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SANTRUMPU SARASAS

ABTS - 2,2"-azino-bis(3-etilobenztiazolino-6-sulfoniné riigstis)
ABTS™ -2,2"-azino-bis(3-etilobenztiazolino-6-sulfoniné riigsties) katijon-radikalas
ADH 11G — Pseudamonas putida HK5 alkoholio dehidrogenazé
DMSO - dimetilsulfoksidas

DHDMP™ — 5,10-dihidro-5,10-dimetilfenazinas

FERI — fericianidas

FERO - ferocianidas

Kkat — katalitiné konstanta

Kwm— Michaelio-Menten konstanta

Koks — oksidaciné konstanta

Kreq— redukciné konstanta

L95 — lakazé

PQQ - pirolochinolino chinonas

gADH - chinobaltymy alkoholio dehidrogenazé

rCiP — rekombinantiné¢ Coprinus cinereus peroksidazé

Vo — pradinis reakcijos greitis

Vmax — maksimalus fermentinés reakcijos greitis
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IVADAS

Oksidaciniai ir redukciniai fermentai, katalizuojantys elektrony mainy reakcijas, yra vienos i$
svarbiausiy biomolekuliy biotechnologiniuose, biocheminiuose, nanobiotechnologiniuose procesuose.

Chinobaltymai sudaro dehidrogenaziy klas¢ atskirg nuo nikotinamido-priklausomy ir flavino-
priklausomy fermenty. Jie naudoja vieng i§ keturiy skirtingy chinono kofaktoriy, paverciant didziule
alkoholiy ir aminy jvairove ] jy atitinkamus aldehidus/laktatus. Baltymai, turintys pirolochinolino
chinono kofaktoriy, sudaro geriausiai apibtidintg ir didZiausig chinobaltymy subklase¢ (Oubree 1999).

Pirolochinolino chinonas (PQQ) buvo rastas daugiau nei 10 skirtinguose fermenty riiSyse,
veikian€iuose daugiausia pirminiuose ir antriniuose hidroksilo grupiy alkoholiuose arba cukruose
dehidrinime. Siuose fermentuose, PQQ nekovalentiskai jungiasi prie apofermento. Sie fermentai taip pat
savo sudétyje turi PQQ 1 mol Ca?**/mol koordinuoja PQQ ir keleta amino riigd¢iy Soniniy grandiniy
atomus ir reikalingi aktyvumui. Kai kurie i8 $iy chinobaltymy, kartu su PQQ, turi papildomas prostatines
grupes, hemg c, viename polipeptide, vadinami chinohemobaltymais, atskiriami nuo kity chinobaltymy,
kurie savo sudétyje turi tik chinono kofaktoriy kaip prostating grupe.

Alkoholio dehidrogenazés (ADH) yra placiai paplitusios tarp daugelio skirtingy tipy organizmy,
pradedant nuo bakterijy iki zinduoliy. Jos dazniausiai biina NAD(P) priklausomi fermentai, esantys
citoplazmoje (Toyama et al. 2004). PrieSingai, PQQ priklausomos ADH yra gana unikalios ir randamos
nedaugelyje bakterijy riiSyse, a, p ir y proteobakterijose, ir lokalizuotos tik periplazminéje ertméje
(Gomez-Manzo 2005). PQQ priklausomos ADH apima tiek chinobaltymo, tiek chinohemobaltymo tipy
fermentus. Kai kurios yra tirpios periplazmoje, kitos yra suristos citoplazmos membranos pavirSiaus
iSoréje. Kaip ir kitos chinobaltymy dehidrogenazés, chino(hemo)baltymo ADH sudaro vadinamaja ,,
periplazmine alkoholio oksidazés sistema™ kartu su membranos jungiancia kvépavimo grandine. Jos
veikia kaip pirminés dehidrogenazés, kurios perneSa redukuota ekvivalentg tiesiogiai | baktering
aerobing kvépavimo granding periplazmoje (Toyama et al. 2004).

Chinobaltymy alkoholio dehidrogenazés (QADH), sudétyje turin¢ios pirolochinolinchinona, kaip
prostatine grupe, yra gaminamos keliy aerobiniy bakterijy, daugelis i§ kuriy gali augti alkoholiuose kuris
yra vienintelis anglies ir energijos Saltinis. PQQ nekovalentiSkai, bet tvirtai jungiasi su qADH ir
reakcijos proceso metu nepaleidziamas, todél qADH nereikalingas iSorinis kofermenty jtraukimas.
qADH efektyviai katalizuoja vienkrypc€ia oksidacija, kuri yra naudinga produkcijos formavimui dideliu

mastu.
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gqADH skirstoma j tris grupes (I-III tipai), nejskaitant metanolio dehidrogenazés (MDH), pagal

jos molekulines, katalitines savybes ir vieta. Tarp Siy qQADH, II tipo ADH yra tirpus, monomerinis

chinohemobaltymas, kuris turi platesnj substratinj specifiSkumg nei kitos qADH, bet iSlaiko auksta

selektyvumg chiraliniams antriniams alkoholiams.

Sio darbo tikslas yra istirti PQQ priklausomos alkoholio dehidrogenazés katalizuojamus jvairiy

alkoholiy virsmus naudojant skirtingus mediatorius. Darbo tikslui jgyvendinti iSkeliami tokie uzdaviniai:

1.

Naudojant spektrofotometrinj metodg iStirti PQQ ADH katalizuojamos reakcijos pradinio greicio
priklausomybes nuo substraty koncentracijy

Naudojant spektrofotometrin} metoda iStirti PQQ ADH katalizuojamos reakcijos pradinio greicio
priklausomybes nuo mediatoriy koncentracijy

Nustatyti tariamuosius Kinetinius parametrus bei paskaiciuoti kataliting bei fermento ir substrato
reaktingumo konstantas

Istirti PQQ ADH katalizuojamos reakcijos pradinio grei¢io priklausomybes nuo buferinio tirpalo
pH

IStirti L95 lakazés katalizuojamos reakcijos pradinio grei¢io priklausomybes nuo FERO ir
ABTS, bei buferinio tirpalo pH

Naudojant deguoninj elektrodg iStirti deguonies sunaudojimo pradinio reakcijos greicio
priklausomybes nuo lakazées, FERO ir ABTS substraty koncentracijy

Naudojant deguoninj elektrodg istirti deguonies sunaudojimag vykstant ADH 1IG katalizuojamai
glicerolio ir 1,2-propandiolio oksidacijai ir lakazés 195 katalizuojamai mediatoriaus (antrojo
gADH substrato) regeneracijai, naudojant skirtingus mediatorius ir jvairias alkoholiy

koncentracijas.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Oksidoreduktaziy charakteristika

Fermentai, kaip natiiralieji gamtos katalizatoriai, yra labai skirtingo specifiskumo, reaktingumo,
turi daugyb¢ naudingy fizikocheminiy, kataliziniy ir biologiniy savybiy, kurios galéty buti placiai
panaudojamos jvairiose medicinos ir pramonés srityse (Burton 2003; Xu 2005). Siais laikais, greitai
vystantis ir ple€iantis moderniosioms biotechnologijoms, fermentai yra kruops¢iai ir sistemiskai kuriami
kaip ekonomiskai perspektyvis ir nekenksmingi aplinkai pramoniniai biokatalizatoriai (Jaeger 2004; Xu
2005).

Oksidoreduktazés yra placiai paplitusios mikroby, augaly ir gyviiny organizmuose. Jos katalizuoja
elektrony ar redokso ekvivalenty mainus tarp donoriniy ir akceptoriniy molekuliy reakcijose, vykstant
elektrony perdavimui, protony abstrakcijai, vandenilio ekstrakcijai, hidrido pernasai, deguonies
jterpimui ar kitiems reikSmingiems etapams (Xu 2005). Apskritai vyksta dvi pusinés reakcijos (viena
oksidacijos ir viena redukcijos) ir aktyvuojami/transformuojami maziausiai du substratai. Tam, kad
galéty jvykdyti savo fiziologine funkcija, oksidoreduktazeés turi jvairius redokso aktyvius centrus.
Aktyviuosius centrus apgaubia oksidoreduktaziy polipeptidy grandiné, kuri gali moduliuoti jy
selektyvumg, redokso potencialg, reaktingumg, stabilumg ir atsparumg inhibicijai. Paprastai redokso
centrai turi aminortig8¢iy liekany (pvz., tirozino ar cisteino), metalo jony ar kompleksy (pvz., Cu, Fe,
Mo, Fe-S ar hema) ir kofermenty (pvz., FMN, FAD, ptering, PQQ ar PPQ) (Munro 2000).

Pagal panaudojimo sritj oksireduktazés gali biiti klasifikuojamos priklausomai nuo jy
pagrindinés katalizés ir/ar kofermenty priklausomybés j:
1. Oksidazes (pvz. Cu-priklausoma oksidazé - lakazé)
2. Peroksidazes (pvz. Heminé peroksidazé - krieny peroksidaze; katalaze)
3. Oksigenazes/hidroksilazes (pvz. Flavino-priklausoma oksigenazé/hidroksilaze)
4. Dehidrogenazes/reduktazes (pvz. Chinono-priklausoma dehidrogenazé - alkoholio
dehidrogenazé) (Xu 2005).

1.1.1. Dehidrogenazés
Dehidrogenaze yra oksidoreduktaziy klasés fermentas, katalizuojantis protony pernasa nuo

substrato ir elektrony poros — akceptoriui. Jos gali buti suskirstytos j dvi pagrindines kategorijas: tos,
kurios naudoja piridino nukleotido kofermentus, tokius kaip NAD arba NADP, ir tos, kurios savo

sudétyje turi flavinus, tokius kaip FAD arba FMN kaip prostatiné grupé. Tiriant metanolio
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dehidrogenaze (EC 1.1.99.8), iSskirta i§ metilotrofinés bakterijos, buvo charakterizuota trecia
dehidrogenazés klas¢, kurig sudaro chinonas, 2,7,9-trikarboksi-1H-pirolo(2,3-f)chinolin-4,5-dionas
(PQQ), kaip prostatine grupé. Tolimesnj tyrimai rodo, kad kai kurios oksidoreduktazes, iSskirtos is
bakterijy ir zinduoliy organizmy, taip pat turi PQQ.

Oksidoreduktazés, ypa¢ NAD(P)-priklausomos dehidrogenazés yra placiai naudojamos fermenty
analizéje. Chinobaltymy oksidoreduktazés yra svarbios tiriant substratus, tokius kaip alkoholiai,
aldehidai ir laktatai (Anthony 2006).

Dehidrogenazés skirstomos :

e Acetaldehido dehidrogenazg (ALDH, EC 1.2.1.10) — dehidrogenazés fermentas, kuris katalizuoja
acetaldehido virtimg j acto rtigstj (Thurner et al. 1997)

e Aldehido dehidrogenaze (ALDH, EC 1.2.1.3) — fermenty grupé, katalizuojanti aldehidy
oksidacijg (Prasmickaité et al. 2010)

e Alkoholio dehidrogenaze (ADH, EC 1.1.1.1) - katalizuoja alkoholiy, aldehidy ir ketony
tarpusavio transformacija (Courcy et al. 2009)

e Formiato dehidrogenaze (FDH, EC 1.2.1.2) — katalizuoja formiato jony oksidacijg iki anglies
dioksido NAD" j NADH redukcijos metu (Tishkov et al. 2004)

e Gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenaze (GAPDH, EC 1.2.1.12) — katalizuoja glikolizés SeStaja
pakopa ir tokiy buidu padeda suskaidyti gliukozés anglies molekules (Kuravsky et al. 2011)

e Gliukozés dehidrogenaz¢ (GDH, EC 1.1.99.17) — katalizuoja monosacharidy, pavyzdziui,
gliukozes, ksilozés ir galaktozés, taip pat disacharidy, tokiy kaip laktozé ir melibioz¢, oksidacija (Dokter
et al. 1986)

e Glutamato dehidrogenaze (GLDH, EC 1.4.1.2) — fermentas, katalizuojantis griztama reakcijg L-
glutamato rtigsties virsma j a-ketoglutaning (Harper et al. 2010)

e Laktato dehidrogenaz¢ (LDH, EC 1.2.1.27) — katalizuoja piruvato redukcijg NADH, susidarant
laktatui ir NAD™ (Goffin et al. 2004)

e Sorbitolio dehidrogenaz¢ (SDH, EC 1.1.1.14) — angliavandeniy apykaitos fermentas, pavercia
sorbitolj, cukraus alkoholio gliukozés forma j fruktoze (Negm et al. 1979)

e Kit.

Siame darbe naudota nuo pirolochinolinchinono priklausoma alkoholio dehidrogenazé, i$skirta i3

Pseudamonas putida HK5 (ADH 11G) - priskiriama oksidoreduktazéms, kurioms reikalingas kofaktorius

16



pirolochinolinchinonas. Taip pat buvo naudota L95 lakazé. Ji priskiriama prie mélynyjy daugiavariy

oksidaziy grupés, kurios katalizuoja jvairiy fenoliniy junginiy oksidacija, naudodamos deguon;.

1.1.2. Alkoholio dehidrogenaziy struktiira ir funkcijos

Alkoholio dehidrogenazé¢ (ADH) (Alkoholis: NAD oksidoreduktaz¢, EC 1.1.1.1) — yra
dehidrogenazés fermenty grupé, katalizuojanti alkoholiy ir acetaliy oksidacija iki aldehidy ir ketony,
esant NAD (Courcy et al. 2009). Alkoholio dehidrogenazés yra dimerai, susidedantys i§ identisky 40
kDa molekulinés masés subvienety (Hamada 2009). Kiekvienas subvienetas turi vietas, kurios dalyvauja
substrato ir kofermento — NAD suriS§imo centry susidaryme (Ammapun 2003). Alkoholio
dehidrogenazés yra fermentai, kuriy molekuliné masé yra apie 150 kDa (Jorbvall 1977). ADH gali
katalizuoti daug skirtingy alkoholiy oksidacijg jskaitant: pirming, antring, cikling antring arba hemi-
acetalio struktira (Courcy, et al. 2009). Sie fermentai randami daugelyje organizmuose: Zinduoliuose,
bakterijose, mielése, augaly audiniuose, vabzdziuose ir zuvyse (Ammapun 2003). Pirmoji iSskirta
alkoholio dehidrogenazé buvo iSgryninta ir gauti jos kristalai Negelein and Wulff 1937 m. i
Saccharomyces cerevisiae (kepimo mieliy). Daugelis arklio kepeny ADH fermento Kkatalitinio
mechanizmo aspekty buvo tirti Hugo Theorello ir jo bendradarbiy (Theorell 1961). Nustatyta, kad ADH
buvo vienas 1§ pirmyjy oligomeriniy fermenty, kuriy amino riigs¢iy seka ir tridimensiné struktiira buvo
iSaikinta. 1960 m. pradzioje tai buvo aptikta Drosophila genties vaisinése muselése (Hellgren 2009).
Augaluose alkoholio dehidrogenazés rastos pupelése, kopiistuose, zirniuose, rapsuose, saulégrazose,
ryziuose ir jvairiose kitose darzovése (Leblova et al. 1977).

Alkoholio dehidrogenazés klasifikuojamos pagal metalo priklausancius j tris grupes:

e Turincios cinko jong;
e Turincios bet kokj metalo jona;
e TurincCios gelezies jong (Sun 1992).

Zn-priklausomos dehidrogenazés rastos bakterijuose, Zinduoliuose, augaluose ir ir grybuose. Jos
yra dimeriniai arba tetrametriniai fermentai, kuri suriSa du cinko atomus subvienete. Viena i§ geriausiai
apibidinty Zn-priklausomy fermenty Seima yra Zn-priklausoma alkoholio dehidrogenazés $eimos
vidutinio ilgio granding, kuri katalizuoja pirminiy ir antriniy alkoholiy oksidacijg iki aldehidy ar ketony,

naudojant NAD(P) kaip kofaktoriy .
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Kitos klasés alkoholio dehidrogenazés priklauso chinofermentams, kuriems reikalingas chinono
kofaktorius kaip fermenty sujungimo elektrony akceptorius. Tipiskas §io fermento tipo pavyzdis yra

metanolio dehidrogenazg, iSskirta i§ metilotrofiniy bakterijy.

1.2. Chinobaltymai

1.2.1. Chinobaltymy charakteristika ir fiziologiné svarba

Sagvoka chinobaltymas pirmg karta buvo pavartota apie 1980 m. Duine ir Frankui jtraukiant
dehidrogenazes, kurios kaip savo prosteting grupe sudaro pirolochinolino chinonas. Chinobaltymai
sudaro fermenty, kurie katalizei naudoja chinono kofaktorius, klas¢ (Oubrie et al. 1999). Chinobaltymai
yra palyginti nauja oksidoreduktaziy klasé, kurios turi vieng i§ keturiy skirtingy chinono junginiy vietoj
nikotinamido ar flavino kofaktoriy. Jos apima dehidrogenazes, turinfias chinoninés prigimties
prostetines grupes. Sie baltymai oksiduoja platy alkoholiy ir amino turin¢iy substraty jvairove iki
atitinkamy aldehidy arba ketony (Oubrie et al. 1999; Saab—Rincon et al. 2009). Didziausig ir geriausiai
apibudintg baltymy pogrupe¢ sudaro baltymai, kuriy sudétyje yra kofaktorius pirolochinolino chinonas —
2,7,9-trikarboksi-1H-pirolo(2,3-f)chinolin-4,5-dionas (1 pav.) (Oubrie et al. 2000). Pirolochinolino
chinonas buvo identifikuotas 1979 m. kaip naujas keliy prokariotiniy dehidrogenaziy kofaktorius
(Anthony et al. 1998).

1 pav. Pirolochinolino chinono struktiira

Chinobaltymy istorija prasidé¢jo 1960 m., kai Hauge apibudino gliukozés dehidrogenaze, taip pat
Anthony ir Zatmanas charakterizavo metanolio dehidrogenaze, kurios savo sudétyje turi naujas
prostetines grupes. Dar po 10 mety Duine, Frankas ir jy bendradarbiai pademonstravo, kad metanolio
dehidrogenazé, turinti savyje prosteting grupg, chinono struktiira, sudaryta i§ dviejy azoto atomy. Taip
pat Kennardo grupé, panaudojusi rentgeno spinduliy difrakcijos analize, nustaté, kad tai yra PQQ
(Anthony 1996). Véliau Duine ir Frankas i§ Delfto, taip pat Ameyama ir Adachi i§ Yamaguchi parodé,

kad PQQ grupiy turi ir kitos bakterinés dehidrogenazés. Sie chinobaltymai paprastai katalizuoja
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pirmiausia alkoholiy ir cukry oksidacija bakterijos periplazmoje, taip prisidédami prie ATP formavimo
(Anthony et al. 1998).

