami

elektroforezés budu NDS-poliakrilamidiniame gelyje.
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2.2.7. Fermenty gryninimas ir tyrimas

2.2.7.1. GPO gryninimas

Prie§  gryninimo  procedirg lasteliy nuolauZzos  paSalinamos
centrifuguojant (5 min 10000 g). Belastelinis ekstraktas gryninamas
giminingumo chromatografijos biidu Ni**-IMAC HP kolonéléje (5 ml).
Naudojami du buferiniai tirpalai: prijungimo buferinis tirpalas, sudarytas i§ 50
mM Kkalio fosfato, pH 7,2, ir 0,1 M NaCl, bei eliucijos buferinis tirpalas, kuris
paruosiamas | prijungimo buferinj tirpalg pridéjus 0,5 M imidazolo. Ni?*-
IMAC HP kolon¢l¢ i§ anksto paruoSiama jg plaunant prijungimo buferiniu
tirpalu. Visi neprisijunge baltymai iSplaunami tuo paciu buferiniu tirpalu, o
frakcijos su baltymais, turinCiais 6 histidiny inkarg, surenkamos taikant
gradienting eliucijg: prijungimo buferinis tirpalas pakeiiamas eliucijos
buferiniu tirpalu per 5 kolonélés turius. GPO frakcijose aptinkamas pagal
sugert], kai A=430 nm, ir matuojant GPO fermentinj aktyvuma. Baltymo
grynumas jvertinamas elektroforeziSkai. Frakcijos su GPO sujungiamos ir
dializuojamos per naktj 50 mM kalio fosfato, pH 7,2, buferiniame tirpale arba
nudruskinamos naudojant HiTrap Desalting kolonélg, sukoncentruojamos ir

laikomos —20 °C temperatiiroje.

2.2.7.2. GPO aktyvumo matavimas

GPO aktyvumas matuojamas pagal susidarius; vandenilio peroksida.
Reakcijos miSinys sudarytas i§ 50 mM kalio fosfato buferinio tirpalo, pH 7,2,
0,3 MM o-dianizidino, 5 U krieny peroksidazés, 25 mM L-a-glicerofosfato
(GP) ir atitinkamo GPO kiekio. Bendras reakcijos miSinio taris — 1 ml.
Reakcija pradedama pridedant GPO ir spektrofotometriSkai matuojamas
sugerties intensyvumo didéjimas, kai A=430 nm. Vienas GPO aktyvumo
vienetas — tai fermento kiekis, kuris katalizuoja 1 umol H,0, susidarymag 30 °C

temperatiiroje per vieng minute.
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2.2.7.3. GPO termostabilumo nustatymas

GPO pavyzdziai 5 min inkubuoti esant skirtingai temperattrai, nuo 20
iki 60 °C. Likes aktyvumas matuotas 2.2.7.2. skyriuje apraSytu budu, kai
temperattra buvo 30 °C. Nepriklausomi matavimai atlikti tris kartus maZiausiai

po tris pakartojimus.

2.2.7.4. |Sgrynintos rekombinantinés GPO laikymo stabilumo tyrimas

Rekombinantiné GPO laikoma 4 °C ir —20 °C temperatiiroje. PeriodiSkai
matuojamas fermento aktyvumas 30 °C temperatiiroje, kaip apraSyta 2.2.7.2.

skyriuje. 100 % — pradinis fermento aktyvumas prie§ laikyma 4 °C ar —20 °C.

2.2.7.5. GPO reaktoriy konstravimas

Anglies pluosto (AP) drobé panardinama | nejoninj detergenta ir
veikiama ultragarsu 10 min. Tada ji patalpinama j plastikinius marskinélius su
vario viela — sukuriamas elektrodas, kurio darbinis plotas 20 cm? 50 mM
Ks[Fe(CN)g] ir 50 mM FeCl; drusky misinys iStirpinamas 100 mM HCIL. | jj
panardinamas AP elektrodas ir inkubuojamas 10 min kambario temperatiiroje.
Ant elektrodo pavirSiaus tiesiogiai nuséda Berlyno mélis. Berlyno méliu
modifikuotas AP elektrodas (AP/BM) plaunamas 100 mM HCI ir dziovinamas
90 min 80 °C temperatiroje.

Reaktoriuje naudojama AP/BM/GPO drobé (4x5 cm) paruoSiama
kovalentiSkai imobilizuojant GPO ant AP/BM. 200 ul GPO (94 U) sumaiSoma
su 200 ul 5 % (w/v) Zelatinos tirpalo ir 5 pl 5 % (v/v) glutaro aldehido. Sis
miSinys uzlaSinamas ant AP/BM pavirSiaus. Reaktoriuje I darbinis elektrodas
sudarytas i§ AP/BM, reaktoriuje 11 — AP/BM/GPO. Darbinis elektrodas
patalpinamas ] plastiking cele (7 cm 1ilgio, 2,5 cm skersmens).

Kompensuojamasis elektrodas — 4 cm ilgio ir 0,5 cm skersmens plieninis

49



vamzdelis prijungtas celés iSoréje. Prie celés prijungtas Ag/AgCl lyginamasis
elektrodas.

Sistema uzpildyta 30 ml 5 arba 50 mM GP tirpalo, paruosto 50 mM
kalio fosfato buferiniame tirpale, pH 7,2. Substrato tekéjimo suminis greitis —
50 ml/min. Periodiskai imami pavyzdziai ir juose nustatomos GP, DHAP ir

H,O, koncentracijos.

2.2.7.6. H,O,, DHAP ir GP nustatymas

H,0, koncentracija matuojama naudojant trijy elektrody cele (1 ml),
sudarytag i§ darbinio Pt elektrodo (1 mm skersmens) 0,6 V, lyginamojo
Ag/AgCl ir kompensuojamojo Ti plokstelés elektrodo. Elektrocheminiai
matavimai atliekami naudojant Voltalab PGZ 402 (Radiometer) potenciostata.

DHAP analizuojamas naudojant glicerolio-3-fosfato dehidrogenaze.
Standartinis reakcijos misinys sudarytas i§ 50 mM kalio fosfato buferinio
tirpalo, pH 7,2, 0,2 mM NADH, 2,8 U glicerolio-3-fosfato dehidrogenazés ir
meéginio i$ reaktoriaus. Bendras reakcijos miSinio tiiris — 1 ml. Matuojamas
sugerties intensyvumo maz¢jimas, kai A=340 nm, susijes su NADH oksidacija.

Tam, kad i§ méginiy biity pasalintas H,O,, jie inkubuojami su MnO,
pertekliumi 30 min kratant. Tada GP koncentracija nustatoma
spektrofotometriskai. Standartinis reakcijos miSinys sudarytas i§ 50 mM kalio
fosfato buferio, pH 7,2, 0,3 mM o0-dianizidino, 5 U krieny peroksidazés, 2,3 U
GPO ir méginio i§ reaktoriaus. Bendras reakcijos misinio tdris — 1 ml.
Matuojamas sugerties intensyvumas, kai A=420 nm. GP kalibracinés kreiveés

ribos 0-0,25 mM.

2.2.7.7. Alkoholio dehidrogenazés i§ Pseudomonas putida HK5 aktyvumo
nustatymas

Darbe naudota i§ Pseudomonas putida HKS isgryninta alkoholio
dehidrogenazé (ADH IIG) (Bachmatova et al., 2004). Fermento aktyvumas
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matuojamas 30 °C temperatiiroje esant intensyviam maiSymui. Reakcijos
misinys sudarytas i§ 50 mM Tris-HCI buferinio tirpato, pH 8,0, 2 mM CaCl,, 1
mM K;[Fe(CN)e¢], 20 mM substrato (glicerolio ar kitokio alkoholio), 5-10 ul
laisvo ar imobilizuoto fermento suspensijos. Bendras reakcijos miSinio tiris —
1 ml. Imobilizuotas fermentas po reakcijos atskiriamas trumpai
centrifuguojant. ADH 1IG aktyvumas matuotas spektrofotometriSkai pagal
sugerties intensyvumo mazéjimg dél Ks[Fe(CN)e] redukcijos, kai A=420 nm
(€420=1020 M cm™). Vienas ADH 11G aktyvumo vienetas — tai toks fermento

kiekis, kuris katalizuoja 1 pumol K;[Fe(CN)g] redukcijg per 1 min.

2.2.7.8. TpdE gryninimas

Prie§  gryninimo  procedirg lasteliy nuolauZzos  paSalinamos
centrifuguojant (5 min 10000 g). Belastelinis ekstraktas gryninamas Ni%'-
IMAC HP kolon¢léje (1 ml) giminingumo chromatografijos btidu. Proceso
metu naudojami du buferiniai tirpalai: prijungimo buferis, sudarytas i§ 50 mM
kalio fosfato, pH 7,2, ir 0,1 M NaCl, bei eliucijos buferis, kuris paruostas j
prijungimo buferj pridéjus 0,5 M imidazolo. Ni**-IMAC HP kolonélé i§ anksto
paruo$iama j3 plaunant prijungimo buferiu. Visi neprisijungg baltymai
iSplaunami tuo paciu buferiu, o frakcijos su baltymais, turinCiais 6 histidiny
inkarg, surenkamos taikant smiiging eliucijos strategija: prijungimo buferj i$
karto pakeiciant eliucijos buferiu. Frakcijos su tiksliniu baltymu atrenkamos
pagal fermentinj aktyvumg. Grynumas jvertinamas elektroforeziskai. Frakcijos
su TpdE sujungiamos, imidazolas paSalinamas dializuojant 50 mM kalio
fosfato, pH 7,2, buferiniame tirpale arba naudojant 5 ml HiTrap Desalting
nudruskinimo kolon¢lg. Tada pridedama glicerolio, santykiu 1:1. ISgrynintas

baltymas laikomas —20 °C temperatiiroje.
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2.2.7.9. TpdE aktyvumo matavimas

Alkoholio dehidrogenazés TpdE aktyvumas matuojamas 30 °C
temperatiiroje pagal sugerties pokyti, NADPH oksiduojant iki NADP", Kai
A=340 nm (£340=6220 M cm™). Reakcijos misinys sudarytas i 50 mM kalio
fosfato buferinio tirpalo, pH 7,2, 200 uM NADPH, 10 mM substrato (diketono
ar aciloino) ir atitinkamo belastelinio ekstrakto kiekio. Bendras reakcijos
misinio taris — 1 ml. Reakcija pradedama pridedant substrato. Vienas alkoholio
dehidrogenazés TpdE aktyvumo vienctas — tai toks fermento kiekis, kuris

katalizuoja 1 pmol NADP" susidaryma nurodytomis salygomis per 1 minute.

2.2.7.10. TpdE kinetiniy parametry nustatymas

Diketony 1ir aciloiny redukcijos kinetiniai matavimai atlikti
spektrofotometriskai 50 mM kalio fosfato buferiniame tirpale, pH 7,2.
Kinetinés kreivés registruotos pagal sugerties intensyvumo maz¢jimg dél
NADPH oksidacijos, kai A=340 nm (£3,0=6220 M™* cm™), esant 30 °C
temperattirai. Kinetiniai parametrai diketonams ar aciloinams nustatyti esant
0,2 mM NADPH ir skirtingoms diketony ar aciloiny koncentracijoms. Tuo
tarpu kosubstrato — NADPH — Kinetiniai parametrai nustatyti, esant 10 mM
diacetilo. Visi matavimai atlikti maziausiai tris kartus.

Pradinio reakcijos grei¢io priklausomybés nuo substrato koncentracijos
analizé bei V. Ir Ky nustatymas atlikti naudojantis Michaelio-Menten

lygtimi, GraFit programa (Erithacus Software LTD).

2.2.7.11. TpdE stabilumo priklausomybés nuo temperatiiros tyrimas

TpdE inkubuojamas 50 mM kalio fosfato buferiniame tirpale, pH 7,2,
esant skirtingoms temperatiroms 10 min. Tada pavyzdZziai nedelsiant
atSaldomi lede. Fermento aktyvumas matuojamas 30 °C temperatiiroje, kaip

nurodyta 2.2.7.9. skyriuje.
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2.2.7.12. 2,3-Butandioliy oksidacija TpdE

Alkoholio dehidrogenazés TpdE oksidacinis aktyvumas matuojamas 30
°C temperatiiroje pagal sugerties pokyti, NADP" redukuojant iki NADPH, Kai
bangos ilgis 340 nm. Reakcijos miSinys sudarytas i§ 50 mM Gly-NaOH
buferinio tirpalo, pH 9,5, 200 uM NADP*, 10 mM R,R-, S,S- arba mezo- 2,3-
butandiolio ir atitinkamo kiekio iSgryninto TpdE. Bendras reakcijos miSinio

taris — 1 ml.

2.2.7.13. Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje denatiiravimo
sqlygomis

Baltymy elektroforezé NDS-poliakrilamidiniame gelyje atliekama pagal
standartines metodikas (Laemmli, 1970), naudojant 4,5 % koncentruojantj ir
12 % skirstomajj gelius. Baltymy preparatai pries§ elektroforeze sumaiSomi su
Coomassie Brilliant Blue R-250 dazy tirpalu, turinéiu 4 % NDS ir 6 %
metkaptoetanolio, ir kaitinami verdan¢io vandens vonioje 3 min. Baltymai
dazomi Coomassie Brilliant Blue R-250 dazais. Po dazymo gelis blukinamas 7

% acto rugsties tirpalu.

2.2.7.14. Baltymy koncentracijos nustatymas

Baltymy koncentracija nustatoma Lowry (Lowry et al., 1951) metodu.
Baltymy méginiai praskiedziami vandeniu iki 400 pl, jpilama 2 ml reaktyvo A
(2 % Na,COg3 ir 0,1 N NaOH tirpalas) ir 40 pul reaktyvo B (0,5 % vandeninis
CuSO,4-5H,0 tirpalas), laikoma kambario temperatiroje 10 min. Jpilama 200
ul praskiesto vandeniu (1:1) Folino reagento ir laikoma 37 °C temperatiiroje 45
min. Matuojamas optinis tankis, esant 750 nm bangos ilgiui. Baltymo

koncentracija nustatoma pagal jauc¢io serumo albumino kalibracing kreive.
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2.2.8. Junginiy biokonversijos naudojant sveikas lasteles

2.2.8.1. 2,3-Diketony redukcija E. coli BL21 (DE3)/pTpdE lgstelémis

E. coli BL21 (DE3)/pTpdE bakterijos uzaugintos 25 ml BHI terpés, i
kurig papildomai jdéta 50 pg/ml ampicilino 30 °C temperatiiroje aeruojant.
Biomasé surinkta centrifuguojant (10 min 4000 g). Nusodintos lastelés 3 kartus
plautos 20 ml 50 mM kalio fosfato buferinio tirpalo, pH 7,2 ir resuspenduotos
10 ml to paties buferio. I lgsteliy suspensija pridéta 0,25 % gliukozés ir 5 mg
2,3-diketono. Lasteliy suspensija inkubuota 30 °C temperatiiroje acruojant 15—
18 val.

2.2.8.2. Piridiny, pirimidiny ir pirazing biokonversijos, naudojant
Burkholderia sp. MAK1 Igsteles, tyrimas

0,05 g slapios Burkholderia sp. MAK1 lasteliy masés suspenduojama 1
ml 10 mM Kkalio fosfato buferiniame tirpale, pH 7,2. | suspensijg pridedama 6
ul 40 % gliukozés ir 0,25 mM substrato, kurio konversija tiriama. Inkubuojama

30 °C temperatiiroje kratant. Konversijos eiga stebima HPLC-MS sistema.

2.2.8.3. Didesniy hidroksilinty piridiny, pirimidiny ir piraziny kiekiy
biosintezé Burkholderia sp. MAKI1 lgstelémis

Biosintezei naudojama 100 ml Burkholderia sp. MAKI Igsteliy
suspensijos, gautos 2.2.1. skyriuje aprasytu biidu. Tokiame kiekyje yra ~2 g
Slapios lgsteliy masés. | suspensijg pridedama 0,6 ml 40 % gliukozés ir 50 mg
substrato. Inkubuojama 30 °C kratykléje (180 aps./min). Konversijos eiga
stebima HPLC-MS sistema.
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2.2.9. Belasteliniy ekstrakty ruosimas

Belasteliniai ekstraktai ruoSiami bakterijas suspenduojant buferiniame
tirpale ir 3,5 min ardant ultragarsu VC750 (Sonics & Materials Inc.)
dezintegratoriumi: 15 s impulsas, 30 s pertrauka. Suardyty lasteliy nuolauzos

pasalintos centrifuguojant (5 min, 10000 Q).

2.2.10. Kreatino — a-naftolio testas 2,3-diketony ir acetoino nustatymui

50 mg o-naftolio i§tirpinama 1 ml DMSO. Sis reagentas naudojamas
Svieziai paruosStas. Pagaminami 40 % KOH ir 0,5 % kreatino vandeniniai
tirpalai. | 100 pl analizuojamo pavyzdzio pridedama 5 pl kreatino, 10 ul a-
naftolio ir 5 pl KOH. Reakcijos miSinys $velniai sumaiSomas ir inkubuojamas
kambario temperatiiroje 30 min. Spektrofotometriskai nustatomi 2,3-diketony
ir acetoino dariniai, uzrasant UV-Vis sugerties spektra arba matuojant sugerties

intensyvuma, kai A=540 nm.

2.2.11. Baltymuy ir lasteliy imobilizavimas

2.2.11.1.Silikagelio modifikavimas 3-aminopropiltrietoksisilanu

Imobilizavimui naudotas sferinis silikagelis, kurio daleliy dydis 0,035—
0,045 mm, poros skersmuo 260-340 A. 3 g silikagelio sumaiSoma su 20 ml 1
% 3-aminopropiltrietoksisilano, pH 3,5, ir Sildoma verdancio vandens vonioje
maisant. Po valandos nuosédos surenkamos, plaunamos acetonu ir dejonizuotu
vandeniu. Tuomet silikagelis suspenduojamas 10 ml dejonizuoto vandens.

Toks aminintas silikagelis (SS) naudojamas baltymy imobilizavimui.
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2.2.11.2. ADH 11G kovalentinis imobilizavimas ant silikagelio per glutaro
aldehidg

0,3 ml (90 mg) SS plaunama su 2,5 tario 50 mM Tris-HCI buferinio
tirpalo, pH 8,0, turin€io 2 mM CaCl,. Nuosédos resuspenduojamos 1 ml to
paties buferio. Pridéjus 0,02 % glutaro aldehido, miSinys inkubuojamas 30 °C
temperatiiroje 30 min maiSant. Tuomet nuosédos 5 kartus plaunamos 1 ml to
paties buferio. | Slapias nuosédas pridedama 0,6 ml ADH IIG (santykiu 27 pg
baltymo ir 1 mg SS) ir miSinys inkubuojamas 30 °C temperatiroje 30 min
maiSant. Imobilizacija stabdoma blokuojant laisvas aldehido grupes, pridéjus
200 mM metilamino. Po imobilizacijos nuosédy suspensija (ADH IIG-GA-SS)
plaunama tuo paciu buferiu su 1 M NaCl 5 kartus. Galiausiai, nuosédos
suspenduojamos 0,3 ml 50 mM Tris-HCI buferinio tirpalo, pH 8,0, papildyto 2
mM CaCl,.

