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SANTRUMPŲ IR TRIVIALIŲJŲ PAVADINIMŲ SĄRAŠAS 

asr  atviras skaitymo r÷melis (genas) 
cyt c  citochromas c 
DCPIP  2,6-dichlorofenolindofenolis 
DDT  ditiotreitolis 
Dipikolino rūgštis piridino-2,6-dikarboksilin÷ rūgštis 
EDTA  N, N‘, N‘‘, N‘‘‘-etilendiamintetraacto rūgštis 
FAD  flavino adenino dinukleotidas 
FMN  flavino adenino nukleotidas 
IPTG  izopropil-β-D-tiogalaktozidas 
Izonikotino rūgštis piridino-4-karboksilin÷ rūgštis 
MOPS  3-(N-morfolino)propansulfonin÷ rūgštis  
MS  masių spektrometrija 
NAD+  nikotinamido adenindinukleotidas 
NADH  redukuotas nikotinamido adenindinukleotidas 
NADP+  nikotinamido adenindinukleotido fosfatas 
NADPH  redukuotas nikotinamido adenindinukleotido fosfatas 
NBT  nitrot blue tetrazoliumo m÷lis 
Nikotino rūgštis piridino-3-karboksilin÷ rūgštis 
Pikolino rūgštis piridino-2-karboksilin÷ rūgštis 
PMS   fenazino metosulfatas 
SDS  natrio dodecylsulfatasdodecilsulfatas 
Tris  tris-(hidroksimetil)-aminometanas 
X-gal  5-bromo-4-chloro-3-indolil-β-D-galaktopiranozidas 
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ĮVADAS 

 

Visus atsinaujinančius anglies šaltinius galima suskirstyti į tris dideles 

grupes. Apie 75% visos mas÷s tenka angliavandeniams, 20% ligninui ir tik 5% 

baltymams, nukleorūgštims, lipidams, terpenoidams ir alkaloidams. Apie 2/3 

visų žinomų organinių junginių sudaro heterocikliniai junginiai. N-

heterocikliniai junginiai yra plačiai paplitę gamtoje ir dalyvauja svarbiuose 

biologiniuose procesuose – atlieka elektronų-protonų pernešiklių funkciją, 

įeina į nukleotidų ar didžiaenergių junginių struktūrą. N-heterociklin÷ struktūra 

taip pat būdinga porfirinams, alkaloidams, kai kuriems toksinams ar įeina į kai 

kurių antibiotikų sud÷tį. 

Šalia biosferai įprastų N-heterociklinių junginių, atsiranda naujų junginių, 

kurie patenka į aplinką kartu su akmens anglies ir naftos perdirbimo 

produktais, pramon÷s atliekomis, dažais, pesticidais ir kt. D÷l savo stabilumo 

heterocikliniai junginiai kelia ilgalaikę ir rimtą gr÷smę aplinkos ekologinei 

pusiausvyrai. D÷l šių savybių N-heterocikliniai junginiai yra laikomi vienais iš 

pavojingiausių aplinkos teršalų. Didel÷ dalis heterociklinių junginių, anksčiau 

nebuvo sutinkamos natūraliame anglies ir azoto cikluose, tod÷l šios medžiagos 

yra vadinamos ksenobiotikais, t.y. medžiagomis nedalyvaujančiomis gamtin÷je 

medžiagų apykaitoje.  

Žinoma, kad užterštose vietose ilgos adaptacijos pas÷koje nuolat atsiranda 

mikroorganizmų galinčių įsisavinti ksenobiotikus kaip vienintelius anglies, 

azoto ir energijos šaltinius. Tokiu būdu aplinka apsivalo nuo teršalų. 

Ksenobiotikų degradacija yra aktuali „žaliajai chemijai“, nes N-heterociklinių 

junginių transformacijos metu dažnai susidaro vertingi junginiai. Šias reakcijas 

katalizuojantys fermentai taip pat gali būti panaudoti organinių junginių 

sintez÷je. 

Nepaisant plataus N-heterociklinių junginių paplitimo gamtoje, piridino ir 

jo junginių degradacija yra nepakankamai ištirta. Naujų fermentų, skaidymo 

kelių taip pat katabolinių genų aptikimas pagilintų mūsų žinias ir supratimą 

apie mikroorganizmų biocheminę ir genetinę įvairovę. Naujų bakterinių 
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kamienų ir fermentų, dalyvaujančių biodegradacijos procesuose, suradimas 

gali atverti naujas galimybes vertingų organinių medžiagų sintez÷je. 

Šio darbo tikslas ištirti bakterijas skaidančias monokarboksipiridino 

rūgštis. 

Darbo uždaviniai: 

1. Išskirti ir identifikuoti naujus mikroorganizmus, skaidančius 

monokarboksipiridino rūgštis. 

2. Nustatyti fermentus dalyvaujančius monokarboksipiridino rūgščių 

biodegradacijoje. 

3. Nustatyti monokarboksipiridino rūgščių biodegradaciją koduojančius 

genus. 

 

Mokslinis naujumas: 

Šio darbo metu pirmą kartą buvo išskirtas bakterinis kamienas 5HP 

galintis skaidyti 5-hidroksipikolino rūgštį. Šio kamieno genetin÷ analiz÷ 

parod÷, kad tai Pusillimonas genties atstovas. Tokiu būdu pirmą kartą 

parodyta, kad Pusillimonas genties bakterijos gali dalyvauti N-heterociklinių 

junginių skaidyme. Nustatyta, kad Pusillimonas sp. 5HP ląstel÷se indukuojami 

trys skirtingi piridino junginių metaboliniai keliai: 3-hidroksipiridino bei 5-

hidroksipikolino ir nikotino rūgšties (skaidant 3-cianopiridiną ir/ar nikotino 

rūgštį). Visi šie metaboliniai keliai turi bendrą metabolitą – 2,5-

dihidroksipiridiną. Pirmą kartą atrastas, dalinai išgrynintas ir charakterizuotas 

fermentas, katalizuojantis 5-hidroksipikolinato oksidacinį dekarboksilinimą. 

Nustatyta, kad Arthrobacter sp. JS18 bakterijose yra indukuojami trys 

skirtingi piridino karboksirūgščių (pikolino, nikotino ir dipikolino) 

metabolizmo keliai. Identifikuota ir dalinai išgryninta pikolinato 

dehidrogenaz÷, pasižyminti naujomis katalizin÷mis savyb÷mis. Pasiūlytas 

pikolino rūgšties skaidymo kelias Arthrobacter sp. JS18 bakterijose. 

Išskirta Sinorhizobium sp. L1 bakterija, gebanti skaidyti 3-

hidroksipiridiną ir nikotinatą. Parodyta, kad šių junginių metabolizmo keliai 

yra indukuojami, susidarant bendram metabolitui – 2,5-dihidroksipiridinui, 
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kuris yra oksiduojamas skirtingomis dioksigenaz÷s izoformomis, priklausomai 

nuo metabolizmo kelio.  

Nustatytos 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz÷s iš Achromobacter sp. 

JS18 ir Sinorhizobium sp. L1 bakterijų amino rūgščių sekos. Iš Sinorhizobium 

sp. L1 bakterijų klonuota genų sankaupa, koduojanti 2,5-dihidroksipiridino 

skaidymo kelią. 

 

Ginamieji disertacijos teiginiai: 

� Achromobacter sp. JS18 kamienas skaido piridin-2-karboksilinę, 

piridin-3-karboksilinę ir piridin-2,6-dikarboksilinę rūgštis. 

� Pusillimonas sp. 5HP bakterijose indukuojami trys skirtingi 

piridino junginių skaidymo keliai. 

� Pusillimonas sp. 5HP bakterijose 5-hidroksipridin-2-karboksilin÷ 

rūgštis indukuoja 5-hidroksipiridin-2-karboksilin÷s rūgšties 

dehidrogenaz÷s sintezę. 

� Sinorhizobium sp. L1 bakterijose indukuojamos dvi skirtingos 2,5-

dihidroksipiridino dioksigenaz÷s. 
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1. LITERATŪROS APŽVALGA 

 

1.1. PIRIDINO JUNGINIŲ SAVYBöS 

 

Piridinas – tai šešianaris heteroaromatinis junginys, kurio vienas iš 

anglies atomų yra pakeistas azotu. Jis lengvai reaguoja su rūgštimis, 

sudarydamas stabilias ketvirtines druskas. D÷l cikle esančio heteroatomo, kuris 

inaktyvuoja žiedą, ir rūgštin÷je terp÷je susidarančio piridino jono, piridinas 

sunkiai reaguoja su elektrofiliniais reagentais. Piridinui dalyvaujant 

elektrofilinio pakeitimo reakcijose, pakaitas yra kreipiamas į β pad÷tį. Pakaitai, 

priklausomai nuo jų prigimties, gali tur÷ti aktyvuojantį ar inaktyvuojantį 

poveikį kito pakaito įvedimui į piridino žiedą. Ortho- ir para- orientuojantieji 

pakaitai, būdami α ar γ pad÷tyse, sąlygoja β elektrofilines atakas. Toks 

pakaitas, esantis piridino žiedo β pad÷tyje, naują pakaitą nukreipia į 2, silpniau 

į 4 ir 6 pad÷tis. Žymiai lengviau piridino žiedas dalyvauja nukleofilinio 

pakeitimo reakcijose. Taip yra tod÷l, kad elektrofilinio reagento prisijungimas 

α ar γ pad÷tyse leidžia krūviui pasiskirstyti azoto, o ne anglies atome. 

Laisvaradikalin÷s piridininių junginių reakcijos vyksta nukreipiant pakaitą 

daugiausia į α, rečiau – į β ir γ pad÷tis. 

N

αααα

ββββ

γγγγ

αααα

ββββ

N

1

2 arba 6

3 arba 5

4

3 arba 5

2 arba 6
N

ortho

meta

para

ortho

meta

1.1 pav. Piridino atomų ir pad÷čių numeracijos. 

 
Piridino karboksilinių rūgščių savyb÷s tarpusavyje daugiau mažiau 

panašios: tirpumas, pKa, lydymosi ir virimo temperatūros, bei cheminis 

reaktingumas. Kai kurie junginiai pasižymi unikaliomis savyb÷mis: 

fluorescuoja ar suriša (chelatuoja) metalų jonus.  
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Piridino žiedą turinčių junginių biodegradacija tyrin÷jama jau seniai, 

tačiau vis dar n÷ra tiksliai žinomi šių junginių skilimo mechanizmai. N-

heterociklinių junginių biodegradacija gali vykti tiek aerobin÷mis, tiek ir 

anaerobin÷mis sąlygomis. Anaerobinio skaidymo metu N-heterociklinių 

junginių transformacija pradedama aromatin÷s sistemos redukcija. Aerobinis 

skaidymas dažniausiai pradedamas hidroksilinimo reakcija, susidarant 

hidroksilintiems junginiams. Ir tik v÷liau, skilus žiedui, susidaro alifatiniai cis 

konfigūracijos nesotieji junginiai, kurie yra redukuojami ar oksiduojami 

tolimesnių reakcijų metu (Kaiser ir kt., 1996). Alifatinių junginių prigimtis 

priklauso nuo piridino žiedo skilimo vietos. Lengviausiai piridino žiedas skyla 

tarp heteroatomo – C-2, C-2 – C-3 ir C-5 – C-6 anglies atomų. Piridino 

junginiai mikroorganizmų n÷ra vienodai lengvai skaidomi. Šių junginių 

biodegradacija lengviausiai vyksta tokia seka: piridinkarboksilinių rūgščių > 

piridino = monohidroksipiridinų > alkilpiridinų > aminopiridinų = 

halogenopiridinų (Fetzner, 1998). 

Piridinkarboksilinių rūgščių katabolizmas dažnai vyksta susidarant 

hidroksipiridinams, tod÷l pirmiausiai bus apžvelgta bakterin÷ hidroksipiridinų 

transformacija. 

 

1.2. HIDROKSIPIRIDINŲ TRANSFORMACIJA 

 

Tyrin÷jant bipiridininių herbicidų, tokių kaip parakvato (1,1‘-dimetil-4,4‘-

bipiridilio dichlorido) ir dikvato (1,1‘-dietilen-2,2‘-bipiridilio dibromido) 

bakterinį metabolizmą, buvo išskirti mikroorganizmai, utilizuojantys 

monohidroksilintus piridinus (Watson ir kt., 1974). Hidroksipiridinų 

transformacija prasideda nuo jų oksidacijos, susidarant di- ir/ar tri- 

hidroksipiridinams, ir tik po to vyksta heterociklo skilimas (Fetzner, 1998). 

Chemiškai aktyviausios oksidacijai yra hidroksilintų piridinų ortho- ir para- 

pad÷tys. Tačiau pasteb÷ta, kad tiek chemin÷s, tiek bakterin÷s oksidacijos metu 

pirmumas yra teikiamas para- pad÷čiai. Tokiu būdu 2- ir 3-hidroksipiridino 
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bakterin÷s oksidacijos produktas yra 2,5-dihidroksipiridinas, o 4-

hidroksipiridino – 3,4-dihidroksipiridinas. 

Detaliau žinomi du visiškai skirtingi hidroksipiridinų metabolizmo keliai. 

Pagal vieną iš jų yra transformuojamas 4-hidrokspiridinas (Watson ir kt., 

1974). Pirmame etape 4-hidroksipiridinas yra hidroksilinamas į 3-ąją pad÷tį. 

Šią reakciją katalizuoja nuo NAD(P)H priklausoma 4-hidroksipiridino 3-

hidroksilaz÷, išskirta iš Agrobacterium sp. 35S bakterijų. Fermentas yra tris 

kartus specifiškesnis NADH, nei NADPH. Fermentą gryninant amonio sulfatu 

buvo pasteb÷ta, kad 4-hidroksipiridino 3-hidroksilaz÷ netenka savo aktyvumo. 

Papildomai prid÷tas FAD sąlygojo fermentinio aktyvumo atstatymą, tačiau 

FMN ar riboflavino poveikiui fermentas buvo inertiškas. Tokie sunkieji 

metalai kaip Cu ir Zn gana stipriai inhibuoja fermentą, bet jų slopinantis 

poveikis gali būti sumažintas EDTA ar GSH (Watson ir kt., 1974). 3,4-

Dihidroksipiridino skilimą susidarant 3-formiminopiruvo ir skruzdžių 

rūgštims, katalizuoja 330 kDa dydžio dioksigenaz÷, išskirta iš to paties 

(Agrobacterium sp. 35S) kamieno. Fermento veikimui nereikia jokių 

papildomų kofaktorių, tik molekulinio deguonies. Tai ypač labili dioksigenaz÷, 

kuri beląsteliniame ekstrakte 4 oC temperatūroje jau po 3–4 val. visiškai 

netenka savo aktyvumo. Kitų fermentų, katalizuojančių šios dioksigenaz÷s 

produkto 3-formiminopiruvo rūgšties deamininimą, susidarant 3-formilpiruvo 

rūgščiai, o v÷liau ir suskaidymą iki skruzdžių ir piruvo rūgšties, paieška ir 

tyrimai atlikti nebuvo (1.2 pav.) (Watson ir kt., 1974). 

N

OH
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1.2 pav. 4-Hidroksipiridino transformacija Agrobacterium sp. 35S ląstel÷se. 1 
– 4-hidroksipiridinas, 2 – 3,4-dihidroksipiridinas, 3 – 3-(N-formil)-formimino 
piruvo rūgštis, 4 – 3-formimino piruvo rūgštis, 5 – 3-formilpiruvo rūgštis, 6 – 
piruvo rūgštis, 7 – skruzdžių rūgštis. 

 

Žinių apie genus susijusius apie piridindiolių katabolizmą buvo gauta, 

tirin÷jant mimozino degradaciją Rhizobium sp. TAL1145 kamiene (Borthakur 
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ir kt., 2003). Mimozinas – alkaloidas, produkuojamas Leucaena leucocephala, 

o gyvūnų ir bakterijų skaidomas penkiais būdais: 1) prijungiant prie β-D-

gliukoz÷s, 2) ir 3) skirtingais būdais oksiduojant alanino liekaną, susidarant 

mimozino rūgščiai, 4) ir 5) skirtingais būdais pašalinant alanino liekaną, 

susidarant 3,4-dihidroksipiridinui (Sethi ir kt., 1995). Rhizobium TAL1145 

kamienas utilizuoja mimoziną (Mid+) ir naudoją jį kaip vienintelį anglies ir 

azoto šaltinį (Borthakur ir kt., 2003). Įterpiant Tn3Hogus, TnphoA ir 

kanamicino atsparumo kasetę, buvo gauta dvylika TAL1145 mutantų su 

pažeista mimozino degradacija (Mid–). 5,0 kb PstI fragmentas buvo klonuotas 

iš pUHR263 kosmid÷s, turinčios su mimozino degradacija susijusius mid 

genus. Šiame ir greta esančiame 0,9 kb PstI fragmentuose identifikuoti penki 

genai: midA, midB, midC, midD, ir midR, kurių pirmi trys koduoja mimozino 

ABC transporto baltymus, midD – aminotransferazę, reikalingą paversti 

mimoziną 3,4-dihidroksipiridinu, ir midR – reguliatorinis genas, koduojantis 

LysR-tipo transkripcijos aktyvatorių. mid genai yra specifiški Rhizobium Mid+ 

kamienams, ir jų n÷ra kituose Rhizobium, Sinorhizobium ir Bradyrhizobium 

kamienuose (Borthakur ir kt., 2003). pUHR263 kosmid÷je yra du struktūriniai 

genai: pyrA ir pydB koduojantys dioksigenazę ir hidroksilazę, dalyvaujančios 

3,4-dihidroksipirdino skaldyme (1.3 pav). Trys genai: pydC, pydD ir pydE 

koduoja 3,4-dihidroksipiridino ABC transporto baltymus. Šie genai yra 

indukuojami 3,4-dihidroksipiridinu, nors pyrA ir pydB silpnai ekspresuojasi, 

nesant induktoriaus. pyrA ir pydB yra transkribuojami kartu, tuo tarpu pydC, 

pydD ir pydE transkribuojami nuo skirtingų promotorių. PydA ir PydB neturi 

homologų tarp Sinorhizobium meliloti, Mesorhizobium loti, ir Bradyrhizobium 

japonicum dioksigenazių ir hidroksilazių (Awaya ir kt., 2005). pydA geno 

identifikavimas leido paneigti anksčiau egzistavusią nuomonę, kad 3,4-

dihidroksipiridino dioksigenaz÷s veikimui n÷ra reikalingi jokie papildomi 

kofaktoriai. PydA amino rūgščių analiz÷ parod÷ esant geležies surišimo 

motyvui ir leido šį fermentą priskirti ekstradiolinių (nuo Fe(II) priklausomų) 

dioksigenazių grupei. 
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1.3 pav. Sp÷jama 3,4-dihidroksipiridino degradacijos schema Rhizobium sp. 
TAL1145 kamiene, sudaryta pagal pyd genų analizę. 1 – 3,4-
dihidroksipiridinas, 2 – 3-(N-formil)-formiminopiruvo rūgštis, 3 – 3-
formiminopiruvo rūgštis, 4 – 3-formilpiruvo rūgštis, 5 – piruvo rūgštis, 6 – 
skruzdžių rūgštis. 
 

Anaerobin÷ mimozino degradacija aptikta Synergistes jonesii bakterijose 

(Rincon ir kt., 1998). Nustatyta, skaidant mimoziną vyksta 3,4-

dihidroksipiridino izomerizacija, susidarant 2,3-dihidroksipiridinui (1.4 pav.). 