PQQ yra labai svarbus kofermentas alkoholio dehidrogenazés, apofermento, kuris reikalingas
alkoholio metabolizmui kepenyse. Jrodyta, kad pirolochinolino chinonas randamas daugelyje Zzmogaus
organizmo audiniy, kietuose ir skystuose maisto produktuose, jskaitant ir motinos pieng. 2003 m.
zurnalas ,,Nature™ paskelbé straipsnj, kuriame pirolochinolino chinonas apibiidinamas kaip ,,...naujas
vitaminas, kuris yra zinduoliy organizme redokso reakcijy kofermentas (Kasahara et al. 2003: 10).

PQQ yra lengvai tirpstanti vandenyje termostabili medziaga, dalyvaujanti cikliniuose oksidacijos
ir redukcijos reakcijose. Esant aminortigstims pirolochinolino chinonas sudaro didelj kiek; imidazoliniy
ir oksazoliniy dariniy.

Pirolochinolino chinonas gali bati sintetinamas daugelio bakterijy. ISimtis yra plonosios ir
storosios zarny bakterijos. Tuo paciu metu Sios bakterijos PQQ naudoja kaip vitaming. Pirolochinolino
chinonas randamas augaly ir gyviiny audiniuose, atitinkamai gyvulinés ir augalinés kilmés maisto
produktuose.

PQQ yra svarbus lgsteliy ir vidulgsteliniy struktiiry (mitochondrijy skai¢ius ir dydis) augimui ir
vystymuisi, normaliam néstumui, vaisiaus bei kuidikio augimui ir vystymuisi. Jrodytas jo dalyvavimas
imuninés sistemos funkcionavime. Maisto papildai, savo sudétyje turintys nanomolinius kiekius
pirolochinolino chinono, padidina B ir T limfocity aktyvuma.

Pirolochinolino chinonas yra stiprus antioksidantas. Jis atlieka tokias funkcijas kaip:

e Kepeny apsaugos funkcijg nuo jvairiy patogeniniy poveikiy

e Apsaugo nuo kataraktos vystymosi

e Padeda nuo uzdegimo, uzdegimo metu mazina patinima (Tracy 2000).

Rentgeno spinduliy kristalografiniai tyrimai labai jtakojo PQQ priklausomy fermenty struktiiros
ir funkcijos samprata (Kay et al. 2006). Buvo apibtdintos dvi skirtingos PQQ priklausomy alkoholio
dehidrogenaziy (ADH) rasys. Pirmasis tipas apima chinobaltymo etanolio dehidrogenazes (EDH) i
keliy Pseudomonas rasiy ir chinobaltymo metanolio dehidrogenazes (MDH) i§ metilotrofiniy bakterijy.
Antrasis PQQ priklausomy ADH tipas yra chinohemobaltymo alkoholio dehidrogenazés (QH-ADH)
(Jongejan et al. 1998).
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1.2.2. Chino(hemo)baltymo alkoholio dehidrogenazés struktiura, funkcija ir
fiziologija

Jei NAD(P) priklausomos alkoholio dehidrogenazés yra placiai paplitusios tarp daugelio
skirtingy tipy organizmy, pradedant nuo bakterijy iki zinduoliy, ir dazniausiai jie randami citoplazmoje
(Toyama et al. 2004), tai, PQQ priklausomos ADH yra gana unikalios ir randamos nedaugelyje bakterijy
rasiy, a, B ir y proteobakterijose, ir lokalizuotos tik periplazmingje ertméje (Gomez-Manzo 2005). PQQ
priklausomos ADH apima tiek chinobaltymo, tiek chinohemobaltymo tipy fermentus. Kai kurios yra
tirpios periplazmoje, kitos yra suriStos citoplazmos membranos pavirSiaus iSoréje. Kaip ir kitos
chinobaltymy dehidrogenazés, chino(hemo)baltymo ADH sudaro vadinamgja ,, periplazming alkoholio
oksidazés sistemg“ kartu su membranas jungiancia kvépavimo grandine. Jos veikia kaip pirminés
dehidrogenazés, kurios perneSa redukuota ekvivalentg tiesiogiai ] baktering aerobing kvépavimo
granding periplazmoje (Toyama et al. 2004).

PQQ priklausoma ADH yra didZiausia chinobaltymy Seimos grupé. Jos nariai sudaro 18
skirtingy fermenty (1 lentel¢). Chino(hemo)baltymo alkoholio dehidrogenazes, kurios kaip savo
prostating grupe turi pirolochinolino chinong, yra skirstomos j tris grupes: I, II ir III tipai. I tipo ADH
yra paprastas chinobaltymas, turintis PQQ kaip prostating grupe, o II ir III tipai ADH yra
chinohemobaltymai, turintys hema c, 0 taip pat PQQ Katalitiniame polipeptide. 1l tipo ADH yra tirpus
periplazminis fermentas, kuris yra pla¢iai paplites proteobakterijose, pavyzdziui Pseudomonas,
Ralstonia, Comamonas ir t. t. PrieSingai nei II tipo ADH, III tipo ADH yra membrang jungiantis
fermentas, veikiantis ant periplazminio pavirSiaus iSimtinai acto rugsties bakterijose. Pastaroji sudaryta
1§ trijy subvienety, du i$ kuriy sudaro chinohemobaltymo katalizinj subvienetg ir trijy hemy citochromo
¢ subvienetg (Anthony 1993; Marcinkevi¢ien¢ et al. 2006).

1 lentelé. Chinobaltymy ir chinohemobaltymy alkoholio dehidrogenazés ir su jomis susij¢

fermentai
Fermentai *Lokalizacija Organizmai
Sarba M
Chinobaltymai, galintys oksiduoti
alkoholius
Metanolo dehidrogenazés (MDH) S Methylotrophs
| ADH tipas (PQQ)
Etanolio dehidrogenazé (qEDH) S Pseudomonas aeruginosa
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Alkoholio dehidrogenazé (ADH I)
1-butanolio dehidrogenazé (BOH)
Polipropileno glikolo dehidrogenazé
(PPGDH)

Kiti chinobaltymai, galintys oksiduoti
alkoholius

Sorbozeé/Sorbosono dehidrogenaze

Glicerolio dehidrogenazé (GLDH)
Chinohemobaltymai, galintys oksiduoti
alkoholius

Il ADH tipas (PQQ/hemas c)

Vanilil alkoholis arba polietileno glikolio
dehidrogenazé (PEGDH)

Etanolio dehidrogenaz¢ (qhEDH)
Alkoholio dehidrogenazé (ADH 11B)
Alkoholio dehidrogenazé (ADH 11G)
Polivinilalkoholio dehidrogenazé (PVADH)
Tetrahidrofurfurilo alkoholio
dehidrogenazé (THFADH)

1-butanolio dehidrogenazé (BDH)

I11 ADH tipas (PQQ/hemas ¢/3 hemai c)
Alkoholio dehidrogenazé

Alkoholio dehidrogenazé

Alkoholio dehidrogenazé

Alkoholio dehidrogenazé

Alkoholio dehidrogenaze

Kiti susije chinohemobaltymai
Lupanino hidroksilazé (PQQ/hemas c)
Amino dehidrogenazé (CTQ/hemas c)

wn

Pseudomonas putida
Pseudomonas butanovora
Stenotrophomonas maltophilia

Gluconobacter species
Pseudogluconobacter
saccharoketogenes
Gluconobacter species

Rhodopseudomonas acidophila

Comamonas testosterone
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida
Pseudomonas sp.
Ralstonia eutropha

Pseudomonas butanovora

Acetobacter aceti

Acetobacter pasteurianus
Gluconoactobacter polyoxygens
Acidomonas methanolicus
Gluconobacter suboxydans

Pseudomonas sp.
Pseudomonas putida
Paraccocus denitrificans

* tirpus (S) arba membrang jungiantis (M) (Toyama et al. 2004).
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1.2.2.1. Chinobaltymy ir chinohemobaltymy alkoholio dehidrogenaziy riusys ir pasiskirstymas

Dazniausiai tiriamos PQQ priklausamos alkoholio dehidrogenazés yra metanolio dehidrogenazés.
MDH yra tik PQQ priklausantis chinobaltymas. Sis tirpus periplazminis fermentas, yra heterotetrameras,
sudarytas i§ dviejy dideliy ir dviejy mazy subvienety (o2f2) (Kay 2006). Metanolio dehidrogenazés
kiekvienas subvienetas (60-66 kDa) turi viena PQQ molekule ir Ca®* jona (2 pav.) (Anthony 2004). B
subvienetas yra labai mazas (8.5 kDa) ir jo funkcija néra zinoma. Mazi § subvienetai susilenka aplink o
subvienety pavir§iy. a subvienetas yra supervamzdis, kurj sudaro aStuoni radialiai iSdéste lakstai
(Afolabi et al. 2001).

2 pav. MDH tridimensé struktiira. a spiralés pavaizduotos roZine ir violetine spalvomis,  klostés —
zalia, PQQ — oranzine. Kalcio jonai pazyméti mélynais rutuliukais (Anthony 1994)

Metanolio dehidrogenazé oksiduodama metanolj j formaldehidg ir metanolis yra vienintelis
anglies Saltinis. Taip pat Sis fermentas sugeba oksiduoti platy spektrg pirminiy alkoholiy, rodanti Siems
substratams didelj giminingumg (metanolio Ky yra 5-20 mM), taciau blogai oksiduoja antrinius
alkoholius. Siam fermentui kaip aktyvatorius yra reikalingas amonis ir jo aktyvumas gali biti
matuojamas spektrofotometriskai su fenazino metalosulfatu, bet ne su fericianidu (Gomez-Manzo 2005).

Kaip parodyta 1 lenteléje, 1§ keturiy skirtingo I tipo chinobaltymo alkoholio dehidrogenaziy
keletas i§ jy buvo iSskirtos i§ Pseudomonas raSiy ir viena i§ Stenotrophomonas rusies, abi
dehidrogenazés priklauso y proteobakterijoms. Jos visos tirpiis fermentai ir veikiantys periplazmoje
(Tachibana et. al. 2003). Etanolio dehidrogenazé, kuri panasi § MDH, buvo iSskirta i§ Pseudomonas
aureginosa ir Pseudomonas putida (Toyama 1995). Sis fermentas turi gana didelj pH optimuma (pH
7.7), kaip ir metanolio dehidrogenazés atveju, kaip aktyvatorius reikalingas amonis, sugeba oksiduoti
platy spektra jvairiy alkoholiy, jskaitant antrinius alkoholius (Gomez-Manzo 2005). Jy absorbcijos
spektrai yra labai panasiis ] metanolio dehidrogenazés, bet turi mazg gimininguma metanoliui. Etanolio

Kwm yra 15 mM, o metanolio yra mazdaug 1000 karty didesné. I tipo alkoholio dehidrogenazés fermentas
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i§ P. aureginosa, i$ pradziy buvo apibtudintas kaip monomeras su dviem PQQ molekulémis (101 kDa
kiekviena), taciau Sis fermentas turi ta pacig kaip metanolio dehidrogenazé struktiirg (0P, tetrameras)
(Gorisch 1989). Visi paminéti fermentai yra tirpis ir veikiantys periplazminéje aplinkoje. IS jy isSskirtiné
yra glikolio dehidrogenazé, nes ji neoksiduoja alkoholiy. Du papildomi fermentai, tirpi
sorbozé/(sorbosono) dehidrogenazé ir membrang jungianti glicerolio dehidrogenazé, taip pat gali buti
laikoma I tipo ADH, nors jy fiziologiniai substratai néra alkoholiai, kadangi $ie fermentai taip pat gali
oksiduoti kelis alkoholius su dideliu efektyvumu (Gomez-Manzo 2005).

Il tipo ADH buvo nustatyti septyni skirtingi chinohemobaltymai, kurie buvo isskirti i$
proteobakterijy, tokiy kaip Rhodopseudomonas, Pseudomonas, Ralstonia ir Comamonas rasys (1
lentelé¢). Du II tipo ADH, ADH IIB ir ADH IIG, yra produkuojami vienody bakterijy kamieny,
Pseudomonas putida HK5, kartu su kita I tipo ADH, ADH 1, esanéia substrato alkoholiy terpéje,
pridedant j mitybine terpg anglj kaip energijos $altinj (Toyama et al. 2004). 1-butanolio dehidrogenazé
(BDH) taip pat yra produkuojama kartu su kita 1-butanolio dehidrogenaze (BOH), kuri yra I tipo ADH,
igskirtos i§ vieno kamieno, Pseudomonas butanovora. Siuo atveju, tiek I tipo, tick II tipo fermentai yra
indukuojami kartu su tais paciais alkoholiais (Vangnai et. al. 2002).

Chinohemobaltymo periplazminé etanolio dehidrogenazé buvo iSskirta 1§ Comamonas
testosteroni. Sis fermentas yra monomeras (71 kDa), kurj sudaro dvi prostetinés grupés, viena PQQ
molekulé ir vienas hemas ¢. QhEDH turi platy diapazong savito aktyvumo pirminiams ir antriniams
alkoholiams bei aldehidams, taciau metanolio neoksiduoja (Gomez-Manzo 2005).

1 lenteléje yra paminéti du papildomi susij¢ chinohemobaltymai, lupanino hidroksilazé ir amino
dehidrogenazé, iSskirti i§ Pseudomonas ir Paraccocus rasiy, nors visiSkai nesugeba oksiduoti alkoholiy.
Lupanino hidroksilazé sudaro 1 mol PQQ ir hemas c, taip pat jos amino rigsties seka turi didelj
panasumo II tipui ADH laipsnj (Hopper et al. 1998; Hopper et. al. 2002). Amino dehidrogenazé, kuri
neseniai iSskirta ir kristalizuota, yra visi§kai kitoks chinohemobaltymas, sudarantis cisteino triptofilo
chinono kofaktoriaus ir dviejy hemo ¢ daliy afy heterotetramero kovalentinj rysj (Datta et. al. 2001,
Satoh et. al. 2002.). Nors §i amino dehidrogenazé yra nepanasi j chinohemobaltymo ADH, ji turi
panaSias savybes II ir III tipui ADH intramolekuliniu ir tarpmolekuliniu elektrony perdavimo stadijos
periodu (Toyama et al. 2004).

Branduolinio magnetinio rezonanso tyrimai parodé, kad PQQ sujungimas sukelia baltymo
konformacinius pokycius dél metionino perorientavimo, prijungiant prie hemo c, taip pat pirolo ziedo

elektrony tankio padidéjima ir hemo oksidacijos - redukcijos potencialo padidéjima (De Jong et al.
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1995). Gauti duomenys rodo, kad elektrony perdavimas vykdomas nuo PQQ redukuotos formos j hema
¢ (oksidacijos-redukcijos potencialas lygus 140 mV), o i§ ten perduodamas j elektrony akceptoriy
endogeniniu (in vivo) arba iSoriniu (in vitro) biidais (Frebortova et al. 1997).

I11 tipas ADH sudaryta i$ trijy subvienety, chinohemobaltymo I subvieneto, trisheminio ¢ tipo
citochromo II subvieneto ir III subvieneto, kuris neturi kofaktoriaus ir randamas tik acto riigsties
bakterijose, vieninteléje a proteobakterijy grupéje. Sio tipo penkios skirtingos alkoholio dehidrogenazés
buvo isskirtos i§ Acetobacter, Gluconoactobacter, Acidomonas ir Gluconobacter rtsiy (Toyama et al.
2004, Kondo 1997).

I tipo ADH oksiduoja alkoholj iki acto riigities, gaminant acta. Siems fermentams néra
reikalingas amonis, kaip aktyvatorius, ir jy pH optimumas yra tarp 4,0-6,0 (Gomez-Manzo 2005).
Lyginant su kitomis chinobaltymy alkoholio dehidrogenazémis, jos turi gana siaurg substratinj
specifiSkumg ir geriausiai oksiduoja pirminius alkoholius, taciau neoksiduoja nei metanolio, nei antriniy
alkoholiy ir rodo aktyvumg su formaldehidu ir acetaldehidu (Matsushita et al. 1996).

PQQ domeno filogeniné priklausomybé tarp Siy PQQ priklausomy alkoholio dehidrogenaziy gali
biiti nubrézta taip, kaip parodyta 3 A pav. I tipo ADH yra glaudziai susiriSusi § MDH, tokiu budu abi yra
evoliuciskai susiriSusios. II tipo ADH PQQ domenas ir III tipo ADH chinohemobaltymo subvienetas yra
glaudziai susij¢ tarpusavyje ir gauti i§ I tipo ADH ar MDH. III tipas ADH yra labiau susij¢s tarpusavyje,
o II tipo ADH turi daugiau skirtumy ir gali biiti suskirstytas j dvi grupes. Pirmos grupés fermentai i§ P.
Putida ir P. Stutzeri, kuric abu yra y proteobakterijy. Antra fermenty grupé yra i§ R. eutropha, P.
Butanovora, C. Testosteroni ir R. spheroides, kurie visi yra klasifikuojami kaip o, B proteobakterijos.

