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Wstep

Asymetryczna redukcja ketondw jest jedna z najwazniejszych
i praktycznych reakcji stosowanych w produkcji nieracemicznych
chiralnych alkoholi, ktére moga by¢ nastepnie transformowane
podczas syntezy do waznych przemystowo zwiazkéw chemicz-
nych, tj. farmaceutykdw czy agrochemikaliéw. Redukcja ketonéw
moze odbywac si¢ na drodze chemicznej oraz biologicznej. Stra-
tegia oparta na metodach biologicznych polega na wykorzystaniu
niefotosyntetyzujacych i heterotroficznych mikroorganizméw lub
wyizolowanych z nich enzyméw [1].

Sinice stanowia zréznicowana grupe prokariotéw, zasiedlajacych
$rodowisko wodne na catym $wiecie, charakteryzuja sie¢ mozliwoscia-
mi przystosowania do rozwoju w réznych zbiornikach wodnych [2,
3]. Sa najstarszymi tlenowymi organizmami fotosyntetyzujacymi, pro-
dukujacymi zwiazki organiczne, korzystajac z nieorganicznego zrédta
wegla — CO,, wykorzystujac energie $wiatta stonecznego w procesie
reduktywnego wtaczania CO, w swoje szlaki metaboliczne.

Zainteresowanie cyjanobakteriami wzrosto ze wzgledu na poten-
cjalne zastosowanie w biotechnologii. Sg bogatym zrédtem zwiazkéw
biologicznie czynnych, dlatego uznaje si¢ je za jedng z najbardziej obie-
cujacych grup organizméw do ich produkcji [4, 5]. Metabolity wtérne
sinic obejmuja zwiazki przeciwbakteryjne [6], przeciwgrzybowe [7],
przeciwwirusowe [8], przeciwnowotworowe [9], immunosupresyjne
[10] oraz algicydy [I1].

W ostatnich latach opublikowano wiele prac na temat mozliwosci
zastosowania autotroficznych mikroorganizméw jako biokatalizatorow
w procesie redukgiji aldehydéw i ketonéw [12]. Interesujacy przyktad
stanowi szczep Synechococcus sp. wykazujacy zdolnosé do redukgiji li-
monenu [13], enonéw [14], acetofenonu oraz jego pochodnych [15]
do odpowiednich alkoholi z wysoka stereospecyficznoscia.

Celem przeprowadzonych badan byfo zbadanie, ktére szczepy
cyjanobakterii wykazuja zdolnos$¢ do redukgji f-ketoalkilofosfonianu.
Prezentowane badania stanowig pierwsze doniesienie o efektywnym
wykorzystaniu fototroficznych mikroorganizméw jako biokataliza-
toréow w produkgji chiralnego estru kwasu 2-hydroksyalkilofosfono-
wego. Warto podkresli¢, ze sinice s3 stosunkowo rzadko stosowane
w biokatalizie ze wzgledu na trudnosci w ich hodowli oraz brak wiedzy
na temat stereochemicznej kontroli katalizowanych reakg;ji.

Czes¢ eksperymentalna

Materialy i metody
Substrat — 2-oksopropanofosfonian dietylu zostat zsyntezowany
wg procedury opisanej w [16].

Mikroorganizmy

Badane szczepy Arthrospira maxima (CCALA 027), Geitlerinema
sp. (CCALA 138), Leptolyngbya foveolarum (CCALA 076), Nodularia
sphaerocarpa (CCALA 114), Nostoc cf-muscorum (CCALA 129) oraz
Synechococcus bigranulatus (CCALA 187) pochodzity z Kolekgji Kultur
Organizmoéw Autotroficznych (CCALA) Instytutu Botaniki, Czeskiej
Akademii Nauk.
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Warunki hodowli

Akseniczne hodowle badanych szczepéw sinic prowadzono w kol-
bach Erlenmayera (250 mL) zawierajacych 100 mL odpowiedniego
podtoza. Hodowle szczepow Geitlerinema sp., Leptolyngbya foveolarum,
Nodularia sphaerocarpa oraz Synechococcus bigranulatus prowadzono
na podiozu BG-1 I, ktére przygotowano wg procedury opisanejw [17],
Nostoc cf-muscorum na podtozu BG-11 bez NaNO,, za$ Arthrospira
maxima na podtozu do hodowli rodzaju Spirulina przygotowanym wg
procedury opisanej w [I8]. Hodowle sinic inkubowano w temp. 25°C
w warunkach stacjonarnych, przy ciagtym naswietlaniu, ktére zapew-
niata $wietléwka fluorescencyjna (Power-Glo, 8W, Hagen). Podczas za-
ktadania hodowli oraz prowadzenia do$wiadczen zachowano sterylne
warunki pracy.