2.2.11.3. Burkholderia sp. MAK1 imobilizavimas alginatiniame gelyje

Paruosta po 20 ml skirtingos koncentracijos algino riigsties tirpaly. 50
mM Tris-HCI buferiniame tirpale, pH 7,0, istirpita 1 %, 2 % arba 3 % algino
riigsties ir suspenduota po 0,5 g Burkholderia sp. MAK1 lasteliy. Sie tirpalai
Svirkstu i§ mazdaug 20 cm auksc¢io i$ 1éto laSinami j stikling su 200 ml 50 mM
Tris-HC1 buferinio tirpalo, pH 7,0, turin¢iame 100 mM CaCl,. Susidar¢
alginatiniai rutuliukai su imobilizuotomis Burkholderia sp. MAK1 Iastelémis
plaunami tokiu paciu buferiniu tirpalu su CaCl, ir jame paliekami per naktj.

Alginatinio gelio rutuliukai (po 1 g) su imobilizuotomis bakterijomis
jdéti 1 20 ml 50 mM Tris-HCI buferinio tirpalo, pH 7,0, su 60 ul 40 %
gliukozés ir 5 mg 2-aminopiridino bei inkubuoti 30 °C kratykléje. Konversijos

eiga stebéta pagal produkto smailés didéjima naudojant HPLC-MS sistema.
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2.2.12. Burkholderia sp. MAKI1 Kkatalizés priklausomybés nuo
temperatiiros tyrimas

0,2 g Burkholderia sp. MAKL1 Igsteliy, uzauginty 2.2.1. skyriuje
aprasytu biidu suspenduojama 10 ml 10 mM kalio fosfato buferio, pH 7,2. |
suspensijg pridedama 60 ul 40 % gliukozés ir 5 mg 2-amino-4-chloropiridino.
ParuoSiami 6 vienodi bandiniai, kurie inkubuojami kratyklése (180 aps./min)
esant nuo 20 °C iki 45 °C temperatiirai. Periodiskai po 100 ul pavyzdzio

paimama ir konversijos eiga stebima naudojant HPLC-MS sistema.

2.2.13. Hidroksilinty piridiny ir pirimidiny gryninimas

Po 2.2.8.3. skyriuje apraSytos biosintezés Burkholderia sp. MAK1
lastelés pasSalinamos centrifuguojant (20 min, 4000 ). Supernatantas
vakuuminiu rotaciniu garintuvu iSdZiovinamas iki sausos masés. Ant sausy
nuosédy uzpilama 5 ml dejonizuoto vandens. Tirpalas gryninamas naudojant
atvirkstiniy faziy C18 kolonéle, kuri sujungta su spektrofotometru (A=254 nm)
ir saviras¢iu. Kolonélé sulygsvarinta vandeniu. Taikoma slenkstinio
gradientinio eliuavimo strategija: po vandeninio gryninamo méginio uzne$imo
kolonélé plaunama 10 ml H,O, tada 10 ml 20 % metanolio vandeninio tirpalo,
10 ml 50 % metanolio vandeninio tirpalo ir 10 ml 100 % metanolio. Renkamos
frakcijos, kuriy taris skiriasi priklausomai nuo gryninamos medziagos.
Frakcijos analizuojamos plonasluoksnés chromatografijos bidu ir HPLC-MS.
Frakcijos su gryna medziaga sujungiamos, nugarinamos vakuuminiu rotaciniu
garintuvu. Jvertinama biokonversijos iSeiga. 10 mg grynos medziagos

tirpinama DMSO-dg ir naudojama *H BMR ir **C BMR analizei.
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2.2.14. Analiziniai metodai

2.2.14.1. UV-Vis spektrofotometrija

UV-Vis spektrofotometriniai matavimai atlikti Helios Gamma
spektrofotometru  (Thermo Corporation) ir Power Wave™ ploksteliy
skaitytuvu (BioTec Instruments Inc.). Visi matavimai pakartoti maZiausiai tris

kartus.

2.2.14.2. Plonasluoksné chromatografija

Plonasluoksnés chromatografijos stacionari fazé — silikageliu dengtos
plokstelés su fluorescenciniu dazu F,s4, kuris suzadinamas, kai A=254 nm.
Sistemos mobili faz¢ — chloroformo ir metanolio miSinys, sumaiSytas santykiu
9:1 (anilinams) arba 5:1 (piridino dariniams). Plokstelés analizuotos $viesoje,
kurios A=254 nm.

2.2.14.3. Tandeminé auksto slégio skysCiy chromatografija ir masiy
spektrometrija

Naudojama aukSto slégio skys¢iy chromatografijos ir masiy
spektrometrijos (HPLC-MS) sistema sudaryta i§ CBM-20A valdymo bloko,
dviejy LC-2020AD pompy, SIL-30AC automatinio méginiy émiklio, CTO-
20AC kolonéliy termostato, SPD-M20A Prominence fotodiody gardelés
detektoriaus ir LCMS-2020 masiy spektrometro su ESI Saltiniu (Shimadzu,
Japonija).

2-Amino-1,3-propandiolio  transformacijos  produkty,  reakcija
katalizuojant Pseudomonas putida HK5 ADH 1IG chromatografinis
frakcionavimas atliekamas naudojant Hydrosphere C18 kolonéle, 150x4 mm
(YMC, Japonija) 40 °C temperatiroje. Naudojama mobili faz¢ sudaryta i$
vandeninio 0,1 % skruzdziy riigsties tirpalo (A tirpiklis) ir acetonitrilo (B
tirpiklis). Abiejy tirpikliy tekéjimo suminis greitis — 0,6 ml/min. Gradientinio
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elivavimo programa: 0-1 min, 0 % B; 1-8 min, 95 % B; 8-11 min, 95 % B;
11-12 min, 0 % B; 12-15 min, 0 % B.

Piridiny, pirimidiny, piridaziny, piraziny ir jy transformacijos produkty
Burkholderia sp. MAKZ1 bakterijomis chromatografinis frakcionavimas
atliekamas naudojant YMC — Pack Pro C18, 1503 mm kolonéle (YMC,
Japonija) 40 °C temperatiiroje. Mobili faz¢ sudaryta 1§ vandeninio 0,1 %
skruzdziy rugsties tirpalo (A tirpiklis) ir acetonitrilo (B tirpiklis). Tirpikliy
tekéjimo suminis greitis — 0,5 ml/min. Pagal analizuojamy junginiy savybes
taikytos dvi gradientinio eliuavimo programos. Programa I: 0—1 min, 5 % B;
1-5 min, 95 % B; 5-7 min, 95 % B; 7-8 min, 5 % B; 8-12 min, 5 % B.
Programa Il: 0—1 min, 5 % B; 1-5 min, 60 % B; 5-7 min, 60 % B; 7-8 min, 5
% B; 8-10 min, 5 % B.

Masiy spektrai uzraSomi nuo m/z 10 iki m/z 500, esant 350 °C
temperatiirai ir £4,500 V jtampai (neutrali DL/Qarray jtampa), naudojant N,
kaip purSkiamgsias ir dziovinamagsias dujas. Masiy spektrometrijos analizeé
atlikta tiek teigiamu, tiek neigiamu jonizacijos rezimu. Duomenys analizuoti
naudojant LabSolutions LCMS pragraming jrangg.

Baltymai i§ pavyzdziy, kurie buvo veikiami fermentais ar lgstelémis,

pries HPLC-MS analize i$sodinami acetonitrilu.

2.2.14.4. Dujy chromatografija ir masiy spektrometrija

Dujy chromatografijos ir masiy spektrometrijos (GC-MS) analizés
atliekamos naudojant GCMS-QP2010 Ultra Plus sistemg (Shimadzu, Japonija).
Chromatografiné fragmentacija atlikta Rtx®-1701 kolonéléje (30 m=0,25 mm,
0,25 um su 5 m Integra-prieskolone, Restek, JAV). Helis — nesanciosios dujos
— buvo leidZiamas pastoviu 40 cm/s grei¢iu. GC koloné¢lés termostato
temperatiira buvo keliama 15 °C/min grei¢iu nuo 80 °C iki 250 °C, tada 2,7
min palaikoma pastovi. Bendra analizés trukmé¢ — 15 min. PurkStuvo
temperatiira 250 °C, jonizacijos Saltinio — 220 °C. Detekcija vykdoma

pasirinkty jony reZimu. Smailés identifikuojamos pagal uzsilaikymo trukme ir
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fragmentacijos pobidj. Injekcijos tiiris 0,3 pl. Duomeny surinkimui ir analizei

naudota GC-MS Solution 2.71 programa (Shimadzu, Japonija).

2.2.145. *H BMR ir ¥C BMR analizé

'H BMR ir *C BMR spektrai uzragyti Bruker Ascend 400 spektrometru.
400 MHz daznis "H BMR ir 100 MHz daZnis **C BMR. Visi spektrai uZragyti
naudojant DMSO-dg tirpiklj. Spektrai kalibruoti pagal DMSO-dg biidingus
signalus: *H & 2.50, **C & 39.5. Cheminiy poslinkiy reik§més pateiktos skaléje
m. d. 'H BMR spektry aprasymuose naudojami $ie sutrumpinimai: s —
singletas, d — dubletas, dd — dubleto dubletas, td — tripleto dubletas, m —

multipletas.

2.2.15. Kompiuteriniai seky analizés metodai

DNR seky analizé ir palyginimas atliekamas naudojant Vector NTI 9.0
(Life Technologies) programing jrangg. DNR sekoskaitos chromatogramos
analizuojamos Chromas lite 2.1 programa (http://technelysium.com.au). DNR
ir baltymy seky homology paieska vykdoma NCBI BLAST duomeny baz¢je
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). =~ TpdE  baltymo erdvinés
struktiros prognozavimui naudojamas interaktyvus serveris HHpred
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred).  Struktiriniy homology paieSka
vykdoma PDB duomeny bazé¢je. Tikétina dominancios sekos tretiné struktiira
apskai¢iuojama naudojantis MODELLER programine jranga. Struktiriniy
modeliy analizei ir palyginimui su Zinomomis struktiromis naudojama
PyMOL programa. Teorinio ir eksperimentinio struktiiriniy modeliy tikslumo

ir patikimumo jvertinimui naudojamas ProSA jrankis.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Pagal tirtus objektus visus darbo rezultatus galima suskirstyti j keturias
pagrindines dalis: 1) Siame darbe sickéme padidinti DHAP sintezés
efektyvumg, nes tai bitinas substratas chiraliniy angliavandeniy sintezéje
naudojant nuo DHAP priklausomas aldolazes, taciau dél neefektyviy gamybos
biidy i8lieka brangus; 2) taip pat tyréme ADH I1G i$ Pseudomonas putida HK5
kaip potencialy biokatalizatoriy chiraliniy alkoholiy gamybai; 3) aiSkinomés
rekombinantinés alkoholio dehidrogenazés TpdE i§ Rhodococcus jostii TMP1
pritaikymo optiskai gryny polihidroksiliy dariniy sintezéje galimybes; 4)
atlikome regioselektyvaus aromatiniy heterocikly hidroksilinimo tyrimus, kai

biokatalizatorius — Burkholderia sp. MAK1 lastelés.

3.1. Dihidroksiacetono fosfato sintezé panaudojant L-a-glicerofosfato
oksidaze i§ Enterococcus sp. RL1.

DHAP sintezés galimybés tyrinéjamos jau ne vieng deSimtmetj. Nors
pasitilyta nemazai DHAP sintezés metody (Charmantray et al., 2004; Enders et
al., 2005; Schumperli et al., 2007), vis dar triikksta sékmingai pritaikomy
efektyviy biokataliziniy sistemy jo sintezei. Kaip apraSyta literatiiros
apzvalgoje, katalizatoriumi naudojant GPO, GP yra ver¢iamas j DHAP ir
vandenilio peroksidg. Pastarasis produktas slopina GPO aktyvuma, tod¢l turi
biiti pasalinamas i§ reakcijos misinio (Schumperli et al., 2007). Tam, kad
vandenilio peroksidas biity pasalintas, gali biiti naudojami bimetaliniai lydiniai,
misrios metaly oksidazés arba katalazé. Visgi, nei vieno i$ jy nejmanoma
pritaikyti ciklais dirbanc¢iame DHAP bioreaktoriuje (Hernandez et al., 2012;
Maria et al., 2012; Schoevaart et al., 2000). Todél siekéme sukurti DHAP
sintezés GPO bioreaktoriy, turint] elektrocheming dalj, skirtg efektyviam

vandenilio peroksido paSalinimui.
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3.1.1. Rekombinantinés GPO i§ Enterococcus sp. RL1 biosintezés tyrimas

Kuriant GPO bioreaktoriy reikalingi dideli aktyvaus fermento kiekiai.
D¢l Sios priezasties pirmiausiai tyréme rekombinantinés GPO 1§ Enterococcus
sp. RL1 biosinteze¢ E. coli BL21 (DE3) kamiene. Daugiausiai $io baltymo buvo
susintetinta, kai lastelés augintos LB terpéje 30 °C iki ODgoy pasieke 1,0,
tuomet gpo geno raiska indukuota 0,5 mM IPTG ir biosintezé vykdyta 18 val.
Lasteliy biomasé buvo surenkama ir suardoma kaip aprasyta metodinéje dalyje.
Kadangi klonuoto gpo geno C-galas sulietas su 6 His koduojancia seka, tai
rekombinantinés GPO  gryninimui  buvo pasirinktas  giminingumo
chromatografijos biidas ir naudota Ni**-chelatiné kolonélé.

E. coli BL21 (DE3) be pGPO ir E. coli BL21 (DE3) su pGPO
belasteliniai ekstraktai bei tiksliné frakcija po giminingumo chromatografijos

analizuota NDS-PAAG (3.1 pav.).

M 1 2 3
116,0 %
66,2+ © ! T 3.1 pav. Rekombinantinio GPO elektroforezinis
= vaizdas 12 % NDS PAAG. M — molekuliniy
45.0 —_— masiy zymuo, kurio vertés nurodytos kDa, 1 — E.
’ o &k coli BL21 (DE3) belgstelinis ekstraktas, 2 — E.
35,0 — coli BL21 (DE3) pGPO belastelinis ekstraktas, 3
- . — GPO po gryninimo  giminingumo
25 () s chromatografijos biidu.
18,40
14,4 e S0

Paaisk¢jo, kad po gryninimo procediry pavyko gauti homogeniska
tikslinj baltyma. Nustatyta, kad i§ 1 | E. coli BL21 (DE3) pGPO kulttros gauta
1232 U fermento, kurio specifinis aktyvumas buvo 28,3 U/mg. Tolimesniuose

eksperimentuose naudota iSgryninta GPO.
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3.1.2. Temperatiiros jtaka rekombinantinés GPO aktyvumui ir stabilumui

Buvo tiriama GPO aktyvumo priklausomybé nuo temperatiiros.
Fermento aktyvumas matuotas, kai temperatiira buvo 20-50 °C (3.2 pav.).
PaaiSk¢jo, kad didziausiu aktyvumu fermentas pasizyméjo 40 °C

temperatiiroje.
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3.2 pav. Rekombinantinés GPO aktyvumo priklausomybé nuo temperatiiros.
Reakcijos misinj sudaré¢ 50 mM K-fosfato buferinis tirpalas, pH=7,2, 0.3 mM
o-dianizidino, 5 U krieny peroksidazés, 25 mM GP ir 2,3 U GPO. Bendras
reakcijos miSinio tiiris — 1 ml. 100 % atitinka maksimaly fermento aktyvuma.
Siekiant uZtikrinti optimalias GPO veikimo salygas, buvo tiriamas
fermento termostabilmas (3.3 pav.). GPO pavyzdziai 5 min inkubuoti esant
20-60 °C temperatirai, o likes aktyvumas matuotas, kai temperatiira buvo 30
°C. Fermentas pasirodé esas jautrus aukStesnéms temperatiroms. Kai
temperatiira buvo 60 °C, GPO visiSkai prarado aktyvuma. Tuo tarpu esant 40
°C temperatiirai — kai fermento darbinis aktyvumas didZiausias — GPO vos per
5 min netekdavo trec¢dalio aktyvumo. Vadinasi, norint §j fermenta pritaikyti
efektyviai DHAP sintezei, svarbu proceso temperatiirg pasirinkti 20-30 °C

ribose.
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3.3 pav. GPO
termostabilumas. Fermento
pavyzdziai 5 min inkubuoti
esant 20-60 °C. Likes
aktyvumas matuotas 30 °C.

100 % -  fermento
aktyvumas pries
inkubavima.

Tiriant rekombinantinés GPO laikymo stabilumg (3.4 pav.) paaiskéjo,

kad 4 °C temperatiiroje fermentas pusés aktyvumo netenka per 6 paras. Tuo

tarpu laikomas —20 °C temperatiiroje fermentas buvo stabilus: po mety GPO

aktyvumas sumazéjo tik 19 %.
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3.4 pav. GPO laikymo
stabilumas. Fermento
pavyzdziai inkubuoti esant
4 °C temperaturai. Likes
aktyvumas matuotas 30 °C.

100 % -  fermento
aktyvumas pries
inkubavima.

Taigi, apibendrinus siame tyrimy etape gautus rezultatus, tapo aisku, kad

optimali rekombinantinés GPO veikimo temperattra yra 20-30 °C, o fermento

laikymui geriausiai tinka —20 °C temperatiira.
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3.1.3. Berlyno mélio panaudojimas rekombinantinés GPO bioreaktoriuje

Pirmiausiai, DHAP sintezei skirtg GPO bioreaktoriy sukonstravome i
dviejy daliy (reaktorius 1). Vienoje dalyje ant Berlyno méliu modifikuoto
anglies pluosto buvo imobilizuotas GPO (AP/BM/GPO), kitoje — Berlyno
méliu modifikuotas anglies pluostas (AP/BM) buvo paruostas kaip darbinis

elektrodas, skirtas vandenilio peroksido skaidymui (3.5 A pav.). Reaktoriy I

3.5 pav. Bioreaktorius DHAP sintezei. (A) Reaktorius I, (B) reaktorius Il. LE —
lyginamasis elektrodas, DE — darbinis elektrodas, KE — kompensuojamasis
elektrodas. 1 — substrato tirpalas, 2 — peristaltiné pompa, 3 — AP/BM/GPO
audinys (A) arba elektrodas (B), 4 — AP/BM elektrodas.

uzpildéme 5 mM GP tirpalu ir periodiSkai matavome DHAP bei vandenilio
peroksido koncentracijos pokycius. Svarbu pazymeéti, kad pirmasias 60 min
darbinis elektrodas nebuvo jjungtas. 3.6 A paveiksle matome, jog Siame
biokonversijos etape susidariusio vandenilio peroksido kiekis buvo lygus
susintetinto DHAP kiekiui. Jjungus darbinj AP/BM elektroda, vandenilio
peroksido kiekis nustojo augti. Tuo tarpu DHAP koncentracija ir toliau did¢jo.