3,4-Dihidroksipiridinas indukavo abiejų izomerų biokonversiją, o tuo tarpu 

2,3-dihidroksipiridinas – tik 2,3-dihidroksiizomero biokonversiją. Fermentinis 

2,3-dihidroksipiridino transformacijos aktyvumas buvo stebimas anaerobin÷je 

aplinkoje, esant metilviologenui arba α-keto rūgštims, be to, specifinis 

aktyvumas padid÷davo, esant FAD ar KoA molekul÷ms (Rincon ir kt., 1998). 
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1.4 pav. Anaerobin÷ mimozino degradacijos schema Synergistes jonesii 
bakterijose. 1 – mimozinas, 2 – ananinas, 3 – 3,4-dihidroksipiridinas, 4 – 2,3-
dihidroksipiridinas, 5 – ornitinas, 6 – propiono rūgštis. 

 

2- ir 3-hidroksipiridinų bakterin÷ degradacija tyrin÷jama jau gana seniai, 

tačiau kol kas nepavyko nustatyti jų pilnų transformacijos schemų 

individualiose mikroorganizmų kultūrose. Remiantis transformacijos 

produktais, aptiktais įvairiose mikroorganizmų grup÷se, gebančiose skaidyti 2- 

ir/ar 3-hidroksipiridinus, sudaryta numanoma šių junginių biodegradacijos 

schema (1.5 pav.) (Kaiser ir kt., 1996). Nepavyko aptikti organizmų, kurie 
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gal÷tų hidroksilinti, susidarant ne 2,5-dihidroksipiridinui, tačiau yra žinoma, 

kad Nocardia Z1 bakterijos, skaidančios piridiną, taip pat gali oksiduoti ir 3-

hidroksipiridiną. Tokios oksidacijos produktai yra 2,3- ir 3,4-

dihidroksipiridinai, tačiau toliau šie dioliai n÷ra toliau metabolizuojami 

(Houghton ir kt., 1972). 
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1.5 pav. 2- ir 3- hidroksipiridinų transformacija. 1 – 2-hidroksipiridinas, 2 – 3-
hidroksipiridinas, 3 – 2,5-dihidroksipiridinas, 4 – 2,3,6-trihidroksipiridinas, 5 – 
4,5,4‘,5‘-tetrahidroksi-3,3‘-diazadifenochinonas-(2,2‘), 6 – maleamo rūgštis, 7 
– maleino rūgštis, 8 – piruvo rūgštis. 
 

Bacillus brevis bakterijos be 2-hidroksipiridino gal÷jo įsisavinti ir 

izonikotino rūgštį. Manoma, kad 2-hidroksipiridino transformacija vyksta 

susidarant 2,5-dihidroksipiridinui, nes auginant šias bakterijas terp÷je su 2-

hidroksipiridinu kultūriniame skystyje susidaro žalios spalvos pigmentas. Toks 

pat pigmentas susidaro 2,5-dihidroksipiridino autooksidacijos metu. 

Beląsteliniame ekstrakte, gautame užauginus šią bakterinę kultūrą terp÷je su 2-

hidroksipiridinu, buvo aptikti 2-hidroksipiridino oksigenaz÷s, 2,5-

dihidroksipiridino dioksigenaz÷s ir maleamo rūgšties deaminaz÷s fermentiniai 

aktyvumai. Buvo nustatyta, kad visi šie fermentai yra indukuojami 2-

hidroksipiridinu, nes ląstel÷se, augintose su gintaro rūgštimi, tokie fermentiniai 

aktyvumai nebuvo aptikti (Sharma ir kt., 1984). 

Yra žinoma, kad hidroksilintų piridinų degradacijoje dalyvauja tiek 

monooksigenaz÷s, tiek ir dioksigenaz÷s. Bakterijų savyb÷ skaidyti 2-

hidroksipiridiną ir sintetinti m÷lynos spalvos pigmentą yra susijusi su 

monooksigenaz÷s fermentiniu aktyvumu. Tiriant 2-hidroksipiridino 
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biodegradaciją įvairiuose Arthrobacter genties kamienuose (A. 

crystallopoietes, A. pyridinolis, A. viridescens) buvo užfiksuota fermentin÷ 2-

hidroksipiridino oksidacija. Buvo nustatyta, kad reakcija vyksta, esant 

ekvivalentiniams substrato, NADH ir deguonies kiekiams, tačiau fermentas 

nebuvo išgrynintas, o apie jo savybes žinoma labai mažai. Nustatyta, kad 

fermentas yra stimuliuojamas FMN, bet ne FAD ar riboflavinu. Tačiau FMN 

funkcija liko neišaiškinta. Pagal katalizuojamą reakciją, t.y. hidroksilo grup÷s 

įvedimas prie C-5 atomo 2-hidroksipiridine, tod÷l fermentui buvo suteiktas 

pavadinimas ir numeris: 2-hidroksipiridino 5-monooksigenaz÷ (Gupta ir kt., 

1975). 2-Hidroksipiridino 5-monoksigenaz÷s fermentinis aktyvumas buvo 

aptiktas kitų Arthrobacter sp. PY22 ir Arthrobacter oxydans PY21 kamienų, 

gebančių skaidyti 2-hidroksipiridiną, beląsteliniuose ekstraktuose (Sem÷nait÷, 

2003). Šiuose beląsteliniuose ekstraktuose esančios 2-hidroksipiridino 5-

monooksigenaz÷s gryninimo metu buvo nustatyta, kad tai dvikomponentis 

fermentinis kompleksas, sudarytas iš FMN reduktaz÷s ir galin÷s oksigenaz÷s. 

Ši fermentin÷ sistema buvo išgryninta iš Arthrobacter sp. PY22 kamieno. 

Tikrasis oksigenaz÷s kosubstratas yra FMNH2, kurį tiekia nuo NADH 

priklausoma FMN reduktaz÷. Oksigenaz÷s molekulin÷ mas÷ – 58,2 ir 56,6 

kDa, nustatyta skirtingais metodais, buvo labai panaši. FMN reduktaz÷s 

molekulin÷ mas÷ gauta lygi 32,2 kDa. Tiriant 2-hidroksipiridino 5-

monooksigenaz÷s biosintez÷s ypatybes Arthrobacter sp. PY22 kamiene, buvo 

nustatyta, kad tai 2-hidroksipiridinu indukuojamas baltymas. Tačiau nei 

viename iš aukščiau min÷tų bakterinių kamienų 2,5-dihidroksipiridino 

oksigenaz÷s, katalizuojančios 2,5-dihidroksipiridino transformavimą, 

aktyvumas užregistruotas nebuvo.  

Iš dirvožemio išskirtos Nocardia sp. bakterijos gal÷jo vieninteliu anglies 

šaltiniu naudoti 2-hidroksipiridiną, piridino-N-oksidą ar piridiną (Shukla ir kt., 

1986). Auginant ląsteles skystoje terp÷je su šiais substratais, nebuvo aptikti 

jokie dihidroksipiridinai, tačiau auginimo terp÷je esant 2-hidroksipiridinui ar 

piridino-N-oksidui visuomet susidarydavo m÷lynos spalvos pigmentas. Šis 

pigmentas charakterizuotas kaip 4,5,4′,5′-tetrahidroksi-3,3′-
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diazadifenochinonas-(2,2′), kuris yra 2,3,6-trihidroksipiridino autooksidacijos 

produktas. Tai vienas iš įrodymų, kad šių junginių transformacija Nocardia sp. 

bakterijose vyksta susidarant di- ir trihidroksilintiems piridinams. Ląstel÷s, 

adaptuotos augti terp÷je su 2-hidroksipiridinu ar piridino-N-oksidu, taip pat 

gal÷jo oksiduoti ir 2,5-dihidroksipiridiną. Tačiau 2,5-dihidroksipiridinas 

nebuvo skaidomas bakterijų, prieš tai augintų terp÷je su piridinu (Shukla ir kt., 

1986). Literatūroje yra duomenų, kad ne tik Rhodococcus ir Nocardia, bet ir 

Arthrobacter genčių bakterijos gali skaidyti 2-hidroksipiridiną susidarant 

m÷lynos spalvos pigmentui. Tolimesniais transformacijos metabolitais buvo 

identifikuotos maleamo, maleino ir piruvo rūgštys (Kaiser ir kt., 1996). 

Arthrobacter crystallopoietes bakterijoms įsisavint 2-hidroksipiridiną, 

kaip vienintelį anglies šaltinį yra stebimas m÷lynos spalvos pigmento 

susidarymas. Auginant šias bakterijas ant standžios terp÷s su 2-

hidroksipiridinu, tarp pigmentą formuojančių (Pig+) kolonijų, atsirasdavo ir 

pigmento neformuojančių (Pig-) kolonijų. Pig- bakterijos neskaid÷ 2-

hidroksipiridino. Pastarųjų atsiradimo dažnis yra 0,26% per generaciją. 

Pigmento neformavimo priežastis 63 MDa kriptin÷ plazmid÷, kurioje išsid÷stę 

su 2-hidroksipiridino biodegradacija susiję genai. Pig- kolonijų skaičių galima 

padidinti paveikus mitomicinu C ar akridino oranžiniu, kurie stabdo 

plazmidin÷s DNR replikaciją. Tai dar kartą patvirtina, kad 2-hidroksipiridino 

metabolizmą lemiantys genai A. crystallopoietes ląstel÷se yra išsid÷stę 

plazmid÷je. A. pyridinolis ir A. viridescens bakterijų genai, lemiantys 2-

hidroksipiridino transformaciją, yra lokalizuoti chromosomoje n÷ra prarandami 

(Weinberger ir kt, 1978). Duomenų, kad hidroksipiridinų metabolizmą 

lemiantys genai gali būti išsid÷stę taip vadinamose, degradacin÷se plazmid÷se 

yra ir daugiau. Arthrobacter sp. PY21 kamieno bakterijos gali įsisavinti 2-

hidroksipiridiną, formuodamos m÷lynos spalvos pigmentą. Šiose bakterijose 

buvo aptikta didel÷ plazmid÷, kurią praradę klonai negal÷jo skaidyti 2-

hidroksipiridino. Paveikus bakterijas etidžio bromidu ir novobiocinu – 

plazmid÷s praradimas buvo atitinkamai 98 ir 85% (Bondareva ir kt., 2000).  
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M÷lynąjį pigmentą gali formuoti įvairios bakterijų gentys ir iš skirtingų 

pradinių medžiagų, jas oksiduojant iki 4,5,4′,5′-tetrahidroksi-3,3′-

diazadifenochinono-(2,2′). Šio pigmento susidarymas stebimas Arthrobacter 

sp. bakterijoms transformuojant nikotiną, Bacillus sp. – nikotino ir izonikotino 

rūgštis, Rhodococcus opacus – 2-hidroksipiridiną, Arthrobacter 

crystallopoietes – 2- ir 3-hidroksipiridinus. Šarmin÷je ir neutralioje aplinkoje 

pigmentas yra m÷lynas, o rūgštin÷je – raudonai rudas. Analogiško žalios 

spalvos pigmento, v÷liau virstančio tamsiai rudu (sepija), yra stebimas terp÷je 

kaupiantis 2,5-dihidroksipiridinui, kuris lengvai autooksiduojasi. Tokio 

pigmento susidarymas stebimas, auginant Bacillus brevis terp÷je su 2-

hidroksipiridinu (Sharma ir kt.; 1984), neidentifikuotas Gram-neigiamas 

(Khana ir kt, 1977) ir Achromobacter sp. 2L (Houghton., 1972) genties 

bakterijasbei Pseudomonas putida S16 kamieno hpo (2,5-dihidroksipiridino 

dioksigenaz÷s) geno delecijos mutantus, terp÷je su nikotinu. 

Iš dirvožemio išskirtos, bet neidentifikuotos Gram-neigiamos bakterijos 

skaid÷ 3-hidroksipiridiną formuodamos žalios spalvos pigmentą (λmax 660 nm) 

(Khana ir kt., 1977). Šios bakterijos gal÷jo oksiduoti 2,5-dihidroksipiridiną ir 

maleamo rūgštį, tačiau 2-, 4-hidroksipiridinas ar maleino rūgštis nebuvo 

skaidomi. 3-Hidroksipiridino metabolizmo inhibavimas arsenitu, leido 

beląsteliniame ekstrakte aptikti keto rūgštis. Pagrindin÷ rūgštis buvo piruvo, α-

oksoglutaro rūgšties tebuvo p÷dsakai. Ląstelių, augintų terp÷je su 3-

hidroksipiridinu, beląsteliniame ekstrakte buvo aptikti 2,5-dihidroksipiridino 

oksidaz÷s ir maleamo rūgšties deaminaz÷s aktyvumai. Šie aktyvumai nebuvo 

aptikti ląstel÷se, augintose terp÷je su gintaro rūgštimi (Khana ir kt., 1977). 

Literatūroje yra duomenų apie dioksigenazes, dalyvaujančias 

hidroksipiridinų biodegradacijoje. Dažnai 2- ir 3-hidroksipiridinai yra 

oksiduojami, susidarant 2,5-dihidroksipiridinui. Tolimesnę reakciją katalizuoja 

dioksigenaz÷, kuri suskaldo heterociklą, susidarant maleamo rūgščiai – 

katabolizmas vyksta maleamo rūgšties keliu. Iš Achromobacter sp. G2 

kamieno, skaidančio 2-hidroksipiridiną, ir Achromobacter sp. 2L – 3-

hidroksipiridiną, dalinai išgrynintos skirtingos 2,5-dihidroksipiridino 
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dioksigenaz÷s (Cain ir kt., 1974). Abiejų fermentų iš G2 ir 2L bakterijų 

molekulin÷s mas÷s yra labai panašios – atitinkamai 340 kDa ir 330 kDa. Nors 

dioksigenaz÷s beląsteliniame ekstrakte ilgą laiką išlikdavo stabilios, tačiau 

gryninimo eigoje greitai prarasdavo savo aktyvumą. Abiejų fermentų 

aktyvumui atstatyti buvo reikalingi Fe2+ jonai. Dioksigenazę iš G2 kamieno 

taip pat stimuliuojančiai veik÷ ir ditiotreitolis, o fermento iš 2L kamieno 

aktyviam veikimui papildomai buvo reikalingas L-cisteinas. Tačiau nei 

ditiotreitolis, nei dimerkaptopropanolis, nei merkaptoetanolis įtakos fermento 

stabilumui netur÷jo (Cain ir kt., 1974). 

Daugiau duomenų apie 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazę yra gauta 

tiriant Pseudomonas putida kamienus skaidančius nikotino rūgštį (Gauthier ir 

kt., 1971). Iš P. putida N-9 kamieno buvo išskirta dioksigenaz÷ kristalin÷je 

formoje. Išgrynintas fermentas turi tik vienintelį sugerties maksimumą 280 nm 

spektro srityje. Išgryninto baltymo molekulin÷ mas÷ yra 242 kDa. Taip pat 

nustatyta, kad fermentas sudarytas iš 6-ių subvienetų, po 39,5 kDa, tačiau 

duomenų apie subvienetų identiškumą n÷ra. Šios dioksigenaz÷s specifinis 

aktyvumas yra 38,3 U/mg baltymo. Kaip ir daugelio dioksigenazių, jos 

kofaktoriumi yra kintamo valentingumo metalų jonai – Fe2+ jonai. Ši 

dioksigenaz÷ yra labai labili – jau po 48 val. 0 oC temperatūroje ji visiškai 

praranda katalizinį aktyvumą. Fermentą stabilizuojančiai ir stimuliuojančiai 

veikia ditiotreitolis. Šią dioksigenazę inhibavo tik chelatoriai ir oksidatoriai 

(Gauthier ir kt., 1971). Iš P. putida KT2440 kamieno išskirta 2,5-

dihidroksipiridino dioksigenaz÷ poliakrilamidiniame gelyje migruoja kaip 39 

kDa dydžio baltymas, kuris yra koduojama nicX geno (Jimenez ir kt., 2008). 

Gel-filtracin÷ ir rentgeno struktūrin÷ analiz÷ patvirtino, kad natyvus fermentas 

yra heksamerin÷s struktūros. Be to nustatytos KM ir Vmax vert÷s, kurios 

atitinkamai yra 70 µM ir 2,3 µM min-1 mg-1. Analizuojant fermentą indukuotos 

plazmos emisijos spektroskopija nustatyta, kad geležies jonų ir baltymo 

monomero molių santykis yra artimas 1 (Jimenez ir kt., 2008). 

Rekombinantin÷ 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz÷ iš P. putida S16 bakterijų 

skiriasi nuo aukščiau min÷tų ne tik amino rūgščių seka (tik 43% identiškų a.r. 
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lyginant su KT2440 kamienu), bet ir fermento savyb÷mis. Šio fermento KM yra 

tik 0,168 µM, Vmax 7,0 µM min-1 mg-1 ir kcat 11,0 s-1. Esminis šio fermento 

skirtumas nuo anksčiau min÷tųjų yra pH optimumas. Dioksigenazei iš S16 

kamieno jis yra 6,5, tuo tarpu iš N-9 ir KT2440 kamienų – apie 8 (Tang ir kt., 

2012). 

Hidroksilinti piridino junginiai susidaro ne tik piridino junginių 

degradacijos metu. Mikroorganizmams oksiduojant piridiną (Korosteleva ir kt., 

1981; Zefirov ir kt., 1994), alkilpiridinus (Lee ir kt., 2006), 

piridinkarboksilines rūgštis ar skaidant chinolino darinius. Pseudomonas 

putida K1 kamienui, skaidant 4-metilchinoliną, susidaro 2,6-dihidroksi-4-

metilpiridin-3-propenoin÷ rūgštis. Comamonas testosteroni 63 kamienui, 

skaidant chinoliną ir 3-metilchinoliną, susidaro trihidroksipiridinas (Fetzner ir 

kt., 1998), o Aerococcus sp. skaidant kinureno rūgštį, susidaro 5-β-

(karboksietil)-4,6-dihidroksipikolino rūgštis (Kaiser ir kt., 1996). Gan plačiai 

yra paplitę N-hidroksi-piridoniniai antibiotikai. Grybai sintetina kordipiridonų, 

tenelinų grup÷s antibiotikus. Įdomiausia yra tenelinų biosintez÷: piridino žiedas 

yra gaunamas iš pirolo. Citochromui P450 oksiduojant aciltetramo rūgštį 

vyksta persigrupavimas, susidarant 3-acil-4-hidroksipiridonui (Halo ir kt., 

2008). Streptomyces achromogenes sintetina antibiotiką rubradiriną, kuris 

sudarytas iš rubransarolo, 3-amino-4-hidroksi-7-metoksikumarino, D-

rubranitroz÷s ir 3,4-dihidroksidipikolinato (Kim ir kt., 2008). 

 

1.3. ALKILPIRIDINŲ TRANSFORMACIJA 

 

Alkilintų piridinų biodegradacija yra būdinga bakterijoms, grybams ir 

miel÷ms. Šių junginių transformacija gali vykti trimis keliais: (1) heterociklo 

oksidacija, susidarant hidroksipiridinui arba piridino-N-oksidui; (2) šonin÷s 

grandin÷s oksidacija, susidarant hidroksialkilpiridinui (1.6 pav.); (3) 

heterociklinio žiedo atidarymas (1.4 pav). Šiame skyriuje trumpai apžvelgsime 

tik šonin÷s grandin÷s oksidaciją susidarant piridino karboksilinei rūgščiai. 
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Pirmą kartą bakterijų geb÷jimas oksiduoti 3-metilpiridino metilo grupę iki 

karboksilin÷s buvo pasteb÷tas Nocardia, Candida, Mycobacterium ir 

Arthrobacter genčių bakterijose (Parshikov ir kt., 1994). Išskirtas 

Pseudomonas sp. KM-3 kamienas, gebantis transformuoti 3-metilpiridiną į 3-

hidroksimetilpiridiną, oksiduojant alkilo grupę. Kaip tolimesnis metabolitas 

buvo aptiktas ir 3-karboksipiridinas (Korosteleva ir kt., 1981) (1.6 pav.). 