Procedura biotransformacji

Do 3-tygodniowej hodowli badanego szczepu sinic, dodano
| mM 2-oksopropanofosfonianu dietylu (20 uL). Tak przygotowany
uktad doswiadczalny inkubowano przez 7 dni, temp. 25°C w warun-
kach stacjonarnych, przy ciagtym naswietlaniu hodowli. Po tym cza-
sie zawiesine komorek odwirowano (4500 rpm, 20 min), a uzyskany
supernatant ekstrahowano dwukrotnie octanem etylu. Otrzyma-
na frakcjg organiczna suszono bezwodnym MgSO, i odparowano
pod zmniejszonym ci$nieniem na rotacyjnej wyparce prézniowej
(IKA® RV 0digital).

Eksperyment kontrolny przeprowadzono w medium hodowlanym
bez komorek sinic, z dodatkiem substratu. Doswiadczenie prowadzo-
no i zakonczono analogicznie jak w przypadku wiasciwych proceséw
biotransformaciji z zastosowaniem komorek sinic. W tym przypadku
nie obserwowano redukgji substratu.

Uzyskana mieszaning substratu oraz produktu — 2-hydroksypro-
panofosfonianu dietylu analizowano za pomoca spektroskopii magne-
tycznego rezonansu jadrowego (*'P NMR): 2-oksopropanofosfonian
dietylu 'P NMR) & 20.34 ppm; 2-hydroksypropanofosfonian dietylu
('P NMR) 6 30.60 ppm. Widma NMR zostaly zarejestrowane na apa-
racie Bruker Avance DRX300 dziafajacym przy 300 MHz, pomiary wy-
konano w CDClI, (99,5% D) w temp. 298 K.

Czystoé¢ optyczna produktu okreslono na podstawie widm 3'P
NMR mieszanin poreakcyjnych z dodatkiem chininy jako chiralnego
dyskryminatora [19].

Omoéwienie wynikow

W pracy przedstawiono wstepne badania, majace na celu okre-
$lenie mozliwosci zastosowania w produkgji -hydroksyfosfonianéw
mikroorganizméw fotoautotroficznych.

Eksperymenty rozpoczeto od wykonania badan przesiewowym,
ktorych wynik pozwolit na wskazanie szczepéw sinic wykazujacych
zdolnos¢ do redukcji ketofosfoniandw.
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Rys. |. Schemat redukcji 2-oksopropanofosfonianu dietylu
do 2-hydroksypropanofosfonianu dietylu z zastosowaniem
biokatalizatora
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Ze wzgledu na trudnosci w hodowli oraz utrzymaniu aksenicz-
nosci hodowli sinic, mikroorganizmy te sa stosunkowo rzadko sto-
sowane w biokatalizie. Obecnos$¢ niepozadanych organizméw moze
prowadzi¢ do btednych lub sprzecznych wynikéw oraz wnioskow.
Dlatego istotne jest przestrzeganie warunkéw sterylnej pracy z ho-
dowlami cyjanobakterii. W prowadzonych badaniach wykorzystano
czyste kultury sinic, co potwierdzaty wykonane posiewy na zestalo-
nym agarem podtozu BG-11.

W badaniach przesiewowych zostaty wykorzystane akseniczne,
morfologicznie rézne szczepy sinic: jednokomérkowy fotoautotroficz-
ny szczep Synechococcus bigranulatus, fotoheterotroficzny szczep pro-
dukujacy heterocysty — Nostoc cf-muscorum oraz nitkowate szczepy
Nodularia sphaerocarpa, Arthrospira maxima, Leptolyngbya foveolarum,
Geitlerinema sp. Wsréd badanych sinic znalazty sig szczepy z rodzaju
Synechococcus oraz Nostoc, ktérych zdolnos¢ do redukciji prostych ke-
tonéw potwierdzaja dane literaturowe [15, 20].

Procesy metaboliczne sinic zaleza m.in. od natezenia $wiatta sto-
necznego. Podczas hodowli oraz biotransformacji zastosowano cia-
gte naswietlanie hodowli, poniewaz redukcja egzogennie dodanych
ketonéw w hodowli sinic zalezy od fotosyntetycznej aktywnosci
szczepu [21]. Dane literaturowe wskazuja, ze sinicowe enzymy za-
angazowane w reakcje redukgji s3 zalezne od koenzymu — fosforanu
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADP). NADPH, czyli
zredukowana forma tego koenzymu pochodzaca z fotosyntezy, moze
zosta¢ wykorzystana do redukcji egzogennego ketonu i produkcji od-
powiedniego alkoholu [21].