Hemo c¢ domenai yra vienodai gerai iSsaugomi II tipo ADH I ir II grupiy viduje, skirtumas
pagristas jy PQQ domeno. Tarp III tipo ADH (3 pav., B) abu hemo ¢ domenai ir PQQ domenas turi
stipry evoliucin] giminingumg tarp jy. Chinohemobaltymy hemo ¢ domenai turi tam tikrg homologijos
seka P. aureginosa nitrito reduktazés citochromo ¢ subvienete, Anabaena sp. PCC7120 citochromo c6 ir
Bacillus sp. PS3 citochromo ¢551. Kai chinohemobaltymy hemo ¢ domeny filogeninis medis yra
bréziamas ir lyginamas su cianobakterija ir bacillus citochromais, hemo domenas yra suskirstomas j dvi
grupes, kurios sudaro keleta ADH tipy. III tipo ADH citochromo domenas, iSskirtas i II tipo ADH i§ P.
putida ir P. stutzeri (3 pav., B).
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L L MOH A 3p. cytochrome ¢6
s Em P. butanovors BOH ——— Bociius sp. PS3 ¢35t
P soruginosa qEDH Lupanine hydroxylase
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L p. stutzen
s ! A P. putide ADH liG | ¥Upt
R outropa THFA-DH 11 tipas
1000 ADH
l S 2 BD} 09 G. oxydans
e 4= C. testostoron GhEDH 11 grupé Ga. curcpeus 11 tipas
"‘“ 996 ADH
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: = S onoue 11 tipas R. outropa THFA-OH 11 tipas
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0 A acos P. butanovora BOM 1 grupé
93 y o1

3 pav. Chinobaltymo ir chinohemobaltymo alkoholio dehidrogenazés PQQ domeno (A) ir hemo
¢ domeno (B) filogeninis medis (Toyama et al. 2004)

1.2.3. ADH IIG kristaliné struktiira

ADH IIG trimaté struktiira buvo nustatyta rentgeno kristalografijos budu 2.2 A° rezoliucijos (4
pav.). Modelis susideda i§ dviejy domeny, PQQ priklausomo N-galinio domeno, sudaryto i§ 567 amino
rugsciy liekany (Alal-Leu567) ir C-galinio c-tipo citochromo domeno, susidedancio i§ 94 amino
rugsciy liekany (Asp591-Ser684), paskutinés penkios (Ala685-His689) amino ragséiy liekanos
nedalyvauja. Du domenai sujungia prolinu praturtinta linkerio 23 amino rugsciy liekany (Gly568—

Asn590) fragmentg (Toyama et al. 2005).

Citochromo
domenus

PQQ domenus
4 pav. ADH IIG molekulés kristaliné struktiira. PQQ ir kalcio jonas i§sidéstes apatiniame dideliame 3

klostés domene ir hemo grupé - virSutiniame mazame citochromo domene (virSuje esanti geltona

spiralé priklauso chinobaltymy domenui)
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1.2.3.1. PQQ domenas

PQQ domenas susideda i§ astuoniukés formos [ propelerio mentés struktiiry, labai panasiy i
kitus chinobaltymus ir chinohemobaltymus, labiausiai j chinobaltymy ADH IIB ir ghEDH domenus.
Astuoniukés formos P propelerio mentés (W motyvai), sudarytos i$ keturiy vijy antiparaleliniy B laksty,
sudaro zieda su apvalia 8 karty pseudosimetrija, taip vadinama ,,supersvamzdzio* struktiira, su pirmaja 3
vija, dalyvaujancia paskutiniame W motyve (W8) (5 pav., a). PQQ yra supervamzdyje ir yra sutelktas
pseudometrijos 8 karty aSies centre, prie citochromo supervamzdzZio pabaigos (4 pav.). ADH IIG
supervamzd] sudaro 20-45 liekany ilgio keturi kilpiniai intarpai (L1-L4), kurie sujungia B klos¢iy poras
tarp B propelerio mentés arba toje pacioje B propelerio mentéje (5 pav. a). Keturios kilpos, L1-L4,
sujungia W3-W4, W5-W6 motyvus, W6 2-3 gijas ir W8 2-3 gijas, atitinkamai. Kilpos topologiskai
orientuotos taip, kad apimti supervazdzio PQQ priklausomg puse ir sudaryti rysj su citochromo domenu.

Lygiaver¢iy Ca viety kvadratinio vidurkio ilgio nuokrypis ADH IIG chinobaltymy domene,
lyginant abi ADH 1IB ir ghEDH, yra 0.88A° 515 liekanom su 56—58% sekos tapatybe tarp suderinty
liekany. Atlikti tyrimai parod¢, kad polipeptidy 13 ir 14 segmentai labai skiriasi konfirmacija (po 1 A° ir
daugiau trims ar daugiau nuoseklei einan¢iom lieckanom) tarp ADH IIG ir ADH IIB arba ghEDH. I$ 12
segmenty, bendry visoms trims struktiiroms, SeSios parodytos 5 b pav., sudaro segmentus, kurie gali
turéti teigiamg funkcing svarbg sgveikai su substratu, citochromo domenu ar kitais panasiais segmentais.
Kartu jie apibrézia pavirSiaus sgveika trijy chinohemobaltymy citochromo domeny sujungimui. Toks
segmentas yra 5 numeris, iSsidéstes 3 kilpoje (tarp 6 mentés 2 ir 3 vijy), kuris sudaro ADH I11G 12

liekany spiralg. Ji yra ilgiausia, sudaryta i§ 26 ar daugiau liekany.
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5 pav. ADH IIG PQQ domeno erdvinis vaizdas. a) Pagrindiné astuoniukés formos mentés 3 propelerio
struktiira parodyta lygiagreciai su pseudo 8 karty simetrijos aSies centre nugriezta geltona spalva ir PQQ,
ca®tir 1,2-propandiolio ligandai nupiesti rutuliuky pavidalo su prikabinta anglimi, pazyméta juoda
spalva, azotu - zydra spalva, o deguonimi — raudona. 8 W motyvai, sudaryti i§ keturiy vijy  laksty
pazyméti W1-W8.Keturios didelés antra ir tarp propelerio kilpos, kurios i8sitese toliau nuo propelerio
struktiiros, L1 (202-234 liekanos), L2 (349-387 liekanos), L3 (409-453 liekanos) ir L4 (540-559
lickanos) pazymétos mélyna, violetine, raudona ir zalia spalvomis atitinkamai. b) ADH IIG (zalia),
ADH 1IB (raudona) ir ghEDH (mélyna) § propelerio struktiiros palyginimas. ADH IIG struktiira
parodyta geltona spalva. PQQ, Ca*" ir 1,2-propandiolio ligandai nupiesti rutuliuky pavidalo kaip ir 5a
pav. Sesi segmentai, rodantys didesnj nuokrypj tarp struktiiry ir kurie gali biiti svarbesni substrato

suri§imui ir/arba sgveikai su citohromo domenu, yra paZymeti S1-S6
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1.2.3.2. PQQ sujungimas ir katalizé

ADH 11G PQQ oksidacijos ir redukcijos kofaktorius, kaip ir visi PQQ priklausomi fermentai,
suriS$amas su kalcio jonu per O5 ir N6 atomy ziedg ir jo O7A karboksilinis atomas, ir dvi sudedamosios
dalys gali biiti laikomos kaip vienas subjektas (6 pav. a). PQQ Ca dalis saveikauja trisziedinéje sistemos
periferijoje su ADH IIG per vandenilinius ry$ius ar metalg, suriSant deSimties amino riigéiy Sonines
grandines (Glu63, Argl115, Thr160, Glul78, Thr235, Asn255, Asp300, Lys327, Asp390 ir Trp391) ir
dviejy pagrindiniy grandiniy amino grupes (Glyl176 ir Alal77). Be to, sudaro Van der Valso ryS$j su
disulfidiniu tilteliu, sujungiané¢iu Cys109 ir Cys110, esanéiu ziedo virSuje, ir su Trp237, esanciu ziedo
apacioje (6 pav. b). Visos Soniniy grandiniy sgveikos lieka tarp visy ADH ir MDH chinobaltymy,
18skyrus Thr160, Thr235, Asp390 and Trp391. Asp390, kuris sudaro vandenilinj ry§j su PQQ O4 atomu,
pakeic¢iamas Asn visiems kitiems. Thr160 ir Trp391 yra Asp ir Phe, atitinkamai, III tipe ADH, ir gEDH -
Thr235 yra Ser.

Buvo nustatyta, kad MDH ir analogiskai PQQ priklausomoje tirpioje gliukozés dehidrogenazéje,
alkoholiy substraty oksidacija vandenilio pernasai nuo substrato C1 iki PQQ C5 sudaro bazing katalizg

protony atskyrimo nuo substrato vandenilio grupés (7 pav.).
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Alasaz

6 pav. ADH IIG PQQ ir kalcio ligandy aplinka. a) PQQ ir kalcio baltymy aplinkos schema.
Vandenilinio rySio atstumas yra nurodytas A°. Liekanos, sudaran¢ios PQQ vandenilinius rySius,
nurodytos kaip parodyta apatiniame deSiniame kampe. Kovalentiniai ir koordinaciniai rySiai, PQQ Ca,
yra pazyméti stora rozine linija, o visos kitos jungtys nubréztos su plona rozine linija. b) 2Fo-Fc
elektrony tankio erdvinis vaizdas, paskai¢iuotas 2.2 A° rezoliucijos. Anglies atomai parodyti kaip
geltoni, azoto — zalsvai mélini, deguonies — raudoni, sieros — zali ir kalcio- roziniai rutuliukai. PQQ yra
tarp triptofano Soninés grandinés, Trp 237 ir kaimyninés disulfidinés gripés, Cys109—Cys110. 1,2-

propandiolis taip pat yra suriStas aktyviame centre
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Substratas
S o L
E178 o Protono abstrakeija  gq Tﬂ\ o Me
0% 0 O 178 arba D300 0% OHGO H OH
O 2w
\|€300 D300

2H', 2e Hidrido perdavimas ir
POQ 5
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reoksidacija

Produktas

< A

E178 OH ,
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Hy

7= 70" OH Za0H O iOH
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Oa. O Ox. _OH
\15320 D300

7 pav. Vandenilio pernasos mechanizmas alkoholio substraty oksidacijos PQQ/Ca** ADH IIG

aktyvaus centro. Kalcio jonai parodyti kaip pilki rutuliukai. Substrato vandenilio grupés protonas
i8skirtas E178 arba D300

1.2.3.3. Citochromo ¢ domenas

Citochromo ¢ domenas (8 pav., a) sudaro c-tipo hemo grupé, kuri kovalentiSkai surista tioeterio
rysiu per dvi Cys606 ir Cys609 Sg atomy vinilines grupes. Gelezies atomo hemas koordinuotas His610
Nd atome ir Met647 Sg atome (Toyama 2005). Citochromo domenas pagrinde sudarytas i$ trijy o-
spiraliy. Pirma yra apie penkiy apsisukimy ilgio ir tesianti per iSsaugotg CXXCH citochromo motyva.
Antroji a spiralé apie keturiy apsisukimy ilgio, i$sidésciusi tarp histidino ir metionino gelezies ligandy
(Chen 2002). Trecioji a spiralé yra beveik SeSiy apsisukimy ilgio ir prasideda devynios liekanos po
metionino ligando. Pirma ir trecia a spiralés supakuotos viena kitos atzvilgiu 80° kampu. Citochromo
domenas ADH IIG turi SeSias 319 spiralés liekanas, esancias C gale. Tarp Siy dviejy spiraliy yra viena
vandenilinés jungties saveika ir keletas Van der Valso jungciy, kurie gali padeéti stabilizuoti Siy
kompleksy struktirg (Toyama 2005).

Citochromo domeno ADH IIG struktiira yra panasi j kitus c-tipo citochromus, ypa¢ § ADH IIB ir
ghEDH citochromo domenus (Chen 2002).
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Propanediol

8 pav. ADH IIG struktiiriniy ypatybiy erdvinis vaizdas. A) ADH I1G (mélyna), ADH IIB (raudona) ir
ghEDH (violetiné) citochromo ¢ domeny Ca dalies superpozicija. Keturios ADH IIG spiralés pazymétos
I-1V (I - Thr592-His610, 11 - Thr627-Phe639, 111 - Pro656-Glu676, 1V - Asp679-683). b) PQQ, hemo
grupés ir tarpiniy liekany santykiné padétis bei kryptis, rodo galimus elektrony pernasos kelius ir
protony pristatymo kelius nuo aktyvaus centro iki heminés grupés ir iSorinés aplinkos. Juodomis
punktyrinémis linijomis pazyméti vandeniliniai ryS$iai, sujungiantys Se$ias tirpiklio neprieinancias
molekules nuo substrato prijungimo iki Arg60 Soninés grandinés tris vandens molekules nuo Arg60 iki

masinio tirpiklio

1.2.4. Intramolekulinis elektrony perdavimas ir protono atlaisvinimas ADH 11G

Hemas pakrypes apie 80° (70° j ADH-IIB ir 65° j ghEDH) j PQQ. PQQ C1 yra nutoles apie 12.5
A° (13 A° - ADH-IIB) nuo Cys609 SG, kuris kovalentiskai jungiasi prie hemo. Sios dvi grupés yra
susijungusios penkiy amino riugséiy liekany kovalentiniu rySiu, 106-110 liekanos, kuris gali suteikti
kelig elektrony srautui tarp dviejy prostetiniy grupiy (8 pav., b). Kelig sudaro 3.6 A° peré¢jimas nuo PQQ
iki Cys109-Cys110 kaimyninio disulfido, toliau judama nuo Cys109 iki Gly106 ir per 3.4 A° iKi
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Cys609, kuris yra vienas i§ hemo kovalentiniy prijungimo centry. Egzistuoja $eSiy vandens molekuliy
ADH IIG grandiné, suriSta vandeniliniais rySiais, kuri uzdaryta vamzdynuose kaip ertme, kuri veikia
lygiagrediai su Cys109-Gly106. Si grandiné sujungia 1,2-propandiolo O1 Arg60 Soninei grandinei (8
pav., b). Tris papildomos vandens molekulés suriSa tg pacig Arg60 Soninés grandinés atoma j masinj
tirpiklj. Si vandens molekuliy grandiné gali suteikti protono perdavima protony poros atlaisvinimui nuo

aktyvaus centro, kuris gaunamas alkoholio substrato oksidacijos metu.

1.3. Mediatoriali

1.3.1. Fericianidas

Fericianidas (FERY) yra anijonas [Fe(CN)s]’", kurio sisteminis pavadinimas yra
heksacianidoferatas (III). Senesn€¢je nomenklatiiroje sutinkamas $ios druskos pavadinimas Yyra
heksacianoferatas (III). Dazniausia sutinkama S§io anijono druska yra kalio fericianidas, raudona
kristaliné medZziaga, sudaryta i§ dvigubo kalio cianido ir trivalentés gelezies, kuri naudojama organinéje
chemijoje kaip oksidantas (Fericianidas 2012). Kalio heksacianoferatas (III) yra vienas i§ dazniausiai

biojutikliuose naudojamy neorganiniy mediatoriy (Dubinin et al. 1991).

3

9 pav. Fericianido struktiiriné¢ formulé
Gelezis yra lengvai redukuojama iki ferocianido jono [Fe(CN)e]*, kuris yra gelezies (Fe**)
isvesting. Si redokso pora yra griztama ir néra susijusi su Fe-C rySio priémimu arba nutraukimu
(Fericianidas 2012).

1.3.2. ABTS
2,2—azino-his-3-etilbenztiazolino-6-sulfininé rigstis (ABTS) - biochemijoje daznai naudojama

kaip substratas jvairiy oksidoreduktaziy katalizuojamose reakcijose, imunofermentiniuose ELISA
tyrimuose. Dazniausiai $is reagentas naudojamas peroksidaziy bei lakaziy katalizuojamose reakcijose.
Oksiduojant ABTS susidaro zalios spalvos produktas. Jo sugerties spektras turi maksima ties 340 nm, o

oksiduota forma turi maksimumus ties 414 ir 650 nm
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10 pav. ABTS struktiiriné formulé (Riva 2006)

ABTS gali biiti naudojamas ne tik kaip substratas, bet ir kaip mediatorius. Reakcijose lakazés
specifiSkumg padidina elektrony pernes¢jai — mediatoriai. Gamtoje yra daug junginiy, kuriuos lakaze
gali oksiduoti netiesiogiai naudodami mediatorius. Daznai naudojami mediatoriai yra ABTS, HBT,
TEMPO, violuriné riigstis ir kiti (Ohanes et al. 2000). Jvairiose cheminése reakcijose sutinkamas ABTS
katijon-radikalas. Sis katijon-radikalas yra mélynos spalvos. Jis gali biti naudojamas vandeninio ferato
(Fe (V1)) koncentracijy nustatymui (Lee et al. 2005). Nustatyta, kad ABTS katijon-radikalas turi stiprias
antioksidacines savybes. Lakazé, kaip lignolitinis fermentas, negali sgveikauti su substratu tiesiogiai
ankstyvose augalo lgstelés sienelés irimo stadijose, nes sienelé yra pralaidi riboto dydzio molekuléms.
Cia ir pasitarnauja $ie junginiai — natiralis mediatoriai. Lakazé, atsizvelgiant j jos vidutinj oksidacijos
potenciala, gali oksiduoti fenolinius junginius. Nefenolinius junginius galima oksiduoti naudojant ABTS

kaip mediatoriy (Brancshi et al. 2005).

1.3.3. DHDMP
5,10-dihidro-5,10-dimetilfenazinas (DHDMP) yra Zzalios spalvos katijon-radikalas. Jo sugerties

spektras turi maksimg ties 462 nm bangos ilgiu.

Me

ses

Me

11 pav. DHDMP struktiiriné formulé (5,10-dihidro-5,10-dimetilfenazinas 2012)
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1.4. Alkoholiai

Alkoholis — organinis junginys, turintis hidroksilo grupe (-OH) susijungusig su alkilo arba
alkilinés grupés anglies atomu. Pagal tokiy grupiy skaiciy skirstomi j vienhidroksilius, dvihidroksilius,
trihidroksilius ir daugiahidroksilius. Paprasciausias §ios klasés atstovas metanolis: (CH3OH).

Alkoholiai yra klasifikuojami j pirminius antrinius ir tretinius pagal tai, prie kiek angliy yra
prisijunges C-OH anglies atomas. Pavyzdziui: Pirminiai: metanolis (CHsOH); etanolis (CH3CH20OH); 1-
propanolis  (CH3CH,CH,OH);  1-butanolis  (CH3CH,CH.CH,OH).  Antriniai:  2-propanolis
((CH3)2.CHOH); 2-butanolis. Tretiniai: 2-metil-2-propanolis ((CHs)3sCOH). Taip pat alkoholiai skirstomi
1 aromatinius (OH — grupé jungiasi prie benzeno zZiedo) (Alkoholiai 2012).

Vienhidroksiliniai:

e Pirminiai alkoholiai:

Etanolis

Etanolis, Zinomas kaip etilo alkoholis, yra alkoholis, kuris randamas alkoholiniuose gérimuose.

Etilo alkoholis yra etanolio klasés junginys (C2HsO arba C,HsOH), turintis du anglies atomus ir
kurio molekuliné masé yra 46.07 g/mol.