Tačiau priešingai nei Pseudomonas fluorescens bakterijų vykdomoje 3-

karboksipiridino transformacijoje, tarp metabolitų nebuvo surasta nei 2,5-

dihidroksipiridino, nei maleamo rūgšties. 
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1.6 pav. 3-Metilpiridino transformacija Pseudomonas sp. KM-3 ląstel÷se. 1 – 
3-metilpiridinas, 2 – 3-hidroksimetilpiridinas, 3 – nikotino rūgštis. 

 

Tiriant Mycobacterium bovis BCG kamieną, buvo gauti duomenys 

biogenetiškai susiejantys nikotino rūgštį ir 3-hidroksimetilpiridiną. Buvo 

stebimas tiek 3-hidroksimetilpiridino virtimas nikotinatu, tiek ir atvirkštinis 

virtimas (Gross ir kt., 1968). 

 

1.4. KARBOKSILINTŲ PIRIDINŲ TRANSFORMACIJA 

1.4.1. Pikolino rūgštis 

Karboksipiridino rūgščių degradacija susijusi su hidroksipiridinų 

degradacija tuo, kad dažnai susidaro tie patys tarpiniai metabolitai – di-, 

trihidroksipiridinai ar karboksilinti dihidroksipiridinai. Piridino žiedas 

atidaromas, esant nemažiau kaip dviem hidroksi grup÷ms, papildomai gali būti 

ir karboksi grup÷ (Kaiser ir kt., 1996). 

Iš pikolino rūgšties yra sintetinamas herbicidas pikloramas. Pikolino 

rūgštis ir jos amidas taip pat yra ir kito herbicido – dikvato fotolitinis 

produktas. Nors šie herbicidai yra gana dažnai naudojami žem÷s ūkyje, tačiau 

jų biodegradacija yra mažai tirta (Kaiser ir kt., 1996). Pikolino rūgšties dariniai 

yra gan plačiai paplitę gamtoje – N-metilpikolino rūgštis (horminas) yra augalų 
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hormonas. Iš Japonijos jūros nuosedų išskirtų Nocardia sp. bakterijų augimo 

metu, terp÷je susidarydavo 5-hidroksipikolino rūgštis (Makareva ir kt., 1989). 

Streptomicetai sintetina antibiotikus: 1) ciklinius peptidus, kurių sud÷tyje yra 

3-hidroksipikolino rūgštis, 2) ar į nukleotidus panašius, turinčius 5-

hidroksipikolino rūgštį. Šie hidroksilinti junginiai susidaro ne iš alifatinių 

junginių, o iš pikolino rūgšties dehidrogenazių poveikyje. Pikolino rūgšties 

biosintez÷s pirmtakas yra L-lizinas ar α-aminoadipo rūgštis, iš kurių susidaro 

∆1-piperidein-2- ar 6-karboksilin÷ rūgštis (He, 2006). Pastarąją veikiant 

oksidaciniams fermentams, susidaro pikolino rūgštis. Dar vienas pikolino 

rūgšties biosintez÷s kelias buvo surastas ištyrus 2-aminofenolio skaidymą. 

Pseudomonas sp. AP-3 bakterijose. Oksiduojant šį junginį susidaro 2-

aminomukono rūgšties 6-pusiaualdehidas, kurio aldehido ir amino grup÷s 

spontaniškai reaguoja tarpusavyje, susidarant pikolino rūgščiai (Takenaka ir 

kt., 1998). Grybas Pyricularia oryzae gamina pikolino rūgštį, kuri yra augalų, 

pvz., ryžių, augimo slopiklis (Kessmann ir kt., 1994). 

Literatūroje yra duomenų, kad pikolino rūgšties asimiliacijoje dalyvauja 

Aerococcus, Rhodotorula, Arthrobacter ir Bacillus genčių bakterijos (Ohsugi ir 

kt., 1981). Pikolino rūgšties degradacijoje dalyvauja ir Arthrobacter 

picolinophilus DSM20665 bakterijos (v÷liau priskirtos Rhodococcus 

erythropolis bakterijų grupei) (Koch ir kt., 1995). Pastaraisiais metais atsirado 

duomenų, kad Streptomyces sp. Z2 bakterijos taip pat gali dalyvauti pikolinato 

degradacijoje (Zheng ir kt., 2009). Iki tol Streptomyces bakterijos buvo 

nurodomos tik kaip pikolinato producent÷s (antibiotikų biosintez÷je). 

Visais žinomais pikolino rūgšties degradacijos atvejais skaidymas 

prasideda hidroksilinimu į 6-ąją pad÷tį. Aptikus šios reakcijos fermentinį 

aktyvumą buvo pabandyta nustatyti fermento prigimtį. Tyrimai parod÷, kad 

pikolinato dehidrogenaz÷s aktyvumas bakterijose labai priklaus÷ nuo 

molibdeno jonų, esančių augimo terp÷je, bei volframato jonų, kurie specifiškai 

inhibuoja molibdeninius fermentus (Siegmund ir kt., 1990).  

Buvo parodyta, kad neidentifikuotos Gram-neigiamos bakterijos gali 

deamininti pikolinamidą, o po to hidroksiliti susidariusią pikolino rūgštį 6-oje 
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pad÷tyje (Orpin ir kt., 1972). Hidroksilinantis fermentas išs÷da į nuos÷das, 

esant 38 000 g. Hidroksilinimui reikalingas tik NAD+, o anaerobin÷mis 

sąlygomis fermentas veik÷, esant metileno m÷liui. Flavinai hidroksilinimo 

nestimuliavo (Orpin ir kt., 1972). 

Bacillus sp. bakterijos pikolino rūgštį pradeda metabolizuoti taip pat 

hidroksilindamos C-6 atomą (Kaiser ir kt., 1996). Nustatyta, kad deguonis šiai 

reakcijai yra paimamas iš vandens. Bacillus sp. vykdomos pikolino rūgšties 

biodegradacijos tarpiniu metabolitu buvo nustatyta 3,6-dihidroksipikolino 

rūgštis ir 2,5-dihidroksipiridinas. Auginant šias bakterijas terp÷je su pikolino 

rūgštimi ir papildomai esant inhibitoriui arsenitui, buvo išskirtos ketorūgštys – 

piruvo ir α-oksoglutaro (1.7 pav.). 
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1.7 pav. 2-Pikolino rūgšties transformacija. 1 – 2-pikolino rūgštis, 2 – 6-
hidroksipikolino rūgštis, 3 – 3,6-dihidroksipikolino rūgštis, 4 – 2,5-
dihidroksipiridinas, 5 – α-oksoglutaro rūgštis, 6 – piruvo rūgštis, 7 – maleamo 
rūgštis, 8 – maleino rūgštis. 

 

Arthrobacter picolinophilus pikolino rūgštį oksiduoja susidarant 6-

hidroksipikolino rūgščiai, tačiau tolimesnių metabolitų aptikti nepavyko tačiau 

bakterijose buvo aptiktas didelis kiekis du, penkis, šešis, septynis ir devynis 

anglies atomus turinčių dikarboksilių rūgščių. Manoma, kad iš šių ilgas 

grandines turinčių dikarboksilių rūgščių yra sintetinamas destiobiotinas, kuris 
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buvo identifikuotas kaip vienas iš metabolitų (Kaiser ir kt., 1996). Tiriant 

Arthrobacter picolinophilus, pavyko dalinai išgryninti pikolinato hidroksilazę 

(Tate ir kt., 1974). Tyrimai parod÷, kad tai yra membraninis baltymas. 

Fermentą stabilizuojančiai veik÷ redukuojančios medžiagos (ditiotreitolis) ir 

sacharoz÷. Fermentas buvo stimuliuojamas Fe2+ jonais, o Mn2+, Ca2+ ir Mg2+ 

įtakos netur÷jo. Tuo tarpu Hg2+, Cu2+ jonai inhibavo fermentą, Zn2+ ir Co2+ 

jonai silpnai. Taip pat fermentas pasirod÷ esąs jautrus chelatoriams. Nors 

flavino analogas chinakrinas, inhibavo fermentą, bet aktyvumas buvo 

atstatomas FMN. Pikolino rūgšties hidroksilaz÷ veik÷, esant dirbtiniams 

elektronų akceptoriams: metileno m÷liui, DCPIP, neutraliam raudoniui ir 

citochromui c. Jokio aktyvumo nebuvo aptikta su nikotininiais nukleotidais. Be 

to, fermentas pasirod÷ esąs labai specifiškas pikolino rūgščiai, joks aktyvumas 

nebuvo stebimas su kitomis piridino rūgštimis, tarp jų chinolino ir 3-

hidroksipikolino rūgštimis. Pikolinato hidroksilaz÷s molekulin÷ mas÷ nustatyta 

gel-filtraciniu metodu buvo 230 kDa (Tate ir kt., 1974). Šie duomenys iš esm÷s 

skiriasi nuo Orpin ir bendraautorių gautų duomenų apie pikolinato hidroksilazę 

(Orpin ir kt., 1972). Tai rodo, kad bakterijose tą pačią reakciją katalizuojantys 

fermentai gali būti skirtingos prigimties. 

Hidroksilinti pikolino rūgšties metabolitai susidaro 

piridinodikarboksilinių rūgščių biodegradacijos metu. Pvz., Alcaligenes sp. 

UK21 bakterijos metabolizuoja chinolino rūgštį, ją hidroksilindamas 6-oje 

pozicijoje. Kitame degradacijos etape dalyvauja dekarboksilaz÷, kuri pašalina 

3-ioje pozicijoje esančia karboksilo liekaną, susidarant 6-hidroksipikolino 

rūgščiai (Uchida ir kt., 2003). m-Ftalio rūgštį skaidantis CC9M kamienas 

gal÷jo skaidyti ir dipikolino rūgštį. Pagrindiniu metabolitu buvo identifikuota 

2,3-dihidroksipikolino rūgštis. Tačiau šis junginys n÷ra stabilus ir esant 

šarminiam pH lengvai fotolizuojasi, susidarant 8-iems skirtingiems 

produktams, iš kurių 6 yra suvartojami CC9M kamieno bakterijų. (Amador ir 

kt., 1990). Manoma, kad 3-hidroksidipikolino rūgšties degradacija gali vykti 

dviem skirtingais keliais: atidarant žiedą, pagrindiniu metabolitu esant α-
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ketoglutaratui, arba susidarant 2,3-dihidroksipikolinatui, kuris yra 

dekarboksilinamas, susidarant 2,3-dihidroksipiridinui (Kaiser ir kt., 1996). 

Į hidroksilintas piridino rūgštis negalimą žiūr÷ti tiesmukiškai kaip į 

antrinius metabolizmo produktus. Nes šie junginiai gali būti katabolizmo 

galutiniai produktai – pirminiai degradacijos metabolitai. Pavyzdžiui, vienas iš 

pikolino rūgšties biosintez÷s kelių yra iš L-lizino, susidarant pipekolino 

rūgščiai, kuri v÷liau yra oksiduojama. 3-Hidroksipikolino rūgštis sutinkama 

streptomicetų produkuojamuose cikliniuose peptidiniuosei antibiotikuose. N÷ra 

ištirta kaip ir kada antibiotikų biosintez÷s metu susidaro ši rūgštis: oksiduojant 

pikolino rūgštį į 3-hidroksipikolino rūgštį ir v÷liau prijungiant prie peptido ar 

prijungiant pikolino rūgštį prie peptido ir tik v÷liau oksiduojant, taip kaip tai 

vyksta nikomicino X ir Z atvejais. Nikomicino atveju yra susintetinamas visas 

antibiotikas ir tik paskutiniosios stadijos metu pikolinoilo darinys yra 

hidroksilinamas 5-oje pozicijoje (Moon ir kt., 2010).  

Natūralu, kad esant junginių producentams gali būti ir šių junginių 

skaidytojai. Tačiau kol kas n÷ra žinoma 3- ir 5-hidroksipikolino rūgštis 

įsisavinantys mikroorganizmai. Kol kas yra žinomas tik vienintelis pikolino 

rūgšties skaidymo kelias – hidroksilinant 6-oje pozicijoje.  

 

1.4.2. Izonikotino rūgštis 

 

Analogiškai pikolino rūgščiai yra metabolizuojama izonikotino rūgštis (4-

karboksipiridinas). Sarcina sp. ir Bacillus sp. bakterijos šios rūgšties 

transformaciją pradeda heterociklo oksidacija, susidarant 2-hidroksiizonikotino 

rūgščiai, kuri v÷liau verčiama 2,6-dihidroksiizonikotino rūgštimi (citrazinatu) 

(Kaiser ir kt., 1996). Manoma, kad kitų reakcijų metu heterociklas yra 

suardomas. Skilimo produktas n÷ra aptiktas, bet identifikuotas gintaro rūgšties 

pusiau aldehidas (1.10 pav.) (Gupta ir kt., 1979), tačiau jokio oksidacinio 

fermentinio aktyvumo nebuvo aptikta. 



 26

N

COOH

1

N OH

COOH

2

NOH OH

COOH

3
NOH OH

KoAO

4

COOH

CHO

O

COOHCOOH

OH

COOHCOOH

COOH

COOHCOOH

COOH

COOH

COOHCOOH N
H

KoAO

O O

5

N
H

KoAO

O O

4

10
9

87

6

 
1.8 pav. Izonikotino rūgšties transformacija Bacillus, Sarcina ir Mycrococus 
genčių bakterijose. 1 – izonikotinatas, 2 – 2-hidroksiizonikotinatas, 3 – 2,6-
dihidroksiizonikotinatas (citrazinatas), 4 – citrazil-KoA, 5 – 2,6-
dioksopiperidino-4-karboksil-KoA, 6 – propano-1,2,3-trikarboksilatas, 7 – 
izocitratas, 8 – cis-akonitatas, 9 – α-ketoglutaratas, 10 – gintaro rūgšties pusiau 
aldehidas. 

 

Tiriant izonikotinato degradacija Mycobacterium sp. INA1 bakterijose 

buvo nustatyta, kad citrazinatas yra prijungiamas prie kofermento A ir pilnai 

redukuojamas. Aptikti ne tik izonikotinato ir 2-hidroksiizonikotinato 

dehidrogenazių aktyvumai, bet ir citrazil-KoA sintetaz÷s ir citrazil-KoA 

reduktaz÷s aktyvumai (Kretzer ir kt., 1991). Iš šios bakterijos trimis gryninimo 

etapais izonikotinato dehidrogenaz÷ buvo išgryninta iki homogeniškumo. Šio 

fermento molekulin÷ mas÷, nustatyta natyvios gradientin÷s baltymų 

elektroforez÷s ir gel-filtraciniu metodais, yra 125 kDa ir 250 kDa, atitinkamai. 

Baltymų elektroforez÷ denatūruojančiomis sąlygomis rod÷ tris baltymų 

juosteles: 83, 31 ir 19 kDa. Fermentiniame komplekse buvo identifikuotas 

molibdenas, geležis, labili rūgštin÷ siera ir FAD molekul÷, santykiu 1:4:4:1 

kiekvienam protomerui (125 kDa). Molibdeninis kofaktorius buvo 

identifikuotas kaip molibdopterino citozino dinukleotidas. Ši fermentas be 
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izonikotinato efektyviai (17% izonikotinato aktyvumo) oksiduoja chinolino-4-

karboksirūgštį (Kretzer ir kt., 1993). 

N-metilizonikotino rūgšties degradacija Gram-teigiamose 4Cl bakterijose 

vyksta hidroksilinant į antrąją pad÷tį ir po to demetilinant, susidarant 2-

hidroksiizonikotino rūgščiai (Kost ir kt., 1978). Bet Achromobacter sp. D 

bakterijose, skaidymas vyksta visai kitu keliu nei izonikotinato. Naudojant 

intaktines ląsteles, buvo identifikuotos gintaro ir skruzdžių rūgštys bei 

metilaminas. Intaktin÷s ląstel÷s praktiškai nevartojo jokių hidroksilintų darinių, 

o N-metilizonikotinato suvartojimas suaktyv÷davo į reakcijos mišinį prid÷jus 

NADH. Šie duomenys leido padaryti prielaidą, kad N-metilizonikotinatas 

pirmiausia yra redukuojamas į N-metil-1,4-dihidroizonikotinatą ir tuomet 

atakuojamas oksigenaz÷s bei suskaldomas iki alifatinių junginių (Wright ir kt., 

1972), taip pat kaip ir vykstant piridino degradacijai. 

 

1.4.3. Nikotinas 

 

Nikotino ir nikotino rūgšties degradacija, kai kuriose bakterijų rūšyse yra 

susijusi ar vyksta panašiai. Yra aptikta bakterijų galinčių skaidyti abu šiuos 

junginius susidarant tam pačiam metabolitui – 2,5- ar 2,6-dihidroksipiridinui, 

6-hidroksi-, 2,6-dihidroksinikotino rūgščiai, ar nikotino rūgšties analogams – 

6-hidroksipseudooksinikotinui, 6-hidroksi-3-sukcinoilpiridinams ir 3-

sukcinoilpiridinams (Kaiser ir kt., 1996). Nikotino degradacija yra neblogai 

ištirta – detaliai žinomi trys nikotino degradacijos keliai bakterijose, grybuose 

neseniai surastas visiškai naujas degradacijos kelias (1.9 pav.) nors kituose 

eukariotuose skaidymo kelias praktiškai nežinomas (Meng ir kt., 2010). 



 28

N

N

N

N
H

N

N

N

O

N
H

COOH

N

O

N
H

N

O

N
H

OH N

OH

OH

COOH

COOH

Microsporum gypseum;
Pellicularia filamentosa;
Cunninghamella
echinulata
Nežinoma

Nicotiana plumbaginifolla
ir Žinduolių ląstel÷s
Nežinoma

1 2
3

4

5 6 7 8  
1.9 pav. Sp÷jamas nikotino transformacijos kelias Aspergillus oryzae 112822 
kamiene. 1 – nikotinas, 2 – nornikotinas, 3 – miosminas, 4 – sp÷jamas tarpinis 
produktas, 5 – N-metilnikotinamidas, 6 – 2-hidroksi- N-metilnikotinamidas, 7 – 
2,3-dihidroksipiridinas, 8 – gintaro rūgštis. 

 

Nikotino degradacija bakterijose gali vykti dviem būdais: atakuojant 

pirolo arba piridino žiedą. Metabolizmas, kuriam būdinga pirolo žiedo ataka 

pirmojoje stadijoje, dažniausiai sutinkamas Pseudomonas genties bakterijose. 

Pirolo žiedas gali būti labai skirtingai atakuojamas, žinomi net keturi skaidymo 

keliai vien Pseudomonas genties bakterijose (1.10 pav.) (Li ir kt., 2010).  

Kitas nikotino degradacijos kelias, kai pirmojoje stadijoje atakuojamas 

piridino žiedas, sutinkamas Arthrobacter nicotinovorans, A. oxydans ir 

Pseudomonas sp. P-34 ir JTS-0006 kamienuose. Piridino žiedas yra 

oksiduojamas 6-oje pozicijoje, susidarant 6-hidroksi-L-nikotinui, ir tik 

sekančių reakcijų metu yra atakuojamas ir atidaromas pirolo žiedas (1.11 pav.) 