1 (ppem}
Rys. 2. Widma *'P NMR mieszaniny poreakcyjnej (z dodatkiem
chininy; 6 20.34 ppm 2-oksopropanofosfonian dietylu oraz 6 30.60
ppm 2-hydroksypropanofosfonian dietylu) otrzymanej w procesie
biotransformacji z zastosowaniem szczepu Nodularia sphaerocarpa
jako biokatalizatora

Badania przesiewowe wykazaty, ze tylko dwa, sposréd szesciu
szczepow zdolne s3 do redukcji dodanego zwiazku. 7-dniowa inku-
bacja 2-oksopropanofosfonianu dietylu w hodowli Arthrospira maxima
oraz Nodularia sphaerocarpa skutkowata otrzymaniem odpowiedniego
2- hydroksypropanofosfonianu dietylu. Stopien przereagowania sub-
stratu (okreslony na podstawie widm 3'P NMR) wyniést odpowiednio
26,4% oraz 12,9%, zas czysto$¢ optyczna produktu wyniosta ponad
99%. W przypadku pozostatych szczepdw sinic nie obserwowano po-
zadanego produktu, co moze by¢ spowodowane stabg aktywnoscia
fotosyntetyczna danego szczepu w ustalonych warunkach doswiad-
czenia. Ponadto szczepy Leptolyngbya foveolarum oraz Geitlerinema sp.
wykazujg wzrost w postaci warstwy biomasy, ktéra osiada na dnie,
co moze dodatkowo wptywa¢ na ograniczony kontakt substratu z ko-
morkami sinic w warunkach stacjonarnych.

Podsumowanie i wnioski

Wykonane badania przesiewowe wskazuja, iz sposréd anali-
zowanych morfologicznie réznych szczepéw cyjanobakterii, tylko
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nitkowate szczepy Arthrospira maxima oraz Nodularia sphaerocarpa
sa obiecujacymi biokatalizatorami w reakgcji redukgji substratu. Za-
stosowane warunki hodowli i biokonwersji pozwolity w przypadku
hodowli szczepu Arthrospira maxima na otrzymanie pozadanego
produktu — stopien przereagowania substratu wyniost 26,4% Niz-
sz3 wartos$¢ stopnia przereagowania substratu — 12,9% otrzymano
w przypadku zastosowania hodowli szczepu Nodularia sphaerocar-
pa. Zaréwno szczepy z rodzaju Nodularia jak i Arthrospira sa mikro-
organizmami zasiedlajacymi rézne srodowiska. Podobnie jak inne
szczepy sinic, powszechnie wystepujace w $wiecie, maja rozwinig-
ty mechanizm przetrwania w warunkach ograniczonej dostepnosci
sktadnikéw odzywczych.

Zastosowanie w procesie biotransformaciji szczepdw Leptolyngbya
foveolarum oraz Geitlerinema sp., czyli szczepéw charakteryzujacych sig
wzrostem w postaci warstwy komérek osiadajacej na dnie, nie pozwo-
lito na uzyskanie pozadanego produktu.

Przeprowadzone badania przesiewowe pozwolity wskaza¢ szcze-
py cyjanobakterii zdolne do redukcji prostego f3- ketoalkilofosfonia-
nu dietylu. Ponadto zastosowanie organizméw fotosyntezujacych
jako biokatalizatora wzbogacito wiedze dotyczaca mozliwosci za-
stosowania tej grupy mikroorganizméw w procesie otrzymywania
[3-hydroksyalkilofosfonianow.

Praca finansowana w ramach Projektu ,Biotransformacje uzyteczne w przemysle
farmaceutycznym i kosmetycznym” nr POIG.01.03.01-00-158/09-07, wspot-
finansowanego ze $rodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego
w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka 2007-2013.
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Nowa metoda diagnostyki malarii