Tai reiské, kad AP/BM elektrodas eliminavo vandenilio peroksida. Kai AP/BM
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elektrodas buvo jjungtas nuo eksperimento pradzios (3.6 B pav.), DHAP
gamybos greitis pasické 0,05 mM min™, o GP per 2 valandas beveik visiskai
(>98 %) buvo konvertuotas 1 DHAP. Nuolat matuojant vandenilio peroksido
koncentracijg pastebéta, kad per 30 min ji pasieké maksimumg (1,2 + 0,3 mM)

ir toliau vykdant biokonversija nebesikeité.
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3.6 pav. Elektrocheminé GP konversija | DHAP reaktoriuje 1. AP/BM
elektrodo potencialas +500 mV; 30 ml 5 mM GP tirpalas buvo pumpuojamas
per kolonéle 50 ml min™ grei¢iu. (A) DHAP ir H,0, susidarymas, kai 60 min
nuo proceso pradzios AP/BM elektrodas nejjungtas; rodyklé Zymi moments,
kai jjungtas AP/BM elektrodas. (B) AP/BM clektrodas jjungtas visos
konversijos metu. Uzpildytas rombas — DHAP; tus¢iaviduris apskritimas — GP;
uzpildytas trikampis — H,0,.

Vertinant biokonversijos proceso efektyvuma labai svarbus parametras

yra pradin¢ substrato koncentracija. Siekiama, kad pradiné¢ substrato
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koncentracija biity kuo didesné, nes tai sumazina produkto atskyrimo kastus.
Visgi, neretai didelés substrato koncentracijos slopina fermenty aktyvuma.
Norédami padidinti GPO reaktoriaus I efektyvuma, ji uzpildéme 50 mM GP
tirpalu (koncentracija 10 karty didesné, nei pradiniuose eksperimentuose).
Toks substrato koncentracijos padidinimas lémé, kad DHAP susidarymo greitis
1Saugo 3 kartus.

Norédami supaprastinti DHAP sintezés sistemg, kitame darbo etape
sukonstravome vienos dalies bioreaktoriy — reaktoriy II, kuriame darbinis
elektrodas buvo AP/BM/GPO (3.5 B pav.). Veikimo skirtumy tarp reaktoriaus
I ir reaktoriaus II nebuvo pastebéta. Pagaminto DHAP kiekis buvo lygus
konversijos metu sunaudotam GP kiekiui (3.7 pav.). Proceso iseiga buvo 64+5
%: 50 mM GP konvertuota j 32 mM DHAP. Vis délto svarbiausia, kad

vandenilio peroksido koncentracija visos biokonversijos metu nevirSijo 2 mM
(3.7 pav.).
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3.7 pav. Elektrocheminé GP konversija | DHAP reaktoriuje Il. AP/BM/GPO
elektrodo potencialas +500 mV; tirpalas buvo pumpuojamas per kolonélg 50
ml min™ grei¢iu. Uzpildytas rombas — DHAP; tus¢iaviduris apskritimas — GP;
uzpildytas trikampis — H,0..

Apibendrinant galima teigti, kad sukiiréme greita ir efektyvig nuo

katalazés nepriklausomg DHAP sintezés sistema.
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3.2. Aminoalkoholiy ir vicininiy alkoholiy oksidacija, naudojant ADH 111G
i§ Pseudomonas putida HK5

Nuo PQQ ir hemo priklausan¢ios ADH pasizymi placiu substratiniu
specifiskumu. Sie fermentai aktyviame centre turi nedifunduojantj kofaktoriy,
todél vykdant reakcijas nereikia papildomai pridéti brangiy kofaktoriy. Dél Siy
priezasCiy tokios ADH yra patrauklis katalizatoriai, potencialiai pritaikomi
farmacijos, zemés tkio, maisto ar chemijos pramonéje (Inoue et al., 2005;
Promden et al., 2008). Jau anks¢iau buvo zinoma, kad ADH IIG i§
Pseudomonas putida HK5 gali katalizuoti jvairiy pirminiy ir antriniy alifatiniy
ar cikliniy alkoholiy, tarp jy dioliy ir glicerolio, oksidacija (Toyama et al.,
1995). Nusprendéme tirti aminoalkoholiy ir vicininiy alkoholiy (alkoholiy,
kuriy hidroksigrupés prijungtos prie gretimy anglies atomy) oksidacijos
galimybes, katalizatoriumi naudojant ADH 1IG.

Paaiskéjo, kad ADH IIG substratais gali panaudoti (+)-3-amino-1,2-
propandiolj ir 2-amino-1,3-propandiolj. Palyginus 3.1 lenteléje pateiktus
rezultatus, galima teigti, kad fermento aktyvumui svarbi aminogrupés padétis
propandiolio grandinéje: oksidacijos greitis substratu naudojant 2-amino-1,3-
propandiolj buvo ~3 kartus didesnis nei (+)-3-amino-1,2-propandiolio atveju.
Buvo parodyta, jog fermentas nekatalizuoja aminortig§ciy serino ir treonino
virsmy (3.1 lentelé). Greiiausiai, tinkamai substrato lokalizacijai ADH 11G
aktyviame centre trukdo neigiamg kriiv] galinti jgyti karboksigrupé.

1-Amino-2-propanolis — prastas ADH IIG substratas. Vis délto atliekant
eksperimentus su $iuo substratu pastebétas fermento enantioselektyvumas:
oksiduotas tik S- enantiomeras (3.1 lentelé). Norédami jrodyti, kad ADH I1G i$
P. putida HK5 yra enantioselektyvus fermentas, atlikome fermentinio
aktyvumo matavimus, substratais naudodami visus tris vicininio alkoholio —
2,3-butandiolio — enantiomerus. Didziausiu aktyvumu fermentas pasizyméjo,
kai substratu naudotas (2S,3S)-(+)-2,3-butandiolis. Tuo tarpu naudojant mezo-
2,3-butandiolj santykinis ADH IIG aktyvumas sumaz¢jo daugiau nei 5 kartus.

(2R,3R)-(-)-2,3-Butandiolis buvo prastas substratas: kai reakcijoms buvo
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3.1 lentelé. Ivairiy aminoalkoholiy ir vicininiy alkoholiy oksidacija naudojant
laisvg ir imobilizuotg ADH I1G i§ P. putida HKS5.

Santykinis ADH ~ Santykinis ADH

Substratas o I1G-GA-SS
11G aktyvumas, % aktyvumas, %
OH
Glicerolis HOJ\/OH 100 100
OH
1,2-Propandiolis HOJ\ 119 nt*
(£)-3-Amino-1,2- OH - "
propandiolis Ho ’
2-Amino-1,3- NH, 244 a3
propandiolis Ho_h_on ’
NH,
rac-Serinas HOQWOH 0 nt
(0]
NH,
-Serinas nt
(R) S H HOVHrOH 0
(6]
NH,
rac-Treoninas WOH 0 nt
OH o
NH,
(R)-Treoninas OH 0 nt
NH;
(S)-Treoninas O 0 nt
Y\I_r
OH o
(S)-(+)-1-Amino-2- OH 08 0.2
propanolis HaN ' ’
(R)-(-)-1-Amino-2- OH 0 o
propanolis N
OH
mezo-2,3-Butandiolis : 19,6 nt
HO
(25,35)-(+)-2.3-
o e d 106,8 115
Butandiolis
HO
OH
(2R,3R)-(-)-2,3-
o 5,2 nt
Butandiolis o
i
Acetoinas 0 nt
T

*nt — netirta
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naudojami  (2S,3S)-(+)-2,3-butandiolis  ir  (2R,3R)-(-)-2,3-butandiolis,
santykinis fermento aktyvumas skyrési daugiau nei 20 karty.

Literatiiroje aprasSytos kelios nuo PQQ ir hemo priklausomos ADH,
iSskirtos i§ Acetobacter, Gluconobacter ir Comamonas genciy bakterijy, kurios
pasizymi enantioselektyvumu oksiduodamos (R)- arba (S)- antrinius alkoholius
(Jongejan et al., 2000). Masy atveju galima teigti, kad optiSkai gryny 2,3-
butandioliy oksidacijos metu ADH IIG i$ P. putida HK5 pirmenybg teikia (S)-
(+) hidroksigrupei. D¢l ryskaus enantioselektyvumo ADH IIG galéty biiti
pritatkoma optiSkai aktyviy alkoholiy sintezei kinetinio racematy atskyrimo
biidu (3.8 pav.).

Verta paminéti, kad ADH IIG buvo neaktyvi, kai substratu naudotas
acetoinas (3.1 lentelé). Tai leidzia daryti iSvadg, kad fermentas oksiduoja tik

vieng simetrinio alkoholio — 2,3-butandiolio hidroksigrupg.

OH )
_ ADHIIG
A+ reeN)” = + /{ + Fe(CN)g'
R R' R

3.8 pav. ADH IIG i8 P. putida HK5 kataIiZUOJama alkoholio oksidacija.

Fermenty imobilizavimas daZnai padeda uZtikrinti ilgesn; jy veikima,
leidzia fermentus panaudoti keletg karty, o kartais yra pasikeitusio substratinio
specifiSkumo priezastis (Duran et al., 2002). ADH IIG buvo kovalentiskai per
glutaro aldehida imobilizuota ant silikagelio granuliy. Nustatyta, kad beveik
visais tirtais atvejais ADH 11G santykinis aktyvumas po imobilizacijos Siek tiek
iaugo. Sj efekta galéjo lemti fermento konformaciniai pokyéiai imobilizacijos
metu susidarant kovalentiniams rySiams tarp fermento ir glutaro aldehido.

ADH 1IG katalizuoja 2-amino-1,3-propandiolio oksidacija iki 2-amino-
3-hidroksipropanalio. Aminokarboniliniai junginiai yra labai nestabilis.
Literatiiroje aprasyta klasikiné piraziny sintezés schema, kai tarpusavyje
kondensuojantis dviems a-aminokarboniliniams junginiams susidaro 3,6-
dihidropirazinas, kuris $velniomis salygomis oksiduojasi iki pirazino. Si

sintezés schema praktiSkai sunkiai jgyvendinama, nes aminokarbonilinis
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pirmtakas komerciSkai néra pricinamas (Eicher ir Hauptmann, 2003). Tikétina,
kad katalizuojant ADH IIG i§ 2-amino-1,3-propandiolio susidargs 2-amino-3-
hidroksipropanalis gali kondensuotis, susidarant 2,5-dihidroksimetilpirazinui
(3.9 pav.). Neatmetama ir 2-amino-3-hidroksipropanalio polimerizacijos

tikimybe.

@] (@]
HO/\[NHZADHIIG Ho’\[NH‘2 N X Z
=~ OH N OH

OH O HoN

l HO\/J:NHz
O -SNLe Oy
—_— |
\N OH N/ OH

3.9 pav. Galimy 2-amino-1,3-propandiolio transformacijy schema, prading
reakcija katalizuojant P. putida HK5S ADH IIG. 1 - (E)-2-(2-amino-3-
hidroksipropilidenamino)-3-hidroksipropanalis, 2 — 2,5-dihidroksimetil
pirazinas.

Siekdami iSsiaiSkinti, kas susidaro 2-amino-3-hidroksipropanalio
spontaniniy virsmy metu, reakcijos misinj po oksidacijos analizavome HPLC-
MS sistemoje (3.10 pav.). Junginius iSskirs¢ius 0,1 % skruzdziy rugsties—
acetonitrilo gradiente ,,Hydrosphere C18* kolonél¢je, chromatogramoje buvo
matomos trys dominuojancios smailés. Visy $iy smailiy sugerties spektrai labai
panasiis. Chromatogramoje matyti, kad A ir B junginiy sulaikymo trukmé
mazai skiriasi (3.10 pav.), todél Siy junginiy sugerties spektrai gali biti
persidenge. IS masiy spektrometrijos duomeny akivaizdu, kad A smailéje yra
dvi medziagos, kuriy molekuliniy jony [M+H]" masés atitinkamai lygios
122,10 ir 141,10. B smailéje yra grynas junginys, kurio molekuliné mase lygi
141,10. C smailéje esancio junginio molekulinio jono [M+H]" masé lygi
125,10. Matomas ir S$io  junginio  agregatas su  acetonitrilu
([M+ACN+H]"=166,10). A smailés pirmajj molekulinj jong galima priskirti 2-

amino-2-hidroksimetilpropano-1,3-dioliui, geriau Zinomam Tris pavadinimu,
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Chromatograma, A=271 nm
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100

501
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3.10 pav. Reakcijos misinio po 2-amino-1,3-propandiolio oksidacijos ADH 11G
chromatograma bei smailiy UV sugerties spektrai ir molekuliniy jony [M+H]"

3(l)0 nm

501

166,10 C

125,10

75 125 175 225 m/z

detekcijos duomenys. Analizé atlikta HPLC-MS sistemoje.

kuris buvo pagrindiné naudotos buferinés sistemos sudedamoji dalis. Tuo tarpu
antrasis molekulinis jonas, esantis A ir B smailése atitinka protonizuoto 2,5-

dihidroksimetilpirazino molekuling mase. Tre€iojo junginio molekuliné masé
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16 Da mazesné nei 2,5-dihidroksimetilpirazino masé. Norint identifikuoti
pastarajj junginj reikéty papildomy eksperimenty.

Jei 2-amino-3-hidroksipropanalis polimerizuotysi, susidaryty produktas,
kurio melekuliné masé lygi 160. Visoje chromatogramoje atlikus tiek teigiamo,
tiek neigiamo $io galimo produkto jony paieska, tokios masés junginys nebuvo
aptiktas.

Lygiagre¢iai HPLC-MS analizei tyrimus atlikome GC-MS sistemoje
(3.11 pav.). Remiantis junginiy fragmentacijos duomenimis buvo nustatyta,
kad junginys, kurio uzsilaikymo trukmé 3,997 min yra 2-amino-1,3-
propandiolis. 5,687-ta3 chromatografijos minut¢ aptikta smailé buvo Tris, o
6,013-t3 minut¢ smailé Zyméjo junginj, kurio M,=140. Pastarojo junginio
fragmentacijos rezultatai patvirtino, kad tai alkoholis. Be to, analizé parodé,
kad $is junginys turi aromatinj zieda su dviem azoto atomais.
Chromatogramoje 2-amino-3-hidroksipropanalis nebuvo aptiktas, o tai tik

patvirtino sio junginio nestabiluma.

5,687| 6,013 TIc

3.11 pav. Reakcijos miSinio po 2-
amino-1,3-propandiolio oksidacijos
ADH IIG chromatograma, analize
atlikus GC-MS sistemoje.

3,997

Apibendrindami analiziy HPLC-MS bei GC-MS sistemose rezultatus,
galime teigti, kad ADH IIG i§ P. putida HK5 katalizuoja 2-amino-1,3-
propandiolio oksidacijg iki nestabilaus 2-amino-3-hidroksipropanalio, kuris

savaime kondensuojasi susidarant 2,5-dihidroksimetilpirazinui.
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3.3. Alkoholio dehidrogenazé (TpdE) i§ Rhodococcus jostii TMP1

Ankséiau buvo parodyta, kad TpdE i$§ Rhodococcus jostii TMP1
tetrametilpirazino skaidymo metu katalizuoja tarpinio metabolito — N-(3-
oksobutan-2-il)acetamido — redukcija. Be to, eksperimentiSskai pagrjsta, jog
tpdE geno raiSka néra visiskai specifiné tetrametilpirazinui (Kutanovas et al.,
2013). Dél to tikétina, kad tpdE raiSka R. jostii TMP1 bakterijoje indukuojama
ir vykstant kity N-heterocikliniy junginiy skaidymui. Pastaroji hipotezé bei
naujy ir efektyviy biokatalizatoriy trukumas paskatino atlikti detalesne TpdE

biocheming analize.

3.3.1. Bioinformatiné TpdE analizé

Atlikus baltymo TpdE aminortigséiy sekos analize paaiskéjo, kad
baltymas yra panasiausias j 3-oksoacil-[acilo grupg pernesancius baltymus]
reduktazes (3.12 pav.). Visgi, visy aptikty TpdE sekos homology funkcijos
eksperimentiSkai néra patvirtintos iki Siol. Fermento sekos analizé parode, kad
$is baltymas turi NAD(P)H/NAD(P)" suri§imo domena — Rosmano sankloda,
biidingg trumpy grandiniy dehidrogenaziy/reduktaziy Seimai. TpdE N-gale
(1522 aminortigstys) aptiktas konservatyvus sekos regionas Thr-Gly-Gly-Ser-
Arg-Gly-lle-Gly. I8 literatiros duomeny zinoma, kad §i SDR Seimai buidinga
Gly turtinga seka (Thr-Gly-X;-Gly-X-Gly) priklauso kofermento risimosi
regionui (Oppermann et al., 2003). Kiti TpdE sekoje aptikti dazni SDR seky
motyvai yra Asn-Asn-Ala-Gly (94-97 aminoriigstys), pavienis Asp69, pavienis
Asnl119, Pro191-Gly192, po kurio eina konservatyvus Thr196. Siy
aminortg$¢iy funkcijos buvo iSaiskintos ir placiai apraSytos, atlikus chemines
modifikacijas, seky palyginimus, struktliry analizes bei vietai specifinius
pakeitimus (Oppermann et al., 2003; Filling et al., 2002; Oppermann et al.,
1997). AnksCiau iSvardinti konservatyviis sekos motyvai tretinéje SDR

struktiiroje priskiriami trims fermento vietoms: kofermento riSimosi regionui
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su centrine B kloste — tipinei Rosmano sanklodai, aktyviam centrui ir substrato
ri$imosi regionui.