(Brandsch, 2006).  
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1.10 pav. Sp÷jami L-nikotino transformacijos kelias Pseudomonas spp. 
bakterijose. 1-as kelias kelias randamas Pseudomonas putida S16; 2-as ir 3-ias 
– Pseudomonas sp. Nic22 ir HF-1; 4-asis – Pseudomonas sp. HF-1. Pagal Li ir 
kt. (2010). 
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1.11 pav. L-nikotino transformacijos kelias Arthrobacter nicotinovorans 
DSM420 ir Nocardioides sp. JS614 bakterijose. 1 – L-nikotinas, 2 – 6-
hydroksi-L-nikotinas, 3 – N-metilaminopropil-(6-hidroksipiridil-3)-ketonas, 4 
– N-metilaminopropil-(2,6-dihidroksipiridil-3)-ketonas, 5 – γ-N-
metilaminobutano rūgštis, 6 – 2,6-dihidroksipiridinas, 7 – 2,3,6-
trihidroksipiridinas, 8 – „m÷lynas pigmentas“. Pagal Baitsch ir kt. (2001). 
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Duomenys apie genus susijusius su nikotino degradacija bakterijose, 

pasirod÷, kai iš Gram-teigiamų bakterijų, Arthrobacter oxidans, buvo išskirta 

157,8 kb dydžio plazmid÷, turinti L-nikotino degradacijos genus (Brandsch ir 

kt., 1984). V÷liau šie duomenys buvo patikslinti, tai – 165,139 kb katabolin÷ 

plazmid÷, kurios apie 35% atviro skaitymo r÷melių vis dar yra nežinomos 

funkcijos ir apie 50% yra susiję su angliavandenių, amino rūgščių ir sarkozino, 

nikotino metabolizmu bei molibdeninio kofaktoriaus biosintez÷s (Igloi ir kt., 

2003). 

Nors L-nikotino metabolizmo kelias yra tas pats, o metabolizme 

dalyvaujančių fermentų molekulin÷s mas÷s ir amino rūgščių sekos yra labai 

panašios, skirtingose bakterijose genai, susiję su šios medžiagos metabolizmu, 

gali būti lokalizuoti skirtingai. Pavyzdžiui, L-nikotino degradacijos genai 

Arthrobacter nicotinovorans DSM420 bakterijose yra lokalizuoti pAO1 

megaplazmid÷je, o Nocardioides sp. JS614 bakterijose – chromosomoje 

(Ganas ir kt., 2008). 

L- ir D-nikotinas Arthrobacter nicotinovorans DSM420 bakterijose, yra 

skaidomi vienodai: susidarant 6-hidroksi-L- ar 6-hidroksi-D-nikotinui, kuriuos 

oksiduoja skirtingos oksidaz÷s, susidarant tam pačiam metabolitui – 6-

hidroksimetilmiosminui. Genai koduojantys abi 6-hidroksinikotino oksidazes 

yra lokalizuoti pAO1 megaplazmid÷je. Galima būtų manyti, kad fermentai 

katalizuojantys stereoizomerų oksidaciją tur÷tų būti labai panašūs, tačiau taip 

n÷ra. Vienas iš skirtumų yra tai, kad molibdeno jonai yra svarbūs nikotino 

dehidrogenaz÷s ir 6-hidroksi-L-nikotino oksidaz÷s indukcijai, o 6-hidroksi-D-

nikotino oksidaz÷s atveju šie jonai įtakos praktiškai neturi (Grether-Beck ir kt., 

1994). Kiti skirtumai matomi lyginant fermentų amino rūgščių sekas. 6-

Hidroksi-D-nikotino oksidaz÷ yra sudaryta iš subvieneto, kurio molekulin÷ 

mas÷ apie 49 kDa ir turi kovalentiškai prijungtą FAD, o 6-hidroksi-L-nikotino 

oksidaz÷ yra sudaryta iš dviejų subvienetų, kurių vieno molekulin÷ mas÷ yra 

apie 47 kDa ir kiekvienas monomeras turi nekovalentiškai prijungtą FAD. 

Nors abi oksidaz÷s reaguoja su deguonimi ir negali veikti, esant 
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vienelektroniniam akceptoriui, 6-hidroksi-D-nikotino oksidaz÷ gali panaudoti 

dvielektroninį akceptorių, tuo tarpu 6-hidroksi-L-nikotino oksidaz÷ to daryti 

negali. Be to, flavino radikalas radikalas yra gaunamas skirtingais būdais: 6-

hidroksi-D-nikotino oksidaz÷s atveju, veikiant S2O4
2-, o 6-hidroksi-L-nikotino 

oksidaz÷s atveju, veikiant šviesa ir esant EDTA. Taip pat, abiejų oksidazių 

amino rūgščių sekos yra labai skirtingos. 6-hidroksi-L-nikotino oksidaz÷s 

amino rūgščių seka yra panašesn÷ į eukatiotinių monoamino oksidazių, nei į 

prokariotinių. Be to, atitinkama geną koduojančios DNR G+C procentas yra 

artimesnis eukatinei monoamino oksidazei, ir aiškiai mažesnis nei G+C 

procentas, esantis A. nicotinovorans pAO1 plazmid÷s DNR. Apibendrinus 

šiuos duomenis , Schenk ir Decker pasiūl÷ prielaidą, kad 6-hidroksi-L-nikotino 

oksidaz÷s genas evoliucionavo po horizontalios genų pernašos iš eukariotinio 

pirmtako (Schenk ir kt., 1999). 

Ekspresuojant E. coli bakterijose L-nikotino dehidrogenazę ir 6-hidroksi-

L-nikotino oksidazę iš Arthrobacter nicotinovorans, buvo išaiškinta, kad L-

nikotino ir 6-hidroksi-L-nikotino pernaša į ląsteles vyksta palengvintos 

difuzijos būdu, o ne d÷l pasyvaus ar aktyvaus transporto (Ganas ir kt., 2009). 

Nikotino dehidrogenaz÷ (NDH) iš Arthrobacter nicotinovorans yra panaši 

į kitas ksantinų hidroksilazes. Paprastai tokie fermentai yra sudaryti iš trijų 

subvienetų: didžiojo70-100 kDa subvieneto, turinčio molibdeninį kofaktorių, 

vidutiniojo 23-35 kDa subvieneto ir mažojo 15-25 kDa subvieneto. Kiti 

molibdopteriną turintys fermentai yra sudaryti iš 1, 2 ar 4 subvienetų 

(Gladyshev ir kt., 1996). NDH iš A. nicotinovorans yra sudaryta iš trijų 30,011, 

14,924 ir 87,677 kDa dydžio subvienetų ir turi savyje FAD, Fe-S klasterį 

seleną ir molibdopteriną, kaip kofaktorius. Remiantis NDH subvienetų sekų 

analiz÷s rezultatais, paaišk÷jo, kad fermentas panašus į eukariotinę ksantinų 

dehidrogenazę (XDH), bet ne į žinomus molibdeną turinčius bakterinius 

fermentus. Remiantis palyginamąja analize, mažiausias subvienetas (NDHB) 

turi Fe-S klasterį, vidutinio dydžio subvienetas (NDHA) suriša FAD molekulę, 

o didžiausias subvienetas (NDHC) panašus į XDH molibdopteriną surišantį 

domeną. NDH fermentas A. nicotinovorans ląstel÷se yra randamas tirpioje ir su 
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membranomis asocijuotoje formose. Volframas inhibuoja fermentinį 

aktyvumą, bet ne baltymo sintezę,ir jam esant padid÷ja su membranomis 

asocijuotos formos kiekis (Grether-Beck ir kt., 1994).  

Pseudomonas ir Arthrobacter genties bakterijoms skaidant nikotiną, 

susidaro 6-hidroksi-3-sukcinoilpiridinas, kuris v÷liau yra verčiamas 2,5-

dihidroksipiridinu. Šią reakciją katalizuoja 6-hidroksi-3-sukcinoilpiridino 

hidroksilaz÷. Pagal funkciją, šis fermentas yra panašus į 6-hidroksinikotinato 

3-monooksigenazę. Abu fermentai yra nuo NADH priklausomi ir panašios 

molekulin÷s mas÷s: 38 kDa (hidroksilaz÷) (Tang ir kt., 2008) ir 42 kDa 

(monooksigenaz÷), tačiau amino rūgščių sekose n÷ra jokio panašumo. Be to, 6-

hidroksi-3-sukcinoilpiridino hidroksilaz÷s amino rūgščių sekoje n÷ra 

FAD/NADH-surišimo motyvų. Be to, 6-hidroksi-3-sukcinoilpiridino 

hidroksilaz÷s substratas yra sukcinoilo grup÷, o ne tik karboksi, kaip 6-

hidroksinikotinato 3-monooksigenaz÷s atveju. Šie fermentai gal÷jo skirtingai 

evoliucionuoti, taip kaip nutiko 6-hidroksi-L- ir 6-hidroksi-D-nikotino 

oksidaz÷ms. 

A. nicotinovorans ląstel÷ms skaidant nikotiną, terp÷je susidaro m÷lynos 

spalvos pigmentas. Tyrimai parod÷, kad oksidacijos metu susidaro 2,6-

dihidroksipiridinas, kuris toliau yra oksiduojamas nikotinu indukuojamos 2,6-

dihidroksipiridino 3-hidroksilaz÷s. Išgrynintas fermentas absorbavo matomą 

šviesą, būdingą flavinams (sugerties maksimumai: 384 ir 455 nm). Kadangi 

flavinas yra stipriai susirišęs su fermentu ir gryninimo eigoje neatsiskiria, 

manoma, kad flavinas yra prostetin÷ grup÷. Hidroksilaz÷ yra tris kartus 

specifiškesn÷ NADH-ui nei NADPH-ui. Fermento gryninimo eigoje buvo 

pasteb÷ta, kad ši hidroksilaz÷ yra dviejų subvienetų fermentinis kompleksas. 

Abu fermentai vienas nuo kito yra lengvai atskiriami jonų mainų (pvz. DEAE-

celiulioz÷s) chromatografijos metu. I-is subvientas oksiduoja 2,6-

dihidroksipiridiną, susidarant 2,3,6-trihidroksipiridinui, o II-asis suskaldo 

heterociklą. Fermentinį kompleksą inhibuoja sunkiųjų metalų (Cu2+, Zn2+ ir 

Hg2+) jonai. Fermentas praranda aktyvumą dializ÷s arba saugojimo metu +4oC 

temperatūroje, d÷l to tyrimų metu buvo stabilizuojamas etanoliu arba 
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gliceroliu. Oksidacijos reakcijos stecheometrija susidarant m÷lynam pigmentui 

yra tokia: 2,6-dihidroksipiridinas/NADH/O2 = 1/1/1. 2,6-dihidroksipiridino 3-

hidroksilaz÷s molekulin÷ molekulin÷ mas÷ nustatyta gel-filtracijos metodu 

buvo apie 89 kDa (Holmes ir kt., 1972). Šie duomenys kiek skiriasi, nuo 

Treiber (Treiber ir kt., 2008) pateiktų duomenų. Jie molekulinę masę gel-

filtraciniu metodu nustat÷ esant 113 kDa. Taigi, 2,6-dihidroksipiridino-3-

hidroksilaz÷ yra homodimeras. Rekombinantin÷ 2,6-dihidroksipiridino-3-

hidroksilaz÷s kristalų erdvin÷ struktūra buvo nustatyta rentgeno spindulių 

difrakcijos metodu. Tyrimai leido padaryti prielaidą, kad flavinas yra 

redukuojamas NADH, būdamas išorin÷je-pozicijoje. Po to persisuka į vidinę-

poziciją, kur sąveikauja su deguonimi. Aktyvaus centro geometrija autorių 

pastūm÷jo link minties, kad peroksiflavinas yra protonizuotas tirpikliu, kas 

padidina šio elektrofiliškumą. Substratas yra aktyvuojamas dviejų histidinų 

pirolo žiedų azotais, kurie gali priimti protoną nuo substrato C6 hidroksilo, kas 

leidžia susidaryti nukleofiliniam C3 atomui. Tuomet šis nukleofilinis anglies 

atomas atakuoja elektrofilinį hidroperoksidą grupę (Treiber ir kt., 2008). 

Fermento amino rūgščių sekoje yra randami būdingi FAD/NAD,bet kiek 

pakeisti playginus su tradiciniais surišimo motyvai, tačiau kiek pakeisti: 

GXGXXG – pakeistas alternatyviu GXSXXG, o DXXXGXDGXK motyve 

įkrautos polin÷s aminorūgštys yra pakeistos neįkrautomis poline (D→N) ar 

hidrofiline (K→A) a.r. (nuorodos). GDAAH motyve H yra pakeistas į V 

(Baitsch ir kt., 2001).  

Kaip min÷ta anksčiau, veikiant 2,6-dihidroksipiridino-3-hidroksilazei, 

susidaro reaktyvus trihidroksipiridinas, kuris ore labai greitai autooksiduojasi į 

m÷lyną pigmentą („nicotine blue“) – 4,5,4′,5′-tetrahidroksi-3,3′-

diazadifenochinoną-(2,2′). Tiriant A. nicotinovorans ląstelių ekstraktą, pavyko 

aptikti reduktazę, kuri redukavo m÷lynąjį pigmentą iki trihidroksipiridino. 

Fermentas savo sud÷tyje turi nekovalentiškai prijungtą FMN, ir redukcijai gali 

panaudoti NADH ar NADPH, bet pastarąjį mažesniu efektyvumu. Ši reduktaz÷ 

n÷ra specifiška substratui, ir gali redukuoti kitus chinonus: 1,4-naftochinoną, 

1,4-benzochinoną, 2,6-dichlofenolindofenolą, menadioną, durachinoną. Ši 
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oksidoreduktaz÷ yra sudaryta iš 204 aminorūgščių ir turi 

LFVTPEYNXXXXXXLKNAIDXXS motyvą, budingą flavininių chinono 

reduktazių NADH2 šeimai. Joje n÷ra NAD(P)H surišimo AXGXXG motyvo, 

būdingo daugumai chinonų reduktazių, bet yra SXGXXG motyvas, randamas 

panašiuose baltymuose. Ši NAD(P)H-„nicotine blue“ oksidoreduktaz÷ gali 

apsaugoti ląstelę nuo viduląstelinio m÷lynojo pigmento vienelektron÷s 

redukcijos, kurios metu gali susidaryti semichinoniniai radikalai ir potencialiai 

toksiškos reaktyviojo deguonies formos (Mihasan ir kt., 2007). 

 

1.4.4. Nikotino rūgštis 

 

Nikotino rūgšties (3-karboksipiridino) biodegradacijos pradiniai etapai 

atskirose mikroorganizmų grup÷se vyksta skirtingai, išskyrus pirmąjį etapą, kai 

nikotino rūgštis verčiama 6-hidroksinikotino rūgštimi. Išskiriami du 

pagrindiniai nikotino rūgšties transformacijos keliai – išliekant aromatinei 

sistemai iki žiedo atidarymo ir aromatinio žiedo redukcija. Beveik visuomet 

nikotino rūgštis yra hidroksilinama 6-oje pad÷tyje, yra žinomas tik vienas 

atvejis, kai ji hidroksilinama 2-oje pad÷tyje (Schrader ir kt., 2002). Tyrimai su 

intaktin÷mis Pseudomonas fluorescens bakterijomis parod÷, kad nikotino 

rūgšties metabolizmui yra svarbi laisva 6-oji pad÷tis, o 2-oji ir 5-oji gali būti 

užblokuotos. Ląstel÷s, prieš tai augusios neindukcin÷mis sąlygomis, lengvai 

gal÷jo augti su 6-hidroksinikotino ir 5-fluoronikotino rūgštimis, tačiau negal÷jo 

augti su kitokiais halogenintais dariniais, taip pat 2-hidroksinikotino ir 2,6-

dihidroksinikotino rūgštimis. Intaktin÷s ląstel÷s, prisitaikiusios augti su 

nikotino rūgštimi, 2- ir 5-fluoronikotino ar nikotino rūgštis oksidavo panašiu 

greičiu, 5-chloronikotino rūgštį – žymiai l÷čiau, o 5-bromonikotino rūgšties 

apskritai neoksidavo (Hughes, 1955). 

Pirmasis nikotino rūgšties degradacijos etapas Pseudomonas fluorescens 

bakterijose yra hidroksilinimas 6-oje pozicijoje (Hughes, 1954; Hunt, 1958). 

Kitas etapas – oksidacinis dekarboksilinimas, susidarant 2,5-dihidroksipiridinui 

(Behrman ir kt., 1957), kuris dioksigenaz÷s poveikyje suskaldomas iki 
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alifatinių produktų. Bacillus sp. bakterijos iš nikotino rūgšties susidariusią 6-

hidroksinikotino rūgštį toliau oksiduoja iki 2,6-dihidroksinikotino rūgšties. 

Pastaroji oksidacinio dekarboksilinimo metu virsta 2,3,6-trihidroksipiridinu. 

2,3,6-Trihidroksipiridinas toliau yra oksiduojamas suskaldant heterociklą iki 

maleamo ir skruzdžių rūgščių (1.12 pav.). Susidarius dideliam 2,3,6-

trihidroksipiridino kiekiui, pastarasis ore oksiduojasi iki m÷lynos spalvos 

pigmento (Kaiser ir kt., 1996).  
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1.12 pav. Nikotino rūgšties transformacija Pseudomonas fluorescens ir 
Bacillus sp. ląstel÷se. 1 – nikotino rūgštis, 2 – 6-hidroksinikotino rūgštis, 3 – 
2,6-dihidroksinikotino rūgštis, 4 – 2,3,6-trihidroksipiridinas, 5 – m÷lynas 
pigmentas, 6 – 2,5-dihidroksipiridinas, 7 – N-formilmaleamo rūgštis, – 
maleamo rūgštis.  

 

Azorhizobium, Pseudomonas, Bacillus ir kt. bakterijose, nikotinato 

dehidrogenaz÷s nerodo jokio aktyvumo su nikotininiais nukleotidais (nors ir 

turi fermentiniame komplekse NADP+ oksidazę), tačiau yra aktyvūs esant 

fenazino metosulfatui (PMS) ar kalio fericianidui (Kitts ir kt., 1989), metileno 

m÷liui (Hirschberg ir kt., 1971), tetrazoliniams dažams (Hirschberg ir kt., 

1972) ir kai kuriems kitiems dirbtiniams elektronų akceptoriams. Tiriant 

pastarosios grup÷s nikotinato, tuo pačiu ir 6-hidroksinikotinato, 

dehidrogenazes iš Bacillus sp. DSM2923 buvo nustatyta, kad kultivuojant 

fermento kiekis priklauso nuo terp÷je esančių molibdeno jonų koncentracijos 



 36

(Nagel ir kt., 1989). Analogiškus duomenis gavo Grether-Beck ir 

bendraautoriai tirdami nikotino dehidrogenazę ir 6-hidroksinikotino oksidazę 

Arthrobacter nicotinovorans bakterijose (Grether-Beck ir kt., 1994). Be to, jie 

nustat÷, kad molibdeno jonų antagonisto volframato jonai slopina tik fermentų 

aktyvumą, bet ne baltymų sintezę. Nikotinato ir 6-hidroksinikotinato 

dehidrogenaz÷s iš Bacillus sp. DSM2923, yra sudaryti iš kelių subvienetų, ir jų 

molekulin÷s mas÷s gelių filtracijos metodu buvo nustatytos esant apie 400 ir 

450 kDa. Abu fermentai reakcijoje su substratais parod÷ sugerties sumaž÷jimą 

ties 450 nm, kas leidžia daryti prielaidą, kad jų sud÷tyje yra flavino 

(Hirschenberg ir kt., 1971). Tiriant nikotinato hidroksilazę išskirtą iš 

Pseudomonas ovalis KB1 kamieno, buvo nustatyta, kad tai su membrana 

asocijuotas fermentinis kompleksas, susijęs su elektronų transporto grandine, 

turinčia b- ir c tipo citochromus, kurie yra redukuojami nikotinatu ir NADH. 

Hidroksilinimas vyksta esant deguoniui, fericianidui, metileno m÷liui, 2,6-

dichlorofenolindofenoliui (DCPIP) ir PMS, kaip elektronų akceptoriams. 

Fermentinis kompleksas yra sudarytas iš azidui jautrios nikotinato oksidaz÷s ir 

azidui nejautrios NADH oksidaz÷s. Spektriniai tyrimai, fermentinio komplekso 

oksidacija anglies monooksidu ir redukcija ditionitu, leido išskirti du CO 

prisijungimo pigmentus: citochromą o (absorbcijos maksimumas 417 nm) ir 

kitą komponentą, kurio absorbcijos maksimumas buvo 425 nm bangos ilgyje. 