Etanolis yra bespalvis, lakus, skaidrus, lengvai uzsidegantis savito kvapo ir deginancio skonio
skystis. Gerai maiSosi su vandeniu, acetonu, gliceroliu. Grynas bevandenis etanolis vadinamas

absoliutiniu alkoholiu.
~"OH

12 pav. Etanolio molekulés struktiira (Etanolis 2012)

Etanolis gaunamas i§ mieliy (ypa¢ Sacharomyces genties) rauginamy medziagy, kuriose yra
angliavandeniy (krakmolo, cukraus), taip pat i§ hidrolizuojamos medienos, hidratuojamo etileno.
Nustatyta, kad etanolis gaminasi glikolizés reakcijos metu anaerobinémis salygomis, dalyvaujant
jvairiems fermentams. 1§ etilo alkoholio gaminami alkoholiniai gérimai (Chastain 2006). Medicinoje
vartojamas 95%, 70% ir 40% etilo alkoholis. Alkoholiniuose gérimuose §i koncentracija labai jvairi.
Naudojamas maisto pramongje (kaip maisto priedo E numeris — E1510), farmacijoje, medicinoje
(Etanolis 2012).
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1-oktanolis

1-oktanolis - turi molekuling formule CgH1g0o, tiesios grandinés riebaly alkoholj su astuoniais
anglies atomais, nesimai$o vandenyje. Natiiraliai buna kai kuriy eteriniy aliejy esteriy pavidalo. Jo
molekuliné masé 130.23 g/mol (Bushara et al. 2004).

Oktanolis gaminamas pramoninéje etileno oligomerizacijos btdu, naudojant trietilaliuminiu,

einanc¢iu po alkilaliuminio produkty oksidacijos.

WH
13 pav. 1l-oktanolio molekulés struktiira (Oktanolis 2012)
Pagrindinis oktanolio panaudojimas yra jvairiy esteriy, pavyzdziui, oktilo acetatas, kuris

naudojamas parfumerijos ir aromatiniy medziagy gamyboje, taip pat naudojamas eksperimentingje

medicinoje, panaudojant oktanolj kontroliuoti nenumatyta neurologinj drebéjima (Bushara et al. 2004).

Izobutanolis

Izobutanolis (dar zinomas kaip izobutilo alkoholis) — bespalvis, degus skystis, turintys specifinj
kvapa organinis junginys, daugiausiai naudojamas kaip tirpiklis. Jo formulé¢ yra C4sH300 ir molekuliné
mas¢ 74.12 g/mol. Izobutanolis gaminamas i§ propileno karbonilinimo, gali biiti gaunamas nattiralios
angliavandeniy fermentacijos metu, bei kaip Salutinis produktas organiniy medziagy skilimo proceso

metu (Atsumi et al. 2009).

Ha

Ha

14 pav. Izobutanolio molekulés struktiira (I1zobutanolis 2012)
[zobutanolis turi daugybe techniniy ir pramoniniy pritaikymy. Naudojamas lako ir panasiy dangy
gamyboje, maisto pramongje kaip kvapiosios medziagos Zaliava, kaip dazy tirpiklis ir priedas, norint
sumazinti klampuma, judanti fazé¢ plonasluoksnéje chromatografijoje. Gali tarnauti kaip alternatyva

benzinui, degaly degimo varikliams ir kt. (Atsumi et al. 2009).

e Antriniai alkoholiai
2-propanolis
2-propanolis - (taip pat izopropilo alkoholis, propan-2-olis, izopropanolis, medicininis spiritas) -

bespalvis, degus cheminis junginys su stipriu aromatu. Cheminé formulé C3H;OH ir molekuliné masé
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60.1 g/mol. Egzistuoja izopropanolio izomeras — 1-propanolis. Priklauso treciajai pavojingumo klasei
(vidutiniSkai pavojingos medziagos) priklausomai nuo poveikio organizmui laipsnio, turi narkotinj
poveikj. Reaguoja su stipriais oksidatoriais.

Izopropanolis tirpsta acetone, labai gerai tirpsta benzene, su kitais tirpikliais (vanduo, organiniai

tirpikliai) maiSosi bet kokiu santykiu.

OH

15 pav. 2-propanolio molekulés strukttira (2-propanolis 2012)

2-propanolis pramoneje gaunamas acetono hidrinimo ir propileno hidrotacijos biidais.

Placiai naudojamas kaip techninis spirtas, pavyzdziui, stiklo valikliuose ir pramoneje kaip
tirpiklis. Izopropilo alkoholis naudojamas gauti acetong (dehidrinimas arba daliné oksidacija),
vandenilio peroksidg, metilo izobutilo ketong, izopropilacetaty, izopropilaming. Jis jeina j kosmetikos,
kvapy, buitinés chemijos, dezinfekciniy priemoniy, motoriniy transporto priemoniy (antifrizas) sudét;.
Izopropilo alkoholis naudojamas pramonéje aliuminio pjovime, tekinimo, frezavimo ir kitose darbuose.

MiSinyje su aliejumi zymiai padidina darbo produktyvuma (Logsdon et al. 2000).

Dvihidroksiliniai

1,2-propandiolis

1,2-propandiolis (propilenglikolis) - organinis junginys, kurio formulé C3HgO ir molekuliné
masé 76.09 g/mol. Tai tirpus, bespalvis, beveik bekvapis, skaidrus, klampus skystis, silpnai saldaus
skonio, turi Zemg lakumg, auksta virimo temperatiirg bei maisosi su vandeniu, acetonu ir chloroformu.
1,2-propandiolis turi asimetriskg anglies atoma, todél egzistuoja dvejose sterecizomeriniose formose.
Komercinis produktas yra raceminis miSinys. Gryni optiniai izomerai gali buti gauti optiSkai Svaraus

propileno oksido hidratacijos biidu. Pramoniniu biidu, 1,2-propandiolis gaunamas i§ propileno oksido.

HO™ Y

OH

16 pav. 1,2-propandiolio molekulés struktiira
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Sis organinis junginys naudojamas kaip tirpiklis maisto dazikliams ir kvapiosioms medziagoms,
poliesteriy junginiy gaminime, sudedamoji dalis masazo aliejuje, kaip tirpiklis daugelyje farmaciniuose
priemonése, kaip drébikliai vaistiniuose preparatuose, kosmetikoje, maisto produktuose, Samptinuose,
danty pastose, plauky priezitiros ir tabako gaminiuose, kaip maisto priedy drékikliai, pazyméty kaip E
1520, kaip tirpiklis naudojamas maiSant fotografines medziagas, pavyzdziui, filmy kiréjams, kaip
drékiklis, naudojamas nustatyti dziovinimo laikg dazuose ir gruntuose, kaip Saldymo agentas auSinimo

skysciy sistemose ir kt. (1,2-propandiolis 2012).

3-amino-1,2-propandiolis

3-amino-1,2-propandiolis - organinis junginys, kurio formulé C3HgNO; ir molekuliné masé

HO™ ™ NH,

CH

17 pav. 3-amino-1,2-propandiolio molekulés struktiira

91.11 g/mol. Tirpus vandenyje junginys.

Amino alkoholiai yra labai naudingos medziagos jvairiam panaudojimui. Jie naudojami
Jvairiems sintez¢s tarpiniams produktams. Amino alkoholiai naudojami kaip katalizatoriai. Jy druskos,
panasios ne tik j hidrochlorido druskas, taCiau ir nitratus, sulfatus, fosfatus ir sulfonato druskas gali biiti
naudojamos atskirai arba kartu su kitais katalizatoriais subalansuotam gydymo veiksmui su iSrinktu
tekstilés polimeru. Korozijos inhibicija placiai naudojama paruoSiant vandenyje tirpius katijoninius
flokuliantus ir jony mainy polimerus, kurios adsorbuoja kietas ir koloidines daleles elektrostatiniems
traukoms. Jie naudojami vandens valymui, metalo apdorojimui ir CO; dujy jsisavinimui. Biologijos
srityje, amino alkoholio struktiira placiai randama daugeliuose vaistiniuose preparatuose, ypac
antihistaminuose. Amino alkoholio junginiai yra Zaliavos B-laktaminiy antibiotiky paruoSime, maisto
produkty ir kosmetikos, skonio drékikliai, taip pat daugelio geriamyjy, injekcijy ir vaistiniy preparaty.
Amino alkoholiai yra amino buferiniai tirpalai, naudojami jvairiuose vaistiniuose preparatuose (3-

amino-1,2-propandiolis 2012).

3-chloro-1,2-propandiolis
3-chloro-1,2-propandiolis (dar zinomas kaip 3-MCPD arba 3-monochloropropan-1,2-diolis) —
organinis cheminis junginys, kancerogeninis. Jo formulé¢ yra C3H;ClO, ir molekuliné masé¢ 110.54

g/mol. Tirpus vandenyje, skaidrus, bespalvis, Sviesiai geltonos spalvos skystis.
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OH
c_L_oH

18 pav. 3-chloro-1,2-propandiolio molekulés struktiira
Naudojamas kuriant kitas chemines medziagas, kaip tarpininkas paruo$iant vaistinius ir kitus

junginius (pavyzdziui, esteriai ir aminai) (3-chloro-1,2-propandiolis 2012).

2-amino-1,3-propandiolis

2-amino-1,3-propandiolis (sinonimas — serinolis) — turi molekuling formule CsHgNO>, priklauso
amino alkoholiy grupei. Jis yra stabilus, higroskopinis ir labai greitai tirpsta vandenyje. Ji turi
molekuling mase 91.11 g/mol, lydosi prie 52 to 56 °C temperatiiros., o virimo temperattra yra 115 to

116 °C (Andreeben 2011).
NH,

HO\)\/OH

19 pav. 2-amino-1,3-propandiolio molekulés struktiira (2-amino-1,3-propandiolis 2012)

Serinolis dazniausiai naudojamas kaip tarpininkas keliose cheminése sistemose. Daugelyje
organizmy, labiausiai eukariotuose, serinolio dariniai veikia kaip centriniai antriniai tarpininkai.
Serinolis, kaip ir kiti aminoalkoholiai, pla¢iai naudojamas medicinoje ir chemijos pramongje. Heralinis
fenilserinolis yra tarpinis pramoniniy chlorafenikoliy gamyboje ir aromatiniai L-serinolio dariniai yra
svarbis tarpiniai epinofrino ir norepinefrino sintezei. Be to serinolis yra vaisty pirmtakas, susijusiy su

skausmo gydymu (Andreeben 2011).

(2S,3S)-(+)-2,3-butandiolis
(2S,3S)-(+)-2,3-butandiolis — bespalvis, skaidrus, Klampus skystis, tirpus vandenyje. Cheminé

formulé C4H100- ir molekuliné masé 90.12 g/mol.

OH

H
SC\H\CH3

OH
20 pav. (2S,3S)-(+)-2,3-butandiolio molekulés struktiira (2S,3S)-(+)-2,3-butandiolis 2012)
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Trihidroksiliai

Glicerolis

Glicerolis (dar zinomas kaip glicerinas arba 1,2,3-propantriolis) — paprastas poliolio junginys,
kurio formulé C3HgO3 ir molekuliné masé¢ 92.09 g/mol. Glicerolis — tirstas, bespalvis, bekvapis, tasus

skystis, tirpus vandenyje, higroskopiskas, saldoko skonio, mazai kenksmingas.

OH

HO\/]\/OH

21 pav. Glicerolio molekulés struktiira

Glicerolis gaunamas kaip antrinis produktas esterinimo reakcijos metu gaminant biodyzeling.

Sis junginys naudojamas maisto pramonéje kaip saldiklis, tabako gamyboje, medicinoje,
skalbimo, kosmetikos priemonéms, tekstilés, popieriaus, plastmasés, laky ir odos produkcijai, Zzemés
tikyje, elektrotechnikoje, radiotechnikoje.

Glicerolis yra naudojamas maisto pramonéje kaip saldiklis, tirpiklis, drékiklis ir kity maisto
produkty konservavimo priemoné. Kulinarijoje glicerolis naudojamas kaip maisto priedas konsistencijos
pagerinimui konditeriniams gaminiams, kepamos duonos apimties padidinimui. Glicerolis létina duonos
gaminiy ziedéjimg, makaronai tampa maziau lipnts. Taip pat naudojamas gaminti mono-ir di-gliceridus,
skirtus naudoti kaip emulsiklius, taip pat poliglicerolio esterius jeinanc¢ius j kepimo aliejy ir margaring.
Glicerolis plac¢iai naudojamas gaiviyjy gérimy gamyboje.

Kaip maisto priedas, glicerolis, yra Zenklinamas kaip E numeris E422.

Naudojamas arbatos, kavos ekstrakty, o taip pat nealkoholiniy gérimy gamyboje.

Glicerolis randamas alergeny imunoterapijoje, kosulio sirupuose, eliksyruose ir atsikoséjimag
lengvinan¢iuose vaistuose, danty pastose, burnos skalavimo skys€iuose, odos priezitiros produktuose,
skutimosi kremuose, plauky prieziliros gaminiuose, muilo ir vandens pagristuose asmens tepaluose.
Glicerolis yra glicerino muilo komponentas, kuris yra pagamintas i§ denattruoto alkoholio, glicerolio,
natrio kastorato (i$ ricinos), natrio kokoato, natrio talovato, sacharozes ir vandens.

Lokaliai grynas arba beveik grynas glicerolis veiksmingas gydymas psoriazei, nudegimui,
kandai, ipjovimui, iSbérimui, pragulai ir nuospaudui.

Medicinoje ir farmacijos preparaty gamyboje glicerolis yra naudojamas vaisty tirpinime.

Naudojant glicerolj vietoj vandens galima pagaminti koncentruotus medicinius tirpalus. Taip pat jis
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gerai tirpina joda, broma, fenolj, timola, gyvsidabrio chlorida ir alkaloidus. Glicerolis taip pat turi
antiseptiniy savybiy.

Glicerolis yra naudojamas gaminti nitroglicering arba glicerolio trinitratag (GTN), kuris yra
pagrindinis neriikomojo parako ir jvairiy sprogmeny, pavyzdziui, dinamito, gelignito ir raketinio kuro
kaip kordito ingredientas.

Taip pat kaip kuras Sildymui, kaip zaliava polimery gamybai bei kitose pramonés Sakose
(Glicerolis 2012).

Aromatiniai alkoholiai
2 - amino - 1 —feniletanolis
2 - amino - 1 —feniletanolis (dar vadinamas 2-hydroksifenetilaminas) — balta kieta medziaga,

kurios molekuliné formulé yra CgH1:NO ir molekuliné masé 137.18 g/mol.

OH
NH,

22 pav. 2 - amino - 1 — feniletanolio molekulés struktiira (2 - amino - 1 — feniletanolis 2012)

1,4:3,6-Dianhidro-D-mannitolas
1,4:3,6-Dianhidro-D-mannitolas — kristalinés struktiiros, smélio spalvos junginys. Cheminé

formulé CgH1004 ir molekuliné masé 146.14 g/mol.

=
=

HO H

23 pav. 1,4:3,6-Dianhidro-D-mannitolo molekulés struktiira (1,4:3,6-Dianhidro-D-mannitolas 2012)

Dianhidro-D-gliucitolas

Dianhidro-D-gliucitolas (sinonimai- D-1sosorbidas ir 1,4:3,6-Dianhidro-D-sorbitolas) —
bespalvis, kurio lydymosi temperatiira 60-63°C. Cheminé formulé CgH1004 ir molekuliné masé 146.14
g/mol.
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24 pav. Dianhidro-D-glucitolo molekulés struktiira (Dianhidro-D-gliucitolas 2012)

1.5. Lakazés

1.5.1. Lakaziy charakteristika

Fermenty panaudojimas pramoniniam pritaikymui jvairiuose srityse pastaraisiais metais turéjo
didele svarba. Daug tokio potencialo fermenty yra placiai paplite gamtoje. Lakazés yra vienos i§ jy.
Lakaz¢ (benzendiol: deguonies oksidoreduktazé, EC 1.10.3.2) kelis vario atomus turintis fermentas,
kuris priklauso mélynyjy vario oksidaziy grupei. Pagal Fermenty komisijos nomenklatiirg apibréZiamos
kaip oksidoreduktazés, kurios oksiduoja difenolius, taip pat kitas giminingas medziagas ir naudoja
molekulinj deguonj kaip elektrony akceptoriy (Desai et al. 2011). Lakazé katalizuoja molekulinio
deguonies redukcijos reakcija iki vandens, vykstan¢ia kartu su substrato oksidacija (3 pav.). Sis
fermentas yra placiai paplites gamtoje (Hakulinen et al. 2002). Lakazé randoma daugelyje aukstesniyjy
augaly ir gryby, jskaitant medienos puvimo grybus, taip pat kai kuriose bakterijose ir vabzdZiuose
(Kunamneni et al. 2008). Ji labiausiai yra paplitusi tarp gryby, taciau tarp Zemesniyjy gryby dar nebuvo
atrasta (Kiiskinen 2004; Viswanath et al. 2008). Iki Siol i§ gryby iSgryninta ir charakterizuota daugiau
kaip 100 lakaziy (Kunamneni et al. 2008). Tipiné grybiné lakazé yra apytiksliai 60 — 70 kDa baltymas,
kurio izoelektrinis taskas — apie pH 4.0 (Baldrian 2006). Lakazés pirma kartg buvo aprasytos H. Yoshida
X1X a. pabaigoje, kurios buvo isskirtos i§ japony lako medzio Rhus vernicifer (Riva 2006). Po keleriy
mety lakazé buvo rasta ir grybuose, kuriuos aprasé G. Bertrand 1896 m. (Desai et al. 2011). Véliau
lakazés buvo nustatytos Anacardiaceae Seimoje ir Acer pseudoplatanus, Pinus taeda, Aesculus
parviflora ir Populus eruamericana augaly rasyse (Viswanath et al. 2008). Augaluose lakazés rastos
medziuose, kopiistuose, ropése, obuoliuose, bulvése, kriausése ir jvairiose kitose darzovése. Jos buvo
iSskirtos i§ Ascomycetes, Deuteromycetes ir daugiausiai i§ Basidiomycetes gryby (Kunamneni et al.
2007). Basidiomycetes klas¢ sudaro jvairiis medieng ir kraikg ardantys, dirvozemyje gyvenantys grybai
(CHO et al. 2008). Augalinés lakazés dalyvauja lignino sintezéje, o grybelinés lakazés lignino
degradacijoje, taip pat atlieka keleta kity funkcijy, tokiy kaip pigmentacija, sporuliacija, patogeniskumas
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ir detoksikacija (Hakulinen et al. 2002). Tik kelios i§ Siy funkcijy buvo jrodytos eksprementiskai
(Kunamneni et al. 2008). Pirmoji aptikta bakteriné lakazé buvo i§ Azospirillum lipoferu, ji dalyvauja
formuojant melaning. Nors lakazés jau seniai Zinomos, taciau jomis labiau susidométa tik tada, kai buvo

pradéta tyrinéti fermentus, esancius medienos puvimg sukelian¢iuose baltuose grybuose (Baldrian
2006).