Atlikus TpdE palyginamaja analiz¢ su Zinomos struktiiros SDR Seimos
atstovais (Filling et al., 2002; Oppermann et al., 2003), nustatyta, kad TpdE
esantys Thr-Gly-Gly-Ser-Arg-Gly-lle-Gly ir Asn-Asn-Ala-Gly motyvai yra
svarbiis Rosmano sanklodos centrinés [ klostés struktiiros palaikymui:
aminortg$¢iy Soniniy grandiniy ir pagrindinés peptidinés grandinés tarpusavio
sgveikos uztikrina reikiamg kofermento orientacijg. Tuo tarpu konservatyvios
aminortgstys Asp69, Ala96 ir Thr196 bei Pro191-Gly192 motyvas tiesiogiai
sgveikauja su kofermentu.

Pagal analogija su kitomis SDR galima teigti, kad TpdE aminortigstys
Ser148, Tyrl6l ir Lysl65 sutaro katalizing triada. Paprastai katalizingje
triadoje Tyr veikia kaip kataliziné bazé, Ser stabilizuoja substrata, o Lys
sgveikauja su nikotinamido riboze ir sumazina Tyr pK, (Oppermann et al.,
2003). Remiantis TpdE grandinés ilgiu bei charakteringais kofaktoriaus
riSimosi ir aktyvaus centro motyvais, fermentg galima priskirti klasikiner SDR
posSeimei.

10p—(R.R)-butandiolio dehidrogenazé [Bacillus subtilis 168] R-
L (2R 3R)-2,3-butandiolio dehidrogenaze [Paenibacillus polymyxa]
(S)-specifiné alkoholio dehidrogenazé [Rhodococcus erythropolis)
diacetilo reduktaze [Paenibacillus polymyxa) S-
L-2,3-butandiolio dehidrogenaze [Corynebacterium glutamicum)
mezo-2,3-butandiolio dehidrogenazé (D-acetoing formuojanti) [Klebsiella pneumoniae] | mezo-
TpdE [Rhodococcus jostii TMP1]
3-oksoacil-[acila pernesantis baltymas] reduktazé [Gordonia alkanivorans NBRC 16433]
3-oksoacil-[acila pernedantis baltymas] reduktazé [Rhodococcus erythropolis SK121]
galima oksidoreduktazé; Gle/ribitolio oksidoreduktazé [Bradyrhizobium sp. STM 3809] Neiinqmos
3-oksoacil-APB reduktazé [Rubrobacter xylanophilus DSM 9941] funkcijos
hipotetinis baltymas KKC_08867 [Listeriaceae bacteriumTTU M1-001]
3-oksoacil-[acila pernesantis baltymas] reduktaze [Megasphaera sp. UPIl 199-6]

100

65

—
0.1

3.12 pav. TpdE i§ R. jostii TMP1 aminoriigéliy sekos giminingumo medis.
Medis buvo sudarytas grupiy apjungimo metodu. 0,1 — 1 aminoriigsties
pakeitimas 10 aminortigs¢iy. Skaiciai prie Saky rodo grupiy iSskyrimo
patikimuma procentais.

Fermento seka palyginus su zinomos funkcijos trumpy grandiniy
dehidrogenaziy/reduktaziy sekomis, buvo parodyta, kad TpdE nuo jy

filogenetiskai stipriai nutoles: seky sutapimas ne didesnis nei 31 %.
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3.3.2. Rekombinantinés dehidrogenazés TpdE biosintezé ir gryninimas

Fermento charakterizavimui reikalingi dideli aktyviaus baltymo Kiekiai.
Todél siekiant uztikrinti optimalias sglygas tpdE geno raiskai, atliktas Sio geno
raiSkos tyrimas. Metodinéje dalyje aprasSytu buidu uzaugintos E. coli BL21
(DE3) bakterijos, turinfios rekombinanting PTpdE plazmide (pET-21b(+)
plazmidinj vektoriy, j kurj klonuotas tpdE genas). Norédami suzinoti, kaip
rekombinantinio baltymo TpdE sintezé priklauso nuo kultivavimo terpés
sudéties, induktoriaus koncentracijos, indukcijos momento ir trukmés, atlikome
keletg eksperimenty. Rezultatus analizavome baltymy elektroforezes
denatiiruojanciomis salygomis budu. Elektroforeziskai nustatyta tpdE
koduojamo baltymo molekuliné mase¢ (~28 kDa) atitiko molekuling mase,
apskaiciuotg pagal baltymo seka (27,7 kDa) (3.13 pav.). Buvo nustatyta, kad
daugiausiai aktyvaus baltymo susintetinama, kai Igstelés auginamos BHI
terpéje 30 °C iki ODgqo pasiekia 0,8, ir tpdE geno raiska indukuojama 0,1 mM
IPTG, o biosintezé vykdoma 17 val.

BHI NB
1 2 3 4 M 1 2 3 4
— - we116,0
- —— 66,2
R Gs == === . 15 0== ==

— — s 25,0
18,4

— —

- = — 144

= s

3.13 pav. Rekombinantinés dehidrogenazés TpdE i$ R. jostii TMP1 biosintezés
E. coli BL21 (DE3) kamiene priklausomybé nuo terpés sudéties ir induktoriaus
koncentracijos. TpdE biosintezé vykdyta BHI ir NB terpése, kai IPTG
koncentracija 1 — 0,05 mM, 2 - 0,1 mM, 3 - 02 mM, 4 — 05 mM. M —
molekuliniy masiy zymuo (kDa).
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Rekombinantiné dehidrogenazé TpdE buvo sintetinama su 6 His inkaru
baltymo C-gale. Dél Sios priezasties joS gryninimui pasirinkta giminingumo
chromatografijos strategija naudojant Ni** chelating kolonéle. Po vieno
gryninimo etapo pasiektas daugiau nei 80 % baltymo grynumas (3.14 pav.) ir

TpdE i8gryninimo laipsnis buvo 1,54 karto (3.2 lentelé).

M 1

» w1189

é 52000f A

< 45.0

2 g ’

%2 35,0

5 =

g = 50 -

£ &1000r 25,0

3

a =

2 18.4
()l ' 0
32 39 46 14,4

Bendras buferiy turis,ml

3.14 pav. Rekombinantinio TpdE su 6 His inkaru gryninimo chromatograma ir
elektroforezinis vaizdas. M — molekuliniy masiy zymuo, 1 — TpdE po
gryninimo naudojant Ni’* chelating kolonéle.

3.2 lentelé. Rekombinantinio TpdE gryninimas. Fermentas buvo gryninamas i$
1 | kultaros.

Gryninimo  Bendras Specifinis ISgryninimo ISeiga, %
stadija aktyvumas, U aktyvumas, U/mg laipsnis,

kartais
Pradinis 7780 4052 - -
Po 5933 6258 1,54 76,3
Ni**-IMAC

TpdE gryninimo iseiga buvo 76,3 %. Toks fermentinio aktyvumo praradimas
gali biiti susijes su TpdE jautrumu gryninimo procediiroms. Kitame darbo

etape iSgrynintg TpdE naudojome fermento biocheminiam apibiidinimui.
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3.3.3. Rekombinantinés dehidrogenazés TpdE katalizuojamos reakcijos
eigos tyrimas ir biocheminis charakterizavimas

Zinant, kad TpdE geba redukuoti N-(3-oksobutan-2-il)acetamido
karbonilinj deguonj, kitu galimu substratu buvo pasirinktas metaboliniuose
keliuose daznas junginys, simetrinis diketonas — diacetilas. PaaiSkéjo, jog
TpdE efektyviai katalizuoja diacetilo redukcija, kosubstratu naudodamas
NADPH. Pastaruoju atveju liko neaisku, koks produktas — acetoinas ar 2,3-
butandiolis — susidaro po diacetilo redukcijos. Norédami tai iSsiaiSkinti,
tyréeme, ar TpdE gali redukuoti acetoing. SpektrofotometriSkai nustatéme
sugerties intensyvumo maz¢jima, kai A=340 nm. Tai reiskia, kad reakcijos
misinyje mazéja NADPH kiekis: NADPH oksiduojamas iki NADP™ hidridg
pernesant ant karbonilinio deguonies. Taigi, remiantis $iais rezultatais galima
tvirtinti, kad TpdE katalizuoja dviejy etapy diacetilo redukcijg iki 2,3-
butandiolio (3.15 pav.).

O OH
TpdE
4+ NADPH + NADP+
0 O
OH OH
TpdE .
+ NADPH + NADP
O OH

3.15 pav. Dviejy etapy diacetilo konversija iki 2,3-butandiolio katalizuojant
TpdE.

TpdE aktyvumo priklausomybé nuo pH buvo nustatoma naudojant Na-
citrato, Tris-HCI, Na-fosfato, Na-sukcinato, Gly-NaOH ir MES buferinius
tirpalus (pH 4,0-9,5). TpdE aktyvumas matuotas 30 °C.

Rezultaty analizé parodé, kad daugiau nei 50 % aktyvumo fermentas
iSlaiké, kai pH buvo tarp 6,0 ir 8,0 (3.16 pav.). Didziausias ketony redukcijos
aktyvumas nustatytas, kai buferinio tirpalo pH buvo 7,5. IS gauty rezultaty
matome, kad TpdE buvo aktyviausias reakcijg vykdant Na-fosfato ir Tris-HCI

buferiniuose tirpaluose. Naudojant Siuos du buferinius tirpalus matoma aiski
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TpdE aktyvumo priklausomybé nuo pH, tuo tarpu buferio prigimtis

reikSmingos jtakos aktyvumui neturéjo (3.16 pav.).

100 A I $ P,
2 : ¢
£ 80 1 % +$
E
Esm T
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G |
.E 40_
=
)
T 20 A
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0 ¢ é‘ } T T 1
4 5 6 7 8 9 10
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3.16 pav. TpdE aktyvumo priklausomybé nuo pH ir buferio prigimties.
Aktyvumas matuotas spektrofotometriSkai pagal sugerties intensyvumo
mazéjimg dél NADPH oksidacijos, kai A=340 nm. Antrasis substratas —
diacetilas. Buferiy koncentacija 50 mM. 100 % — aktyvumas, kai buferis Na-
fosfato, pH=7,5. M¢élyna spalva — Na-citrato, violetiné — Na-sukcinato, roziné —
Tris-HCI, Zydra — Na-fosfato, oranziné — MES, zalia — Gly-NaOH buferiniai
tirpalai.

Svarbus fermentus charakterizuojantis parametras yra optimali veikimo
temperatira. De¢l to, siekdami iSsamiai apibudinti TpdE, atlikome
eksperimentus, parodancius fermento aktyvumo ir stabilumo priklausomybe
nuo temperaturos.

3.17 paveiksle pateikti rezultatai rodo, kaip fermento aktyvumas keitési
temperatiiry ribose nuo 15 iki 50 °C. DidzZiausiu aktyvumu TpdE pasizymejo,
kai reakcija vykdyta 3540 °C temperatiiroje. Toliau keliant temperatiirg
pastebétas staigus aktyvumo verciy sumazéjimas, kuris, grei¢iausiai, susijes su

natyvios baltymo struktiiros praradimu.
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3.17 pav. TpdE aktyvumo priklausomybé nuo temperatiros. Aktyvumas
matuotas esant skirtingoms temperatiiroms fosfato buferiniame tirpale (50 mM,
pH 7,2).

Rekombinantinio TpdE termostabilumas stebétas 25-50 °C temperatiiry
intervale (3.18 pav.). Kai pries vykdant reakcija fermento pavyzdziai buvo
inkubuojami 25, 30 ar 35 °C temperatiiroje, $is inkubavimas jo aktyvumui
pastebimos jtakos neturéjo. Tais atvejais, kai fermentas inkubuotas 40 °C, jis
netekdavo net 71 % aktyvumo, o 45 °C ir aukStesné temperatiira beveik
visiSkai inaktyvuodavo TpdE. Reiskia, §is baltymas yra jautrus auksStesnei nei

35 °C temperatiirai: jvyksta negrjZztamas natyvaus TpdE denattiravimas.
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3.18 pav. TpdE stabilumo priklausomybé nuo temperataros. Stabilumui
nustatyti fermentas 10 min inkubuotas fosfato buferiniame tirpale, likes
aktyvumas matuotas 30 °C.
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Apibendrinus temperatiros jtaka rekombinantinio TpdE aktyvumui ir
stabilumui, galima teigti, kad optimali fermento veikimo temperatiira yra 30—
35 °C. Esant aukStesnei temperatiirai reakcija vyksta grei¢iau, taciau fermentas
yra nestabilus, todél didesnis greitis nekompensuoja aktyvumo nuostoliy,

atsiradusiy d¢l baltymo denatiiracijos.

3.3.4. TpdE substratinio specifiSkumo nustatymas

Labai svarbi fermento savybé — substratinis specifiSkumas, dar
vadinamas savitumu. D¢l to buvo jdomu iSsiaiSkinti, ar TpdE gali redukuoti
platesnj substraty spektra. Pirmiausiai kaip potencialtis TpdE substratai buvo
patikrinti jvairaus ilgio 2,3-diketonai (3.19 pav.). Atsizvelgdami j tai, kad
fermentas geba redukuoti diacetilg, reakcijg su Siuo substratu prilyginome 100
% aktyvumui. Paaiskéjo, kad TpdE gali redukuoti 2,3-pentandiona, 2,3-
heksandiong ir 2,3-heptandiong. Gauty rezultaty analizé¢ parode, kad kuo
ilgesné buvo diketono C- granding, tuo 1é¢iau vyko reakcija (3.20 pav.).

Kitame rekombinantinio TpdE substratinio specifiSkumo tyrimy etape
sieckéme suzinoti, ar ketogrupiy padétis substrato grandinéje svarbi TpdE
katalizés greiciui. Déel to TpdE aktyvumg matavome, kai reakcijos miSinyje
buvo 10 mM 3,4-heksandiono. 3.20 paveiksle matome, kad 3,4-heksandiono
redukcija vyko nezymiai 1é¢iau nei 2,3-heksandiono, todél galime teigti, kad
kotogrupiy padétis substrate nedaro reik§mingos jtakos diketony redukcijos
grei¢iui katalizuojant TpdE. Taip pat nustatyta, jog tam, kad vykty katalizé
nepakanka vienintelés ketogrupés granding¢je: TpdE negal¢jo redukuoti 2-
pentanono.

Nustate, kad TpdE gali redukuoti jvairius linijinius diketonus,
nusprendéme patikrinti, ar $is fermentas katalizuoja reakcijas su cikliniais
diketonais. Galimu substratu pasirinkome 3-metil-1,2-ciklopentandiong (3.19
pav.). Stebint spektrofotometriskai jokio sugerties intensyvumo mazéjimo (kai
A=340 nm), susijusio su NADPH oksidacija, neuzfiksavome. Tai reiskia, kad

tiriamas fermentas neredukuoja cikliniy diketony.
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Reakcija su piruvo ragstimi irgi nevyko. Vadinasi, diacetile vienos i$
metilo grupiy pakeitimas j hidroksigrupe yra kritinis fermento aktyvumui. 2-
Oksoglutaro riigstis taip pat nebuvo tinkamas TpdE substratas. Tikétina, kad
junginyje esanti karboksigrupé trukdo tinkamam substrato priartinimui ir

orientavimui TpdE aktyviame centre.

(0] OH SH Br OH
Diacetilas Acetoinas 3-Merkapto-2- 3-Bromo-2- 3-Hidroksi-3-metil-
(DA) (AC) butanonas (3- MB) butanonas (3 BRB) 2-butanonas (3- MAC)

I el el e

0]
2,3- Pentandlonas 2,3-Heksandionas 3.,4- Heksandlonas 2,3- Heptandlonas

2- Oksoglutaro
(2,3-PD) (2,3-HXD) (3,4-HXD) (2,3-HPD)

rugstis
o}

T T T T

2-Pentanonas

T & HM

Butan-3-ono-2-il-  Butan-3-ono-2-il- Butan-3-ono-2-il- Butan-3-ono-2-il- Piruvo
butanoatas (BB) valeratas (BV)  izovaleratas (BIV) heksanoatas (BHX) rigstis

oo A A

Tk 58X

Butan-3-ono-2- Butan-3-ono-2-  3-Metil-1,2-ciklo
Butan-3-0no-2-il-  Butan-3-ono-2-il-  il-izonikotinatas il-pikolinatas pentandionas
heptanoatas (BHP) nikotinatas (BNIC) (BINIC) (BPIC)

3.19 pav. Junginiai, naudoti kaip potencialiis rekombinantinio TpdE is R. jostii
TMP1 substratai. Raudona spalva zZymi aciloinus, mélyna — diketonus, zalia —
esterius, pilka diacetilg. Violetine spalva iSskirti junginiai, kuriy redukcija
nevyksta katalizuojant TpdE.

Zinodami, kad TpdE dviem stadijomis vykdo diacetilo redukcija
(pirmiausiai iki acetoino, ir tuomet iki 2,3-butandiolio), nusprendéme patikrinti
skirtingy aciloiny redukcijos galimybes (3.19 pav.). 3-Hidroksi-3-metil-2-
butanonas nuo acetoino skiriasi tuo, kad 3-pozicijoje turi papildomag metilo

grupe. Kai $is junginys naudotas kaip TpdE substratas, reakcija vyko 7,5 karto
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léCiau nei acetoino atveju. Tuo tarpu, kai vietoje acetoino hidroksigrupés,
junginio struktiiroje buvo merkapto (3-merkapto-2-butanonas) arba bromo
pakaitas, nustatytas TpdE santykinis aktyvumas atitinkamai lygus vos 3,9 % ir
10,6 % (3.20 pav.).
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3.20 pav. Jvairiy substraty redukcija naudojant rekombinantinj TpdE i$ R. jostii
TMP1. Raudona spalva zZymi aciloinus, mélyna — diketonus, zalia — esterius,
pilka — diacetilg. TpdE aktyvumas matuotas fosfato buferiniame tirpale (50
mM, pH 7,2), esant 0,2 mM NADPH ir 10 mM atitinkamo substrato. 100 % —
aktyvumas, kai substratu naudotas diacetilas.

N-(3-oksobutan-2-il)acetamidas, kurio redukcija TpdE efektyviai
katalizuoja R. jostii TMP1 bakterijose tetrametilpirazino skaidymo metu, turi
vieng karbonilo ir vieng estering grupes. Remdamiesi S§ia informacija
nusprendéme patikrinti, ar TpdE gali redukuoti butan-3-ono-2-il-butanoata
(3.19 pav.). Paaiskéjo, kad reakcija su Siuo junginiu vyksta. Negana to, TpdE
aktyvumas esant 10 mM esterio buvo 98,7+3,4 % (3.20 pav.). Natdraliai kilo
noras patikrinti TpdE katalizés galimybes naudojant ir kitokius butan-3-ono-2-
il- esterius, tacCiau susidiiréme su problema: nebuvo komerciSkai prieinamy
junginiy.