Citochromas o negal÷jo būti redukuojamas NADH ir gintaro rūgštimi, bet 

gal÷jo būti redukuojamas nikotinatu, kaip ir „425“ CO prijungiantis pigmentas 

(Jones ir kt., 1972). Iš detalesnių tyrimų buvo padaryta išvada, kad su 

nikotinato dehidrogenaze susiję citochromai yra skirtingi nei randami 

kv÷pavimo (gintaro rūgšties ar NADH dehidrogenaz÷s) grandin÷je (Jones, 

1973). Šiuos duomenis patvirtino tyrimai panaudojant indukuotų ir 

neindukuotų nikotino rūgštimi Pseudomonas fluorescens TN5 kamieno ląstelių 

baltyminį ekstraktą. Indukuotų ląstelių baltyminis ekstraktas turi ryškias 

sugerties smailes ties 418, 521 ir 550 nm, būdingas citochromams. Išgrynintos 

nikotinato dehidrogenaz÷s iš Pseudomonas fluorescens TN5 kamieno 

aktyvumui yra reikalingi fericianidas, PMS ar nitro blue tetrazolis (NBT). Be 
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to, šis fermentas n÷ra labai substratui specifiškas ir gali efektyviai hidroksilinti 

3-piridinsulfono ir pirazinoinę rūgštis. Fermentas efektyviai veikia 6,0–9,0 pH 

intervale bei yra stabilus žemesn÷je nei 50 oC laipsnių temperatūra. Fermentas 

yra mažai jautrus chelatoriams, bet ypač jautrus sulfhidriliniams reagentams, 

kas parodo svarbų disulfidinių tiltelių vaidmenį formuojant erdvinę baltymo 

struktūrą (Hurh ir kt., 1994). 

Duomenų apie [2Fe-2S] klasterį turinčio subvieneto funkciją buvo gauta, 

kai Yang ir bendraautoriai s÷kmingai klonavo ir ekspresavo nikotinato 

dehidrogenazių iš Comamonas testosteroni JA1 (Yang ir kt., 2009) ir 

Pseudomonas putida KT2440 genus Escherichia coli ir Pseudomonas 

entomophila L48 ląstel÷se. Abi dehidrogenaz÷s struktūriškai panašios – turi 

[2Fe-2S] centrą, citochromo ir aldehido-ksantino oksidaz÷ms būdingus 

molibdeną surišančius fragmentus. Abiem atvejais, [2Fe-2S] centras yra 

atskirame subvienete. Esminis skirtumas tarp šių nikotinato dehidrogenazių yra 

substratinis specifiškumas – dehidrogenaz÷ iš C. testosteroni gali hidroksilinti 

ir 3-cianopiridiną. Buvo sukurtos hibridin÷s nikotinato dehidrogenaz÷s: 

nikotinato dehidrogenaz÷ iš P. putida tur÷jo mažąjį subvienetą (su [2Fe-2S] 

centru) iš C. testosteroni ir atvirkščiai – nikotinato dehidrogenaz÷ iš C. 

testosteroni tur÷jo mažąjį subvienetą (su [2Fe-2S] centru) iš P. putida. Tokiu 

būdu buvo gauta hibridin÷ P. putida dehidrogenaz÷, kuri gal÷jo hidroksilinti ir 

3-cianopiridiną. Šie tyrimai parod÷, kad [2Fe-2S] centrą turintis domenas, o ne 

molibdeną surišantis katalizinis domenas yra atsakingas už 3-cianopiridino 

hidroksilinimą. Dar lieka nežinoma kurios tiksliai amino rūgštys yra atsakingos 

už 3-cianopiridino surišimą (Yang ir kt., 2010). 

Anksčiau iškelta prielaida, kad 6-hidroksinikotinato 3-monooksigenaz÷, 

katalizuojanti oksidacinį dekarboksilinimą susidarant 2,5-dihidroksipirininui, 

savo sud÷tyje turi flaviną, buvo patvirtinta v÷lesniais tyrimais. Iš Pseudomonas 

fluorescens TN-5 bakterinio kamieno išskirtos 6-hidroksinikotinato 3-

monooksigenaz÷s veikimui yra reikalingi O2, NADH ir FAD. Fermentas, 385 

amino rūgščių polipeptidas, poliakrilamidiniame gelyje, denatūruojančiomis 

sąlygomis, migruoja kaip 42 kDa dydžio baltymas. Tiriant fermento savybes 
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buvo pasteb÷ta, kad holofermentas sudarytas iš apofermento ir kofermento 

FAD, kuris jungiasi apofermento N-gale. Be to N-gale yra FAD ir NAD(P) 

surišime dalyvaujančios sekos GXGXXG, DXXXGXDGXK, kurioje K yra 

pakeista H, o C-gale – GDAAH seka, kurioje antroji A pakeista C. Kofermento 

ir apofermento kiekiai yra ekvimoliniai. Didžiausias fermentinis aktyvumas 

buvo nustatytas, esant pH 7,6 ir 35 oC temperatūrai. Fermentas praktiškai 

nekatalizavo 6-hidroksinikotinato homologų oksidacijos, o nikotino rūgštis 

pasirod÷ esanti konkurentiniu slopikliu. Visiška fermento inhibicija Ag+, Cu2+ 

ir Hg2+ jonais, p-chlormerkuribenzoatu, 5,5′-ditiobis-(2-nitrobenzenu) ir dalin÷ 

(69%) – N-etilmaleimidu, leidžia daryti išvadą, kad SH grup÷s atlieka svarbų 

vaidmenį fermento aktyviame centre. Tiriant monooksigenaz÷s substratinį 

specifiškumą paaišk÷jo, kad fermento aktyvumui yra svarbi aromatin÷ 

substrato sistema ir hidroksilo bei karboksilo grup÷s. Didžiausias aktyvumas 

buvo pasiektas su 4-hidroksibenzoine rūgštimi, 6% nuo 6-hidroksinikotinatinio 

aktyvumo. Reakcijos metu susidar÷ hidrochinonas. Kiti junginiai – 3- ir 2-

hidroksibenzoatai, 2-hidroksinikotinatas ir 6-hidroksipirazinai buvo 

panaudojami kaip substratai esant mažiau nei 0,5% nuo 6-hidroksinikotinatinio 

aktyvumo. Geb÷jimas katalizuoti hidroksikarboksilinius aromatinius junginius 

maž÷ja tokia pakaitų pad÷ties kryptimi: para-, meta- ir ortho-. Susidaręs 2,5-

dihidroksipiridinas tolimesn÷s oksidacijos metu suskaldomas iki maleamo 

rūgšties (Nakano ir kt., 1999). 

Nikotino rūgšties degradacijoje dalyvaujantys fermentai yra prad÷ti 

gryninti ir apibūdinti prieš penkis dešimtmečius. Tačiau genai, koduojantys 

šiuos baltymus, buvo atrasti tik neseniai. Jimenez ir bendraautoriai apraš÷ 

Pseudomonas putida KT2440 kamieno, genų sankaupą (nic genus), 

dalyvaujančius aerobin÷je nikotino rūgšties degradacijoje (Jimenez ir kt., 

2008). Tai nicAB – nikotinato dehidrogenaz÷, nicC – 6-hidroksinikotinato 3-

monooksigenaz÷, nicX - 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz÷, nicD – N-

formilmaleamato deformilaz÷, nicF – maleamato deaminaz÷ ir nicE – maleino 

rūgšties izomeraz÷ bei reguliaciniai NicR ir TetR tipo genai (Jimenez ir kt., 

2008). Jimenez ir bendraautoriai pateik÷ 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz÷s 



 39

struktūros modelį. Šios struktūros N-gale (1-123 ir 177-191 a.r.) esantys 

regionai yra atpažįstami kaip Rossmann‘o klost÷ su centriniais šešiais β-

lakštais (β2-β1-β3-β4-β9-β8), apsuptais α-spiral÷mis (α1, α2, α3, α4, α5, α6) iš 

abiejų galų. C-galinis domenas yra organizuotas į du antiparalelinius β-lakštus 

(β21-β20-β19-β5-β6-β11-β14-β15 ir β7-β10-β16-β17-β18-β12-β13), kurie 

formuoja pseudo β-statinę, uždengtą α7 ir α8 spiral÷mis (1.13 pav.) (Jimenez ir 

kt., 2008). Sumodeliuotoje struktūroje autoriai išskyr÷ H265, H318 ir D320 

amino rūgštis kaip katalitines. Tokiu būdu C-galinis domenas yra katalitinis, o 

N-galinis yra atsakingas už dimerizaciją. Deja, n÷ra aišku ar polimerizacijoje 

dalyvauja tik N-galas ar ir C-galas, nes natyvus fermentas yra heksameras. 

A  B  C  

1.13 pav. Modeliniai (A) nicX ir (B) nicD ir (C) nustatytos nicF kristalin÷s 
struktūros vaizdai. 
 

Atlikdami N-formilmaleamo rūgšties deformilaz÷s tikslinę konservatyvių 

amino rūgščių mutagenezę, Jimenez ir bendraautoriai nustat÷ katalizinę triadą, 

kurios amino rūgščių pasikeitimas alaninu lemia visišką katalizinio aktyvumo 

praradimą. Šiai katalizinei triadai priklauso S101, D125 ir H245. Katalizei taip 

pat yra svarbios D224 ir E221 amino rūgštys, kurių pakeitimas alaninu lemia 

70% aktyvumo praradimą, lyginant su natyviu baltymu. Deformilaz÷s amino 

rūgščių sekoje yra randamas α/β hidrolaz÷ms būdingas nukleofilinių (98-G-H-

S-M-G-104) amino rūgščių motyvas, ji yra unikali α/β hidrolaz÷, pasižyminti 

deformilaziniu aktyvumu. D÷l didelio maleamo rūgšties deaminaz÷s (nicF) 

konservatyvumo Jimenez ir bendraautoriai kataliziniai triadai priskyr÷ D31, 

K121 ir C154. nicE geno produkto (izomeraz÷s) amino rūgščių palyginimas 

leido išskirti du konservatyvius cisteinus (C104 ir C222), kurie tiesiogiai 

dalyvauja kataliz÷je (Jimenez ir kt., 2008). 
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Nikotino rūgšties degradacijos genų (nic) sankaupos palyginimas su 

analogiškomis sankaupomis, esančiomis skirtingose bakterijų grup÷se, leidžia 

išskirti genų ketvertą – nicE, nicD, nicX ir nicF, kurie praktiškai visuomet būna 

apsupti iš vienos pus÷s nicC ir iš kitos pus÷s – nicA ir nicB (1.14 pav.). Genų 

ketverto eiliškumas yra beveik identiškas visose bakterijose (Jimenez ir kt., 

2008). 

 

1.14 pav. Pseudomonas putida KT2440 kamieno nic genų sankaupos genetin÷s 
organizacijos palyginimas su panašiomia sankaupomis skirtingose bakterijose. 
Pagal Jimenez ir kt. (2008). 
 

V÷liau, šalia reguliacinio nicR buvo rastas nicS reguliacinis genas. NicS ir 

NicR transkripcijos represoriai veikia kartu ir sudaro reguliacinį žiedą, 

kontroliuojantį „aukščiau“ (t.y. nikotinato dehidrogenaz÷s) ir „žemiau“ (t.y. 

visų kitų degradacijos fermentų) esančių nikotinato degradacijoje 

dalyvaujančių genų ekspresiją. Tai leidžia visiškai neišeikvoti nikotinato, 

ląstelei augant minimalioje mitybin÷je terp÷je (Jimenez ir kt., 2011). 

Decker ir Bleeg yra pasteb÷ję, kad Arthrobacter oxydans bakterijose, 

genai susiję su nikotino rūgšties biodegradacija yra indukuojami (Decker ir kt., 

1965). Atitinkamų fermentų sintez÷ yra represuojama terp÷je esant ir 

gliukoz÷s, ir amoniako, bet ne tik vieno iš jų. Indukuojamų hidroksilazių 

aktyvumai n÷ra aptinkami iki pirmos indukcijos valandos. Kadangi lag 

periodas indukuojant nikotino rūgštimi yra kiek ilgesnis nei indukuojant 6-

hidroksinikotino rūgštimi, manoma kad tikrasis induktorius yra pastarosis 

junginys. Induktoriais gali būti 2- ir 6-hidroksinikotino, 2-aminonikotino, 5- ir 

6-fluoronikotino, nikotino rūgštys ir nikotinamidas (Hirschberg ir kt., 1972). 
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Genai susiję su nikotino ir nikotino rūgšties degradacija gali būti išsid÷stę 

ne tik chromosomoje, bet ir plazmid÷je. Pseudomonas convexa 1 kamiene 

(Pc1) surasta didel÷ NIC plazmid÷ (Thacker ir kt., 1978). Ši plazmid÷ koduoja 

su nikotino ir nikotino rūgšties metabolizmu susijusius genus. Abiejų junginių 

degradacija vyksta susidarant tam pačiam metabolitui – 2,5-dihidroksipiridinui. 

Bakterijos, netekusios NIC plazmid÷s, negali įsisavinti nei nikotino, nei 

nikotino rūgšties kaip vienintelio anglies šaltinio. P. putida bakterijose, su 

nikotinato metabolizmu susiję genai yra išsid÷stę chromosomoje ir susieti su 

kitomis katabolin÷mis funkcijomis, tokiomis kaip benzoato, p-

hidroksibenzoato, šikimato, kvinato, mandelato, fenilacetato, histidino, tirozino 

ir fenilalanino degradacija. Tokia skirtinga su nikotino rūgšties degradacija 

susijusių genų lokalizacija gali būti paaiškinta skirtinga P. putida ir P. convexa 

evoliucija. (Thacker ir kt., 1978). pNIC plazmid÷ gali būti pernešama 

konjugacijos būdu. Įdomu tai, kad kai PpG1 NIC+ egzokonjugantas yra 

donoras, o PpG1 yra recipientas, kartu su nikotinato degradacijos genais yra 

pernešami genai iš chromosomos. Visais kitais plazmid÷s pernašos iš vieno 

kamieno į kitą atvejais, jokia chromosominių genų pernaša nevyksta. Tai leido 

padaryti išvadą, kad NIC plazmid÷s konjugacin÷s pernašos iš P. convexa (Pc1) 

į P. putida (PpG1) metu, ši skyla į nepriklausomą „vaisingumo“ faktorių T ir 

neperduodamą NIC struktūgos genų plazmidę (Thacker ir kt., 1979).  

Kaip yra valdomi su nikotinu ir nikotino rūgštimi susiję genai n÷ra tiksliai 

žinoma, bet nikotino rūgšties biodegradacijos tyrimai Aspergillus nidulans 

grybuose leido išskirti nikotinatu indukuojamus 5 asr. Nikotinato hidroksilaz÷s 

ORF hxnS, turi 2Cys2His cinko pirštų transkripcijos faktorių. hxnP ORF yra 

labai panašus į tipišką nikotino transporto geną iš S. cerevisiae. Abu šie genai 

yra kontroliuojami hxnR (Fernandez-Martin ir kt., 1999). 

Rhizobium meliloti RCR2011 kamiene, genai atsakingi už trigonelino (N-

metilnikotinato) metabolizmą yra susiję su nif-nod genais simbiotin÷je pSym 

megaplazmid÷je ir yra išsid÷stę trc lokuse. Tyrimai parod÷, kad trc genai yra 

organizuoti į mažiausiai keturis transkripcijos vienetus, ir trys iš jų yra 

indukuojami trigonelinu. Nei vienas iš pagrindinių ar simbiotinių reguliatorinių 
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genų – ntrA, dctB/D, ir nodD n÷ra susijęs su trigonelino katabolizmu. trc genai 

yra indukuojami visose simbioz÷s stadijose (Boivin ir kt., 1990).  

Visiškai kitoks nikotino rūgšties transformacijos kelias būdingas 

Azorhizobium caulinodans ir Clostridium sp. (Eubacterium barkeri) genties 

bakterijoms, kurios 6-hidroksinikotino rūgštį ne oksiduoja, o redukuoja iki 4,5-

dihidro- ar 1,4,5,6-tetrahidro-6-oksonikotino rūgščių. Iš Clostridium sp. 

bakterijų dalinai išgrynintos reduktaz÷s veikimui yra reikalingi redukuotas 

feredoksinas arba redukuotas metilo viologeno dažas, kaip elektronų donoras. 

Fermentas greitai inaktyvuojamas deguonimi, be to, yra jautrus geležį 

chelatuojantiems reagentams (Holcenberg ir kt., 1969). Tolimesnis 4,5-dihidro- 

ar 1,4,5,6-tetrahidro-6-oksonikotino rūgščių metabolizmas vyksta per bendrą 

abiems bakterijų gentims, tarpinį metabolitą – 2-formilglutaro rūgštį. Šios 

rūgšties metabolizmas Azarhizobium ir Clostridium bakterijose yra skirtingas. 

Clostridium sp. bakterijose 2-formilglutaro rūgšties skaidymas vyksta 

susidarant nesočioms rūgštims, o galutiniai ptoduktai yra piruvo ir propiono 

rūgštys (1.15 pav.) (Kaiser ir kt., 1996). Esant terp÷je dideliam piruvo rūgšties 

kiekiui, susidaro α-metilenglutaro rūgštis. Tyrimai su alifatin÷mis rūgštimis 

parod÷, kad piruvo ir pieno rūgštys n÷ra butini propionin÷s rūgšties tarpininkai 

(Tsai ir kt. 1966). Azorhizobium caulinodarans bakterijose, 2-formilglutaro 

rūgšties metabolizmas pereina į glutaro rūgšties kelią. Transeterifikacijos metu 

susidaro glutaril-KoA. Ši per keturias stadijas, susidarant krotonil-KoA, β-

hidroksibutiril-KoA ir acetoacetil-KoA, suskaldoma iki dviejų acetil-KoA 

molekulių (Kitts ir kt., 1992). Kitts ir bendraautoriai man÷, kad ciklas skyla 

tarp N1 ir nesotaus C2 atomo susidarant 2-formilglutaril-5-amidui, tačiau 

2008-ais metais Kreb ir bendraautoriai paskelb÷ duomenis parodydami, kad 

skyla amidinis ryšys tarp N1 ir okso C6 atomo (1.16 pav.) (žiūr÷ti toliau). 
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1.15 pav. Nikotino rūgšties transformacija Clostridium sp. ir Azorhizobium 

caulinodans ląstel÷se. 1 – nikotino rūgštis, 2 – 6-hidroksinikotino rūgštis, 3 – 
1,4,5,6-tetrahidro-6-oksonikotino rūgštis, 4 – 2-(enamino)-gliutaro rūgštis, 5 – 
2-formilglutaro rūgštis, 6 – 2-formilglutaril-5-amidas, 7 – α-metilenglutaro 
rūgštis, 8 – metilitakono rūgštis, 9 – dimetilmaleino rūgštis, 10 – 2,3-dimetil-2-
hidroksi gintaro rūgštis, 11 – piruvo rūgštis, 12 – propiono rūgštis, 13 – glutaro 
rūgšties pusiau aldehidas, 14 – glutaro rūgštis, 15 – glutaril-KoA, 16 – acetil-
KoA. 

 

A. caulinodans ORS571 kamienas nikotino rūgštį gali naudoti kaip 

anabolinį substratą NAD+ sintezei ir kaip katabolinį substratą – anglies ir azoto 

šaltinį. Fermentiniai tyrimai parod÷, kad katabolinių fermentų kiekiai buvo 

didesni ląstel÷se augintose su nikotinatu kaip azoto šaltiniu, nei ląstel÷se 

augintose su papildomu amonio jonų kiekiu. Iš ląstelių išskirta nikotinato 6-

hidroksilaz÷ pasirod÷ esanti su membrana asocijuota ir jos katalizuojamos 

reakcijos elektronų donoras yra ne NADP+, o deguonis. Fermentinis 

kompleksas yra jautrus cianidui, N-fenilimidazolui ir azidui. Po fermento 

inhibicijos cianidu nevyko NAD+ ir NADP+ redukcija. Papildomai prid÷jus 

nikotinato ir fericianido buvo fermentiškai redukuojami ne tik NAD+ ir 

NADP+, bet ir metileno m÷lis. Vektorių įterpimo būdu buvo gauti mutantai, 

negalintys katabolizuoti nikotino rūgšties, tačiau augimui vis dar reik÷jo 
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mikrokiekių nikotino rūgšties. Tokiu būdu buvo gautas A. caulinodarans 

NAD+ auksotrofas. (Kitts ir kt., 1989). 