Naukowcy z Rice University opracowali szybki, mato inwazyjny
test do wykrywania malarii, ktéry uzywa lasera, eliminujac koniecz-
no$¢ pobrania krwi. Metoda jest bardzo obiecujaca — przede wszyst-
kim tania, szybka, czuta i selektywna. W czasie, gdy klimat sie ociepla
i malaria staje sie coraz bardziej niebezpieczna - skuteczna diagnostyka
ma ogromne znaczenie. Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) wy-
znaczyta sobie cel — odnalezienie skutecznej metody wykrywania ma-
larii. Powinna by¢ ona czufa, specyficzna, minimalnie wolna od btedéw,
prosta w uzyciu, szybka, niezawodna, nie wymagajaca specjalistyczne-
go sprzetu a przede wszystkim dostepna w rejonach wystepowania
malarii. Lista ,,zyczen” wydaje sig zbyt dtuga i nie do spetnienia — jed-
nak naukowcy z Rice University opracowali nowa, rewolucyjng me-
tode diagnostyki malarii — ktéra ma szanse spefni¢ wymagania WHO.
Zarodzce malarii, bytujace w erytrocytach, zawieraja niewielkie ilosci
hemazoiny — krysztatkéw zelaza pozostatych po trawieniu hemoglobi-
ny. Przeptywajaca wiazka lasera w utamku sekundy nagrzewa krysztaty
— tworzg one pecherzyk, ktéry parujac, wyskakuje — zmiana ta jest
wykrywalna dzieki urzadzeniu. Wynalazca nowego urzadzenia — Dmitri
O. Lapotko, przedstawia dodatkowe zalety testu — moze by¢ zasilany
z akumulatora, bedzie mozna go stosowac w niesprzyjajacych warun-
kach — miejscach gdzie trudno o higiene (ma na mysli kraje trzeciego
$wiata) i w goracym klimacie. Zaleta jest takze duza przepustowos¢ i ni-
ski koszt badan, w poréwnaniu do tradycyjnej diagnostyki — za pomoca
sondy $wiatfowodowej skierowanej do palca lub pfatka ucha, mozna
bada¢ jedna osobe co 20 sekund za mniej niz pét dolara! Gdyby nowa
metoda weszta w Zycie, zrewolucjonizowataby diagnostyke malarii.
Obecne, i tak szybkie testy, wymagaja ukiucia w palec, trwaja 15 minut
ze wzgledu na goracy klimat — odczyt moze by¢ niewiarygodny. Ponadto
kosztuja okoto | USD. Test nie zostat jeszcze wyprébowany u chorych
ludzi—przeprowadzono jedynie doswiadczenianamyszach. Test wykry-
wat malarig nawet woéwczas, gdy jedna na milion czerwonych krwinek
zostata zaatakowana przez zarodzca. Wyniki zostaty opisane w badaniu
opublikowanym w Proceedings of the National Academy of Sciences.
Technologia zostafa juz uznana za bezpieczna u zdrowych ludzi. Na-
ukowcy zapowiadaja rozpoczecie préb klinicznych na ludziach z ob-
jawami malarii. (kk)

(http://biotechnologia.pl, 22.01.2014)
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Nano-szpiedzy do diagnostycznych zadan specjalnych

Bardzo waznym wyzwaniem, przed ktérym staje dzisiejsza me-
dycyna jest stworzenie inteligentnych systeméw dostarczania lekow.
Co konkretnie oznacza, ze chcemy, aby leki dziataly tylko w taki spo-
sob, w takim miejscu i w takim czasie, by zapewni¢ pacjentowi bez-
pieczenistwo oraz maksymalng skutecznos¢. Niedawno na tamach cza-
sopisma ,,Nanoscale” ukazat sie artykut $wiadczacy o tym, ze jestesmy
coraz blizej celu: zespét profesora Camerona Alexandra z University
of Nottingham stworzyt unikalng nanoczastke — nosnik, ktéry ujawnia
swoja prawdziwa tozsamos¢ jedynie w odpowiednich warunkach.

Nanoczastka ma forme miceli tworzacej sie automatycznie w $ro-
dowisku wodnym i sktada sie z kilku warstw. Warstwa wewnetrzna
to hydrofobowy rdzen zbudowany z cholesterolowych ogondw,
do ktorych z kolei przyczepiony jest jednoniciowy DNA. Zewnetrzna
warstwa skfada sie z komplementarnej do niego nici DNA zwiazane-
go z resztami glikolu polietylenowego — ten koniec faficucha z racji
swojego hydrofilowego charakteru bedzie skierowany na zewnatrz
nanoczastki. Cato$¢ rozpadnie sie tylko pod wplywem konkretnego
sygnatu — sekwencji komplementarnej do ssDNA warstwy zewnetrz-
nej np. materiatu genetycznego wirusa czy innego patogenu. Wéwczas
nanoczatka odrzuca swoj ,,maskujacy ptaszcz” (zwiazany juz z obcym
kwasem nukleinowym), a odstoniete zostaja wewnetrzne fancuchy
DNA, na ktérych koricach znajduje sie specyficzny ligand. Moze nim
by¢ znacznik wykrywany w badaniu diagnostycznym lub tez terapeutyk
przeciwko danej chorobie — wszystko zalezy od zastosowania naszej
nanoczastki.

Taka konstrukcja jest bardzo uniwersalna — wtasciwie dobrany
biomarker pozwala stworzy¢ zaréwno specyficzne narzedzie diagno-
styczne jak i wydajny system dostarczania lekéw czy monitorowania
leczenia. Jej dziafanie zostato na razie potwierdzone w testach ex vivo:
metoda FRET i PAGE udowodniono rozplatanie i odtaczanie sie ze-
wnetrznego pfaszcza pod wptywem komplementarnego fragmentu
DNA, odstaniajac ligand — biotyne. Naukowcy licza na to, ze w przy-
sztosci mozna bedzie dokonywa¢ takich detekcji samodzielnie — nie
technikami biologii molekularnej lecz za pomoca telefonéw komérko-
wych wyposazonych w odpowiednie aplikacje. (kk)

(http://biotechnologia.pl, 31.02.2014)
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