Pagal metodinéje dalyje pateikta schema buvo susintetinti keli esteriy

variantai: Sakotas butan-3-ono-2-il-izovaleratas bei skirtingo ilgio linijiniai
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butan-3-ono-2-il- valeratas, heksanoatas ir heptanoatas (dr. D. Tauraité, R.
Razanas) (3.19 pav.). TpdE aktyvumas su visais linijiniais esteriais buvo
panasus ir siecké ~69 %, 0 aktyvumas su izovaleratu tebuvo 19,8 % (3.20 pav.).
Vadinasi, Sakotumas esterio grandinéje neigiamai veikia tiriamo fermento
aktyvuma.

Naudojantis ta pacia sintezés schema buvo gauti dar trys potencialiis
TpdE substratai: butan-3-ono-2-il-nikotinatas, butan-3-ono-2-il-izonikotinatas
ir butan-3-ono-2-il-pikolinatas. Kai reakcijos miSinyje buvo nikotinato ir
izonikotinato esteriai, TpdE aktyvumas buvo atitinkamai lygus 23,9 % ir 19,9
%. Tuo tarpu reakcijos miSinyje esant pikolinato esteriui NADPH oksidacija
nebuvo stebima, reiskia, Sis esteris nebuvo redukuojamas. Pastarieji rezultatai
leidzia manyti, kad piridino ziede esancio azoto padétis pakaity atzvilgiu yra
lemiama TpdE gebéjimui katalizuoti reakcija.

I[Sanalizavus rekombinantinio TpdE substratinj specifiSkuma, galima
teigti, kad fermentas gali redukuoti skirtingo ilgio linijinius 2,3-diketonus,
jvairius aciloinus ir butan-3-0no-2-il- esterius. Tokia didelé substraty jvairové

yra privalumas, siekiant platesnio fermento pritaikymo.

3.3.5. Rekombinantinés TpdE in vitro kinetiniy parametry jvertinimas

TpdE Kinetinius parametrus jvertinome matuodami pradinio reakcijos
(ketogrupés redukcijos) greiCio priklausomybe nuo jvairiy substraty
koncentracijos, esant fiksuotai NADPH koncentracijai. Si priklausomybé buvo
hiperboliné, todél jai glodinti pritaikyta Michaelio-Menten lygtis. Ky ir Ky
vertés pateiktos 3.3 lenteléje.

TpdE specifiSkumo konstanta ky,/Ky buvo didziausia, kai substratu
naudotas butan-3-ono-2-il-butanoatas.  2,3-Diketony K,, vertés kito
priklausomai nuo grandinés ilgio: maziausia Ky, verté buvo 2,3-pentandiono
atveju, ilginant substrato granding Ky, vertés did¢jo. Tokia pati tendencija
iSliko ir apskaiCiavus specifiSkumo konstanty vertes. Vadinasi, ilgesnés nei

2,3-pentandiono grandinés diketonai pasiZymi mazesniu giminingumu TpdE.
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3.3 lentelée. TpdE kinetiniai parametrai pagal substraty ketogrupés redukcija.
Matavimy paklaidos nevirsijo 15 %.

Substratas Ky, MM Kiat, S™ K/ Ky, MM ™™
Diacetilas 1,9+0,3 6140+292 32324439
2,3-Pentandionas 0,98+0,2 57024351 4027+1082
2,3-Heksandionas 2,2+0.4 5263+234 24144380
2,3-Heptandionas 6,9+0,9 52634229 763+86
3,4-Heksandionas 3,3+0,6 4386+205 1329+205

Butan-3-ono-2-il-
0,76+0,1 22456+760 29548+4092

butanoatas
Acetoinas 5,0+0,3 4094+317 822+94
3-Hidroksi-3-metil-2-

14,6+4,0 28074205 192441
butanonas

3-Merkapto-2-butanonas  14,4+4.8 37724439 262+59
3-Bromo-2-butanonas 3,75+0,7 52284205 1394+205

Ketogrupiy padétis alifatinéje grandingje reikSmingos jtakos Ky
neturéjo. 3,4-Heksandiono menama Ky, buvo vos 1,5 karto didesné nei 2,3-
heksandiono. Pastarojo diono kg, buvo 17 % didesné nei atitinkamo 3,4-
diketono. Galiausiai, apskaiCiuotos S$iy substraty specifiSkumo konstantos
skyreési beveik du kartus. D¢l to, galima teigti, kad ketogrupiy padétis yra
svarbi TpdE substraty giminingumui su fermentu: 2,3-diketonai yra geresni
substratai nei to paties grandinés ilgio 3,4-diketonai.

Acetoino specifiSkumo konstanta buvo ~4 kartus mazesn¢, nei diacetilo.
Tai reiSkia, kad fermentas teikia pirmenybe¢ diketonams, o ne aciloinams.
Acetoino kinetinius parametrus palyginome su keliy aciloiny atitinkamais
jver¢iais. 3-Hidroksi-3-metil-2-butanonas nuo acetoino skiriasi trecioje
pozicijoje esan¢ia metilo grupe. Pasirodé, kad dél papildomos metilo grupés
substrato Ky, verté¢ padidéjo 2,9 karto. Tai lémé reikSmingg Sio substrato
giminingumo TpdE aktyviam centrui sumazéjima. Panasi tendencija buvo ir 3-

merkapto-2-butanono atveju. Vadinasi, merkapto grupé daro neigiama jtaka
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substrato giminingumui. Kai substratu naudotas 3-bromo-2-butanonas,
specifiSkumo konstanta acetoino atzvilgiu iSaugo 1,7 karto. Taigi, trecioje

pozicijoje esantis bromas yra geresné funkciné grupé nei hidroksigrupé.

3.3.6. TpdE Argl9Thr taskinio mutanto konstravimas ir tyrimas

Anksciau parodéme, kad TpdE yra labai specifinis kofermentui NADPH
(Kutanovas et al., 2013). Sis kofermentas yra TpdE kosubstratas: kai ketogrupé
redukuojama, NADPH oksiduojamas. D¢l Sios priezasties vykdant in vitro
biokataliz¢ bitina uztikrinti nuolatini NADPH tiekima. NADPH yra brangus,
todél praktikoje taikomos jo regeneravimo sistemos arba keiiamas fermento
specifiSkumas (i$ NADPH j NADH) tikslingai mutuojant kofermento suri$imo
sritj (Kamerbeek et al., 2003; Leisch et al., 2011).

TpdE konservatyvia NADPH suriS§imo srit] palyginome su Zinomos
struktiiros nuo NAD" priklausomos D-3-hidroksibutirato dehidrogenazés is
Pseudomonas fragi kofermento suriSimo sritimi (Ito et al., 2006). Strukttros
analizé parod¢, kad su NAD" adenozino riboze saveikauja D-3-hidroksibutirato
dehidrogenazés Thr hidroksigrupé. Tuo tarpu TpdE atitinkamoje pozicijoje yra
argininas.

Siame darbo etape siekéme sukonstruoti TpdE Argl9Thr mutantg ir
nustatyti mutanto savitumg kofermentui. Mutantinio TpdE Argl9Thr
konstravimui buvo naudojami R19TF ir R19TR pradmenys. Gautas PGR
produktas buvo klonuojamas j pTZ57R/T vektoriy. I§ teigiamy klony skirta
plazmidiné DNR, ir, atlikus hidrolize restrikcijos endonukleazémis Ncol ir
Xhol, fragmentas klonuotas j pET-28b(+) raiskos vektoriy. Atlikta gauty klony
su plazmide sekoskaita ir jsitikinta, kad pavyko gauti tikslinj TpdE Argl9Thr
mutanta. Sio mutantinio baltymo sintezei naudotas E. coli BL21 (DE3)
kamienas. TpdE Argl9Thr baltymas buvo sintetinamas tomis paciomis
salygomis kaip ir TpdE.

TpdE Argl9Thr sintezés efektyvumui vienos aminortigSties pakeitimas

itakos netur¢jo: susintetinti panasts kaip ir TpdE baltymo kiekiai. Vis délto,
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nei belgsteliniame ekstrakte su mutantiniu baltymu, nei i§grynintame preparate
nuo NADH priklausomo fermento aktyvumo nebuvo uzfiksuota. Apskritai,
Arg pakeitimas 1 Thr inaktyvavo baltyma, tad aktyvumo nebuvo ir su jprastu
kofermentu NADPH.

ApsvarsCius ir jvertinus gautus rezultatus, galime teigti, kad Arg yra
svarbus kofermento prijungimui ir orientavimui aktyviame centre. Ateityje
planuojama sukonstruoti serija TpdE mutanty, kuriuose Argl9 bus pakeistas

Jvairiomis aminoragstimis.

3.3.7. TpdE substraty biokonversijos in vivo tyrimas

Kofermento regeneracijos problemos galima iSvengti biokonversijai
panaudojant pilnas lgsteles su tiksliniu biokatalizatoriumi. Tokiu atveju lgstelés
pacios atlicka kofermento regeneravimo funkcijg. Taigi, buvo svarbu ir jdomu
i§siaiskinti, ar diketony redukcija galima vykdyti in vivo naudojant E. coli
BL21 (DE3) pTpdE lasteles.

Siame darbo etape E. coli BL21 (DE3)/pTpdE lastelés uzaugintos ir
pTpdE raiska indukuota optimalioms fermento biosintezei salygomis. Siekiant
atsikratyti terpés likuciais, surinkta kulttra du kartus plauta 0,9 % NaCl tirpalu.
Tuomet Igstelés suspenduotos 50 mM kalio fosfato buferiniame tirpale,
pH=7,2. 20 ml terpés uzauginta kultiira suspenduota 10 ml buferio. | lasteliy
suspensijg pridéta 2 mM diacetilo ir 0,1 g gliukozés. Biokonversijos eiga
stebéta spektrofotometriSkai pagal diacetilo suvartojimg, ji prie§ tai
modifikavus metodinéje dalyje apraSytu biidu.

Kaip matyti 3.21 paveiksle, praéjus 18 val. nuo eksperimento pradzios,
reakcijos misinyje diacetilo beveik neliko. Vadinasi, E. coli BL21 (DE3)
pTpdE lastelés gali buti panaudojamos Sio substrato redukcijai iki 2,3-

butandiolio.
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Lygiagre€iai biokonversijos tyrimus atlikome TpdE substratais
naudodami 2,3-pentandiona, 2,3-heksandiong ir 2,3-heptandiong. Visais tirtais
atvejais substraty sunaudojimo profilis buvo panasus kaip ir diacetilo atveju.
Atlike Siuos eksperimentus, suzinojome, kad 2,3-pentandiono, 2,3-heksandiono
ir 2,3-heptandiono konversija galima vykdyti in vivo naudojant E. coli BL21
(DE3) pTpdE lasteles.

Indukuotas E. coli BL21 (DE3) pTpdE lasteles naudojome ir acetoino

biokonversijos tyrimui (3.22 pav.). Sio substrato redukcija stebéjome, Kai
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3.22 pav. Acetoino biokonversija in vivo, naudojant indukuotas E. coli BL21
(DE3)/pTpdE Iasteles. Acetoinas nustatytas spektrofotometriskai pagal
kolorimetring reakcijg su a-naftoliu ir kreatinu. Mélyna spalva Zymi atvejj, kai
pradiné acetoino koncentracija 20 mM, zalia — kai 10 mM, raudona — kai 20
mM.
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pradiné jo koncentracija reakcijos miSinyje buvo 5 mM, 10 mM ir 20 mM.
Reakcijos eiga sekéme spektrofotometriskai, pagal acetoino koncentracijos
mazéjima bégant laikui. Eksperimento kontroliavimui pasirinkome atitinkamus
acetoino kiekius ir juos inkubavome buferyje be lasteliy bei su E. coli BL21
(DE3) Igstelémis be TpdE.

[Sanalizavus gautus rezultatus, paaiSké¢jo, kad visais trimis atvejais
naudojant indukuotas E. coli BL21 (DE3)/pTpdE lagsteles vyksta visiSka
acetoino konversija. Grei€iausiai jis buvo redukuojamas, kai pradiné junginio
koncentracija buvo 20 mM (3.22 pav.). Apibendrinus paaiSkéjo, kad 2,3-
butandiolio sintez¢ galima vykdyti i§ diacetilo arba acetoino naudojant E. coli
BL21 (DE3) lasteles su TpdE baltymu.

3.3.8. 2,3-Diketony redukcijos produkty identifikavimas

AnksCiau buvo parodyta, kad simetrinis diketonas — diacetilas —
redukuojamas dviem etapais iki 2,3-butandiolio. Nustac¢ius, kad TpdE
substratais gali panaudoti jvairus linijinius 2,3- ir 3,4-diketonus, tapo jdomu, ar
ir Siais atvejais TpdE katalizuoja dviejy etapy redukcija.

[vairiy diketony konversija vykdéme, naudodami E. coli BL21 (DE3)
pTpdE lasteles. Nei analizuoti substratai, nei susidar¢ produktai neturéjo
charakteringy UV-Vis spektry. Be to, masiy spektrometrijos metu jie
nesijonizavo naudojant ESI ar APCI jonizacijos S$altinius. Dél to jvairiy
diketony konversijos produktai tirti GC-MS sistema.

Pirmiausiai atlikome palyginamaja substrato 2,3-pentandiono analizg,
kuri parodé, kad §is junginys fragmentuojasi j du dominuojancius jonus, m/z 43
ir m/z 57. Siy fragmenty masiy suma lygi 100 Da ir atitinka 2,3-pentandiono
molekuling mase.

Kitos analizés metu sickéme identifikuoti 2,3-pentandiono konversijos,
naudojant TpdE, produktus. Po 2,3-pentandiono redukcijos susidaré vienas
dominuojantis produktas, kuris fragmentavosi j m/z 45 ir m/z 59 jonus (3.23

pav.). Siy fragmenty masiy suma lygi 104 ir atitinka butandiolio molekuling
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mas¢. Taip pat nustatyta, kad fragmentacijos eigoje susidaré minoriniai jonai,

kuriy m/z atitinkamai lygiis 41, 75 ir 89.
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15 1
101

1
5 - 1‘2
0 ek ~

30 40 50 60
1001 r5

41
75

200 40 60 80 miz
100-

99 2

] 45

41
<0 I /A

20 40 60 80 miz
3.23 pav. Produkty, susidariusiy po 2,3-pentandiono redukcijos TpdE,

chromatograma ir molekulés fragmenty detekcijos duomenys. Analizé atlikta
GC-MS sistemoje.

Remdamiesi visais GC-MS analizés duomenimis, sudaréme produkto
fragmentacijos schema, kuri padéjo identifikuoti reakcijoje susidariusj junginj
(3.24 pav.). Patvirtinta, kad TpdE katalizuoja abiejy 2,3-pentandiono

ketogrupiy redukcijg ir susidaro 2,3-pentandiolis.
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3.24 pav. 2,3-Pentandiolio fragmentacijos schema. Skaiiai po fragmentais
Zymi jy masés ir krvio santykj (m/z).

Taip pat atlikome 2,3-heksandiono, 3,4-heksandiono ir 2,3-heptandiono
bei $iy TpdE substraty redukcijos produkty GC-MS analizes. 2,3-Heksandionas
skilo | du pagrindinius jonus, kuriy m/z 43 ir 71, o jony masiy suma atitiko
analizuojamo junginio molekuling mas¢ (M=114). Po reakcijos susidaré¢ vienas
dominuojantis produktas. Jo fragmentai m/z 45 ir 73 atitiko atvejj, kai susidaré
2,3-heksandiolis. Simetrinio substrato — 3,4-heksandiono molekulé skilo j du
vienodus jonus, kuriy m/z 57. Susidariusio reakcijos produkto fragmentacija
atitiko simetrinio junginio fragmentacijos modelj: nustatytas vienas pagrindinis
jonas, kurio m/z 59. Vadinasi, TpdE gali redukuoti abi 3,4-heksandiono
ketogrupes ir susidaro 3,4-heksandiolis. Atlikus 2,3-heptandiono analize,
paaiskéjo, kad charakteringy fragmenty m/z buvo 43 ir 85, o redukcijos
produkto m/z — 45 ir 87. Tai leidzia teigti, kad galutinis reakcijos produktas —
2,3-heptandiolis.

Apibendrinus visus TpdE reakcijos produkty identifikavimo rezultatus,
tapo aisku, jog Sis fermentas katalizuoja jvairaus ilgio 2,3-diony ir 3,4-

heksandiono redukcijg iki atitinkamy dioliy.

3.3.9. Rekombinantinés TpdE i$ R. jostii stereoselektyvumo tyrimas

Visais atvejais GC chromatogramose greta pagrindiniy produkty smailiy

pastebéjome dar esant mazesnes, kuriy molekulés fragmentavosi identiskai 1-
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osioms. 3.23 paveiksle Sios smailés pazymétos 1 ir 2. Toks pastebéjimas leido
manyti, kad chromatografijos metu galéjo atsiskirti 2,3-dioliy stereoizomerai.
Remdamiesi paskutiniuoju pastebéjimu iSkéléme hipoteze, jog TpdE yra
stereoselektyvus fermentas.

2,3-Butandiolis yra simetrinis junginys ir turi tris enantiomerus: 2S,3S,
2R,3R ir mezo. GC-MS sistemoje analizavome grynus ir visais galimais
deriniais sumaiSytus enantiomerus. Taip iSsiaiSkinome, kad 2S,3S ir 2R,3R
enantiomery smailés GC-MS chromatogramoje persidengia, 0 mezo
enantiomeras atsiskiria (3.25 pav. A). Sia informacija pasinaudojome
analizuodami diacetilo biokonversijg E. coli BL21 (DE3) pTpdE lastelémis
susidarant 2,3-butandioliui (3.25 pav. B).

A B

2R 3R-ir
28,38 1

N ez N\

2

/

3.0 40 min 3,0 40 min

3.25 pav. 2,3-Butandiolio chromatograma. A — 2,3-butandiolio enantiomery
standartai, B — diacetilo konversijos E. coli BL21 (DE3)/pTpdE lastelémis
produktai — 2,3-butandiolio enantiomerai. Analiz¢ atlikta GC-MS sistemoje.