Lakazéreq + O, + 4H" ==L akazéos + 2H,0

25 pav. Tipiné lakazés katalizuojama reakcija (Fabbrini et al. 2002)

Skirtingai negu daugelis fermenty, kurie paprastai yra labai specifiski substratui, lakazés reaguoja
su stebétinai didele jvairove substraty, jskaitant difenolius, polifenolius, metoksi-fenolio pakaitalus,
diaminus, aromatinius aminus, benzenetiolius ir netgi kai kuriais neorganiniais junginiais, tokiais kaip
jodas. Substratas oksiduojamas lakazés, praranda vieng elektrong ir formuoja laisvg radikalg. Nestabilus
radikalas dalyvauja tolesnéje lakazés katalizuojamoje oksidacijoje (Desai et al. 2011). Kai kurios lakaziy
savybés gali buti pritaikomos biotechnologijoje. Lakazés sugebéjimas oksidacijos metu gaminti netirpius
polimerus gali biiti panaudojamas sausumos ir vandens teritorijy, uzterSty jvairiais terSalais,
detoksikacijai (CHO et al. 2008)

Lakazés yra glikoproteinai, kuriy molekuliné masé yra 50-130 kDa (Morozova et al. 2007).
Augaliniy lakaziy angliavandeniy dalis sudaro iki 45% baltymo molekulés masés, tuo metu grybinéms
lakazéms charakteringas daug mazesnis angliavandeniy kiekis (10-30%). Yra manoma, kad molekulés
angliavandeniy dalis suteikia baltymo globulei konformacinj stabilumg ir saugo fermento molekule nuo
proteolitinés degradacijos ir radikaly inaktyvacijos (Kunamneni et al. 2007). Lakazés priklauso
polifenolio oksidaziy grupei, turinCiai vario atomy Katalitiniame centre ir yra daznai vadinamos
daugiavarémis oksidazémis (Hakulinen et al. 2002). Lakazés iSskirtos i§ jvairiy $altiniy yra labai
skirtingos, atsizvelgiant j jy glikozilinimo lygj, molekuline mase ir kinetines savybes (Jordan, 2005). Sis
fermentas turi keturis vario jonus, kurie skirstomi j tris tipus: T1, T2 ir T3. Pirmojo tipo varis duoda
fermentui budingg mélyna spalva (Kunamneni et al. 2008). Viena i$ svarbiausiy lakazés charakteristiky
yra fermento T1 centro standartinis redokso potencialas. Buvo jrodyta, kad nuo T1 centro potencialo
priklauso substraty oksidacijos Kkatalitinis efektyvumas. Todél didelio oksidacijos ir redukcijos

potencialo lakazés kelia didelj susidoméjimg (I1lnees et al. 2003).
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1.5.2. Lakazés aktyvaus centro struktiira

Lakazés aktyvyji centrag sudaro keturi vario atomai, kurie yra bitini jos kataliziniam aktyvumui
(Jordan 2005). Sie atomai i§sidésto viename monobranduoliniame (T1) ir viename tribranduoliniame
(T2/T3) centruose. T1 vario jonas suteikia lakaziy tirpalams budingg rySkiai mélyng spalvg. T2/T3
(tribranduolinis vario klasteris) sudaro vienas T2 ir du T3 vario jonai (Morozova et al. 2007). Atstumas
tarp T2 ir T3 fermento centry yra apie 4 A, 0 T1 vario jonas nutoles mazdaug 12 A nuo jy (Enguita et al,
2003; Garavaglia et al. 2004).

Lakazés aktyvaus centro vario jonai klasifikuojami pagal jy spektrines ir EPR (elektroninis
paramagnetinis rezonansas) savybes (Desai et al. 2011). T1 variui budinga stipri sugertis esant 600 nm
bangos ilgiui, 0 T2 vario sugertis matomoje srityje yra silpna. T2 centras EPR atzvilgiu yra aktyvus.
Lakazés T3 centrg sudaro du vario jonai, kuriuos tarpusavyje jungia antiferomagnetinis rySis per
hidroksido tiltelj. Sie atomai pasizymi sugertimi artimoje UV spektro srityje (A = 330 nm). Esant
antiferomagnetiniui rySiui, kurio tarpininkas prisijunges ligandas, T3 centre esantys du vario jonai EPR
atzvilgiu yra neaktyvis.

T1 centras turi keturis ligandus: du histidinus, cisteing ir metioning, kuris yra kintamas. Grybiné
lakazé vietoje metionino turi leucing arba fenilalaning, kurie negali buti tiesiogiai koordinuoti su variu.
Taigi T1 Cu grybinéje lakazéje yra koordinuotas tik su trimis atomais ir yra sieros bei azoto ligandy
plokstumoje (4 pav.).

T2/T3 klasterj sudaro astuoni histidino ligandai (T2 centrg sudaro du histidino ligandai, o T3

centre yra esi histidino ligandai) (Morozova et al. 2007). Sie ligandai yra pavaizduoti 4 pav.
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26 pav. Lakazés aktyvis centras. Cul — | tipo varis, Cu4 — 1l tipo, Cu2 ir Cu3 — 11 tipo (Enguita et al.
2004)

5 pav. pateikta Trametes versicolor lakazés kristaliné struktira, rodanti, kad lakazé yra
monomeriné molekulé, kuri gali buti analizuojama kaip tipinés lakaziy struktiiros pavyzdys. Lakazés
monomering struktiira sudaryta i§ trijy paeiliui i§sidés¢iusi§ domeny. Pirmg domeng sudaro dvi keturios-
didelés B klostés ir keturios 319-spiralés. Jungian¢iuosius segmentus sudaro keturios 31g-spiralés. Trys i§
ju sujungia peptidus tarp B lakSty ir viena yra segmentas tarp pirmojo ir antrojo domeny. Antrasis
domenas turi vieng SeSiy susukta ir vieng penkiy susukta  kloste ir panasy 1 domena, kuriame yra 310-
spiralés peptiduose jungianciuose 3 suktukuose, taip pat 1 ir 3 domenus, atitinkamai. Tre¢ias domenas
turi didZiausig sraigtinj turinj su viena 31o-spirale ir dvi a spirales, esancias sriiy jungtyje tarp skirtingy

susukimy. Lakazés Trametes versicolor baltymo globulés dydis yra lygus 65 x 55 x 45 A,
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27 pav. Trametes versicolor lakazés kristalografiné struktiira (Piontek et al. 2002)

1.5.3. Katalizés mechanizmas
Katalizinis ciklas apima substrato elektrony donoro oksidacijg ir elektrono perneSimg ant T1

fermento centrg. Lakazés T1 centras priima elektronus i§ redukuoto substrato ir tada jie perneSami ant
tribranduolio T2/T3 klasterio, kur molekulinis deguonis yra aktyvuojamas ir redukuojamas iki vandens
(Kymukosa et al. 2011).

Visiskai redukuota lakaze, sgveikaudama su molekuliniu deguonimi, sudaro skirtingas fermento
formas. Dvi gerai zinomos formos vadinamos peroksido tarpininku ir natyviu tarpininku (Quintanar et
al. 2005). Natyvus tarpininkas vaidina svarby vaidmenj katalitiniame lakazés cikle (6 pav.). Sio
tarpininko reakcijos su deguonimi metu jis veikia kaip deguonies radikalas. EPR atveju visi keturi vario
jonai natyviame tarpininke oksiduojami. Sio junginio struktiira skiriasi nuo ,nieko neveikian¢ios®
fermento formos tuo, kad T2 vario jono centras nesusijungusi su jonu i§ T3 dalies.

6 pav. parodyta deguonies molekulés keturiy elektrony redukcija iki vandens dalyvaujant
lakazei. Visiskai redukuotas tribranduolis T2/T3 lakazés vario klasteris saveikauja su molekuliniu
deguonimi gamindamas peroksido tarpininkg. Naudojant lakazg su T1 vario jonu pakeiciant gyvsidabrio
Hg** jony oksidacijos ir redukcijos inertiskuma, susidaro peroksido tiltelis tarp redukuoto T2 ir
oksiduoto T3 centry. Sis tarpininkas pasikei¢ia j junginj, kuris panagus j natyvy lakazés tarpininka su
keturiais vario jonais aktyviame centre. Peroksidinio tarpininko (T1-Hg-lakaz¢) ir natyvaus tarpininko
(natyvus fermentas) gamyba priklauso nuo deguonies koncentracijos, taip pat $iy reakcijy grei¢io
konstantos. Manoma, kad peroksido tarpininkas turi O.°" jona, vienas i§ deguonies atomy susijunges su
T2 ir T3 vario jonais, kitas koordinuotas su kitu T3 vario jonu (Ferraroni et al. 2007; Morozova et al.
2007).
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Peroksidinio O-O rysio suskilimas virstant nuo peroksido iki natyvaus tarpininko apima protony
ir elektrony perdavimo mechanizma, kuris néra aiskiai detalizuotas. Sio proceso aktyvacijos energija yra
~ 9 kcal/mol, ir tai sutampa su mechanizmu, kuris apima vieno elektrono redukcijos skilimg i$
peroksido.

Natyvus tarpininkas gali létai transformuotis j visiSkai oksiduotg forma, kuri daznai yra
vadinama "nieko neveikiangia" lakazés forma. Sio fermento T1 centras gali bati redukuotas substrato,
bet elektrony perdavimo greitis ant tribranduolinio vario klasterio yra per mazas, kad biity reik§mingas

katalizei.

Lakazés redukuota forma

24

k=2x10°M~'s~!

3 [ Cu?
Peroksido

Oksiduota tarpininkas

forma k=>1000g ¢

k=003s"

Natyvus tarpininkas

28 pav. Lakazés katalizinis ciklas, rodantys fermento vario centro redukcijos ir oksidacijos
mechanizmg (Kynukosa et al. 2011)
1.5.4. Lakaziy panaudojimas
Oksidacijos reakcijos yra pla¢iai naudojamos pramoniniuose procesuose, pavyzdziui: celiuliozés
ir popieriaus, tekstilés, maisto, medienos apdirbimo, farmacijos ir chemijos pramonése. Daugelis Siuo
metu naudojamy oksidacijos metody néra ekonomiskai ir ekologiskai patenkinami, nes jie sukelia
nepageidaujamas Salutines reakcijas ir oksidantai arba reakcijos katalizatoriai daznai yra nuodingi.

Oksidacija fermentais naudojama todel, kad fermentai yra labai specifiski ir veiksmingi katalizatoriai,
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taip pat ekologiskai subalansuoti. Siuo metu lakazés yra vertinamos kaip labai jdomis fermentai
pramoninéms oksidacijos reakcijoms, nes jos sugeba oksiduoti jvairius substratus. Be to jos naudoja
lengvai prieinama molekulinj deguonj kaip elektrony akceptoriy, o ne brangus kofaktorius pavyzdziui
NAD(P)" (Kunamneni et al. 2008; Kiiskinen 2004). Taigi lakazés yra naudojamos medzio lignino
Salinime ir balinime, naudojant medzius ardancius grybus, pramonés gamykly nutekamyjy vandeny
apdorojime, pluosto ir dazy balinimui tekstilés ir dazy pramongje, fenoliniy junginiy fermentiniame
Salinime gérimy, vaisiy sul¢iy perdirbime ir biosensoriaus bei biokuro lgsteliy konstrukcijoje.

Lakazés vaidina svarby vaidmen;j lignino degradacijoje. ABTS yra pirmasis mediatorius, kuris
buvo panaudotas lakazés mediatoringje sistemoje medzio lignino Salinime. Taip pat vienas i$
efektyviausiy mediatoriy lignino degradacijoje yra HBT (Giardina et al. 2010). Lignino pasalinimas i§
sumedé¢jusiy audiniy yra labai svarbus procesas, ypa¢ pulpos ir popieriaus pramonéje. Tod¢l lakazes
kartu su mediatoriais placiai taikomos vykdant medzio skaiduly delignifikacijg, bei naudojamos pulpos
paruo$imui popieriaus pramonéje (Kunamneni et al. 2008; Kiiskinen 2004).

Medienos puvime dalyvaujant baltiesiems medzio Sakny grybams, lakazé yra vienas i
pagrindiniy fermenty jtraukiamy j lignino degradacijos procesa. Jos jsijungia j degradacijos procesg kai
medienos puvimas biina prasidéjes. Lakazé, pavyzdziui i§ Trametes, gali biti ekspresuota mielése
Saccharomyces cerevisiae. Sios transformuotos mielés yra labai atsparios fenoliniams junginiams.
Rezultatai rodo, kad lakazés i$ baltyjy medzio Sakny gryby utilizuoja lignino produktus, taip pat jos yra
atsparios susidarantiems fenoliniams junginiams, kurie Sioje reakcijoje dalyvauja kaip inhibitoriai
(Mayer et al. 2002).

Lakazés taip pat gali buti naudojamos sintetinti jvairius funkcinius organinius junginius, jskaitant
polimerus su specialiomis mechaninémis/elektrinémis/optinémis savybémis, tekstilés dazus, kosmetikos
pigmentus, aromato ir skonio agentus bei pesticidus.

Tekstilés pramonéje oksidoreduktazés buvo sékmingai taikomos medvilnés pluosto balinime,
dazy apdailos ir atliecky nuoteky valyme (Kiiskinen 2004). Azo dazai yra didziausia dazikliy grupé,
naudojama pramonéje, kuri taip pat yra Zzalinga. Medieng degraduojantis baltas puvimo grybas
Phanerochaete chrysosporium yra vienintelis organizmas, galintis visiskai suskaldyti azo dazus. Buvo
iStirta, kad lakazé i§ Pyricularia oryzae taip pat sugeba oksiduoti azo dazus (Chivukula et al. 1995).

Daugelis lakazés substraty, pavyzdZiui angliavandeniai, nesotieji riebaly riigStys ir fenoliai yra
svarbiis komponentai jvairiy maisto produkty ir gérimy gamyboje. Lakazés gali biiti naudojamos kaip O»

sugériklis geresniam maisto pakavimui. Naudojant lakaz¢ gali biiti pagerinta augaliniy aliejy skonio
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kokybé, nes lakazé¢ gali panaikinanti iStirpusi deguonj. Lakazés gali biiti panaudojamos vyno
skaidrinimui, taip pat siekiant padidinti alaus saugojimo laikg (Widsten et al. 2008).

Lakazés gali biti naudojamos cheminéje sintezéje. Pavyzdziui, lakazés katalizuojamos reakcijos
gali buti naudojamos katechino monomery polimerizacijoje polikatecholio sintezé€je arba inertiniy
fenolio polimery gamyboje, pavyzdziui, poli(1-naftolo). Lakazés buvo naudojamos sintetinant dazus ir
farmacijos produktus, pavyzdziui, antivéZinis vaistas aktinocinas arba fitoaleksinas resveratrolis.

Pastaruoju metu augantis susidoméjimas buvo sutelktas j lakaziy kaip naujy biologiniy
katalizatoriy taikymg organinéje sintezéje. Yra Zinoma, kad lakazés polimerizuoja jvairius amino ir
fenolio junginius. Neseniai, siekiant pagerinti kuro etanolio gamybag 1§ atsinaujinanciy zaliavy, T.
Versicolor lakazé buvo isreiksta S. Cerevisiae, norint padidinti jos atsparumg (fenolio) fermentacijos
inhibitoriams lignoceliuliozés hidrolizatuose. Lakazés mediatoriné sistema buvo naudojama
monokloniniy antikiiny azelaino rtigsties i§ oleino riigsties nustatyme.

Daugelis lakazés sukurty produkty yra antimikrobiniai, detoksikuojantys arba aktyvis
individualiosios prieziiiros atstovai. Lakazés gali biiti naudojamos sudétingy medicinos junginiy tokiy,
kaip anestetikai, antibiotikai, raminamieji ir kity sintezéje.

Viena i§ galimy panaudojimy yra lakazés pagristas in situ jodo susidarymas. Sis reagentas pla¢iai
naudojamas kaip dezinfekuojanti medZiaga. Be to yra jrodyta, kad lakazé turi pakankamai jtakos ZIV-1
atvirkstinés transkriptazés aktyvumo slopinimui. Lakazés turi teigiama panaudojimg bioremediacijoje.
Jos gali biiti naudojamos jvairiy medziagy iSsklaidyme, tokiy kaip nepageidaujamos priemaiSos,
Salutiniai produktai arba iSmetamos medziagos. Lakazés gali biiti naudojamos nemaloniy kvapy
pasalinime tokiose vietose kaip Siuksliy Salinimo vietos, gyvulininkystés iikis ir celiuliozés fabrikai.

Kitas galimas su aplinka susijes lakazes panaudojimas yra uZzterSto dirvozemio bioremediacija,
kaip lakazés ir jos mediatoriné sistema galinti oksiduoti toksinius organinius terSalus, pavyzdziui
jvairius ksenobiotikus, chlorfenolius ir kitus tersalus.

Nauja lakaziy taikymo sritis yra kosmetikos pramone. Pavyzdziui, lakazés pagristi plauky dazai
maziau dirgina negu Siuolaikiniai dazai. Lakazés gali biiti naudojamos kaip dezodorantai asmens
higienos priemonéms, jskaitant danty pasta, burnos plovikl;, muilg ir vystyklus. Lakazés baltymy
inZinerija gali biiti naudojama siekiant sumazinti alergiskuma (Kunamneni et al. 2008).