Nikotinato 6-hidroksilaz÷ iš Clostridium (Eubacterium) barkeri bakterijų 

yra nuo NADP+ priklausoma ir randama fermentiniame komplekse su NADPH 

oksidaze ir diaforaze (Holcenberg ir kt., 1969). Fermentiniam aktyvumui yra 

reikalingi Fe(II) jonai, redukuotas gliutationas ir pirofosfatas. Nesant bent 

vienam iš šių elementų, aktyvumas n÷ra stebimas. Fermentas iškrinta į 

nuos÷das esant 45-62 % amonio sulfato kiekiui. Šios hidroksilaz÷s pH 

optimumas priklauso nuo buferin÷s sistemos ir kinta pH 7,5-9,0 intervale. 

Fermentas yra specifiškas savo substratams: iš daugelio išbandytų substrato 

analogų, fermentiniu aktyvumu (30% nuo nikotino rūgšties aktyvumo) 

pasižym÷jo tik pirazino 2-karboksilin÷ rūgštis. Nustatytos KM reikšm÷s yra 110 

µM nikotinatui, 830 µM pirazino-2-karboksilinei rūgščiai ir 28 µM NADP+. 

Tiriant fermento stabilumą buvo pasteb÷ta, kad geriausiai jį stabilizuoja 

glicerolis ir didelis kiekis KCl (0,4 M). Optimaliausia saugojimui buferio pH 

reikšm÷ yra apie 8,2 (Gladyshev ir kt., 1996). Fermentas turi dvi dideles 

sugerties smailes ties 275 ir 465 nm ir tris mažesnes ties 360, 430 ir 550 nm. 

Tai leido įtarti, kad fermento sud÷tyje yra papildomų kofaktorių. Tyrimai 

parod÷ 6 sieros, 11 geležies jonų ir 1,5 FAD molekulių buvimą kiekvienai 

fermento molekulei. Išgryninto fermento molekulin÷ mas÷ buvo išskaičiuota iš 

sedimentacijos koeficiento, baltymo koncentracijos ir difuzijos konstantos, 

tokiu būdu buvo gauta apie 300 kDa molekulin÷ mas÷. (Holcenberg ir kt., 

1969). V÷lesniais tyrimais molekulin÷ mas÷ buvo nustatyta gel-filtracijos 

metodu – nuo 400 iki 120 kDa, bet didžiausias baltymų kiekis eliuavosi kaip 

160 kDa dydžio baltymas. Ši baltymo mas÷ vis keit÷si kiekviename gryninimo 

etame, d÷l svarbaus seleninio baltyminio komplekso praradimo. 

Denatūruojančiomis sąlygomis poliakrilamidiniame gelyje fermentas migruoja 

kaip keturi: 50, 37, 33 ir 23 kDa polipeptidai. Nustatyti kiti šio fermento 

kofaktoriai ir jų kiekiai: nenustatytos formos selenas, molibdopterinas, Fe-S 

centras ir FAD. Jų stecheometrija yra 5-7 Fe, 1 FAD ir 1 molibdenas 

kiekvienam 160 kDa baltyminiam protomerui (Gladyshev ir kt., 1996). Fe-S 
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centras yra svarbus oksidaciniam aktyvumui, o selenas, kuris yra koordinuotas 

su molibdenu, molibdopterininiame komplekse yra svarbus hidroksilaziniam 

aktyvumui (Gladyshev ir kt., 1994). Ši hidroksilaz÷ n÷ra panaši į žinomas 

hidroksilazes, išskyrus panašias subvienetų mases, be to subvienetų N-galin÷s 

sekos neturi homologų su žinomais molibdeną turinčiais fermentais, tod÷l yra 

sunku pasakyti, kuris subvienetas yra atsakingas už seleno koordinavimą su 

molibdeno kofaktoriumi. D÷l fermento geb÷jimo hidroksilinti nikotinato 

analogus, turinčius teigiamą krūvį aromatiniame žiede manoma, kad ji turi 

neigiamai įkrautą susirišimo su nikotinatu ir jo analogais vietą. Nikotinato 6-

hidroksilaz÷ yra efektyviai redukuojama NADPH, tačiau n÷ra aišku, kod÷l 

nikotinatas n÷ra efektyvus reduktorius. Vienas iš galimų paaiškinimų yra tas, 

kad nikotino rūgšties oksidacija yra dviejų elektronų procesas, tod÷l 

molibdeno, esančio fermente, oksidacijos laipsnis greičiau yra +6 nei +5. Kita 

neįprasta hidroksilaz÷s savyb÷ yra susijusi su ypač maža fermento inaktivacija 

cianidu. Tai bandoma paaiškinti tuo, kad molibdenas n÷ra koordinuotas su 

galine sulfo grupe, taip kaip kitose žinomose molibdeną turinčiose 

hidroksilaz÷se (Gladyshev ir kt., 1996).  

Wagener ir bendraautoriai detaliau ištyr÷ šį fermentą. Rentgeno spindulių 

difrakcijos metodu nustat÷ nikotinato dehidrogenaz÷s iš Eubacterium barkeri 

kristalinę struktūrą. Be to, analizuodami fermento aktyvų centrą daugybinių 

bangų anomalios dispersijos metodu nustat÷, kad selenas yra kovalentiškai 

prijungtas prie molibdeno, ir užima bei atlieka tą pačią funkciją kaip ir sulfido 

ligandas kitose molibdenin÷se hidroksilaz÷se. Pagal pritaikytus modelinius 

skaičiavimus paaišk÷jo, kad selenas akseleruoja kritinio hidrido pernašą nuo 

substrato seleno ligandui. Pagal šio modelio skaičiavimus, reakcijos 

koordinat÷se, tarpinių produktų, susidarant seleno hidridui, energija yra 

mažesn÷, nei analogiškų sulfido hidridų. Tokiu būdu ištyrus nikotinato 

hidroksilaz÷s MoO(OH)Se aktyvų centrą, buvo parodyta nauja seleno 

skaidymo ir reaktyvumo funkcija (Wagener ir kt., 2009) 

Genetiškai identifikuoti nikotinato dehidrogenaz÷s iš Eubacterium 

barkeri sankaupą pavyko tik 2006 (Alhapel ir kt., 2006). Dehidrogenaz÷ yra 
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koduojama ndhF (FAD subvienetas), ndhS (2 x (2Fe-2S) subvienetas) ir ndhM 

ir ndhL (molibdopterininių) subvienetų. ndhL ir ndhM genai persidengia 17-bp 

ir formuoja du atskirus transkripcijos vienetus, atskiruose skaitymo r÷meliuose. 

ndhM formuoja Shine-Dalgarmo seką. ndhL geno terminalinis kodonas yra 

alternatyvus TAA.  

Kaip min÷ta anksčiau, Eubacterium barkeri 6-hidroksinikotinatas 

redukuojamas į 1,4,5,6-tetrahidro-6-oksonikotinatą. Šią reakciją katalizuojanti 

reduktaz÷ savo sud÷tyje turi kovalentiškai pririštą flavininį kofaktorių, vieną 

[2Fe-2S]2+/1+ ir du [4Fe-4S]2+/1+ centrus (Alhapel ir kt., 2006). Sekančiame 

nikotinato skaidymo etape dalyvauja enamidaz÷, katalizuojanti dvi skirtingas 

reakcijas: pirma – atidaro žiedą, susidarant 2-(enamino)-glutaratui, ir antra – 

toliau hidrolizuoja iki S-2-formilgliutarato (1.16 pav.). Tai 386 amino rūgščių 

polipeptidas formuojantis 222-simetrijos tetramerą. Kiekvienas enamidaz÷s 

monomeras susideda iš β-klosčių domeno ir (α/β)8-TIM-statin÷s domeno 

(aktyvaus centro). Šio fermento aktyvus centras talpina savyje abu: cinko ir 

geležies jonus (KreB ir kt., 2008). Iki tol buvo manoma kad heterociklą 

suskaldo oksigenaz÷ atakuojanti N1-C2 ryšį. 
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1.16 pav. Enamidaz÷s iš Eubacterium barkeri vaidmuo nikotinato 
metabolizme. 1 – 1,4,5,6-tetrahidro-6-oksonikotinatas; 2 – 2-(enamino)-
gliutaratas; 3 – (S)-2-(formimino)-gliutaratas; 4 – (S)-2-(karbinolamino)-
gliutaratas; 5 – (S)-2-formilgliutaratas. 

 

Ieškant bakterijų, galinčių hidroksilinti nikotino rūgštį kitoje pad÷tyje nei 

6-oje, buvo parinkta auginimo terp÷ su 6-metilnikotino rūgštimi. Tokiu būdu 

buvo surastas Rastonia (Burkholderia) DSM 6920 kamienas, hidroksilinantis 

nikotino ir 6-metilnikotino rūgštis 2-oje pozicijoje, tačiau šių metabolitų toliau 

neskaid÷ (Tinschert ir kt., 1997). Tiriant detaliau šių bakterijų substratinį 

specifiškumą paaišk÷jo, kad DSM 6920 kamienas visiškai metabolizuoja 
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piridin-2,5-dikarboksilinę (izocinchomeroninę) rūgštį. Galima manyti, kad 

izocinchomeronin÷ rūgštis yra metabolizuojama taip pat kaip ir 

Hydrogenophaga sp. IMA01 kamienas, hidroksilindamas ortho-pozicijoje, 

susidarant 6-hidroksiizocinchomeroninei rūgščiai (Uchida ir kt., 2003). Iš to 

galima daryti prielaidą, kad DSM 6920 kamieno atveju nikotino rūgšties 

analogus 2-oje pozicijoje hidroksilina izocinchomeronin÷s rūgšties 

dehidrogenaz÷. Tačiau, kaip paaišk÷jo v÷lesnių tyrimų metu, DSM 6920 

kamieno ląstel÷s 70-90% efektyvumu gal÷jo hidroksilinti nikotino, 6-

metilnikotino, 6-chloro- ir 5,6-dichloronikotino rūgštis; ir apie 50% 

efektyvumu – 5-metil- ir 5-chloropirazin-2-karboksilinę rūgštis. Ankstesnę 

prielaidą paneigia tai, kad intaktin÷s ląstel÷s negal÷jo hidroksilinti 3-

karboksipiridono turinčio hidroksilo ar karboksilo grupes prie C5 ir C6 atomų, 

taip pat 2-karboksipiridino ir 2-karboksipirazino turinčių hidroksilo ar 

karboksilo grupes ties C5 atomu (Tinschert ir kt., 2000). Toks platus 6-

metilnikotinato-2-oksidoreduktaz÷s substratinis specifiškumas ir tai, kad 

susidarę metabolitai n÷ra toliau transformuojami, DSM 6920 kamieną daro 

labai perspektyviu junginių gamybai. Šio kamieno hidroksilaz÷, katalizuojanti 

nikotinato hidroksilinimą prie C2 atomo, nesunkiai gal÷jo hidroksilinti ir 

nikotino rūgštį, tod÷l buvo priskirta nikotinato dehidrogenazių šeimai (NDH). 

Šis fermentas sudarytas iš trijų 75, 30 ir 16 kDa polipeptidų; natyvaus fermento 

molekulin÷ mas÷ yra apie 280 kDa. Holofermentas turi molibdeną, geležį, 

nestabilią rūgštinę sierą ir FAD santykiu 1,6:7,3:8,0:0,6 moliui natyvaus 

fermento. Molibdeninis kofaktorius charakterizuotas kaip molibdopterino 

citozindinukleotidas. Cinkas identifikuotas kaip papildomas metalo jonas, 

santykiu 1,8 mol/moliui fermento?. Šie duomenys rodo, kad fermentas 

subvienetų sud÷timi, polipeptidų ilgių ir kofaktorių sud÷timi yra panašus į kitas 

nikotinato dehidrogenazes, ypač į nikotinato dehidrogenazę iš Comamonas 

testosteroni JA1 kamieno, sudarytą iš 82, 46 ir 21 kDa subvienetų (Yang ir kt., 

2009/2010). Tyrimais buvo parodyta, kad grybiniam Aspergillus oryzae 

112822 kamienui skaidant nikotiną, iš N-metilnikotinamido susidaro 2-

hidroksi-N-metilnikotinamidas. Tačiau n÷ra jokių duomenų apie eukariotinį 
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fermentą, atliekantį šią reakciją (Meng ir kt., 2010). Išgrynintos 

dehidrogenaz÷s iš Rastonia (Burkholderia) DSM 6920 kamieno aktyvumas 

pagal NBT yra 22,6 U/mg, o KM reikšm÷ nikotino rūgščiai yra 154 µM. 

Piridino-3,5-dikarbosilin÷ ir chinolino-3-karboksilin÷ rūgštys katalizuojami, 

tačiau visiškai skirtinguose pH optimuose. Keletas dirbtinių elektronų 

akceptorių buvo redukuojami NDH, tačiau nebuvo jokio aktyvumo su 

NAD(P)+ ar O2. NDH yra labai jautri cianidui, bet visiškai nejautri arsenitui 

(Schrader ir kt., 2002). 

D÷ka to, kad gyvos ląstel÷s dažnai yra mažiau jautrios aplinkos sąlygoms 

lyginant su fermentais, be to jų veikimui n÷ra būtini dažnai labai brangūs 

elektronų akceptoriai, gyvosios ląstel÷s gali būti panaudotos junginių 

biosintez÷je ar kaip jutikliai. Vienas tokių pavyzdžių yra imobilizuotos 

Pseudomonas fluorescens TN5 ląstel÷s, panaudotos nikotino rūgšties 

detekcijai. Toks „gyvas“ jutiklis dirbo plačiose pH (nuo 4 iki 10) ribose, 

koncentracijai esant nuo 5µM iki 6mM (Takayama ir kt., 1996). 

Nikotinato skaidymo metabolitas – 6-hidroksinikotinatas yra vertinga 

medžiaga. Jau nuo praeito šimtmečio 9-o dešimtmečio yra užregistruoti 

patentai kaip nikotinato dehidrogenaz÷s ir bakterijų pagalba galima gaminti šį 

junginį. Didelį panaudojimo potencialą turi Commamonas testosteroni JA1 

kamienas, skaidantis nikotino rūgštį, ją hidroksilindamas 6-oje pozicijoje. 

Pasirod÷, kad šis kamienas beveik 100% išeiga gali hidroksilinti ir 3-

cianopiridiną (Yuan ir kt., 2005). Agrobacterium DSM 6336, skaidantis 3-

cianopiridiną susidarant nikotinatui ir v÷liau 6-hidroksinikotinui taip pat 

pasirod÷ esąs vertingas biotransformaciniu atžvilgiu. Bakterijos be vargo 

oksidavo 2-cianopiraziną susidarant pirazinoinei rūgščiai, ir v÷liau šį junginį 

hidroksilino susidarant 5-hidroksipirazinoinei rūgščiai. Šis junginys toliau n÷ra 

metabolizuojamas (Wieser ir kt., 1997). 

Jei Rastonia (Burkholderia) DSM 6920 kamienas gal÷jo hidroksilinti 6-

metilnikotinatą 2-oje pozicijoje, kod÷l evoliucijos eigoje negal÷jo atsirasti 

bakterijų galinčių hidroksilinti šią medžiagą 5-oje pozicijoje? Tokio junginio 

oksidacija yra galima 2-metil-3-hidroksipiridino 5-karboksilin÷s rūgšties 
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oksigenaze. Pseudomonas MA1 ir Mesorhizobium loti skaido vitaminą B6 

susidarant 5-hidroksi-6-metilnikotino rūgščiai. V÷liau veikiant flavininei 

oksigenazei aromatinis piridino žiedas yra atidaromas. Šis fermentas gali 

katalizuoti ir 5-hidroksinikotinato oksidaciją (Chaiyen, 2010). Tod÷l galima 

manyti, kad gamtoje gali būti toks organizmas, kuris skaido 

nikotinatą,susidarant 5-hidroksinikotinatui. Pastarasis junginys arba toliau 

oksiduojamas, susidarant dihidroksinikotinatui, arba oksiduojamas, atidarant 

aromatinį žiedą. 

 

1.5. DIKARBOKSILINTŲ PIRIDINŲ TRANSFORMACIJA 

 

Dažniausiai gamtoje sutinkamos chinolino (nikotino rūgšties pimtakas) ir 

dipikolino rūgštys. Pastarąją dideliais kiekiais (≥10% nuo sausos mas÷s) 

kaupia Bacillus ir Clostridium bakterijų sporos. Dipikolino rūgštis yra 

sintetinama iš aspartato. Aspartatas yra verčiamas pusiaualdehidu, kuris 

reaguoja su piruvo rūgštimi. Reakciją katalizuoja dihidrodipikolino rūgšties 

sintetaz÷, kurios poveikyje netenkamos 2 molekul÷s vandens ir susidaro 

dihidrodipikolino rūgštis (Forman ir kt., 1972). Dar 1961 Doi ir Halvorson 

išaiškino, kad dihidrodipikolino rūgšties oksidacijos iki dipikolino rūgšties 

metu, elektronų grandin÷je yra reikalingi flavinas ir NAD (Doi ir kt., 1961). 

Dipikolino rūgštis sintetinama sporuliuojančios motinin÷s ląstel÷s 

kompartmente, bet kaupiasi tik besivystančioje priešspor÷je. Didžioji 

dipikolino rūgšties dalis yra sporos šerdyje, kur ši suriša dvivalenčius kationus: 

daugiausia Ca2+ ir Mg2+, šiek tiek Mn2+ ir kitus. Pirmosiomis sporos dygimo 

minut÷mis dipikolino rūgštis su surišti dvivalenčiais kationais yra išskiriama į 

aplinką (Paidhungat ir kt., 2000).  

Bakterin÷ dipikolinato degradacija gali būti tiek aerobin÷, tiek anaerobin÷. 

Anerobin÷je dipikolino rūgšties degradacijoje dalyvauja Gram-neigiamos, 

nesporuliuojančios bakterijos. Galutiniais skaidymo produktais yra 

identifikuoti acetatas, propionatas, NH3 ir CO2. Galutinai suskaidyti ir 

įsisavinti metabolitus padeda kartu augančios kitos Gram-neigiamos bakterijos, 



 50

kurios oksiduoja acetatą iki CO2, furarato, malato ar elementin÷s sieros. 

Manoma, kad anaerobin÷ degradacija yra atvirkštin÷ sintezei, t.y. pirmoje 

stadijoje vyksta redukcija iki dihidrodipikolino rūgšties. Tuomet yra 

prijungiama vandens molekul÷, susidarant 1,2,3,3-tetrahidro-6-

hidroksidipikolinatui, kuris skyla į 2-amino-6-okso-heksa-4-enedioinę rūgštį, o 

vandenyje ši rūgštis hidrolizuojasi į piruvatą ir aspartato pusiaualdehidą 

(Seyfried ir kt., 1990). 

Achromobacter sp. 1-2 kamieno vykdomos aerobin÷s dipikolinato 

degradacijos metabolitais buvo identifikuoti fluorescuojantis 3-

hidroksidipikolinatas ir α-ketogliutaratas (Kobayashi ir kt., 1962).  