Remiantis standarty uzsilaikymo kolonéléje trukme buvo nustatyta, kad
chromatogramoje pirmoji smailé atitinka 2S,3S ir 2R,3R enantiomerus, o
antroji — mezo. Pirmos ir antros smailiy ploty santykis buvo 6 ir 1. Taigi, TpdE
dirba stereoselektyviai, nes mezo-2,3-butandiolio susidaro palyginus mazi

kiekial.
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Vis délto, i§ chromatogramy negalima atsakyti, ar reakcijos metu
susidaro gryni 2S,3S-, 2R,3R-enantiomerai, ar $iy enantiomery misinys. Dél
Sios priezasties, tirdami TpdE stereoselektyvumg, nusprendéme iSanalizuoti
grjztamaja reakcija: dioliy oksidacijg iki diketony. Substratais naudojome visus
tris 2,3-butandiolio enantiomerus ir acetoing. Reakcijas vykdéme 50 mM natrio
bikarbonatiniame buferyje, kai pH buvo 9,1. Reakcijy eiga sekéme
spektrofotometriskai pagal NADP™ redukcija. Produkto susidarymas stebétas
su vieninteliu butandioliu — (2S,3S)-(+)-2,3-butandioliu bei acetoinu (3.26
pav.). Nepaisant to, kad reakcija su (2S,3S)-(+)-2,3-butandioliu buvo 8,7 karto
létesné nei su acetoinu, galima teigti, jog TpdE stereoselektyviai katalizuoja

diketony redukecijg iki optiskai aktyviy S,S-dioliy.

OH OH

: . TpdE
"+ NaDP P + NADPH
OH 0
(2S,35)-(+)-
2,3-BD
OH
= . TpdE
+ NADP pH=9.1 Nevyksta
OH
meso-2,3-BD
OH
. TpdE
toneor e
o PA=3.1  Nevyksta
(2R,3R)-(-)-
2,3-BD
OH
0
. TpdE
I + NaDPT o )S( + NADPH
Acetoinas ©

3.26 pav. TpdE stereoselektyvumo tyrimas 50 mM natrio bikarbonatiniame
buferyje, pH=9,1, substratais naudojant 2,3-butandiolio enantiomerus.
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Ivertinus TpdE platy substratinj specifiSkumg ir stereoselektyvuma, $is
fermentas yra patrauklus katalizatorius chiraliniy alkoholiy sintezei asimetrinés

ketony redukcijos biidu.

3.4. Burkholderia sp. MAK1 — vertingas biokatalizatorius jvairiy
hidroksilinty piridino dariniy sintezei

Selektyvus aromatinio ziedo hidroksilinimas yra vis dar labai sudétingas
organineés sintezés uzdavinys. Tuo tarpu biokatalizé yra potencialus jrankis
jvairiy piridinoliy sintezei. Yra Zinoma, kad aerobinémis salygomis alkilinty
piridiny ir piraziny metabolizmas bakterijose prasideda aromatinio Ziedo
hidroksilinimu laisvoje pozicijoje. Tokias reakcijas katalizuoja katabolinés
oksidoreduktazés, kurios galéty buti pritaikomos regioselektyviam N-
heterocikly hidroksilinimui (Kutanovas et al., 2013; Sun et al., 2014).

Sioje  darbo dalyje tyréme jvairiy piriding transformacijas
biokatalizatoriumi naudodami gyvas lasteles, o ne gryng fermentg. Darbui

pasirinktas Burkholderia sp. MAK1 kamienas, kuris atrinktas musy skyriuje

vt

3.4.1. 2-Hidroksipiridino biokonversijos tyrimas

Buvo manoma, kad Burkholderia sp. MAKL1 bakterijos skaido 2-
hidroksipiriding susidarant 2,5-dihidroksipiridinui, o pastargjj junginj atakuoja
ziedg atidarancéios dioksigenazés. Norédami tai jrodyti, Igsteles auginome
terpéje su 2-hidroksipiridinu. Pastebéjome, kad didéjant bakterijy kiekiui terpé
imdavo zalsvéti, véliau spalva iSnykdavo. Antra vertus, kai 1gstelés augintos be
§io junginio, terpés spalva nesikeité. Vadinasi, zalio pigmento susidarymas
susijes su 2-hidroksipiridino skaidymu. 2-Hidroksipiridinu indukuotos
bakterijos buvo inkubuojamos 50 mM kalio fosfato buferiniame tirpale su 2-
hidroksipiridinu metodinéje dalyje aprasytu biidu. Tuomet atlikta pavyzdzio
HPLC-MS analizé ir nustatyta, kad laikui bégant substrato nebelieka. Kadangi
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chromatogramoje neaptikta net tarpinio produkto pédsaky, galima teigti, kad
jis greitai skaidomas atidarant zieda. Literatiiroje yra duomeny, kad terpéje
kaupiantis 2,5-dihidroksipiridinui atsiranda zalia spalva (Behrman ir Stanier,
1957; Karvelis et al., 2012). Taigi, galima spéti, kad Burkholderia sp. MAK1
bakterijy monooksigenazé pirmiausiai  katalizuoja  2-hidroksipiridino
hidroksilinima penktoje pozicijoje.

Kai Burkholderia sp. MAKL1 bakterijos buvo uzaugintos terpéje be 2-
hidroksipiridino, $io junginio skaidymas nevyko. Tai reiskia, jog 2-

hidroksipiridino 5-monooksigenazé yra indukuojama 2-hidroksipiridinu.

3.4.2. N-Alkil-2-hidroksipiridiny transformacija, kai katalizatorius -
Burkholderia sp. MAK1 bakterijos

Kitame etape tyréme Burkholderia sp. MAKL 2-hidroksipiridinu
indukuojamos monooksigenazés substratinj specifiskuma. Zinodami, kad Sios
bakterijos lengvai transformuoja 2-hidroksipiriding, potencialiais substratais
pasirinkome jo N-alkilintus darinius. Lasteles kalio fosfato buferiniame tirpale
su pasirinktu junginiu inkubavome 20 valandy. Reakcijos eiga stebé&jome
naudodami tandeming HPLC-MS sistema. 3.27 paveiksle pateikti N-etil-2-
hidroksipiridino konversijos Burkholderia sp. MAKI1 lastelémis analizés
duomenys. Reakcijos mis$inj iSskirs¢ius 0,1 % skruzdziy rtugsties—acetonitrilo

gradiente, chromatogramoje buvo matomos dvi dominuojancios smailés.
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3.27 pav. N-Etil-2-hidroksipiridino transformacijos Burkholderia sp. MAK1
lastelémis chromatograma bei smailiy UV sugerties spektrai ir molekuliniy
jony [M+H]" detekcijos duomenys. Analizé atlikta HPLC-MS sistemoje.

Gauty rezultaty analizé parodé, jog pradinio junginio smailé laikui
bégant mazéjo. Tai reisSkia, kad Sios lgstelés vykdé N-etil-2-hidroksipiridino
transformacija. Be to, susidargs produktas toliau nebuvo metabolizuojamas, o
kaupési reakcijos misinyje. Chromatogramoje (3.27 pav.) (A) smailé Zymi
naujai susidariusj junginj, (B) — N-etil-2-hidroksipiriding (substratg). Palyginus
su substratu, produkto UV sugerties spektras ~30 nm pasislinkes j tolimesniy

bangy sritj, o tokia jtaka buidinga hidroksigrupei. (A) smailés molekulinio jono
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[M+H]" maseé lygi 140,15 ir yra 16 Da didesné nei pradinés medziagos. Masiy
spektre taip pat matomas Sio junginio aduktas su acetonitrilu
([M+ACN+H]"=181,15) bei dimeriné¢ forma ([2M+H]"=279,10). Molekulinio
jono masés padidéjimas patvirtino, jog N-etil-2-hidroksipiridinas buvo
hidroksilintas.

Tokie patys eksperimentai atlikti, kai substratais naudoti N-metil-2-
hidroksipiridinas, N-propil-2-hidroksipiridinas ir N-butil-2-hidroksipiridinas. I8
gauty rezultaty paaiskéjo, jog Burkholderia sp. MAKI1 Igstelés transformuoja
N-metil-2-hidroksipiridino ir N-propil-2-hidroksipiridino aromatinius ziedus
iki galutiniy hidroksilinty produkty. Tuo tarpu N-butil-2-hidroksipiridinas po
inkubavimo su bakterijomis liko nepakites. Vadinasi, $is junginys néra
Burkholderia sp. MAK1 substratas. Greiciausiai, N-butil grupé yra per didelé
tinkamam substrato orientavimui fermento aktyviame centre.

Visais atvejais konversijos buvo vykdomos naudojant 2-hidroksipiridinu
indukuotas Igsteles. Kai N-alkilpiridinai inkubuoti buferyje su neindukuotomis
lastelémis, junginiai nebuvo transformuojami. Tai leidzia manyti, kad uz N-
alkilpiridiny hidroksilinimg atsakingas tas pats fermentas, kuris katalizuoja 2-
hidroksipiridino transformacija.

Pagal analogijg 2-hidroksipiridinui galima daryti iSvada, kad Sios
bakterijos N-alkilintus 2-hidroksipiridinus hidroksilina 5-oje padétyje (3.28
pav.).

XN SN HO SN HO X

| (1 g ) T

+2 - —_— - +2

\ OH I\II 0] I}I O I\|I OH
R

R R R

3.28 pav. N-alkil-2-hidroksipiridino transformacijos Burkholderia sp. MAK1
lqstelémis schema. R:CHg, C2H5, C3H7.

Isitikinome, kad nedidelé N-alkil grupé netrukdo 2-hidroksipiridino
hidroksilinimui, taciau biitent dél pakaito Sioje pozicijoje nebevyksta
hidroksilinto piridino aromatinio ziedo atidarymas. Taigi, atlikus N-alkil-2-

hidroksipiridiny transformacijos Burkholderia sp. MAKZ1 bakterijomis tyrimus,
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paaiskéjo, kad Sios bakterijos yra tinkamas biokatalizatorius N-alkil-2,5-

dihidroksipiridiny sintezei.

3.4.3. 2-Hidroksipiridiny, turiniy pakaitus treCioje padétyje,
transformacija Burkholderia sp. MAKI1 lastelémis

Burkholderia sp. MAKI1 Igsteles inkubavome buferiniame tirpale su
piridino dariniais, turin¢iais hidroksigrupe antroje padétyje ir jvairius pakaitus
tre¢ioje padétyje. Kai 2-hidroksipiridino trec¢ioje pozicijoje buvo hidroksi-,
metilo, chloro, bromo ar fluoro grupé (3.29 pav.), po inkubavimo substrato
visiSkai nelikdavo. Tuo tarpu medziagas ta pati laikg inkubavus buferyje be
lasteliy, zZymiy kiekybiniy pokyCiy neuzfiksuota. Tai reiskia, kad junginiy
neliko ne dél spontaniniy procesy, bet dél Igsteliy veiklos. 3-Trifluormetil-2-
hidroksipiridinas buvo létai transformuojamas susidarant galutiniam produktui,
kurio molekuliné mas¢ 16 Da didesné nei pradinio junginio. Tuo tarpu
junginiy, treCioje padétyje turinCiy karboksi- arba metoksi- grupes

Burkholderia sp. MAK1 nesugebéjo transformuoti.

Substratas nyksta

X OH X X Cl x Br X F X CN
B [ [ [ [ [

N~ OH N~ OH N~ OH N~ OH N~ OH N~ OH
Substratas nyksta, produktas kaupiasi Reakcija nevyksta

0
~-CF3 o NH: - oH O L
| | - » »
N~ ~OH N~ ~OH N~ ~OH N~ ~OH N~ ~OH

3.29 pav. 2-Hidroksipiridiny, turinéiy jvairius pakaitus trecioje padétyje,
transformacija Burkholderia sp. MAK1 Iastelémis.

Apibendrinus Siuos rezultatus ir juos palyginus su N-alkil-2-
hidroksipiridiny transformacijos rezultatais (3.4.2. skyrius) galima teigti, kad

3-Cioje padétyje esantys pakaitai netrukdo nei junginiy hidroksilinimui, nei
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piridino ziedo atidarymui. Tik tuomet, kai 3-Cioje padétyje yra erdviskai didelé
grupé, pvz., 3-trifluormetil-, po hidroksilinimo susidares produktas
nemetabolizuojamas.

ISsiaiSkinus, kad Burkholderia sp. MAKI1 lastelés sékmingai
hidroksilina 2-hidroksipiridinus su pakaitais 3-Cioje padétyje, tapo jdomu, ar
jos gali transformuoti 2-hidroksipiridinus, turin¢ius pakaitus 3-¢ioje ir 6-toje
padétyse (3.29 pav.). Pastarieji rezultatai buvo labai jvairiis. PavyzdZiui, 3-
ciano-6-metil-2-hidroksipiriding lastelés 1étai metabolizavo: atlikus HPLC-MS
analize uzfiksuotas pradinio junginio mazéjimas, o naujy auganciy smailiy
neatsirado.  3-Amino-6-metil-2-hidroksipiridino atveju substrato smailé
chromatogramoje mazéjo ir atsirado nauja, kurios molekuliné masé buvo 278 .
Pradinés medziagos molekuliné masé¢ — 124, todél tikéjomés aptikti junginj,
kurio M;=140, t. y. 16 Da didesné nei pradinio. Toks didelis molekulinés masés
skirtumas, tikriausiai, buvo dél to, kad po 3-amino-6-metil-2-hidroksipiridino
hidroksilinimo 5-toje padétyje, susidares junginys spontaniSkai dimerizavosi
Iki stabilesnio produkto.

Lasteles inkubavus su  3-bromo-6-metil-2-hidroksipiridinu, nei
hidroksilinimas, nei kitokie junginio virsmai nevyko. Kadangi 3-bromo-2-
hidroksipiridinas $iomis bakterijomis buvo pilnai suskaidytas, o 6-toje
pozicijoje esanti metilo grupé netrukdé 3-ciano-6-metil- ir 3-amino-6-metil- 2-
hidroksipiridiny hidroksilinimui, manome, kad reakcijos vyksmui su 3-bromo-

6-metil-2-hidroksipiridinu trukdé 3-¢ioje padétyje esanti bromo grupé.

3.4.4. Burkholderia sp. MAK1 bakteriju panaudojimas 2-hidroksipiridiny,
turin¢iy pakaitus ketvirtoje arba/ir SeStoje padétyse, hidroksilinimui

IStyrus 1-0je ir 3-Cioje padétyse pakaitus turinéiy 2-hidroksipiridiny
konversijos galimybes Burkholderia sp. MAK1 lastelémis, beliko issiaiskinti,
ar $is mikroorganizmas gali katalizuoti 4-toje, 6-toje arba 4-toje ir 6-toje

padétyse pakaitus turin€iy 2-hidroksipiridiny transformacija.
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Nustatyta, kad 2,4-dihidroksipiriding 20 val. inkubavus buferyje su
Burkholderia sp. MAKL, jis visiSkai transformuotas (3.30 pav.). Tandeminé
HPLC-MS analizé parod¢, kad susidaré naujas junginys, kurio Ay pasislinkes
] ilgesniy bangy puse ir buvo lygus 290 nm. I§ masiy spektrometrijos duomeny

suzinojome, kad substrato molekulinio katijono masé [M+H]"=112,10. Jis taip

mAU mAU

1 A=276 nm A=290 nm
A 1 B
| 100
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250 - 30
0 O—E«LM\'\—-
T T T T I T L] L T T I T
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3.30 pav. 2,4-Dihidroksipiridino transformacijos Burkholderia sp. MAK1
lastelémis chromatograma, smailiy UV sugerties spektrai ir molekuliniy jony
[M+H]" detekcijos duomenys. A — reakcijos misinio analizé, kai t=0 val., B —
reakcijos misinio analizé, kai t=20 val. Analizés atliktos HPLC-MS sistemoje.
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pat matomas, sudares adukta su acetonitrilo molekule ([M+ACN+H]"=153,10)
ir kaip dimeras ([2M+ H]"=223,05). Tuo tarpu naujai susidariusio junginio
molekuliné masé buvo 16 Da didesné, nei substrato: [M+H]"=128,05. Masiy
spektrometre jis sudaré adukta su vandens molekule ([M+H,0+H]"=146,10), ir
buvo matomas dvigubas ([2M+ H]"=255,05) (3.30 pav.).

Remiantis produkto molekulinés masés verte ir UV sugerties spektro
poslinkiu galima daryti i8vada, kad produktas buvo hidroksilintas: susidaré
2,4,5-trihidroksipiridinas.

Kai 2-hidroksipiridino 4-toje padétyje buvo ne hidroksi-, 0 ciano-,
chloro, bromo ar trifluormetilo grupé, hidroksilinimas nevyko (3.31 pav.).
Vadinasi, 4-tos pozicijos pakaitas reikSmingas piridino ziedo hidroksilinimo
metu: trukdo tinkamai orientuoti substratg arba erdviSkai riboja reakcijoje

dalyvaujancig piridino Ziedo padét;.

Substratas transformuojamas
OH
S S A N
» P P L
N~ OH HO™ 'N° OH N~ OH CI 'N
Reakcija nevyksta
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3.31 pav. 2-Hidroksipiridiny, turinéiy pakaitus 4-toje, 6-toje arba 4-toje ir 6-
toje padétyse, transformacija Burkholderia sp. MAK1 Igstelémis.

oL
N7 N” OH

OH Br OH F3C

2,6-Dihidroksipiridinas buvo pilnai transformuojamas. Virsmy metu
susidaré¢ melynos spalvos pigmentas. Nors §io junginio nepavyko identifikuoti
HPLC-MS sistemoje, taCiau i$ literatiiros duomeny zinome, kad mélynas
pigmentas susidaro dimerizuojantis 2,3,6-trihidroksipiridinui (Holmes et al.,
1972). Reiskia, 2,6-dihidroksipiridinas yra hidroksilinamas Burkholderia sp.
MAKI1 lgsteliy jprastoje pozicijoje. Kai 6-toje padétyje buvo metilo, chloro,
bromo ar trifluormetilo grupé, vyko ne tik piridino Ziedo hidroksilinimas, bet ir

tolimesis Ziedo atidarymas. Prie tokios iSvados buvo prieita, nes minétais
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atvejais substrato nelikdavo, o naujy produkty, turin¢iy charakteringus UV-Vis
spektrus nesusidarydavo. Tik kai 6-toje pozicijoje buvo karboksigrupé, piridino
ziedo hidroksilinimas nevyko. Karboksigrup¢ yra erdviskai didelé bei gali biti
neigiamai jkrauta. Tai, tikriausiai, 1émé, kad biokatalizé nevyko.

Burkholderia sp. MAK1 4,6-dimetil-2-hidroksipiridino ir 2,6-dihidroksi-
4-karboksipiridino (3.31 pav.) negaléjo transformuoti.

Apibendrinant galima teigti, kad 6-toje padétyje esantys nedideli

pakaitai netrukdo nei junginiy hidroksilinimui, nei piridino Ziedo atidarymui.

3.4.5. Burkholderia sp. MAK1 bakteriju gebéjimo hidroksilinti 2-
aminopiriding tyrimas

Zinodami, kad tiriamos bakterijos gali hidroksilinti 2-hidroksipiriding ir
jvairius jo darinius, nusprendéme iSsiaiskinti, ar hidroksilinimas galimas, kai 2-
oje padétyje yra aminogrupé. Pirmiausiai potencialiu substratu pasirinkome 2-
aminopiriding.