D¢l savo struktiiros ir katalitinio mechanizmo lakazés yra labai jdomios tiek fundamentiniuose

tyrimuose, tiek jy pritaikyme biotechnologijoje (Morozova et al. 2007).
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2. EKSPERIMENTINE DALIS
2.1. Medziagos ir metodai
2.1.1. Reagentai ir prietaisai

Darbe naudota Pseudamonas putida HK5 alkoholio dehidrogenazé (ADH IIG) buvo isskirta
Biochemijos instituto Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriuje. Galutinis produktas
buvo liofilizuoti milteliai. Siekiant iSgauti ADH IIG, bakterijos sienelé buvo auginama 1,2-
propandiolyje, substate panaSiam gliceroliui. Gautas galutinis produktas buvo baltyminis tirpalas, kurio
specifinis aktyvumas ~9 U/mg baltymo. Moliné fermento koncentracija buvo nustatyta laikant, kad
monomerinio fermento molekuliné masé lygi 72 kDa (Bachmatova et al. 2004). Nauja grybiné L-95
lakazé buvo iSskirta Biochemijos instituto Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriuje.
Moliariné fermento koncentracija apskaiciuota laikant, kad fermento molekuliné masé lygi 85 kDa.
Rekombinantiné Coprinus cinereus peroksidazé (rCiP) ir Aspergillus niger katalazé buvo gautos i$
,Novozymes A/S” (Danija). rCiP koncentracijai nustatyti buvo naudotas molinés sugerties koeficientas
1,08-:10° M*.cm™, esant 405 nm bangos ilgiui (Farhangrazi, et al. 1994), o katalazés koncentracijai
nustatyti buvo naudotas molinés sugerties koeficientas 150 mM™-cm™, esant 280 nm bangos ilgiui.
Dimetil sulfoksidas (DMSO, Mm 78,13) buvo gautas i§ “Sigma Chemical Co” (JAV). 30% vandenilio
peroksido tirpalas gautas 1§ ,,ROTH” (Vokietija). Vandenilio peroksido koncentracija nustatyta
spektrofotometriskai, esant 240 nm bangos ilgiui, naudojant molinés sugerties koeficienta 39,4 M*-cm™
(Nelson et al. 1972).

2,2'-azino-bis(3-etilobenztiazolino-6-sulfoniné rigstis) (ABTS, Mm 548,7) gauta i§ “Boehringer
Mannheim GmbH” firmos (Vokietija). Glicerolis (Mm 92,09) gautas i§ firmos ,,ChemPur (Lietuva).
Etanolis (Mm 46.07), 1-oktanolis (Mm 130,23), 1,2-propandiolis (Mm 76,09), (+/-)-3-chloro-1,2-
propandiolis (Mm 110,54), (+/-)-3-amino-1,2-propandiolis (Mm 91,11), 2-amino-1,3-propandiolis (Mm
91,11), 2-amino-1-feniletanolis (Mm 137,18), 2-propanolis (Mm 60,1), (2S,3S)-(+)-2,3-butandiolis
(Mm 90,12), 1,4:3,6-dianhidro-D-mannitolas (Mm 146,14) ir Dianhidro-D-gliucitolas (Mm 146,14)
gauti i§ ,,Fluka“ (Sveicarija®). 1zobutanolis (Mm 74.122), fericianidas (FERI, Mm 329,29) gauti i§
Reachim* (Rusija). 5,10-dihidro-5,10-dimetilfenazino (DHDMP™, Mm 245,5) katijon-radikalas buvo
sintetintas kaip aprasyta (Kulys et al. 1998).

Alkoholiy tirpalai buvo ruosiami vandenyje ir dimetilsulfolkside (DMSO) (1-oktanolis).

Medziagy svérimui buvo naudojamos analitinés svarstyklés (Lenkija).
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Medziagy dozavimui naudotos jvairiy tiiriy mikropipetés.

Buferinio tirpalo pH nustatymui naudotas universalus pH-metras WTW GmbH (Vokietija).

2.2. Tyrimo metodai

2.2.1. Spektrofotometrinis metodas

2.2.1.1. Kinetiniai matavimai

Substraty oksidacijos kinetiniai tyrimai atlikti spektrofotometriSkai, naudojant “Nicolet evolution
300” spektrofotometra, 50 mM Tris-HCI buferiniame tirpale, pH 8.0 su 2 mM CaCl,. Registruojamos
sugerties mazéjimo kinetinés kreivés vykstant kalio fericianido, DHDMP katijon-radikalo ar ABTS
katijon-radikalo redukcijai, 25 °C temperatiiroje, esant ADH IIG, ir atitinkam alkoholiui. Reakcija
pradedama pridedant fermento tirpalo. Oksiduoto substrato koncentracija buvo paskaiiuota pagal
fericianido virtima j ferocianida (e420 = 1.02 mM™.cm™) (Schellenberg 1958), ABTS katijon-radikalo
(ABTS™) virtima j ABTS (e414 = 36 mM™.cm™) (Villafiio et al. 2004), bei DHDMP Katijon-radikalo (462
= 7.4 mM™tcm™) (Kulys et al. 2000) redukcija.

2.2.1.2. ABTS Kkatijon-radikalo paruoSimas

I 50 mM Tris/HCI buferin;j tirpalg pridedama 2 ml 100 uM ABTS, 50 pL vandenilio peroksido
(apiec 4 mM) ir 50 uL r-CiP (apie 800 nM) tirpinto vandenyje ir inkubuojama 2 minutes kambario
temperatiiroje. Po inkubacijos pridedama 50 pL katalazés (apie 800 nM) ir papildomai inkubuojama 1-2

min. ABTS Katijon-radikalo mélynas tirpalas matavimy metu laikomas ledo vonioje.

2.2.1.3. Kinetiniy parametry nustatymas ir konstanty skaiciavimas
Alkoholiy ir mediatoriy (FERI, DHDMP™ ir ABTS™) Kinetiniai parametrai nustatyti, naudojant 1

mM FERI, 100 pM DHDMP™, 40 uM ABTS" ir skirtingas alkoholiy koncentracijas, arba su 10-30 mM
alkoholiy ir skirtingomis mediatoriy koncentracijomis, atitinkamai. Skirtingy substraty oksidacijos
pradiniai reakcijos greiciai (Vo) skaiciuoti aproksimuojant kinetines kreives taikant tiesés lygtj, kur tiesés
nuolinkio kampo tangentas (slope) yra pradinis reakcijos greitis.

Pradiniy reakcijy greiiy priklausomybiy nuo substraty koncentracijy analizei ir tariamyjy
kinetiniy parametry Vmax it Ky nustatymui taikyta Michaelio-Menten lygtis. Katalitiné konstanta buvo
skai¢iuojama kaip Vmax ir fermento koncentracijos santykis (Vmax/[E]). Fermento ir substraty

reaktingumo konstantos (Kox ir Kreq) skaiCiuota kaip katalitinés konstantos (Vma/[E]) ir Km santykis
(Vinax/{[E]*Km}).
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2.2.1.4. pH priklausomybés tyrimai
Fermento aktyvumo nuo pH priklausomybé tirta, naudojant 50 mM Tris-HCI buferinj tirpala,

esant 2 mM CacCl, (pH 5.5-9.5) ir 50 mM fosfat-citratinj buferinj tirpala, esant 2 mM CaCl, (pH 3.5-
9.5). Buferinio tirpalo pH buvo kei¢iama nuo 3.5 iki 9.5 pH intervale. pH reikSmé, kuriai esant

pasiekiamas didziausias pradinis reakcijos greitis, vadinamas optimalia pH reikSme.

2.2.2. Deguoninis metodas

Glicerolio ir 1,2-propandiolio oksidaciniy virsmy katalizuojamy lakazés ir alkoholio
dehidrogenazés tyrimai atlikti naudojant membraninj deguoninj elektrodg ir 1,1 ml tirio gardelg.
Matavimai atlikti 50 mM Tris/HCI buferiniame tirpale, pH 8.0, kambario temperattroje. Priimta, kad
deguonies koncentracija oru prisotintame 0,1 M buferiniame tirpale 25°C temperatiroje lygi 0,25 mM.

Naudojant deguoninj elektroda buvo registruojamas srovés kitimas reakcijos metu. Gautos
sroves kitimo laike kreivés, perskaiCiuotos j deguonies sunaudojimo kinetines kreives, priimant, kad
deguonies soties koncentracija lygi 0,253 mM. Pradinis reakcijos greitis skai¢iuotas i§ duomeny gauty
deguoniniu elektrodu i§ deguonies sunaudojimo kreiviy. Gautos kinetinés kreivés aproksimuotos taikant
tiesés lygt] ir gaunamas pradinis deguonies sunaudojimo greitis. Tiesés lygties nuolinkio kampo
tangentas (slope) ir yra pradinis reakcijos greitis. Jo reikSmés atitinka deguonies, esancio gardeléje,

sunaudojimo greitj (LM/s).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. ADH IIG alkoholio dehidrogenazés substratinio specifiSkumo

alkoholiams tyrimas

3.1.1. ADH IIG reaktingumo su jvairiais alkoholiais tyrimas

Tiriant substratinj ADH IIG specifiskuma, buvo registruojamas fericianido sugerties maz¢jimas,
esant skirtingoms alkoholiy koncentracijoms. Gautos sugerties kitimo kreivés laike, esant skirtingoms
glicerolio (29 pav., A) ir 1,2-propandiolio (30 pav., A) koncentracijoms, i§ kuriy paskaiciuoti pradiniai
reakcijy greiciai aproksimuojant kinetines kreives tiesés lygtimi ir gautos pradiniy reakcijos greiciy (Vo)

priklausomybés nuo alkoholiy koncentracijy.

A 025 B

1.04

150 uM
2 3125uM
1.02 -3 625 uM

4 1250 uM

Sugertis, 420 nm
Vo, uM/s

5 2500 uM
-6 5000 uM
7 10000 uM
8 20000 FM
1 1

| 1 | 1 | 1
0 40 80 120 160 0 5000 10000 15000 20000
Laikas,s Glicerolis, uM

29 pav. FERI sugerties maz¢éjimo kinetinés kreivés, esant skirtingoms glicerolio koncentracijoms (A)
bei pradinio reakcijos greicio priklausomybé nuo glicerolio koncentracijos, reakcijg katalizuojant ADH
1IG (B). Eksperimento salygos: (A-B) - 50 mM Tris/HCI buferinis tirpalas pH 8,0; 25 °C; 1 mM FERI,

150 - 20000 uM glicerolio, 56 nM ADH I1G
Tiriant pradinio reakcijos grei¢io priklausomybe nuo glicerolio (29 pav., B) ir 1,2-propandiolio
(30 pav., B) koncentracijy, gauta, kad didinant substrato koncentracija reakcijos greitis did¢ja
hiperboliskai. Gautos kreivés apraSytos Michaelio-Menten lygtimi, kurig panaudojus nustatytos
tariamosios Ky bei Vmax reikSmés, bei apskaiCiuotos oksidacijos ir katalitinés konstantos, Kurios

pateiktos 2 lenteléje.
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30 pav. FERI sugerties mazéjimo kinetinés kreivés, esant skirtingoms 1,2-propandiolio koncentracijoms

(A) bei pradinio reakcijos grei¢io priklausomybé nuo 1,2-propandiolio koncentracijos, reakcija
katalizuojant ADH IIG alkoholio dehidrogenaze (B). Eksperimento salygos: (A-B) - 19 - 10000 uM 1,2-

propandiolio, kitos sglygos kaip 29 pav.

Tokiomis paciomis saglygomis, kaip glicerolio ir 1,2-propandiolio atvejais, tirta kity alkoholiy

oksidacija katalizuojama ADH IIG alkoholio dehidrogenaze ir gauti parametrai pateikti 2 lenteléje.

2 lentelé. Alkoholiy oksidacijos, katalizuojamos ADH IIG, naudojant kaip mediatoriy FERI,

kinetiniai parametrai. Salygos: 50 mM Tris/HCI buferinis tirpalas pH 8,0; 25 °C; 1 mM FERI

Alkoholiai Km, pM Vinax, BM/s Kreds pM's™ Kiat, S
Glicerolis 2535 435 0.25+0.001 0.013+0.005 33.3£1.9
Etanolis 30680+5800 0.57+0.03 0.0003+0.00005 10.2+0.5
1-oktanolis 528 62 0.53+0.02 0.036+0.004 18.9+0.7
1,2-propandiolis 111+24 0.63+0.03 0.1+0.02 11.2+0.5
2-Amino-1,3- 1417043870 0.55+0.07 0.002+0.0003 29.0+3.6
propanediolis
(+/-)-3-amino-1,2- 662+143 0.14+0.01 0.004+0.0007 2.60.2
propandiolis
(+/-)-3-chlor-1,2- 159+4 0.72+0.02 0.08+0.02 12.240.1
propandiolis
2-propanolis (izo- 13200+1904 0.04+0.003 0.0001+0.00001 1.0+0.07
propanolis)
Izo-butanolis 2100+860 0.15+0.01 0.001+0.0005 2.6%0.2
(2S,35)-(-)-2,3- 751+108 0.36+0.01 0.025+0.005 19.1+0.7
butanediolis
(+/-)-2-amino-1- 32100422400 0.48+0.23 0.002+0.0005 64.0£3.1
feniletanolis
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Trans-4- 3470+1090 0.05+0.006 0.0002+0.00005 0.7+0.07
aminocikloheksanolis

Dianhidro-D- 30380+3990 0.038+0.002 0.00002+0.000002 0.7+0.03
glucitolis
1,4:3,6-Dianhidro- 4400+1880 0.017+0.003 0.00007+0.00002 0.3+0.05
D-Mannitolis

ISanalizavus gautus rezultatus, galima teigti, kad geriausias substratas yra 1,2-propandiolis. I$
eksperimentiniy duomeny matyti, kad 3-chloro funkcinés grupés jvedimas 1,2-propandioliui turéjo
nedidele jtaka fermento giminingumui. Taciau 3-amino grupés jvedimas Zymiai sumazino fermento
gimininguma ir kreq sumazéjo nuo 0.1+0.02 iki 0.004+0.0007 uM™s™. Taip pat svarbi amino grupés
padétis 1,2-propandiolyje, nes Ky reikSmé 2-amino-1,3-propanedioliui yra apie dvideSimt karty didesné
nei (+/-)-3-amino-1,2-propandioliui, 0 Kyeqreik§mé 2 kartus mazesné.

AnalogiSkai tirtas ADH IIG alkoholio dehidrogenazés specifiSkumas skirtingiems alkoholiams,
panaudojant DMDHP™(3 lentel¢) ir ABTS" (4 lentelé) katijon radikalus.

3 lentelé. Alkoholiy oksidacijos, katalizuojamos ADH IIG, naudojant kaip mediatoriy
DHDMP™, kinetiniai parametrai. Salygos: 50 mM Tris/HCI buferinis tirpalas pH 8,0; 25 °C; 100 pM
DHDMP™

Alkoholiai Km, pM Vinax, BM/s Kreds pM's™ Kat, S™
Glicerolis 2640+250 0.06+0.002 0.0004+0.00003 1.1+0.004
Etanolis 5570 +£1660 0.03+0.002 0.0001+0.00003 0.5+0.04
1-oktanolis 42+7 0.02+0.001 0.008+0.002 0.35+0.02
1,2-propandiolis 5.4+ 0.8 0.044+0.001 0.15+0.05 0.8+0.02
2-Amino-1,3- - - 0.0014+0.0003 -
propanediolis
(+/-)-3-amino-1,2- 528041440 0.011+0.001 0.00004+0.000005 0.2+0.02
propandiolis
(+/-)-3-chlor-1,2- 58+7 0.024+0.0006 0.0074+0.0014 0.43£0.01
propandiolis
2-propanolis (izo- 10356020440 0.22+0.03 0.0003+0.00005 29.9+4.5
propanolis)
Izo-butanolis 2330 +370. 0.05+0.002 0.0013+0.0003 3.0£0.2
(2S,39)-(-)-2,3- 2960+320 0.04+0.002 0.017+0.0005 5.1+0.2
butanediolis

Analizuojant lenteléje pateiktus rezultatus galima teigti, kad geriausias reaktingumas su ADH
I1G, kaip ir FERI atveju, naudojant DHDMP™ nustatytas 1,2-propandioliui, Kreg = 0.15+£0.05 pM™+s™. I3

gauty rezultaty matyti, kad chloro ir amino grupiy jvedimas bei padétis turi jtakos fermento
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giminingumui. Kreg sumazéjo nuo 0.15+0.05 (1,2-propandiolis) iki 0.0074+0.0014 ((+/-)-3-chlor-1,2-
propandiolis), 0.0014+0.0003 (2-amino-1,3-propanediolis), 0.00004+0.000005 ((+/-)-3-amino-1,2-
propandiolis) pM™s™. Amino grupés padétis 1,2-propandioliui buvo svarbi, nes Kieq reik¥mé 2-amino-
1,3-propanedioliui, lyginant su (+/-)-3-amino-1,2-propandioliu, sumazéjo 36 kartus.

4 lentelé. Alkoholiy oksidacijos, katalizuojamos ADH IIG, naudojant kaip mediatoriy ABTS™,
kinetiniai parametrai. Sglygos: 50 mM Tris/HCI buferinis tirpalas pH 8,0; 25 °C; 40 uM ABTS™

Alkoholiai Km, pM Vinaxs KM/s Kred, pM st Kiat, S
Glicerolis 1080 +350 0.017+0.001 0.0042+0.001 4.5+0.4
Etanolis 58110+1310 0.017+0.001 0.0008+0.0002 4.3+0.2
1-oktanolis 81+20 0.028+0.002 0.09+0.02 7.3+0.5
1,2-propandiolis 76+13 0.026+-0.001 0.09+0.02 6.9+0.3
2-amino-1,3- - - 0.008+0.001 -
propanediolis
(+/-)-3-amino-1,2- 900+190 0.016+0.001 0.0005+0.00008 0.42+0.3
propandiolis
(+/-)-3-chlor-1,2- 280145 0.09+0.004 0.009+0.001 2.4+0.1
propandiolis
2-propanolis (izo- 390176 0.08+0.004 0.003+0.0004 1.1+0.05
propanolis)
Izo-butanolis 610+£162 0.01+0.001 0.003+0.0005 1.7+0.1
(2S,35)-(-)-2,3- 2160£440 0.024+0.002 0.0032+0.0001 6.4+0.5
butanediolis

Didziausias ADH IIG substratinis specifiSkumas nustatytas 1-oktanoliui ir 1,2-propandioliui, Kreq
= 0,09+0,02 uM'l's'l, 0 maziausias specifiSkumas nustatytas (+/-)-3-amino-1,2-propandioliui, Kreq =

0.00050.00008 pM™-s™.

3.1.2. FERI, DHDMP" ir ABTS™ reaktingumo su redukuota ADH 111G tyrimas
Siekiant iSsiaiSkinti kuris i§ misy tiriamy mediatoriy yra geriausias elektrony akceptorius PQQ
priklausomai ADH katalizuojamo proceso metu, kaip ir tiriant reakcijos greicio priklausomybe nuo

alkoholiy koncentracijy buvo istirtos pradinio reakcijos grei¢io priklausomybés nuo mediatoriy

koncentracijy.