Ftalio rūgštį skaidančios bakterijos, išskirtos iš jūros dumblo, pasirod÷ 

galinčios metabolizuoti piridindikarboksilines rūgštis. Kaip Achromobacter ir 

įvairios ftalatą skaidančios bakterijos, Bacillus brevis gal÷jo vieninteliu anglies 

ir energijos šaltiniu panaudoti dipikolino rūgštį. B. brevis CC9M kamienas 

oksiduoja dipikolino rūgštį, susidarant 2,3-dihidroksipikolino rūgščiai. Esant 

šviesai, 2,3-dihidroksipiridinas labai greitai fotolizuojasi į šešis produktus, 

kurių tik du nebuvo fotolitiškai ir/ar mikrobiologiškai atakuojami (Amador ir 

kt., 1990). 

Chinolino rūgštis gyvuosiuose organizmuose yra sintetinama skirtingais 

keliais prokariotuose ir eukariotuose. Prokariotuose aspartaminiu keliu, 

eukariotuose (augaluose iš chorizmato, gyvūnuose iš triptofano) kinureininiu 

keliu (Kumatov ir kt., 2003; Katon ir kt., 2004). Iš chinolino rūgšties yra 

sintetinama nikotino rūgštis (NAD pirmtakas). Chinolino rūgšties kaip anglies 

ir energijos šaltinio skaidymas tirtas mažai. Žinoma, kad Alcaligenes sp. UK21 

kamienas, skaido chinolino rūgštį susidarant 6-hidroksichinolino rūgščiai. 

Pastaroji yra dekarboksilinama, susidarant 6-hidroksipikolino rūgščiai. Šios 

bakterijos gal÷jo hidroksilinti ir pirazin-2,3-dikarboksilinę rūgštį ir pirazin-2,3-

dikarbonitrilą, bet toliau šių junginių neskaid÷. Kai UK21 kamienas buvo 

auginamas terp÷je be molibdeno jonų chinolinato dehidrogenaz÷s kiekis buvo 

žymiai mažesnis, nei esant molibdeno jonams. Analogiški duomenys yra gauti 

tiriant nikotinato dehidrogenaz÷s biosintezę. Šie duomenys leidžia manyti, kad 
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chinolinato dehidrogenaz÷ yra molibdo hidroksilaz÷. Chinolinato 

dehidrogenaz÷ yra sudaryta iš 3 subvienetų, kurie SDS-poliakrilamidiniame 

gelyje migruoja kaip 78,4, 31,1 ir 16,6 kDa dydžio baltymai. Iš 3 subvienetų ir 

panašios molekulin÷s mas÷s polipeptidų yra sudaryta nikotinato dehidrogenaz÷ 

iš Comanomas testosteroni JA1 kamieno, kuri priskiriama aldehido oksidaz÷s / 

ksantino dehidrogenazei (Jang ir kt., 2009). Chinolinato dehidrogenz÷s 

elektronų akceptoriais gal÷jo būti PMS, metileno m÷lis, DCPIP, NBT ir 

neutralusis raudonis. Fermentą visiškai inhibavo 1 mM HgCl2, AgNO3, CuSO4 

ir p-chlormerkuribenzoato. Kalio cianidas, jodacetatas, merkaptoetanolis ir 

DDT taip pat inhibavo fermentą. 6-Hidroksichinolinato dehidrogenz÷ SDS-

poliakrilamidiniame gelyje migruoja kaip 35,6 kDa dydžio baltymas. Natyvaus 

fermento molekulin÷ mas÷ nustatytagel-filtraciniu metodu buvo 221 kDa. 

Fermentas 2% aktyvumu (palyginus su 6-hidroksidichinolinatu) gal÷jo 

dekarboksilinti 4-hidroksiftalio rūgštį. Fermentas buvo silpnai inhibuojamas 

1mM HgCl2, AgNO3, CuSO4 ir N-etilmaleimidu, o chelatuojančios medžiagos 

išvis netur÷jo įtakos fermento aktyvumui. Nustyta 25 amino rūgščių N-galin÷ 

seka parod÷, kad ši dekarboksilaz÷ yra panaši į 4,5-dihidroksiftalato 

dekarboksilazes (Uchida ir kt., 2003b). 

Uchida ir bendraautoriai išskyr÷ Rhizobium sp. LA17 ir Hydrogenophaga 

sp. IMA01 kamienus, skaidančius lutidino ir izocinchomeronines rūgštis. 

Visais (chinolino, lutidino ir izocinchomeronin÷s rūgščių) atvejais skaidymas 

prasideda nuo C6 atomo hidroksilinimo (Uchida ir kt., 2003a). Kadangi 

autoriai koncentravosi į hidroksipiridininių rūgščių konversijos efektyvumą 

bioprodukcijai, duomenų apie kitus degradacijos metabolitus n÷ra. 

 

1.6. PIRIDOKSINO TRANSFORMACIJA 

 

Piridoksino metabolizmas yra plačiai paplitęs gamtoje, nes tai yra 

vitaminas B6. Šis junginys yra įdomus savo struktūra, nes turi dvi grupes – 

hidroksilo ir metilo, tiesiogiai nedalyvaujančias oksidacijoje, bet atliekančias 

svarbų vaidmenį aromatinio žiedio įtemptyje, ir hidroksimetilo ir/ar aldehido 
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grupes, kurios yra oksiduojamos iki karboksilin÷s rūgšties liekanos. Tokiu 

būdu į piridoksino metabolitus galima žvelgti kaip į 6-metil-5-hidroksinikotino 

rūgštį. 

Apžvelgiant piridoksino degradaciją bakterijose, šis junginys gali būti 

skaidomas skirtingai. Yra duomenų, kad net ir tos pačios genties bakterijos, 

pav. Pseudomonas gali skirtingai oksiduoti piridoksiną. Pavyzdžiui, 

Pseudomonas IA kamienas oksiduoja susidarant izopiridoksaliui ir 5-piridokso 

rūgščiai, kuri oksigenaz÷s poveikyje verčiama pirikonine rūgštimi (α-

hidroksimetil-a9-(N-acetilaminometil)-gintaro rūgštimi). Tuo tarpu 

Pseudomonas MA-1 kamienas oksiduoja analogiškomis reakcijomis, bet 

susidarant skirtingiems metabolimas: piridoksaliui, 4-piridokso rūgščiai, 2-

metil-3-hidroksi-5-formilpiridin-4-karboksilinei rūgščiai, 2-metil-3-

hidroksipiridin-4,5-dikarboksilinei rūgščiai, 2-metil-3-hidroksipiridin-5-

karboksilinei rūgščiai ir tik tuomet oksigenaz÷s poveikyje atidaromas piridino 

žiedas, susidarant α-(N-acetilaminometilen)-gintaro rūgščiai(1.17 pav.) (Kaiser 

ir kt., 1996). 
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1.17 pav. Piridoksino metabolizmas: Pseudomonas MA1 ir Mesorhizobium loti 
(A kelias) ir Pseudomonas IA ir Arthrobacter Cr-7. (B kelias). 

 

Abu fermentai, 2-metil-3-hidroksipirdin-5-karboksilin÷s rūgšties 

oksigenaz÷ (MHPCO) ir 5-piridoksin÷s rūgšties oksigenaz÷ (5-PAO) 

katalizuoja piridino žiedo atidarymo reakciją. Šie fermentai yra flavininiai, jų 

galutiniu elektronų akceptoriumi tarnauja NAD(P)H (Chaiyen, 2010). Nors 

MHPCO ir 5-PAO katalizuoja tokias pat reakcijas ir jų substratai yra labai 
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panašūs, bet fermentai tarpusavyje skiriasi. Net ir MHPCO (ar 5-PAO) tarp 

atskirų organizmų yra labai skiriasi subvienetų sud÷timi ir polipeptidų 

molekuliniu dydžiu, o juo labiau lyginant MHPCO ir 5-PAO tarpusavyje 

(Nelson ir kt., 1986). Tyrimai su radioaktyviuoju deguonimi parod÷, kad abiem 

atvejais molekulinis deguonis įvedamas į C2 atomą susidarant acilui. Tyrimai 

su 2-metil-3-hidroksipirdin-5-karboksilin÷s rūgšties analogais t.y. 5-

hidroksinikotino ir N-metil-5-hidroksinikotino rūgštimis patvirtino, kad šios 

medžiagos yra MHPCO iš Pseudomonas MA-1 kamieno substratai ir žiedas 

yra skeliamas ties C2-C3 atomais ir susidaro alifatin÷s α-(N-formil-N-metil- ir 

α-(N-formil-aminometilen)-gintaro rūgtys, atitinkamai. Deja, n÷ra tirta ar ir 

kitos MHPCO gali katalizuoti 5-hidroksinikotino rūgšties oksidaciją. Tai, kad 

egzistuoja fermentai galintys oksiduoti 5-hidroksinikotino rūgštį leidžia daryti 

prielaidą, kad gali egzistuoti organizmai skaidantys 5-hidroksinikotino rūgštį ar 

net vienu iš metabolitų yra 5-hidroksinikotino rūgštis. 

Palyginus MHPCO ir analogiškų fermentų amino rūgščių sekas, buvo 

surastos amino rūgštys būdingos palyginamiesiems fermentams ir/ar 

flavinin÷ms hidroksilaz÷ms. Tačiau atlikus MHPCO iš Pseudomonas MA-1 

kamieno rentgeno struktūrinę analizę buvo išskirtos trys amino rūgštys 

(Tyr223, Tyr82, ir Arg181) kaip katalitin÷s (Chaiyen, 2010). Šie duomenys 

koreliuoja su McCulloch atliktais modeliniais skaičiavimais, analizuojant 

MHPCO iš Mesorhizobium loti MAFF303099 kamieno, kristalų rentgeno 

struktūrin÷s analiz÷s duomenis Jis Tyr223, Tyr54, Arg211 ir dalinai Asp201 

priskiria dalyvaujančioms substrato surišime. Aktyviam centrui jis priskiria 

Tyr54, Tyr82, Tyr223, Phe358, Trp203, Asp 203 ir Arg211, kurios sudaro 

hidrofobinį kanalą. Taip pat išskirtos amino rūgštys dalyvaujančos FAD 

surišime. Kaip svarbią amino rūgštį autorius išskiria konservatyvų Pro295, 

kuris yra virš FAD izoaloksazino žiedo C7 ir C8 atomų (McCulloch ir kt., 

2009). 
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1.7. N-HETEROCIKLINIŲ JUNGINIŲ SKAIDYME DALYVAUJANTYS 

FERMENTAI 

 

N-Heterociklinių junginių skaidymą galima suskirstyti į du esminius 

etapus: 1) heterociklinio žiedo hidroksilinimą ir 2) aromatinio žiedo skilimą. 

Dauguma žinomų hidroksilinančių fermentų, žinomų kaip mono- ir 

dioksigenaz÷s, naudoja O2 molekulę kaip deguonies šaltinį, ir įveda jį į 

substratą. Šios reakcijos metu yra sunaudojamas redukuojantis NAD(P)H 

ekvivalentas (1). N-heterociklinių junginių hidroksilinimą dažnai katalizuoja 

molibdenin÷s hidroksilaz÷s, kurios deguonies šaltiniu naudoja vandens 

molekulę, ir generuoja redukuojantį ekvivalentą (2). 

1)  RH + O2 + NAD(P)H + H+ → ROH + NAD(P)+ + H2O 

2)  RH + H2O → ROH + 2e- + 2H+ 

N-Heterocikliniuose junginiuose esantis heteroatomas inaktyvuoja žiedą. 

Susidarius teigiamam heteroatomo krūviui, N-heterocikliniai junginiai vangiai 

dalyvauja elektrofilinio pakeitimo reakcijose, pakaitą kreipiant į meta- pad÷tį 

N-heteroatomo atžvilgiu. Tačiau N-heterocikliniai junginiai lengvai dalyvauja 

nukleofilin÷se reakcijose, pakaitą kreipiant į ortho-ar para- pad÷tį. 

Molibdeninis kofaktorius paprastai turi triciklinį piranopterino struktūrą, 

sudarytą iš pirimidino, pirazino ir pirano žiedų. Alternatyvi pterinui yra 

biciklin÷ molibdopterino forma, turinti tik pirimidino ir pirazino žiedus, bet 

taip pat turinti atidarytą pirano žiedą. Mo ir W yra koordinuojami dviejų 

ditioleno sieros molekulių, kurios yra prijungtos prie pirano žiedo. Prie žiedo 

taip pat prijungta fosfometilo grup÷, kuri leidžia kofaktriui būti atpažintam 

kaip mononukleotidui (Magalon ir kt., 2011). 

Pagal molibdeninio kofaktoriaus surišimą, šiuos fermentus galima 

suskirstyti į tris grupes. Pirmoji – monookso-monosulfido-tipo molibdeninis 

centras (ksantino oksidaz÷ kaip prototipas). Ksantino dehidrogenazę ir nikotino 

rūgšties dehidrogenazę iš Clostridium barkeri galima išskirti į atskirą 

monooksi-monoselenido-tipo subgrupę. Antroji, sulfito oksidaz÷s grup÷, turi 

diokso-tipo molibdeninį centrą. Trečioji fermentų grup÷ turi monookso-tipo 
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molibdeninį centrą. Ši dimetilsulfoksido reduktaz÷s grup÷, turi baltymo ligandą 

molibdeniniame centre, kur aktyvi amino rūgštis gali būti serinas (pvz., 

dimetilsulfoksido reduktaz÷s iš Rhodobacter sphaeroides atveju), cisteinas ar 

selenocisteinas (Fetzner ir kt., 1998; 2000). 

Heterociklinių junginių skaidyme esmin÷ reakcija yra aromatinio žiedo 

skilimas. Aerobin÷ benzenoidinių junginių degradacija vyksta įvedant dvi 

hidroksi grupes ortho- ar para- pad÷tyse, viena kitos atžvilgiu. Po ko seka 

žiedo skilimas, susidarant alifatiniams produktams. Gamtoje egzistuoja tiek 

„intradiolin÷s“, tiek „ekstradiolin÷s“ gentizato 1,2-dioksigenaz÷s, kurios 

katalizuoja ortho- ir meta- katecholinių junginių sk÷limą, atitinkamai. Yra 

gerai charakterizuotos nehemin÷s geležies dioksigenaz÷s. D÷ja analogiškos 

heterociklinių junginių dioksigenaz÷s n÷ra taip gerai išanalizuotos. 

Heterociklinių junginių sk÷lime dalyvaujantys fermentai yra skirtingų tipų. Kai 

kuriose bakterijose 1-triptofano 2,3-dioksigenaz÷ yra hemą turintis fermentas. 

2-Metil-3-hidroksipiridino-5-karboksilin÷s rūgšties oksigenaz÷ yra nuo 

NAD(P)H-priklausoma, flavinin÷ dioksigenaz÷. 3,4-Dihidroksipiridino ir 2,5-

dihidroksipiridino dioksigenaz÷s yra ekstradiolin÷s, kurių veikimui yra 

reikalingi Fe(II) jonai (Fetzner ir kt., 1998). Tod÷l šiame skyriuje apžvelgsime 

kaip deguonis gali atakuoti substratą bei intra- ir ekstradiolinių dioksigenazių 

veikimo mechanizmus. 

Nors oksidacijos reakcijos yra egzotermin÷s, deguonis n÷ra aktyvus be 

tinkamo katalizatoriaus. Šiuo katalizatoriumi dažnai būna pereinamųjų metalų 

jonai, kurie turi nesuporuotus elektronus ir trimis būdais gali aktyvuoti 

deguonį: 1) persidengiant metalų ir deguonies orbital÷ms; 2) metalų jonams 

priimant tik vieną elektroną, susidarant superoksidui; ir 3) inicijuojant 

radikalinę reakciją. 

Kadangi dioksigenaz÷s katalizuoja dviejų deguonies atomų įvedimą į 

produktą, pirmiausia susiformuoja vienas C-O ryšys su substratu, susidarant 

alkil hidroperoksido tarpiniam produktui, iki nutrūkstant O-O ryšiui. Organinis 

hidroperoksidas yra chemiškai reaktyvus, ir palyginus su silpnu O-O ryšiu, ir 
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gali reaguoti skirtingai: kaip nukleofilas, kaip elektrofilas, O-O skylant per C-C 

ryšio migraciją ar O-O skylant per homolitinį skilimą (Bugg, 2003). 

Aromatinių junginių skilimą katalizuojančios dioksigenaz÷s yra 

skirstomos į intradiolines ir ekstradiolines. Pavyzdžiui, egzistuoja tiek 

intradiolin÷s, tiek ekstradiolin÷s katecholio dioksigenaz÷s. Intradiolin÷ skelia 

C-C ryšį tarp fenolinių hidroksilo grupių, ekstradiolin÷ – tarp šalia esančios 

fenolio hidroksilo grup÷s (1.18 pav.).  

 

1.18 pav. Intradiolin÷s ir ekstradiolin÷s katecholio dioksigenazių veikimo 
mechanizmai. Pagal Bugg (2003). 

 
Esminis skirtumas tarp intradiolin÷s ir ekstradiolin÷s katecholio 

dioksigenazių yra geležies būvis ir ligandai. Intradiolin÷se dioksigenaz÷se – tai 

Fe(III) kofaktorius, du tirozinai ir du histidinai, ekstradiolin÷se – tai Fe(II) 

kofaktorius, du histidinai ir viena gliutamo rūgštis. Tiek intradiolin÷s, tiek 

ekstradiolin÷s dioksigenaz÷s katalizuojamos reakcijos metu susidaro toks pats 

hidroperoksido tarpinis produktas, kuris skyla dviem skirtingais Criegee 

persigrupavimais: 1,2-acilo migracija (intradiolin÷), susidarant mukono 

anhidridui arba 1,2-alkenilo migracija (ekstradiolin÷), susidarant laktonui. 

Ekstradiolin÷s dioksigenaz÷s papildomai yra skirstomos į tris tipus pagal 

(aktyvaus centro) amino rūgščių sud÷tį (1.19 pav.) (Bugg ir kt., 2008). 
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1.19 pav. I, II ir III tipų ekstradiolinių dioksigenazių aktyvaus centro amino 
rūgščių, Fe(II) jono ir substrato išsid÷stymai. Pagal Bugg (2003). 

 

Jimenez ir bendraautoriai 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazę išskiria kaip 

naujo tipo dioksigenazę, evoliucionavusią iš metaloproteazių ir neturinčią ryšio 

su kitomis dioksigenaz÷mis (Jimenez ir kt., 2008). 

Apibendrinant literatūros apžvalgą galima teigti, kad piridino ir jo 

junginių biodegradacija vis dar nepakankamai ištirta. N÷ra žinomi detalūs 

biodegradacijos keliai ir metabolitai, neišskirti ar detaliai neaprašyti 

pagrindiniai fermentai, dalyvaujantys šių junginių katabolizme, ir juos 

koduojantys genai bei reguliacija metabolizme. Tod÷l piridino ir jo junginių 

biodegradacijos tolimesni tyrimai leistų detaliau pažvelgti į šį procesą ir jame 

dalyvaujančius fermentus ir genus, bei leistų biokataliz÷s būdu sintetinti 

piridininius juginius, kurie tur÷tų didelę paklausą ir panaudojimo sritis. 

Atsižvelgiant į tai, vienas iš šio darbo tikslų buvo surasti 

mikroorganizmus, hidroksilinančius ir/ar skaidančius hidroksilintas piridino 

rūgštis. Buvo ieškoma tokių mikroorganizmų, kurie skaidytų netradicines 

hidroksipiridino rūgštis. Kiti šio darbo tikslai yra detaliau ištirti 

karboksipiridinų skaidymo procesą – ištirti fermentus ir degradacijoje 

dalyvaujančius genus. 
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2. MEDŽIAGOS IR TYRIMO METODAI 
 

2.1. REAGENTAI 

 
3-Hidroksipiridinas, 3-cianopiridinas, pikolino rūgštis, 3-hidroksipikolino 

rūgštis, 6-hidroksipikolino rūgštis, nikotino rūgštis, 2-hidroksinikotino rūgštis, 

6-hidroksinikotino rūgštis, pirazinoin÷ rūgštis, dipikolino rūgštis, 

izocinchomeronin÷ rūgštis, chinolino rūgštis – Fluka, Vokietija 

3-Hidroksi-2-metilpiridinas, 5-hidroksi-2-metilpiridinas – Aldrich, JAV. 