Po 2-aminopiridino inkubavimo su lastelémis atlikus tandeming HPLC-
MS analizg, pastebéta, jog substrato smailé iSnyko ir chromatogramoje atsirado
nauja, kurios molekuliné masé 16 Da didesné nei pradinio junginio. Tai reiskia,
kad jvyko 2-aminopiridino hidroksilinimas ir susidargs produktas toliau
nebuvo metabolizuojamas.

Nustatyta, jog po 2-aminopiridino hidroksilinimo susiformavusio
produkto UV sugerties spektrui biidingas maksimumas, kai A=304 nm, ir
nedidelis petys, kai A=225 nm (3.32 pav. A). Sj spektra palyginome su 3-¢ioje,
4-toje ir 6-toje padétyse hidroksigrupe turin¢iy 2-aminopiridiny spektrais (3.32
pav. B-D). Pastebéjome, kad 2-amino-4-hidroksipiridinui biidingas Ama=277
nm, 0 2-amino-6-hidroksipiridino Ay buvo lygus 321 nm. Nezinomo junginio
UV sugerties spektras buvo panasiausias j 2-amino-3-hidroksipiridino, taciau
pastarasis tur¢jo papildomag smaile, kai A=236 nm. Kadangi nei vieno i$

standarty spektrai nesutapo su tiriamu produktu ir zinant, kad 2-
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hidroksipiridinas hidroksilinamas j 5-tg padétj, buvo prieita prie iSvados, jog 2-
aminopiridinas taip pat hidroksilinamas j 5-tg padét;.

Buvo jdomu suzinoti, ar Burkholderia sp. MAK1 katalizé gali vykti, jei
aromatiniame ziede yra du azoto atomai. Potencialiu substratu pasirinkome 2-
aminopirazing. Po junginio inkubavimo su lastelémis atlikus HPLC-MS
analiz¢ paaiSkejo, jog susidaro naujas junginys, kurio molekuliné mase¢ 16 Da
didesné nei substrato. Vadinasi, Burkholderia sp. MAKL1 geba hidroksilinti ir

2-aminopirazing.
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3.32 pav. Hidroksilinty 2-aminopiriding UV sugerties spektrai. A —

hidroksilintas 2-aminopiridinas, naudojant Burkholderia sp. MAK1 Iasteles, B
— 2-amino-3-hidroksipiridinas, C — 2-amino-4-hidroksipiridinas, D — 2-amino-
6-hidroksipiridinas.

Kitame tyrimy etape siekéme iSsiaiSkinti Burkholderia sp. MAK1

bakterijy geb¢jima hidroksilinti aniling. Lastelés buvo inkubuojamos

buferiniame tirpale su Siuo junginiu. Reakcijos mi$inio HPLC-MS analizé
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parodé, kad susidaro produktas, kurio molekuliné mas¢ 16 Da didesné nei
anilino. Taigi, Burkholderia sp. MAKI1 gali hidroksilinti ir aniling. IS
ankstesniy duomeny zinome, kad 2-aminopiridino hidroksilinimas vyksta j 5-ta
padétj. Tuo tarpu, kuri padétis yra atakuojama, kai substrato aromatiniame
ziede néra azoto atomo, buvo neaiSku. Kadangi yra trys anilino hidroksilinimo
galimybés, tai 0-, m- ir p- hidroksianilinus naudojome kaip standartus
nezinomo junginio identifikavimui. HPLC-MS analizés chromatogramoje o- ir
m- hidroksianilinai persidengé vienoje smail¢je, o p-hidroksianilinas atsiskyré.
Pastarojo junginio uzsilaikymo trukmeé skyrési nuo identifikuojamo produkto.
Tad Burkholderia sp. MAK1 bakterijos aniling hidroksilina ne j para padétj. o-
ir m- hidroksianiling UV sugerties spektrai buvo identiski ir sutapo su
nezinomo junginio spektru. Dél to HPLC-MS analizés nepakako, kad bty
identifikuotas produktas.

Visus hidroksianilinus iSskirst¢tme plonasluoksnés chromatografijos
biidu ir jy migravimg palyginome su bakterijomis hidroksilinto anilino. 3.33
paveiksle matome, kad plonasluoksnés chromatografijos plokstel¢je atsiskyre
visi trys standartiniai junginiai, o identifikuojamas produktas judéjo taip pat
kaip o-hidroksianilinas. Pastarieji rezultatai nepriestaravo HPLC-MS analizés
duomenims. Vadinasi, vyko ataka j orto padétj benzeno ziede ir susidaré o-

hidroksianilinas, dar vadinamas 2-aminofenoliu.

3.33 pav. Produkto, susidariusio po anilino
hidroksilinimo Burkholderia sp. MAKI lastelémis,
identifikavimas plonasluoksnés chromatografijos
biidu. Mobili fazé — chloroformo ir metanolio
miSinys (9:1). 1 — o-hidroksianilinas, 2 -
identifikuojamas produktas, 3 — m-hidroksianilinas, 4
— p-hidroksianilinas.
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Susintetintas o-hidroksianilinas gali bati pritaikomas dazy bei farmacijos
pramong¢je (Mitchell ir Waring, 2000; Grychtol ir Mennicke, 2000; Hunger et
al., 2000). Apibendrinant galima teigti, kad Burkholderia sp. MAK1 bakterijos

geba hidroksilinti ne tik piridino, bet ir benzeno darinius.

3.4.6. Jvairiy hidroksilinty 2-aminopiridiny biosintezé panaudojant
Burkholderia sp. MAK1 bakterijas

Buvo nustatyta, kad Burkholderia sp. MAKI1 Igstelés katalizavo ir 2-
aminopiridiny, 3-¢ioje padétyje turin¢iy metilo, nitro-, chloro, bromo ar fluoro
grupes (3.34 pav.) transformacijas. Idomu tai, kad Sios lastelés gebéjo
hidroksilinti ir etil-2-aminopiridino-3-karboksilatg (3.34 pav.) — junginj, turintj
stamby pakaitg 3-padétyje.

N o NO2 o NH2 ~-OH
P L L P
N~ “NH, N~ NH, N~ “NH, N~ “NH,
0
. C :L ~oF N o
» » P »
N~ "NH, N” "NH, N~ "NH, N”" "NH,

3.34 pav. Burkholderia sp. MAK1 bakterijy hidroksilinami 2-aminopiridinai,
turintys pakaitus 3-¢ioje padétyje.

2-Amino-3-chloropiridino konversijos produkta 1Sgryninome
panaudodami atvirkstiniy faziy C18 kolonéle. Buvo uzrasyti $io junginio 'H ir
3C BMR spektrai. '"H BMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 9.24 (s, 1H, OH), 7.56
(d, J = 2.6 Hz, 1H, CH), 7.11 (d, J = 2.6 Hz, 1H, CH), 5.51 (s, 2H, NH,). **C
BMR spektre buvo matomos penkios smailés: (100 MHz, DMSO-dg): 6
149.46, 146.21, 133.73, 125.21, 113.58. Tiek BMR spektry analizé, tieck masiy
spektrometrijos  rezultatai  patvirtino, kad  2-amino-3-chloropiridino
biokonversijos Burkholderia sp. MAK1 lgstelémis metu susidaro 2-amino-3-

chloro-5-hidroksipiridinas. Siomis bakterijomis transformavus 50 mg 2-amino-

105



3-chloropiridino, po gryninimo gauta 17 mg produkto. Bendra konversijos
iSeiga buvo 34 %.

Taigi buvo pademonstruota, kad Burkholderia sp. MAK1 bakterijas
galima panaudoti kaip biokatalizatoriy 2-amino-3-chloro-5-hidroksipiridino
sintezei.

Kai Burkholderia sp. MAK21 substratais buvo naudoti 2,3-
diaminopiridinas ir 2-amino-3-hidroksipiridinas, susidaré spalvoti junginiai:
atitinkamai geltonai rudas, kurio [M+H]'=214, ir geltonai Zzalias, kurio
[M+H]"=215. Literatiiroje yra duomeny apie 2-aminofenoksazin-3-ono gavimo
biidus i§ 2-hidroksianilino, pavyzdziui, katalizatoriais naudojant jvairius
dirbtinius fermentus, sukurtus ciklodekstriny pagrindu (Lopez et al., 2007).
Pagal analogija organinés sintezés budu i§ 2-amino-3-hidroksipiridino buvo
susintetintas 2-amino-3H-dipirido[3,2-b:2',3'-e][1,4]oksazino-3-onas (dr. J.
Sarlauskas, nepublikuoti duomenys) ir palygintas su bakterijy veiklos produktu
(3.35 pav.).

Sutapus $iy junginiy uzsilaikymo trukmei, UV-Vis sugerties spektrui ir
jonizacijos pobudziui, tapo aiSku, kad Burkholderia sp. MAK1 Kkatalizuoja
oksidacing 2-amino-3-hidroksipiridino dimerizacijg. Nors cheminio standarto
2,3-diaminopiridino darinio palyginimui netur¢jome, akivaizdu, kad Sis
junginys taip pat dimerizuojasi.

Svarbu paminéti, jog tai pirmas atvejis, kai apraSyta tokiy junginiy
biosintezé. Tuo tarpu jy struktiiriniai analogai literatiiroje pristatomi kaip
potencialiis prieSvéziniai ir antimikrobiniai vaistai (Tse et al., 2012).

Kitame darbo etape tyréme 2-aminopiridiny, turin¢iy pakaitus 4-toje
padétyje, biokonversijos galimybes. Kai 2-aminopiridino 4-toje padétyje buvo
metilo, chloro, bromo arba fluoro funkciné grupé, Burkholderia sp. MAK1
bakterijos Siuos junginius hidroksilindavo. Atlikus HPLC-MS analizes, visais
iSvardintais atvejais buvo matomas substrato nykimas ir produkto, kurio

molekuliné masé 16 Da didesné nei pradinio junginio, kaupimasis.
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3.35 pav. Burkholderia sp. MAKI bakterijy 2-amino-3-hidroksipiridino
oksidacijos produkto palyginimas su chemiskai susintetintu standartu. A —
produkto chromatograma, UV-Vis ir masiy spektrai, B — cheminiu btdu
susintetinto standarto chromatograma, UV-Vis ir masiy spektrai. Analizés
atliktos HPLC-MS sistemoje.

Po 50 mg 2-amino-4-metilpiridino, 2-amino-4-chloropiridino ir 2-
Burkholderia sp. MAK1

1§gryninome

amino-4-fluoropiridino  buvo transformuota
bakterijomis. Naudodami C18 atvirk$tiniy faziy kolonéle,
susintetintus produktus. Buvo uzra$yti $iy junginiy *H ir *C BMR spektrai.
Paaiskéjo, kad po 2-amino-4-metilpiridino biokonversijos susidaro 5-toje

padétyje hidroksilintas produktas (3.36 pav. 1), kurio ‘H BMR (400 MHz,
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DMSO-dg): 6 8.33 (s, 1H, OH), 7.87 (d, J = 6.6 Hz, 1H, CH), 6.70 (s, 2H,
NH,), 6.61 (d, J = 2.3 Hz, 1H, CH), 2.18 (s, 3H, CH3), 0 **C BMR (100 MHz,
DMSO-dg): & 138.00, 136.73, 113.72, 109.39, 79.65, 77.18. Bendra
konversijos iSeiga 34 %.

2-Amino-4-chloropiridino konversijos produkto 'H BMR (400 MHz,
DMSO-dg): 6 8.04 (d, J = 7.0 Hz, 1H, OH), 7.05 (s, 2H, NH,), 6.84-6.83 (m,
1H, CH), 6.66 (dd, J = 7.0, 2.9 Hz, 1H, CH). *C BMR spektre buvo penkios
smailés: (100 MHz, DMSO-dg): 6 151.70, 138.34, 131.29, 112.44, 108.17.
Remdamiesi BMR spektrais, nustatéme, kad po hidroksilinimo Burkholderia
sp. MAKI1 bakterijomis susidaré 6-amino-4-chloro-3-hidroksipiridinas (3.36
pav. 2). Bendra konversijos iSeiga buvo 50 %.

2-Amino-4-fluoropiridinas buvo transformuotas susidarant 5-toje
padétyje hidroksilintam junginiui (3.36 pav. 3). Tai nustatyta remiantis BMR
spektrais. *H BMR (400 MHz, DMSO-dg): & 8.07 (dd, J = 7.2, 6.0 Hz, 1H,
OH), 7.11 (s, 2H, NH,), 6.62 (dd, J = 9.1, 3.2 Hz, 1H, CH), 6.54 (td, J = 7.3,
3.4 Hz, 1H, CH). *C BMR (100 MHz, DMSO-dg): & 161.39, 158.91, 139.03,
100.74, 95.45. Bendra konversijos iSeiga buvo 68 %.

Cl F
0 "L "0
~ ~ ~
N~ "NH, N”" “NH, N~ “NH,
1 2 3

3.36 pav. Isgryninti ir identifikuoti Burkholderia sp. MAKI1 bakterijy veiklos
produktai. 1 — 6-amino-4-metil-3-hidroksipiridinas, 2 — 6-amino-4-chloro-3-
hidroksipiridinas, 3 — 6-amino-4-fluoro-3-hidroksipiridinas.

Tai pirmas atvejis, kuomet apraSyta 2-amino-4-metil-5-hidroksipiridino
biosintezé. Be to, iki Siol literatiroje nebuvo jokiy duomeny apie 2-amino-4-
chloro-5-hidroksipiridino ir 2-amino-4-fluoro-5-hidroksipiridino sintezg. Pagal
analogijg aminofenoliams Sie nauji junginiai ateityje galéty bti pritaikyti dazy,

vaisty, pesticidy ir kitose pramonés Sakose (Arora ir Bae, 2014).
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Siekéme nustatyti, ar Burkholderia sp. MAKZ1 bakterijos gali katalizuoti
pirimidino Zieda turinéiy substraty hidrolize. Zinodami, kad tiriamos bakterijos
hidroksilina  2-amino-4-chloropiriding, pirmiausiai lasteles inkubavome
buferyje su 2-amino-4-chloropirimidinu. Po HPLC-MS analizés paaiskéjo, kad
substrato koncentracija buferyje su lgstelémis mazéjo, ir reakcijos metu
susiformavo produktas, kurio molekuliné masé¢ 16 Da didesné nei pradinio
junginio (3.37 pav. 1).

Hidroksilinimas buvo nustatytas ir substratais naudojant 2,4-diamino- ar
2-amino-4-hidroksi- pirimidinus (3.37 pav. 2 ir 3). Taigi, pavyko parodyti, jog
Burkholderia sp. MAKI1 lastelés gali biati panaudojamos ne tik 2-

aminopiridiny, bet ir atitinkamy pirimidiny hidroksilinimui.

Cl NH, OH

Oy Y Ty
N7 NH, N7 NH, N7 NH,
1 2 3

3.37 pav. 2-Aminopirimidiny, turin¢iy pakaitus 4-toje padétyje, konversijos
Burkholderia sp. MAKL1 bakterijomis produktai. 1 — 2-amino-4-chloro-5-
hidroksipirimidinas, 2 — 2,4-diamino-5-hidroksipirimidinas, 3 — 2-amino-4,5-
dihidroksipirimidinas.

ISgryninus  2-amino-4-hidroksi-pirimidino  konversijos produktg ir
uzrasius *H ir °C BMR spektrus, paaiskejo, kad po hidroksilinimo susidaro 2-
amino-4,5-dihidroksipirimidinas. Bendra konversijos iSeiga po gryninimo — 18
%. Nemazi medZziagos nuostoliai buvo dél gryninimo procediros, tad ateityje
iSeiga tikimasi padidinti optimizuojant gryninimo sglygas.

Dar viena 2-aminopiridiny grupé, kurig tyréme — 6-toje padétyje
pakaitus turintys junginiai (3.38 pav.). HPLC-MS rezultaty analizé parodé, kad
2,6-diaminopiridinas yra konvertuojamas, taciau susidargs produktas
chromatogramoje nebuvo matomas. Vizualiai matési, kad laikui bégant keitési
buferinio tirpalo, kuriame vykdyta konversija, spalva. Tikétina, jog po

hidroksilinimo susidares produktas polimerizavosi.
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3.38 pav. 2-Aminopiridinai, turintys pakaitus 6-toje padétyje, kurie naudoti
Burkholderia sp. MAK1 bakterijy substratinio specifiSkumo tyrimui.

Tuo tarpu chloro ir bromo grupes 6-toje padétyje turintys junginiai buvo
hidroksilinami: susidariusiy produkty molekuliné masé, nustatyta tandemine
HPLC-MS sistema, buvo 16 Da didesné nei substraty. 2-Amino-6-
fluoropiridino konversija vyko labai létai. GreiCiausiai todél ir nepavyko
chromatogramoje aptikti susidarancio produkto. Kai konversijai naudotas 2-
amino-6-hidroksipiridinas, chromatogramoje stebéjome keliy produkty
susidaryma. Tikeétina, jog Sis substratas hidroksilinamas tiek j 5-ta, tiek j 3-Cig
padétj, dél to chromatogramoje ir stebime kelis naujus junginius. 2-Amino-6-
metoksipiridinas nebuvo hidroksilinamas.

2-Amino-6-chloropiridino  konversijos  Burkholderia sp. MAK1
lastelémis produktas buvo sékmingai iSgrynintas naudojant C18 atvirkStiniy
faziy kolonélg. Buvo uzrasytas '"H BMR spektras (400 MHz, DMSO-dg): &
9.79 (s, 1H, OH), 6.84 (d, J = 7.8 Hz, 1H, CH), 6.38 (m, 1H, CH), 5.90 (s, 2H,
NH;). Spektro analizé parodé, jog susidares junginys — 6-amino-2-chloro-3-
hidroksipiridinas.

3.4.4. skyriuje nagrinédami 6-toje pozicijoje pakaitus turinciy 2-
hidroksipiridiny konversijg pri¢jome prie i§vados, kad, jei pakaitai nedideli, po
hidroksilinimo vyksta piridino ziedo atidarymas. Tuo tarpu 6-toje padétyje
pakaitus turintys 2-aminopiridinai toliau nemetabolizuojami. Vadinasi,
Burkholderia sp. MAKI1 bakterijos gali biti pritaikytos 6-toje pozicijoje
pakaitus turinéiy 2-aminopiridiny regioselektyviam hidroksilinimui.