Tiriant priklausomybe nuo FERI koncentracijos gautos FERI sugerties maZzéjimo kinetinés
kreives, kurios buvo aproksimuotos tiesés lygtimi, i§ jy buvo paskaiCiuoti pradiniai reakcijos greiciai.
Pradinio reakcijos grei¢io priklausomybiy nuo FERI koncentracijos aproksimacijai buvo taikoma

Michaelio-Menten lygtis (31, 32 pav.).
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31 pav. FERI sugerties mazéjimo kinetinés kreivés, esant skirtingoms FERI koncentracijoms (A)
bei pradinio reakcijos grei¢io priklausomybé nuo FERI koncentracijos (B), reakcija katalizuojant ADH
I1G. Eksperimento salygos: (A-B) - 30-2000 uM FERI, 25 mM glicerolio, kitos salygos kaip 29 pav.
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32 pav. FERI sugerties mazéjimo kinetinés kreivés, esant skirtingoms FERI koncentracijoms (A)
bei pradinio reakcijos grei¢io priklausomybé nuo FERI koncentracijos (B), reakcija katalizuojant ADH
I1G. Eksperimento salygos: (A-B) - 30-2000 uM FERI, 30 mM 1,2-propandiolio, kitos salygos kaip 29

pav.

IS pradinio reakcijos grei¢io priklausomybiy nuo FERI koncentracijos su jvairiais alkoholiais
nustatyti reakcijy kinetiniai parametrai ir redukuotos ADH IIG oksidacijos konstantos, kurios pateiktos 5

lenteléje.

56



5 lentelé. FERI redukcijos, katalizuojamos ADH IIG, kinetiniai parametrai. Salygos: 50 mM

Tris/HCI buferinis tirpalas pH 8,0; 25 °C.

Alkoholiai [Alkoho K, tM Vinax, tM/s Kokss BIM 'S Kyar, 57
lis], mM
Glicerolis 25 1090+90 1.6+0.06 0.026+£0.002  28.2+1.1
Etanolis 108 315 +23 0.34+0.007 0.02+0.002 6.0+0.1
1-oktanolis 5 555+82 0.76+0.05 0.03+0.004 27.1+1.8
1,2-propandiolis 30 580+46 1.1+0.03 0.035+0.002  20.0+0.6
2-amino-1,3- 20 1170£115 0.8+£0.04 0.036+£0.002  41.6+2.1
propanediolis
(+/-)-3-amino-1,2- 20 213433 0.194+0.01 0.016+0.002 3.310.2
propandiolis
(+/-)-3-chlor-1,2- 10 620+110 2.2+0.2 0.0474£0.005  29.3+2.3
propandiolis
2-propanolis (izo- 20 132+39 0.072+0.006 0.014+0.026 1.9+0.2
propanolis)
Izo-butanolis 13.5 7554160 1.740.2 0.061+0.008  45.8+4.2
(2S,3S)-(-)-2,3- 20 352485 1.2440.11 0.093+0.016  32.6+2.8
butanediolis
(+/-)-2-amino-1- 20 15404630 0.21+0.05 0.0184+0.005  28.3+6.6
feniletanolis
Trans-4- 20 44.4+6.8 0.076+0.002 0.045+0.005  2.0+0.06
aminocikloheksanolis
Dianhidro-D-glucitolis 20 24.4+11.8 0.068+0.005 0.037+£0.024  0.940.07
1,4:3,6-Dianhidro-D- 20 165.5+21.5 0.51+0.02 0.081+0.008  13.4+0.5

Mannitolis

IS gauty rezultaty matyti, kad FERI sgveikos su redukuota ADH IIG konstantos néra didelés ir
priklauso nuo alkoholiy prigimties. DidZiausia reaktingumo konstantos reik§mé nustatyta (2S,3S)-(-)-
2,3-butanedioliui, koks = 0.093+0.016 pM™-s™,

Analogiskai tirtas ir DHDMP katijon-radikalo reaktingumas su ADH I1G alkoholio dehidrogenaze.
Nustatytos redukuotos ADH IIG oksidacijos konstantos naudojant jvairius alkoholius ir DHDMP

katijon-radikala. Gauti reakcijy kinetiniai parametrai ir oksidacijos konstantos pateikti 6 lenteléje.
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6 lentele. DHDMP™ redukcijos, katalizuojamos ADH IIG, kinetiniai parametrai. Salygos: Kaip

lenteléje 5

Substratai [Alkohol K, pM Vinax, tM/s Koks, pM st Kiat, S
is], mM
Glicerolis 30 18.5+3.0 0.076+0.06 0.073+0.009 1.4£0.07
Etanolis 108 11.7+2.3 0.04+0.002 0.061+0.016 0.7+0.04
1-oktanolis 0.25 8.7+1.1 0.035+0.001 0.07+0.01 0.6+0.02
1,2-propandiolis 20 26.7+0.86 0.16+0.002 0.11+0.002 2.8+0.04
2-amino-1,3- 20 25.9+7.2 0.045+0.004 0.2+0.03 6.0+0.5
propanediolis
(+/-)-3-amino-1,2- 20 6.8+1.5 0.018+0.001 0.03+0.006 0.2+0.01
propandiolis
(+/-)-3-chlor-1,2- 20 13.0+0.9 0.03+0.001 0.041+0.002 0.54+0.01
propandiolis
2-propanolis (izo- 20 2.4+0.3 0.025+0.0005 0.7+0.1 1.7+0.03
propanolis)
Izo-butanolis 13.5 12.3+2.9 0.02+0.002 0.25+0.04 3.1+0.2
(2S,39)-(-)-2,3- 20 29.146.1 0.057+0.005 0.26+0.04 7.610.7
butanediolis

I3analizavus gautus rezultatus matyti, kad oksiduoto DHDMP™ saveikos su redukuota ADH IIG
konstantos reik§mé yra didziausia naudojant 2-propanolj, jo oksidaciné konstanta buvo Kes =
0.740.1pM™-s™.

Tirtas ir ABTS"Kkatijon-radikalo reaktingumas su ADH 11G alkoholio dehidrogenaze naudojant
jvairius alkoholius. Nustatyti reakcijy kinetiniai parametrai ir redukuotos ADH IIG oksidacijos
konstantos. Rezultatai pateikti 7 lenteléje.

7 lentelé. ABTS™ redukcijos, katalizuojamos ADH IIG, kinetiniai parametrai. Sglygos: kaip

lenteléje 5

Substratai [Alkoholi Ky, pM Vinax, EM/s Koks, pM's™ Kiat, S
s], MM
Glicerolis 10 3.1+0.8 0.028+0.0022 1.3+0.2 7.7£0.6
Etanolis 108 3.2+1.0 0.02+0.002 1.8+0.5 5.6+0.6
1-oktanolis 10 1.6£0.5 0.02+0.002 3.5+0.9 5.5+0.5
1,2-propandiolis 10 2.0£0.4 0.029+0.002 4.1+0.8 8.1+0.5
2-amino-1,3- 10 3.440.5 0.02+0.001 7.1£1.6 50.8+2.1
propanediolis
(+/-)-3-amino- 10 4.6+1.5 0.028+0.003 0.9+0.4 7.5+0.8

1,2-propandiolis
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(+/-)-3-chlor- 2.5 2.6x0.9 0.038+0.004 4.0£1.0 10.5£1.0
1,2-propandiolis

2-propanolis (izo- 20 5.3+x1.4 0.024+0.002 0.6+0.1 3.2+0.3
propanolis)

Izo-butanolis 13.5 13.2+4.8 0.01+0.002 0.56+0.1 6.7£1.2

(2S,35)-(-)-2,3- 10 1.3+0.3 0.020+0.001 4.0+0.8 5.3+0.3
butanediolis

Analizuojant lenteléje pateiktus rezultatus galima teigti, kad geriausias reaktingumas buvo
gautas su 2-amino-1,3-propanedioliu, kes = 7.1+1.6 pM™+s™. Taip pat i§ gauty rezultaty matyti, kad
redukuotos ADH 1IG reakcijos su ABTS" reaktingumo (oksidacijos) konstanty reik§més gautos

didesnés, lyginant su konstanty reik§mémis gautomis su FERI ir DHDMP™",

3.1.3. pH ijtaka ADH IIG aktyvumui

pH poveikis ADH 111G aktyvumui su skirtingais alkoholiais tirtas naudojant spektrofotometrinj
metodg. Eksperimento metu substrato, mediatoriaus ir fermento koncentracijos buvo pastovios,
kei¢iamas tik buferinio tirpalo pH (3,5-10,0).

33 pav. pateiktos ADH IIG aktyvumo priklausomybés nuo buferinio tirpalo pH su jvairiais
alkoholiais. DidZiausias aktyvumas buvo stebimas pH intervale tarp 6.5 ir 8.0, kai ADH IIG oksiduoja
glicerolj, 1-oktanolj, 1,2-propandiolj, (+/-)-3-chloro-1,2-propandiolj, izobutanolj ir etanolj (33 pav., A).
ADH IIG aktyvumo maz¢jimas stebimas rigstiniame arba Sarminiame pH. Maksimalus fermento
aktyvumas buvo stebimas pla¢iame pH intervale, kai oksiduojami (+/-)-3-amino-1,2-propandiolis, 2-
amino-1,3-propandiolis (4,5-8,0) (33 pav., B), o 2-propanolis (5,0-9,5) (33 pav., A). Oksiduojant
(2S,3S)-(+)-2,3-butandiolj ir 1,4:3,6-dianhidro-D-mannitola maksimalus aktyvumas stebimas labiau
Sarminiame buferiniame tirpale (33 pav., A). 2-amino-1—feniletanolis geriau oksiduojamas riigstiniame

pH intervale ir maksimalus oksidacijos greitis stebimas pH intervale 4,0-6,5 (33 pav., B).
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33 pav. ADH IIG aktyvumo priklausomybé nuo pH su alkoholiais naudojant kaip mediatoriy
FERI. Eksperimento salygos: (A-B) - 50 mM Tris/HCI buferinis tirpalas; 1 mM FERI; A: 30 mM
glicerolis (1), 10 mM 1,2-propandiolis (2), 10 mM (+/-)-3-chloro-1,2-propandiolis (3), 20 mM 2-
propanolis (4), 10 mM (2S,3S)-(+)-2,3-butandiolis (5); 108 mM etanolis (6), 20 mM izobutanolis (7), 20
mM 1,4:3,6-dianhidro-D-mannitolas (8), 10 mM 1-oktanolis (9); B: 10 mM 2-amino-1-feniletanolis
(1), 20 mM (+/-)-3-amino-1,2-propandiolis (2), 20 mM 2-amino-1,3-propandiolis (3)

AnalogiSkai tirta ADH IIG aktyvumo priklausomybé nuo pH kaip mediatorius naudojant
DHDMP (34 pav.) ir ABTS katijon-radikalus (35 pav.).
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34 pav. ADH IIG aktyvumo priklausomybé nuo pH su alkoholiais naudojant kaip mediatoriy
DHDMP. Eksperimento salygos: (A-B) - 50 mM Tris/HCI buferinis tirpalas; 100 uM DHDMP™; A: 20
mM 2-amino-1,3-propandiolis (1), 20 mM 2-propanolis (2), 25 mM glicerolis (3); B: 10 mM (2S,3S)-
(+)-2,3-butandiolis (1), 250 uM 1-oktanolis (2), 20 mM (+/-)-3-amino-1,2-propandiolis (3), 1.25 mM
(+/-)-3-chloro-1,2-propandiolis (4), 108 mM etanolis (5), 20 mM izobutanolis (6), 2.5 mM 1,2-
propandiolis (7)
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Varpo formos aktyvumo priklausomybés nuo pH gautos oksiduojant ADH IIG alkoholio
dehidrogenaze 2-amino-1,3-propandiolj, 2-propanolj ir glicerolj (34 pav., A), naudojant kaip mediatoriy
DHDMP™. Optimalios pH reik§més, 2-amino-1,3-propandioliui stebimos pH intervale 8,5-9,5, 2-
propanoliui 7,0-8,5 ir gliceroliui 8,0-8,5. Naudojant (2S,3S)-(+)-2,3-butandiolj, 1-oktanolj, (+/-)-3-
amino-1,2-propandiolj, (+/-)-3-chloro-1,2-propandiolj, etanolj, izobutanolj, 1,2-propandiolj kaip

substratus gauta, kad fermento aktyvumas didéja Sarméjant buferiniam tirpalui (34 pav. B).
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35 pav. ADH IIG aktyvumo priklausomybé nuo pH su alkoholiais naudojant kaip mediatoriy
ABTS". Eksperimento salygos: (A-B) - 50 mM Tris/HCI buferinis tirpalas; 40 uM ABTS™; A: 10 mM
(+/-)-3-chloro-1,2-propandiolis (1), 20 mM 2-propanolis (2), 10 mM glicerolis (3), 10 mM (2S,3S)-(+)-
2,3-butandiolis (4); B: 20 mM (+/-)-3-amino-1,2-propandiolis (1), 10 mM 2-amino-1,3-propandiolis (2),
13.5 mM izobutanolis (3), 108 mM etanolis (4), 10 mM 1-oktanolis (5), 10 mM 1,2-propandiolis (6)

I$ 35 pav., A matyti, kad oksiduojant (+/-)-3-chloro-1,2-propandiolj, (2S,3S)-(+)-2,3-butandiolj
ADH 1IIG alkoholio dehidrogenaze ir kaip mediatoriy naudojant ABTS™, optimalios pH reik§més yra
panasios ir stebimos pH intervale 7,0-9,0. Maksimalus aktyvumas labiau $arminiame buferiniame tirpale
stebimas, kai ADH IIG oksiduoja glicerolj, o 2-propanolis geriau oksiduojamas rugstiniame pH ir
maksimalus aktyvumas stebimas pH intervale 6,0-7,0 (35 pav., A). Maksimalus fermento aktyvumas
buvo stebimas $arminiame pH intervale, kai oksiduojami (+/-)-3-amino-1,2-propandiolis, 2-amino-1,3-
propandiolis, izobutanolis, etanolis, 1-oktanolis, 1,2-propandiolis (35 pav., B). I§ gauty rezultaty matyti,

kad Sarmin¢je pH srityje, pK, reikSmeés substratams yra panasios, i§skyrus 1-oktanol;j ir 1,2-propandiol.
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3.2. Spektrofotometriniai lakazés L.95 katalizuojamy virsmy tyrimai

3.2.1. Spektrofotometriniai lakazés 195 katalizuojami substraty oksidacijos tyrimai

Tirta ABTS ir FERO oksidacija katalizuojama L95 lakazés skirtinguose buferiniuose tirpaluose
(36 pav.). Spektrofotometriskai registruojant ABTS ir FERO sugerties kitimg esant 414 nm bangos
ilgiui, bei 420 nm bangos ilgiui atitinkamai, naudojant skirtingas substrato koncentracijas, gautos
sugerties kitimo laike kreivés. IS jy paskaiCiuoti pradiniai reakcijy greiciai aproksimuojant kinetines

kreives tiesés lygtimi ir gautos pradiniy reakcijos greiiy (Vo) priklausomybés nuo substrato

koncentracijy.
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36 pav. Pradinio reakcijos grei¢io priklausomybés nuo ABTS (A) ir FERO (B) koncentracijy, reakcija
katalizuojant L95 lakaze. Eksperimento sglygos: 50 mM acetatinis buferinis tirpalas (1) pH 5,5; 50 mM
fosfat-citratinis (2) buferinis tirpalas pH 5,5; 25 °C; 0,21 nM L95

Tiriant pradinio reakcijos grei¢io priklausomybe nuo substrato koncentracijos, gautos
hiperbolinés kreivés, kurias galima apraSyti Michaelio-Menten lygtimi (36 pav.). Pagal Sig lygt] i$
eksperimentiniy reakcijos grei¢io priklausomybiy nuo ABTS ir FERO koncentracijy, nustatytos
tariamosios Ky bei Vmax reikSmeés, bei apskaiciuotos oksidacijos ir katalitinés konstantos. Kinetiniy
parametry reik§més gautos acetatiniame ir fosfat-citratiniame buferiniuose tirpaluose skiriasi. ABTS ir
FERO oksidacija katalizuojant L95 lakaze oksidacinés konstantos atitinkamai lygios acetatiniame
buferiniame tirpale 6,8+0,4 ir 0,17+0,06, o fosfat-citratiniame buferiniame tirpale 14,7£1,4 ir 0,53+0,05
uM?s? (8 lentelé).
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8 lentelé. Grybine L.95 lakaze katalizuojamy substraty oksidacijos kinetiniy parametry reikSmeés

Substratai Buferinis Km, pM Vinaxe BIM/s  Koks, pM's™ Kiat S
tirpalas

ABTS Acetatinis 21+1 0.03+0.001 6.8+0.4 14345

Fosfat-citratinis 13+1 0.04+0.001 14.7+1.4 19143

FERO Acetatinis 20104450 0.072+0.006 0.17+0.06 343+28

Fosfat-citratinis 405+38 0.045+0.001 0.53+0.05 21445

IS gauty rezultaty matyti, kad oksidacinés konstantos, naudojant FERO yra Zymiai mazesnés,

lyginant su oksidacinémis konstantomis, gautomis naudojant ABTS.