Apibendrinant $io skyriaus rezultatus verta pabrézti, jog Burkholderia
sp. MAKI1 bakterijos gali regioselektyviai | 5-tg padéti hidroksilinti jvairius 2-
aminopiridinus. Jy pagalba pavyko susintetinti keleta naujy, anksciau
literattiroje neaprasyty hidroksipiridiny ir pirimidiny, pavyzdziui, 6-amino-4-
chloro-3-hidroksipiriding, 6-amino-4-fluoro-3-hidroksipiriding, 2-amino-4,5-
dihidroksipirimiding.
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3.4.7. Piridino ir metilpiridiny transformacijos Burkholderia sp. MAK1
bakterijomis tyrimas

Jvairiy 2-hidroksi- ir 2-amino- piridiny konversijos Burkholderia sp.
MAKI1 lgstelémis tyrimai parodé, kad S$iy bakterijy 2-hidroksipiridinu
indukuojama  5-monooksigenazé pasizymi itin  pladiu  substratiniu
specifiSkumu. Buvo jdomu iSsiaiskinti, ar tiriamos bakterijos gali katalizuoti
piridino virsmus.

Po piridino inkubavimo buferiniame tirpale su Iastelémis atlikus HPLC-
MS analizg, nustatyta, kad junginys buvo transformuojamas j produkta, kurio
molekuliné masé 16 Da didesné. Reakcijos metu susidariusio produkto UV
sugerties spektras beveik nesiskyré nuo piridino ir nesutapo su turimy standarty
— 2-0je, 3-Cioje ar 4-toje padétyje hidroksigrupe turinéiy piridiny — spektrais.
Tai jvertinus, buvo iskelta hipotezé, jog reakcijos metu i§ piridino susidaro
piridino-N-oksidas. Piridino-N-oksido smailé HPLC chromatogramoje, UV
sugerties spektras bei molekulés jonizacijos pobidis sutapo su piridino
transformacijos produktu. Vadinasi, Burkholderia sp. MAKZ1 bakterijos
piriding oksiduoja 1-oje padétyje.

Kadangi konversijg vykdéme su Igstelémis, nebuvome tikri, jog piridino
oksidacijg katalizuoja tas pats fermentas, kuris 5-toje padétyje hidroksilina 2-
hidroksi- ir 2-amino- piridinus. I$analizavus eksperimenty rezultatus, buvo
pastebéta, kad oksidacija vyko, kai piridinas inkubuotas su 2-hidroksipiridinu
indukuotomis lgstelémis. Tuo tarpu neindukuotos lgstelés konversijos
nekatalizavo. Sie rezultatai leidZia teigti, jog tiek piridino oksidacija 1-oje
padétyje, tiek 2-hidroksi- ir 2-amino- piridiny oksidacija 5-toje padétyje
katalizuoja vienas ir tas pats fermentas.

Tyréme Burkholderia sp. MAKI1 bakterijy gebéjimg tranformuoti
piridinus ir pirazinus, jvairiose aromatinio ziedo padétyse turincius metilo

grupe¢/-es. Visy tirty junginiy struktiiros pateiktos 3.39 paveiksle.
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3.39 pav. Metilpiridiny ir metilpiraziny transformacija Burkholderia sp. MAK1
lastelémis.

Kai Burkholderia sp. MAK1 bakterijas inkubavome buferiniame tirpale
su 2-metilpiridinu, laikui bégant reakcijos miSinio chromatogramoje stebéjome
naujos smailés atsiradima (3.40 pav. A).

Nustatyta, kad susidariusio produkto molekuliné masé¢ 16 Da didesné nei
2-metilpiridino. Taigi, jvyko substrato oksidacija. Kadangi naujo junginio UV
sugerties spektro maksimumas beveik nesiskyré nuo substrato, labiausiai
tikétina buvo, jog oksidacijos metu susidaré N-oksidas. Palyginus produkto ir
2-metilpiridino-N-oksido uzsilaikymo trukme, UV sugerties spektrus ir
molekulines mases, pasirodé, jog visos charakteristikos sutampa (3.40 pav. A ir
B). Tai reiskia, kad 2-metilpiriding Burkholderia sp. MAK1 oksidavo 1-oje
padétyje.

Piridinai, metilinti 3-Cioje ar 4-toje padétyse, taip pat buvo oksiduojami.
Naudodami chemiskai susintetinta standarta nustatéme, jog Burkholderia sp.
MAKT1 bakterijos katalizavo 4-metilpiridino oksidacijg 1-oje padétyje: susidaré
4-metilpiridino-N-oksidas. Tyrimy metu paaiskéjo, jog piridino ziede esancios
dvi ar trys metilo grupés taip pat netrukdo N-oksido susidarymui, i§skyrus tuos

atvejus, kai uzimtos 2-ra ir 6-ta padétys (3.39 pav.).
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3.40 pav. 2-Metilpiridino konversijos Burkholderia sp. MAK1 bakterijomis
produkto palyginimas su chemiSkai susintetintu standartu. A — reakcijos
misinio chromatograma, produkto UV sugerties ir masiy spektrai, B —
cheminiu btdu susintetinto 2-metilpiridino-N-oksido chromatograma, UV
sugerties ir masiy spektrai. Analizés atliktos HPLC-MS sistemoje.
Burkholderia sp. MAKI1 bakterijos galéjo oksiduoti ir metilintus
pirazinus. Piraziny oksidacijai uztikrinti pakako vienos laisvos padéties greta

bet kurio i§ azoty. Pavyzdziui, reakcija vyko, kai substratu buvo 2,6-

dimetilpirazinas ar 2,3,5-trimetilpirazinas, o su tetrametilpirazinu nevyko.
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3.4.8. Piridino dariniy hidroksilinimo, katalizuojamo Burkholderia sp.
MAKT1 bakterijomis, priklausomybés nuo temperatiiros tyrimas

Norédami iSsiaiskinti, kokia piridiny biokonversijos Burkholderia sp.
MAKI bakterijomis temperatira uztikrina didZiausius hidroksilinto produkto
kiekius, lgsteles inkubavome 20—45 °C temperatiry intervale. Buvo vykdoma
2-amino-4-chloropiridino konversija. Periodiskai atlikome konversijos miSiniy
analizes HPLC-MS sistemoje. Substrato pasirinkimg Iémé tai, jog
biokonversijos bidu jau buvome gave ir iSgryning 2-amino-4-chloro-5-
hidroksipiriding — junginj, kurj galéjome naudoti kiekybiniu standartu.

Rezultatai pateikti 3.41 paveiksle. Paaiskéjo, kad pirma valanda
biokonversija greic¢iausiai vyko esant 35 °C temperatiirai, bet jau nuo antros
valandos daugiausiai 2-amino-4-chloro-5-hidroksipiridino buvo aptinkama
esant 30 °C temperatiirai. Kai temperatiira buvo 40 °C, pirmg proceso valanda

susidar¢ 1,2 mg produkto, o lgsteles inkubuojant ilgiau konversija sustojo.
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3.41 pav. 2-Amino-4-chloro-5-hidroksipiridino biosintezés Burkholderia sp.
MAKI1 bakterijomis priklausomybé nuo proceso temperatiiros. Duomenys
pateikti kaip trijy matavimy vidurkis, paklaidos nevirsijo 15 %.
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Akivaizdu, kad 40-45 °C temperatiira netinkama hidroksilinty piridiny
sintezei dél biokatalizatoriaus inaktyvacijos. Esant 35 °C temperatiirai reakcija
vis dar vyko, taciau jau lé¢iau nei esant 30 °C temperatiirai. Po 21 valandos
visas substratas buvo paverstas j produkta, kai biokonversija vykdyta 20-35 °C
temperatiiry intervale.

Lygiagreciai atlikti eksperimentai, kai substratais buvo naudoti 2-amino-
3-chloropiridinas ir 2-amino-4-fluoropiridinas. Gauti rezultatai atitiko anks¢iau
iSnagrinétg 2-amino-4-chloropiridino konversijos atvejj. Taigi, jvertinus ir
apibendrinus gautus rezultatus, paaiskéjo, kad reakcija katalizuojancios

monooksigenazeés optimali veikimo temperatiira — 30 °C.

3.4.9. Alginatiniame gelyje imobilizuoty Burkholderia sp. MAK1 Iasteliy
pritaikymas hidroksilinty piridiny biosintezéje

Burkholderia sp. MAKI1 lgstelés buvo imobilizuotos 1 %, 2 % ir 3 %
alginatiniame  gelyje. Konversijos eiga stebéta pagal 2-amino-5-

hidroksipiridino susidaryma (3.42 pav.).
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3.42 pav. 2-Amino-5-hidroksipiridino  biosintezés  imobilizuotomis
Burkholderia sp. MAKI1 bakterijomis priklausomybé nuo alginato
koncentracijos. Konversija vykdyta 50 mM Tris-HCI buferiniame tirpale, pH
7,0. Analizé atlikta HPLC-MS sistema. 100 % prilyginta didziausio ploto 2-
amino-5-hidroksipiridino smailé.
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Lasteliy imobilizacijai naudojant skirtingos koncentracijos alginata,
pastebeta, kad priklausomai nuo koncentracijos skiriasi alginatiniy rutuliuky
dydis: kuo didesné koncentracija, tuo didesni rutuliukai. Dél Sios prieZasties i$
vienodo tario 1 % alginato buvo pagamintas didesnis rutuliuky skaicius ir taip
gautas didesnis aktyvaus pavirSiaus plotas. GreiCiausiai, dél Sios prieZasties
pradiniuose konversijos etapuose, daugiau produkto buvo aptikta 1 %
alginatiniuose rutuliukuose. Visgi, didesnés koncentracijos alginatiniai
rutuliukai ilgiau isliko stabilds.

Apibendrinant galima teigti, kad Burkholderia sp. MAKI1 Igsteléms
sugavimas alginatiniame gelyje netrukdo piridiny hidroksilinimui ir yra

tinkamas imobilizacijos biidas.

3.5. Rezultaty aptarimas

Stereo- ir regio- selektyvi alkoholiy sintezé — sudétinga uzduotis
naudojant cheminius katalizatorius. D¢l to naujy ir efektyviy biokatalizatoriy
paieska, tyrimas bei pritaikymas ar esamy biokataliziniy metody patobulinimas
yra labai svarbus tiksliniy junginiy biosintezés raidai.

Siame darbe pirmg karta pademonstravome DHAP sintezés reaktoriy,
kuriame efektyviai paSalinamas GPO aktyvumg slopinantis vandenilio
peroksidas. Iki Siol literattiroje apraSytose DHAP sinezés sistemose vandenilio
peroksido pasalinimui buvo naudojama katalazé. Tokiy bioreaktoriy triikkumas
yra tas, kad papildomas fermentas, skaidantis Salutinj produkta, turi buti
suderinamas su pagrinding reakcijag vykdanciu katalizatoriumi. Be to, Sie
reaktoriai nepasizymi ilgaamziSkumu (Hernandez et al., 2012; Maria et al.,
2012). Karyakin yra aprases efektyvy elektrocheminj vandenilio peroksido
nustatymo metoda, paremta jo redukcija ant Berlyno mélio elektrodo
(Karyakin, 2001). Tuo remdamiesi sukonstravome DHAP sintezés reaktoriy,
kuriame darbinis elektrodas sudarytas i§ Berlyno méliu modifikuoto anglies

puosto su imobilizuota GPO. Siame reaktoriuje susidares vandenilio
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peroksidas iSkart suskaidomas elektrochemiskai. Taigi, sintez¢ gali biiti
vykdoma optimaliomis GPO salygomis ir bioreaktoriaus katalizinis
efektyvumas priklauso tik nuo GPO stabilumo uZtikrinimo. Ateityje tokia
DHAP sintezés sistemg biity galima suderinti su nuo DHAP priklausomomis
aldolazémis ir panaudoti selektyviai angliavandeniy sintezei. Antra vertus §is
efektyvus vandenilio peroksido pasalinimo buidas galéty buti panaudotas
vystant kitus biokatalizinius procesus, kur yra naudojamos vandenilio
peroksida generuojancios oksidazés.

Nuo PQQ priklausoma ADH IIG i§ P. putida HK5 pasizymi placiu
substratiniu specifiSkumu. Ji katalizuoja jvairiy pirminiy ir antriniy alifatiniy
bei cikliniy alkoholiy oksidacija. Siame darbe pirma karta parodéme, kad ADH
I1G gali oksiduoti aminoalkoholius ir vicininius alkoholius. Remdamiesi 1-
amino-2-propanolio ir 2,3-butandiolio pavyzdziais jrodéme, jog §i ADH yra
enantioselektyvus fermentas, kuris pirmenybe teikia (S)-enantiomerui.
Vadinasi, ADH IIG i§ P. putida HKS5 galéty baiti pritaikoma Kkinetiniam
racematiniy alkoholiy miSiniy atskyrimui ir optiskai gryny alkoholiy sintezei.
Anksc¢iau buvo zinomos ADH i§ Acetobacter, Gluconobacter ir Comamonas
gencCiy bakterijy, kurios enantioselektyviai oksiduoja (R) arba (S) antrinius
alkoholius (Jongejan et al., 2000). Vis délto, selektyvi aminoalkoholiy
oksidacija, naudojant nuo PQQ priklausomg ADH, parodyta pirmg Kkarta.
Galiausiai, katalizatoriumi naudodami ADH IIG i§ P. putida HKS5,
pademonstravome unikaly 2,5-dihidroksimetilpirazino sintezés biidg 1§ 2-
amino-1,3-propandiolio. Anks¢iau buvo zinomi tik cheminiai daugiastadijiniai
§io junginio gavimo budai (Das ir Frey, 2012).

Siame darbe charakterizavome nuo NADPH priklausoma ADH TpdE i3
R. jostii TMP1. Anksc¢iau buvome parodg, kad minétas fermentas dalyvauja
tetrametilpirazino skaidymo kelyje (Kutanovas et al., 2013). Dabar pavyko
i$siaiskinti, kad TpdE dviem etapais katalizuoja diacetilo oksidacijag iki 2,3-
butandiolio. Fermentas vykdo stereoselektyvig katalize, kurios dominuojantis
produktas — (2S,3S)-2,3-butandiolis. TpdE i§ R. jostii TMP1 palyginus su
literatiiroje apraSytomis (S)-specifinémis ADH i$ R. erythropolis MAK154, R.
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erythropolis BCRC 10909, R. erythropolis DSM 43297 ir R. erythropolis
WZ010 (Kataoka et al., 2006; Lin et al., 2010; Abokitse ir Hummel, 2003;
Wang et al., 2013), jis iSsiskiria dél itin plataus substratinio specifiSkumo. IKi
Siol nebuvo prieinamo biokatalizatoriaus, galinCio stereoselektyviai redukuoti
jvairaus ilgio 2,3- ir 3,4- diketonus, aciloinus ir butan-2-ono-3-il-esterius. Dar
vienas TpdE biokatalizés privalumas yra tas, kad fermentas sé¢kmingai dirba ne
tik in vitro, bet ir in vivo. Tai reiskia, jog chiraliniy dioliy ir aciloiny sintez¢
galima vykdyti Igstelése, taip iSvengiant kofaktoriaus regeneravimo problemos.
Regioselektyviai piridinoliy biosintezei Katalizatoriumi naudojome
Burkholderia sp. MAKL Iasteles, kurios pasirinktos dél gebéjimo 2-
hidroksipiriding panaudoti kaip vienintelj anglies ir energijos Saltinj. Anksciau
manyta, kad piridino Zieda hidroksilinan¢ios monooksigenazés yra siauro
substratinio specifiSkumo fermentai. Katalizei 2-hidroksipiridinu indukuotomis
Burkholderia sp. MAK1 lagstelémis pasirinkome 110 potencialiy substraty —
skirtingy piridino, pirimidino ir pirazino dariniy. Nustatyta, kad 73 1§ jy buvo
selektyviai  hidroksilinami. Apibendring S§iy biokonversijy rezultatus
pastebéjome désningumus: 2-hidroksi- ir 2-amino- piridinai bei pirimidinai
regioselektyviai hidroksilinami j penktg padétj, o piridinas, pirazinas bei jy
metilinti dariniai — | pirmg padétj, susidarant N-oksidams. 2,5-
Dihidroksipiridinus Burkholderia sp. MAKI1 Iastelés toliau metabolizuoja,
todeél Siy junginiy biosintezei reikéty naudoti gryng monooksigenaze arba visos
lastelés biokatalizatoriy, netransformuojantj susidariusiy tiksliniy produkty. Si
lastelin} biokatalizatoriy paprasta imobilizuoti alginatiniame gelyje, o dél
imobilizacijos tampa lengviau valdyti biosintezés procesa. Taigi, Burkholderia
sp. MAKI bakterijos gali buti pritaikytos regioselektyviai piridinoliy sintezei.
Naudodami  Burkholderia sp. MAK1 bakterijas pirmg Kkartg
susintetinome keletg naujy, anksciau literattiroje neaprasyty hidroksipiridiny ir
pirimidiny, tarp kuriy buvo 6-amino-4-chloro-3-hidroksipiridinas, 6-amino-4-

fluoro-3-hidroksipiridinas, 2-amino-4,5-dihidroksipirimidinas.
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ISVADOS

1.  Dihidroksiacetono fosfato reaktorius, kurio darbinis elektrodas sudarytas
i Berlyno méliu modifikuoto anglies pluoSto su imobilizuota L-a-
glicerofosfato oksidaze, eliminuoja vandenilio peroksidg ir gali bati
naudojamas greitai ir efektyviai dihidroksiacetono fosfato sintezei.

2.  Alkoholio dehidrogenazé I1IG i§ Pseudomonas putida HK5 yra
enantioselektyvi (S)-(+) alkoholiams, todél ji gali bati pritaikoma
enantiomeriskai gryny alkoholiy sintezei kinetinio racematy atskyrimo biidu.

3. TpdE baltymas i§ Rhodococcus jostii TMP1 yra nuo NADPH
priklausoma klasikiné trumpy grandiniy dehidrogenazé/reduktazé, galinti
redukuoti skirtingo ilgio linijinius 2,3-diketonus, jvairius aciloinus ir butan-3-
ono-2-il- esterius.

4. TpdE dehidrogenazé stercoselektyviai katalizuoja diketony redukcijg iki
optiskai aktyviy (S,S)-dioliy ir gali buti panaudojama chiraliniy alkoholiy
sintezei asimetrinés ketony redukcijos buidu in vivo bei in vitro.

5. Burkholderia sp. MAKL1 Dbakterijos katalizuoja  N-alkil-2,5-
dihidroksipiridiny, jvairiy = 2-amino-5-hidroksipiridiny bei  2-amino-5-
hidroksipirimidiny sintezg.

6.  2-Hidroksipiridinu indukuotos Burkholderia sp. MAKL bakterijos
katalizuoja piridino, pirazino bei jy metilinty dariniy oksidacijg susidarant

atitinkamiems N-oksidams.
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