3.2.2. pH jtaka L95 aktyvumui

Tirtas pH poveikis 195 lakazés aktyvumai su ABTS ir FERO (37 pav.). Aktyvumo
priklausomybei nuo pH nustatyti buvo pasirinktas pH intervalas 2,5 — 8,0. 37 pav. pateiktos ABTS (A) ir
FERO (B) aktyvumo priklausomybés nuo buferiniy tirpaly pH. Varpo formos aktyvumo priklausomybé
nuo pH gauta oksiduojant ABTS lakaze L95 (37 pav., A). IS 37 pav., A matyti, kad naudojant acetatinj
buferinj tirpala su ABTS maksimalus aktyvumas stebimas 5,5 — 6,0 pH intervale. Ta¢iau naudojant
fosfat-citratinj buferinj tirpalg didziausias aktyvumas stebimas, esant pH 2,5. Naudojant FERO kaip
substratg gauta, kad aktyvumas didéja riigStéjant buferiniam tirpalui ir didziausias aktyvumas

pasiekiamas esant pH 2,5 — 3,5 (37 pav., B).
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37 pav. L95 aktyvumo priklausomybeé nuo pH. Eksperimento salygos: 100 uM ABTS (A), 10
mM FERO (B); (A-B) - 50 mM acetatinis buferinis tirpalas (1), 50 mM fosfat-citratinis buferinis tirpalas
(2) ;0,21 nM L95 (1-2)
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3.3. Tyrimai deguoniniu elektrodu

3.3.1. L95 lakazés katalizuojamy virsmy tyrimai deguoniniu elektrodu

Tirta FERO oksidacija, katalizuojama 195 lakaze. Naudojant deguoninj elektroda buvo
registruojamas srovés kitimas reakcijos metu. Gautos srovés kitimo kreivés laike (38 pav., A),
perskaiciuotos j deguonies sunaudojimo Kinetines kreives, priimant, kad deguonies soties koncentracija
lygi 250 uM. IS deguonies sunaudojimo kreiviy buvo paskaiCiuotas pradinis reakcijos greitis (38 pav.,
B) bei sunaudoto deguonies koncentracijos priklausomybé nuo FERO koncentracijos (38 pav., C).
Pradinis deguonies sunaudojimo greitis skai¢iuotas aproksimuojant kinetines kreives tiesés lygtimi ir
gautos pradiniy reakcijos greiciy (Vo) priklausomybés nuo FERO koncentracijos (38 pav., B).
Nustatytos Ky ir V max reik§més, kurios atitinkamai lygios 37062 uM ir 0.9+£0.07 uM/s.
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38 pav. Deguonies koncentracijos Kitimas, esant skirtingoms FERO koncentracijoms (A), sunaudoto
deguonies pradinio reakcijos grei¢io priklausomybé nuo FERO koncentracijos (B) ir sunaudoto
deguonies priklausomybé nuo FERO koncentracijos (C). Eksperimento salygos: (A-B) - 50 mM fosfat-
citratinis buferinis tirpalas pH 5,5; 10 mM glicerolio, 62 nM L95
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Tiriant deguonies sunaudojimo pradinio greiCio priklausomybe nuo FERO koncentracijos gauta,

kad didinant substrato koncentracija deguonies sunaudojimo greitis didéja hiperboliskai (38 pav., B). O
1 mM FERO suoksiduoti reikia 250 uM deguonies.

Naudojant ABTS buvo tirta pradinio reakcijos grei¢io priklausomybé nuo lakazés

koncentracijos (39 pav.). IS kurios matyti, kad pradinis reakcijos greitis tiesiai proporcingas fermento

koncentracijai (39 pav., B). Remiantis $iais rezultatais pasirinkta fermenty koncentracija tolimesniems

tyrimams.
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39 pav. Deguonies koncentracijos Kitimas, esant skirtingoms FERI koncentracijoms (A) ir
sunaudoto deguonies pradinio reakcijos grei¢io priklausomybé nuo L95 koncentracijos oksiduojant
ABTS (B). Eksperimento sglygos: 500 uM ABTS

Naudojant deguoninj elektrodg buvo registruojamas deguonies koncentracijos Kitimas esant
skirtingoms ABTS koncentracijoms. Gautos deguonies sunaudojimo kitimo kreivés laike (40 pav., A). I§
kuriy paskaiciuoti pradiniai reakcijy greiciai ir gauta pradiniy reakcijos greiciy (Vo) priklausomybé nuo
ABTS koncentracijos (40 pav., B), bei nustatyti kinetiniai Ky = 310.9+£60.1 uM ir Vma = 2.37£0.15
uM/s parametrai. I$ gauty deguonies koncentracijos Kitimo kreiviy paskaic¢iuota deguonies kiekis

reikalingas oksiduoti skirtingas ABTS koncentracijas (40 pav., C).
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40 pav. Deguonies koncentracijos kitimas, esant skirtingoms ABTS koncentracijoms (A),

sunaudoto deguonies pradinio reakcijos greiCio priklausomybé nuo ABTS koncentracijos (B) ir

sunaudoto deguonies priklausomybé nuo ABTS koncentracijos (C). Eksperimento salygos: (A-C) - 124

nM L95, kitos sglygos kaip 38 pav.
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3.3.2. Alkoholio oksidacijos katalizuojamos ADH 11G, kai ADH oksiduojantis

mediatorius yra regeneruojamas schema

Alkoholio dehidrogenazé katalizuoja reakcijas, kuriose dalyvauja du substratai. Oksiduota

alkoholio dehidrogenazés forma katalizuoja alkoholio oksidacijg, kurios metu susidaro alkoholio

oksidacijos produktas, redukuojantis ADH. Redukuota fermento forma oksiduoja mediatoriy (antra

substratg) iki mediatoriaus redukcijos produkto. Tokias reakcijas galima pavaizduoti sekanciomis

lygtimis:

kred
S1+ ADHys — P1 + ADHq (@)
koks
S2 (Moks) + ADHred — P2 (Mred) + ADHoks (2)

kur ADHos, ADHeq — atitinkamai oksiduota ir redukuota ADH formos, P1 — alkoholio

oksidacijos produktas, P2 — mediatoriaus redukcijos produktas, S1 — alkoholis , S2 — mediatorius.

Lakazé sgveikauja su deguonimi oksiduodama jj iki vandens. Toliau oksiduota lakazés forma

saveikauja su mediatoriaus redukcijos produktu oksiduodama jj iki oksiduotos mediatoriaus formos.

Siuos procesus galima aprasyti 3 — 4 lygtimis:

koks
I—red + OZ g I—oks + HZO (3)
kred
I—oks+ P2 (Mred) — I—red +S2 (Moks) (4)

Kur Loks, Lred — oksiduota ir redukuota lakazés formos, P2 — mediatoriaus redukcijos produktas,

S2 — mediatorius.

Siuos 1-4 lygtimi apraSytus virsmus galima pavaizduoti sekan¢ia shema pateikta 41 pav.

Lakazé, .

| X B X | (Mrﬂ”X X :
Pl ADH S2 (Moks) Lakazé, 0,

41 pav. Alkoholio oksidacijos katalizuojamos ADH 11G schema, kai ADH oksiduojantis mediatorius

(S2) yra regeneruojamas lakaze, dalyvaujant deguoniui
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Norint patikrinti ar pavaizduota 41 pav. schema veikia, buvo naudotas deguoninis elektrodas ir
sekamas deguonies kitimas vykstant katalitiniams procesams.

Remiantis pasitlyta biokonversijos schema buvo atlikta eilé eksperimeny naudojant deguoninj
elektroda. Kadangi spektrofotometriskai iy virsmy negalima stebéti, nes paprastai vykstancios rekacijos
buvo sekamos pagal mediatoriaus oksidacijg ar redukcija. IS biokonversijos schemos matyti, kad
vykstant mediatoriaus regeneravimui, jo koncentracija tirpale praktiSkai nekinta, t.y.
spektrofotometriskai sugerties kitimas (vykstant mediatoriaus oksidacijai ir redukcijai) nebus stebimas.
Fermenty (L95 ir ADH I1G) bei mediatoriy koncentracijos buvo parinktos i$ ankstesniy tyrimy. Parinkta
nedidelé mediatoriaus koncentracija, 0 ADH IIG fermento koncentracija naudojama didelé, nes ADH

I1G katalizuojamos alkoholiy oksidacijos bei mediatoriy redukcijos konstantos néra didelés.

3.3.3. Alkoholio biokonversijos sistemos tyrimai deguoniniu elektrodu

Tirta kaip deguonies sunaudojimo pradinis greitis priklauso nuo FERI koncentracijos, Kali
reakcijos miSinyje yra 10 mM glicerolio, 137 nM. ADH IIG, 62 nM L95 (42 pav.). Gauta, kad didinant
substrato koncentracijg deguonies sunaudojimo greitis didéja. Gauta hiperboliné pradinio reakcijos
greicio priklausomybé nuo FERI koncentracijos pateikta 42 pav., B. Nustatytos tariamosios Ky bei Viax
reik§més, kurios lygios Ky=58.5+16.1 uM ir Vinax=0.37+0.026 uM/s.
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42 pav. Deguonies koncentracijos Kitimas laike, esant skirtingoms FERI koncentracijoms (A) ir
sunaudoto deguonies pradinio reakcijos greicio priklausomybé nuo FERI koncentracijos (B).
Eksperimento salygos: (A-B) - 50 mM fosfat-citratinis buferinis tirpalas pH 5,5; 10 mM glicerolio, 137
nM. ADH IIG, 62 nM L95
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Matuojant deguonies sunaudojimg esant skirtingoms glicerolio ir 1,2-propandiolio
koncentracijoms, buvo gautos kinetinés deguonies sunaudojimo kreivés, kurios pateiktos pav. 43, 45. 1§
kuriy paskai¢iuoti sunaudotos deguonies priklausomybés nuo substraty koncentracijy.

Imtas skirtumas tarp pradinés deguonies koncentracijos ir galutinés, tokiu biidu fiksuojant, kiek

deguonies buvo sunaudota FERO oksidacijos metu.
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43 pav. Deguonies koncentracijos kitimas, naudojant FERO kaip mediatoriy ir skirtingas
glicerolio koncentracijas (A) ir sunaudoto deguonies priklausomybé nuo glicerolio koncentracijos (B).

Eksperimento salygos: (A-B) - 0,1 mM FERO, kitos sglygos kaip 42 pav.

Tiriant deguonies sunaudojimag vykstant ADH I1G katalizuojamai glicerolio oksidacijai bei L95
lakazés katalizuojamai FERO regeneracijai pastebéta, kad ne visas deguonis yra sunaudojamas,
naudojant dideles (1 mM) glicerolio koncentracijas. Todél norint iSaiskinti dél kokiy priezas¢iy proceso
metu deguonis néra pilnai sunaudojimas buvo atlikti tolimesni tyrimai.

Pirmiausia buvo patikrinta ar regeneracijos proceso metu naudojama pakankama FERO
koncentracija, papildomai pridedant j sistemg FERO (44 pav.). I$ gauty rezultaty matyti, kad FERO

pridéjimas proceso nejtakoja, o tik duoda atsaka biidingg Siai FERO koncentracijai.
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44 pav. ADH I1IG inhibicija.

Tada papildomai buvo pridéta ADH IIG. IS 44 pav. matyti, kad reakcijos metu jdéjus ADH IIG
deguonis iki galo susinaudojo. Tod¢l galime teigti, kad proceso metu ADH IIG yra inaktyvuojama. Yra
zinoma, kad glicerolio oksidacijos produktu gali biti dihidroksiacetonas arba gliceraldehidas, todel buvo
pabandyta patikrinti koks junginys susidaro ir ar susidarantis junginys neveikia fermento aktyvumo.
Buvo pabandyta j reakcijos miSinj pridéti 1,3-dihidroksiacetono ir jo dimero, nes 1,2-dihidroksiacetonas
yra nestabilus. Gauti rezultatai parodé, kad Sie junginiai regeneracijos procesg nejtakoja. Tada j reakcijos
misinj buvo pridéta 2,4-dinitrofenilhidrozino ir buvo gautas geltonos spalvos tirpalas. Tai reiSkia, kad

proceso metu greiciausiai susidaro aldehidas, kuris proceso metu veikia fermenta.
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45 pav. Deguonies koncentracijos kitimas, naudojant FERO kaip mediatoriy ir skirtingas 1,2-
propandiolio koncentracijas (A) ir sunaudoto deguonies priklausomybé nuo 1,2-propandiolio
koncentracijos (B). Eksperimento salygos: (A-B) - 50 mM fosfat-citratinis buferinis tirpalas pH 5,5; 62
nM L95, kitos salygos kaip 42 pav.
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IS 45 pav. matyti, kad esant mazoms substraty koncentracijoms, deguonies koncentracijos
kitimas vyksta Iétai, bet greitéja didinant substrato koncentracija.

Kaip ir ankstesniy tyrimy metu norint suzinoti kiek buvo sunaudota deguonies DHDMP™
redukcijos metu, i§ deguonies sunaudojimo kreiviy (46, 47 pav., A) buvo paskaitiuota sunaudoto

deguonies priklausomybé nuo glicerolio (46 pav., B) ir 1,2-propandiolio koncentracijy (47 pav., B).
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46 pav. Deguonies koncentracijos kitimas, naudojant DHDMP™ kaip mediatoriy ir skirtingas glicerolio
koncentracijas (A) ir sunaudoto deguonies priklausomybé nuo glicerolio koncentracijos (B).
Eksperimento salygos: (A-B) - 100 uM DHDMP™, kitos salygos kaip 42 pav.

Skai¢iavimams buvo imtas skirtumas tarp pradinés deguonies koncentracijos ir galutinés. Tokiu

biidu buvo fiksuojama, kiek deguonies sunaudota oksidacijos metu.
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47 pav. Deguonies koncentracijos kitimas, naudojant DHDMP™ kaip mediatoriy ir skirtingas 1,2-
propandiolio koncentracijas (A) ir sunaudoto deguonies priklausomybé nuo 1,2-propandiolio

koncentracijos (B). Eksperimento salygos: (A-B) - 100 uM DHDMP™, kitos salygos kaip 42 pav.
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Tokiomis paciomis salygomis, kaip FERO atveju, buvo matuojamos deguonies sunaudojimo
priklausomybés esant skirtingoms glicerolio (48 pav.) ir 1,2-propandiolio (49 pav.) koncentracijoms,
naudojant ABTS. Matavimai atlikti nuo 10 iki 1000 uM substraty koncentracijos intervale.

Buvo gautas deguonies koncentracijos kitimas laike naudojant skirtingas glicerolio (48 pav., A) ir
1,2-propandiolio (49 pav., A) koncentracijas. I§ kuriy paskaiciuotos sunaudotos deguonies

priklausomybés nuo substraty koncentracijy (48, 49 pav., B).
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48 pav. Deguonies koncentracijos kitimas, naudojant ABTS kaip mediatoriy ir skirtingas glicerolio
koncentracijas (A) ir sunaudoto deguonies priklausomybé nuo glicerolio koncentracijos (B).

Eksperimento salygos: (A-B) - 100 uM ABTS, kitos sglygos kaip 42 pav.
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49 pav. Deguonies koncentracijos kitimas, naudojant ABTS kaip mediatoriy ir skirtingas 1,2-
propandiolio koncentracijas (A) ir sunaudoto deguonies priklausomybé nuo 1,2-propandiolio
koncentracijos (B). Eksperimento salygos: (A-B) - 100 uM ABTS, kitos salygos kaip 42 pav.
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Lyginant sunaudoto deguonies priklausomybes nuo alkoholio koncentracijos, kai naudojami
skirtingi mediatoriai, galima pastebéti, kad oksiduojant glicerolj deguonies sunaudojimas yra zymiai
mazesnis naudojant ferocianidg (50 pav., A). I§ gauty priklausomybiy matome, kai naudojami ABTS ir
DHDMP™, oksiduojant glicerolj, proceso metu sunaudojama daugiau deguonies, nei FERO atveju (50
pav., A). Taciau, oksiduojant 1,2-propandiolj, matyti, kad daugiausiai deguonies sunaudojama, kai
reakcijos metu naudojamas FERO (50 pav., B). Tai pat i§ 50 pav., B matyti, kad sunaudoto deguonies
priklausomybés nuo 1,2-propandiolio, naudojant DHDMP™ ir ABTS Kaip mediatorius, yra panasios.
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50 pav. Sunaudoto deguonies priklausomybé nuo glicerolio (A) ir 1,2-propandiolio koncentracijy (B).
Eksperimento salygos: (A-B) - 100 pM FERO, 100 uM DHDMP™, 100 uM ABTS, kitos salygos kaip
42 pav.

Pasitlyta alkoholio oksidacijos katalizuojamos ADH 11G, kai ADH oksiduojantis mediatorius

yra regeneruojamas sistema veikia. Taciau tai tik pradiniai tyrimai ir norint jg pritaikyti praktiskai, reikia

atlikti tolimesnius tyrimus, parenkant optimalias sglygas.
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APIBENDRINIMAS

Istirtas ADH IIG alkoholio dehidrogenazés reaktingumas su jvairiais alkoholiais bei skirtingais
mediatoriais. Gautos tariamyjy Km iIr Vmax reik8més, ir paskaiCiuotos katalitinés ir oksidacinés
konstantos. Nustatyta, kad geriausias substratas ADH I1G yra 1,2-propandiolis. Pastebéta, kad amino ar
kity grupiy jvedimas jtakoja kinetinius parametrus.

Nustatyti alkoholiy oksidacijos ir mediatoriy redukcijos, katalizuojamos ADH 1IG, kinetiniai
parametrai. Gautos tariamyjy Ky ir Vimax reikSmeés, ir paskai¢iuotos katalitinés ir oksidacinés konstantos.
Redukuotos ADH 1IG reakcijos su ABTS™ oksidacijos konstanty reik§més didesnés, lyginant su
konstanty reik§mémis gautomis su FERI ir DHDMP™.

Istirtas pH poveikis ADH IIG aktyvumui su skirtingais alkoholiais. Pastebéta, kad pH
aktyvumui turi jtakos ne tik buferinio tirpalo pH, bet ir naudojamas mediatorius.

Skirtingais metodais istirtos L95 katalizuojamos substraty oksidacijos reakcijos pradinio greicio
priklausomybés nuo ABTS ir FERO koncentracijy, skirtinguose buferiniuose tirpaluose. Rezultaty
analizei pritaikius Michaelio-Menten lygtj, gautos tariamyjy Km ir Vimax reikSmeés, ir paskaiciuotos
katalitinés ir oksidacinés konstantos.

Gautos L95 katalizuojamos ABTS ir FERO oksidacijos reakcijos pradiniy greiciy
priklausomybés nuo buferiniy tirpaly pH. Pastebéta, kad reakcijos greitj gali jtakoti ne tik buferinio
tirpalo pH, bet ir jo komponentai.

Naudojant deguoninj elektrodg istirtos deguonies sunaudojimo pradinio reakcijos grei¢io
priklausomybés nuo lakazes, FERO ir ABTS substraty koncentracijy.

Naudojant deguoninj elektrodg tirtas deguonies sunaudojimas vykstant ADH 11G katalizuojamai
glicerolio ir 1,2-propandiolio oksidacijai bei L95 lakazés katalizuojamai mediatoriaus (antrojo qQADH
substrato) regeneracijai. IStirtos deguonies sunaudojimo priklausomybés nuo glicerolio ir 1,2-
propandiolio koncentracijy naudojant skirtingus mediatorius. Pastebéta, kad naudojant FERO kaip antrg

substratg su gliceroliu, deguonis néra iki galo sunaudojama kaip 1,2-propandiolio atveju.
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