5-Hidroksipikolino, pirimidin-3-karboksilin÷, piridazin-3-karboksilin÷, 

piridazin-4-karboksilin÷ rūgštys, 5-hidroksi-2-cianopiridinas, 2-cianopirazinas, 

2-cianopirazinas – Apollo Scientific Ltd., Didžioji Britanija. 

2,5-Dihidroksipiridinas – susintetintas dr. R. Jančien÷s (VU Biochemijos 

institutas) pagal Behrman ir Pitt, 1958. 

5-Hidroksi-2-hidroksimetilpiridinas – susintetintas dr. A. Klimavičiaus, R. 

Rozengergo ir J. Meškausko (VU Biochemijos institutas) pagal Iqubal ir kt., 

2009. 

PMS, DCPIP, NBT, FAD, riboflavinas – Merck, Vokietija.  

NAD, NADP, NADH, NADPH, – Reanal, Vengrija. 

Kiti reagentai – Reachim, Rusija; Serva, Ferak, Vokietija; Lachema, Čekija. 

Mielių ekstraktas, NA (nutrient agar), NB (nutrient broth) – Oxoid, Didžioji 

Britanija. 

Jautienos ekstraktas (Beef extract) – Serva, Vokietija. 

Pradmenys – METABION, Vokietija. 

ZYMO Plasmid PREP – Zymo Research Corporation, JAV. 

IPTG, X-gal, Restrikcijos endonukleaz÷s, T4 ligaz÷, Proteinaz÷ K, DNR 

išskyrimo iš gelio rinkinys, Gene Ruler DNA ladder Mix – molekulinių masių 

žymenys, Unstrained Protein Molecular Weight Marker – baltymų molekulinių 
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masių žymenys, PCG Master Mix – Fermentas – Thermo Fisher Scientific, 

Lietuva. 

Aparatūra:  

Äkta purifier 100 – Amersham Pharmacia – General Electric (Uppsala, 

Sweden). 

Sorbentai:  

HiPrepTM16/10 DEAE FF, HiPrepTM, HiPrepTM16/10 ANX FF, HiPrepTM16/10 

Q FF, 16/10 Phenyl FF (high sub), ResourceTM Q, ResourceTM PHE, 

SuperdexTM 200 10/300 GL – Amersham Pharmacia – General Electric 

(Uppsala, Sweden).  

ToyoScreenTM AF-Blue-650M, Phenyl-Toyopearl 650 M, SuperQ-Toyopearl 

650M, GigaCapQ-Toyopearl 650M – Tosoh Bioscience GmbH (Vokietija) 

Baltymų molekulinių masių žymenys gel-chromatografijai – Sigma, JAV 

 

2.2. BAKTERIJŲ KAMIENAI 

 

Bakteriniai kamienai:  

Achromobacter sp. JS18 laboratorinis kamienas. 

Sinorhizobium sp. L-1 išskirtas šio darbo metu. 

Pusillimonas sp. 5HP buvo išskirtas šio darbo metu. 

E. coli DH5αααα, BL21 (DE3) 

Plazmidiniai vektoriai pUC19/PstI, pUC19/SalI, pUC19/HindIII, pUC19 ir 

pTZ57R/T (Fermentas, Lietuva); pET19 (Invitrogen) 

 

2.3. PRADMENYS 

Pradmens 

pavadinimas 

Pradmens seka 5‘→3‘ 

WOO1 AGA GTT TGA TCM TGG CTC 

WOO2 GNT ACC TTG TTA CGA CTT 

M13/pUC F GCC AGG GTT TTC CCA GTC ACG A 
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M13/pUC R GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AGG 

L1F TCG ATT ATG CCG ACG CCT TCA 

L2F TCG CAY GTC GGC TGG GGC CTG 

L3R TTC CGG CGG TTC GAC GGC GGT 

L4R TKC AGG CCC CAG CCG ACR TGG 

P1F GCC GAC ACG CAC CCG CAA ACN CTG CG 

P2F CTG GTG CCC ACC GAG GCC GAC CG 

P3R CCY TCS SWY TGS CCY TCG TTS GG 

P4R CGT CCA TGC CGA TGT GGG CTT C 

 

2.4. TERPöS IR AUGINIMO SĄLYGOS 

 

NA terp÷: 28 g/l NA (nutrient agar) 

NB terp÷: 13 g/l NB (nutrient broth) 

EFA1 terp÷: K2HPO4 – 8,8 g/l, (NH4)2SO4 – 1 g/l, NaCl – 2,35 g/l, mielių 

ekstraktas – 0,5 g/l, MgSO4 x 7H2O – 0,18 g/l, druskų tirpalas – 10 ml/l. 

EFA2 terp÷: EFA1 terp÷ su padidintu organinių medžiagų kiekiu: mielių 

ekstraktas – 0,9 g/l, peptonas – 1,0 g/l, jautienos ekstraktas – 0,6 g/l, MgSO4 x 

7H2O – 0,18 g/l, druskų tirpalas – 10 ml/l. 

Agarizuota terp÷: tai terp÷ į kurią papildomai prid÷ta 15 g/l agaro. 

Druskų tirpalas: CaCl2 x 2H2O – 2 g/l, MnSO4 x 4H2O – 1 g/l, Na2MoO4 x 

2H2O – 0,7 g/l, FeSO4 x 7H2O – 0,7 g/l. Medžiagos buvo tirpinamos 0,1 M 

HCl. 

Visos terp÷s ir druskų tirpalai buvo autoklavuojami 30 min. 121 °C 

temperatūroje, esant 1 atm. sl÷giui. 

Terp÷s turinčios 5-hidroksipikolinatą ir 2,5-dihidroksipiridiną 30 min. 105 °C 

temperatūroje, esant 0,5 atm. sl÷giui.  

Visų terpių pH buvo 7,2. 

Visi bakteriniai kamienai buvo auginami orbitin÷se kratykl÷se, aeruojant 30 °C 

temperatūroje, 180 rpm. 
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Sinorhizobium sp. L-1 kamieno ląstel÷s buvo auginamos BioEngeneering 

6 litrų talpos bioreaktoriuje užpildytame 4,2 litro EFA1 terp÷s. Auginimas 

vyko aeruojant, įsotinant oru iki 55% deguonies, 24–25 valandas. Reaktoriaus 

temperatūra buvo palaikoma 30 °C, pH 7,1, o maišymo greitis kito nuo 220 iki 

360 rpm. 

 

2.5. TYRIMO METODAI 

2.5.1. Chromosomin÷s DNR skyrimas 

DNR buvo skiriama pagal Woo metodiką (Woo ir kt., 1992). Bakterijos 

buvo auginamos 3 ml BHI terp÷je per naktį aeruojant termostatuojamoje 

kratykl÷je. V÷liau ląstel÷s buvo surenkamos centrifuguojant (6000 g/15 min.). 

Nusodintos ląstel÷s buvo praplautos 1 ml TNE buferinio tirpalo (10 mM Tris-

HCl, pH 8,0, 10 mM NaCl, 10 mM EDTA, pH 8,0), o gauta ląstelių suspensija 

v÷l centrifuguojama (10000 g/5 min). Nusodintos ląstel÷s buvo 

suspenduojamos 135 µl TNE buferinio tirpalo ir papildomai pridedama dar 135 

µl TNE buferinio tirpalo, turinčio 2% Tritono X-100 ir 30 µl (5 mg/ml) 

lizocimo. Viskas buvo gerai išmaišoma ir inkubuojama 30 min 37 °C vandens 

vonioje. Po inkubavimo buvo pridedama 15 µl proteinaz÷s K tirpalo (20 

mg/ml, Fermentas), gerai sumaišoma 3–5 kartus apverčiant m÷gintuv÷lį ir 

inkubuojama 2 val 65°C vandens vonioje. Po centrifugavimo (10000 g/15 min) 

gautas supernatantas buvo perpilamas į naują m÷gintuv÷lį ir gryninamas 

pridedant 300 µl fenolio:chloroformo:izoamilo alkoholio tirpalo santykiu 

25:24:1. Tirpalas buvo gerai sumaišomas apverčiant m÷gintuv÷lį 5–10 kartų ir 

nucentrifuguojamas (10000 g/5 min). Į atsargiai surinktą viršutinį sluoksnį 

buvo pridedama 300 µl chloroformo tirpalo, gerai sumaišoma ir v÷l 

nucentrifuguojama. Tuomet į surinktą viršutinį sluoksnį buvo pridedama 30 µl 

5 M kalio acetato ir 660 µl 96% etanolio. Geresniam DNR išs÷dimui mišinys 

buvo paliekamas 2 val arba per naktį –20 °C temperatūroje. Nuos÷dos buvo 

surenkamos nucentrifuguojant (10000 g/10 min) ir tirpinamos 150 µl 

distiliuoto vandens. 



 62

2.5.2. Plazmidžių skyrimas šarmin÷s denatūracijos metodu 

Plazmid÷s buvo skiriamos šarmin÷s denatūracijos metodu (Maniatis ir kt., 

1982). 10 ml EFA1 terp÷je per naktį auginta bakterijų kultūra buvo surenkama 

centrifuguojant (3200 g/20 min). Nus÷dusios ląstel÷s buvo suspenduojamos 3 

ml (1 tūris) 50 mM gliukoz÷s, 25 mM Tris-HCl, pH 8,0, 10 mM EDTA, 

lizocimo (10 mg/ml) tirpalo, o gauta ląstelių suspensija laikoma 15 min. 

kambario temperatūroje. Po inkubacijos buvo įpilami 6 ml (2 tūriai) šviežiai 

paruošto 0,2 N NaOH ir 1% SDS tirpalo. Švelniai sumaišius suspensija buvo 

laikoma apie 15-20 min. kambario temperatūroje, kol ląstel÷s visiškai lizuojasi 

ir tirpalas praskaidr÷ja. Tuomet buvo įpilama 4,5 ml (1,5 tūrio) 5 M 

CH3COONH4 tirpalo ir švelniai sumaišius m÷gintuv÷lis paliekamas ledo 

vonioje apie 1,5–2 valandas, kol susidaro varšk÷s konsistencijos nuos÷dos. 

Gautas tirpalas centrifuguojamas (3200 g/15 min.) supernatantas perpilamas į 

švarų m÷gintuv÷lį ir pridedama 6 ml (2 tūriai) atšaldyto etilo alkoholio. Viskas 

sumaišoma, apverčiant m÷gintuv÷lį kelis kartus ir paliekama –20°C 

temperatūroje 2 ir daugiau valandoms. Iškritusios nuos÷dos, surenkamos 

centrifuguojant (3200 g/20 min.), nuos÷dos išdžiovinamos ir ištirpinamos 

nedideliame kiekyje vandens.. 

 

2.5.3. DNR veikimas restrikcijos endonukleaz÷mis ir produkto analiz÷ 

DNR buvo veikiama įvairiomis restrikcijos endonukleaz÷mis ir jų 

deriniais laikantis UAB „Fermentas“ pateiktų rekomendacijų. Po to DNR buvo 

frakcionuojama 1% agaroz÷s gelyje elektroforez÷s pagalba. DNR fragmentų 

molekulin÷s mas÷s buvo nustatomos lyginant su Gene RulerTM DNA ladder 

Mix žinomų molekulinių masių fragmentais. 

 

2.5.4. DNR elektroforez÷ agaroz÷s gelyje 

DNR elektroforez÷ buvo atliekama 0,8–1% agaroz÷s gelyje TAE 

buferiniame tirpale (50 – kartinis TAE buferinis tirpalas: Tris-OH – 121 g, 

Na2EDTA – 18,6 g, acto rūgštis 99,5% – 28,6 ml, H2O iki 500 ml). Po 
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elektroforez÷s gelis buvo dažomas 5–10 minučių 0,005% etidžio bromido 

tirpale ir analizuojamas UV šviesoje. 

 

2.5.5. 16S rDNR polimeraz÷s grandinin÷ reakcija 

16S rDNR polimeraz÷s grandinin÷ reakcija buvo atliekama naudojant T 

personal 20 (Biometra) PGR aparatą, laikantis gamintojo rekomendacijų. 

Darbe buvo panaudota UAB “Fermentas” Taq polimeraz÷ bei WOO1 ir WOO2 

pradmenys (Godon ir kt., 1997) "Roth", Vokietija. 

Šiame darbe naudotos PGR programos: 

1. 94ºC 3 min. 

2. 94ºC 1 min., 55ºC 1 min., 72 °C 4 min. – 29 ciklai. 

3. 72ºC 10 min. 

4. 4ºC 

 

2.5.6. DNR polimeraz÷s grandinin÷ reakcija 

Fragmentų DNR polimeraz÷s grandinin÷ reakcija buvo atliekama 

naudojant T personal 20 (Biometra) PGR aparatą, laikantis gamintojo 

rekomendacijų. Darbe buvo panaudota UAB “Fermentas” Taq polimeraz÷ 

(Maxima PCR mix) bei pradmenys „Metabion“ Vokietija. 

Šiame darbe naudotos PGR programos: 

1. 94ºC 5 min. 

2. 94ºC 1 min., 50-70 °C 1 min., 72 °C 0,75-1 min. – 29 ciklai. 

3. 72ºC 5 min. 

4. 4ºC 

 

 2.5.7. DNR fragmento skyrimas iš agarozinio gelio 

Tiriama plazmid÷ buvo hidrolizuojama reikiamomis restrikcijos 

endonukleaz÷mis ar PGR produktai ir analizuojami elektroforez÷s pagalba. 

Reikiamų dydžių fragmentai buvo išpjaunami iš gelio ir išskiriami naudojant 

DNR ekstrakcijos rinkinį laikantis UAB „Fermentas“ pateiktų rekomendacijų. 

Išpjautas agaroz÷s gabal÷lis, turintis fragmentą buvo dedamas į m÷gintuv÷lį ir 
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užpilamas 30-50 µl natrio jodidu. Taip paruoštas pavyzdys buvo inkubuojamas 

5 min. termostate 55 °C temperatūroje. Ištirpus agarozei, į m÷gintuv÷lį buvo 

įdedama 5 µl silicio miltelių suspensijos, gerai sumaišoma ir v÷l inkubuojama 

5 min. 55 °C temperatūroje. Adsorbuota prie silicio miltelių DNR buvo 

nusodinama centrifuguojant (10000 g/1 min.). Tuomet nuos÷dos buvo 

užpilamos 500 µl praplovimo buferiniame tirpale, viskas gerai suspenduojama 

ir centrifuguojama kaip aprašyta aukščiau. Šis etapas buvo kartojamas 3 kartus. 

Po paskutinio praplovimo ant nucentrifuguotų nuos÷dų buvo užpilama 30 µl 

dejonizuoto vandens ir m÷gintuv÷lis paliekamas 5 min. 55 °C temperatūroje. 

Po centrifugavimo atsargiai surinktas supernatantas buvo perkeliamas į švarų 

m÷gintuv÷lį ir analizuojamas agaroz÷s gelyje ar liguojamas su reikiama 

plazmide. 

 

2.5.8. DNR ligavimas 

DNR buvo liguojama naudojant T4 DNR ligazę (UAB „Fermentas“), 

liguojama su plazmidiniu vektoriumi, hidrolizuotu atitinkama restrikcijos 

endonukleaze, 4 °C temperatūroje 24 val. arba 1 val. kambario temperatūroje 

(22 °C). Ligavimo mišinys, norint inaktyvuoti ligazę, kaitinamas 10 min. 65 °C 

temperatūroje. Po to mišinys atv÷sinamas ir transformuojamas į E. coli DH5α 

ląsteles. 

 

2.5.9. Kompetentinių E. coli ląstelių ruošimas ir klonavimas 

E. coli DH5α kamienas buvo auginamas 3–4 valandas 25 ml NA terp÷s 

aeruojant 30 °C temperatūroje, kol optinis tankis (A600) pasieks 0,3-0,5. 

Tuomet bakterijų suspensija buvo atšaldoma ledo vonioje 5-10 minučių ir 

centrifuguojama (3200 g/10 min.). Nupylus auginimo terpę ląstel÷s buvo tris 

kartus praplaunamos 10 ml šalto 10% glicerolio tirpalo: suspenduojamos 

glicerolio tirpale ir centrifuguojamos aukščiau min÷tomis sąlygomis. Gauta 

ląstelių suspenzija buvo resuspenduojama 1 ml 10% glicerolio tirpale ir 

naudojama elektroporacijai. 
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Prieš elektroporaciją ląstel÷s buvo 20 min. šaldomos ledo vonioje, o 

kiuvet÷s 20 min. šaldomos šaldiklyje -20 °C. Į 100 µl elektrokompetentinių 

ląstelių buvo dedamas 1 µl DNR ir sumaišoma. Tuomet DNR ir ląstelių 

suspenzija buvo perpilama į atšaldytą 1 mm plyšio pločio kiuvetę. 

Elektroporacija buvo atliekama naudojant 2 kV/cm2 įtampą. Elektros impulso 

trukm÷ buvo 4–5 ms. Po elektroporacijos ląstel÷s skubiai buvo užpilamos 100 

µl NB terp÷s, suspenzija perkeliama į švarų m÷gintuv÷lį. Ląstel÷s 

inkubuojamos 45 min. 37 °C temperatūroje. Po inkubacijos ląstel÷s buvo 

išs÷jamos ant standžios agarizuotos NA terp÷s su IPTG, X-gal ir ampicilinu 

(50 µg/ml) (Sharma ir Schimke, 1994). 

 

2.5.10. Rekombinantinių baltymų indukcija E. coli ląstel÷se 

Plazmidę turinčios E. coli BL21 (DE3) ląstel÷s buvo auginamos NB 

terp÷je su antibiotiku, 30 °C temperatūroje per naktį. 200 µl tokios naktin÷s 

kultūros buvo pernešama į 20 ml NB terp÷s su antibiotiku ir auginama toliau 

kol optinis tankis, esant 600 nm bangos ilgiui, bus 0,3–0,5. Tuomet į auginimo 

terpę buvo įdedama 0,1 mM IPTG ir auginama toliau, dar 6–20 valandų. 

Ląstel÷s buvo surenkamos centrifuguojant, praplaunamos 0,9% NaCl tirpalu ir 

ruošiamas beląstelinis ekstraktas. 

 

2.5.11. Genų bibliotekos kūrimas ir atranka 

Genomin÷ DNR buvo karpoma su atitinkamomis restriktaz÷mis ir 

susidarę DNR fragmentai liguojami su atitinkama pUC19 perkirpta plazmide. 

Kompetentin÷s DH5α kamieno ląstel÷s buvo transformuojamos auksčiau 

gautais ligavimo mišiniais ir išs÷jamos ant standžios NA terp÷s su ampicilinu, 

X-gal ir IPTG. Baltos spalvos kolonijos buvo atrenkamos ir tikrinamos PGR 

metodu. 

 

2.5.12. Nukleotidų sekos nustatymas 

Plazmidin÷s DNR skyrimas nukleotidų sekos nustatymui. Plazmid÷s 

buvo skiriamos naudojant ZYMO Plasmid PREP rinkinį. 
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DNR koncentracijos nustatymas. DNR koncentracija buvo nustatoma 

agaroz÷s gelyje elektroforez÷s būdu naudojant Mass RulerTM DNA Ladder 

(High Range) molekulin÷s mas÷s ir kiekio žymenis. 

Nukleotidų sekos nustatymas. Nukleotidų sekų nustatymui buvo 

naudojami standartiniai M13/pUC pradmenys. DNR nukleotidų sekos buvo 

nustatytos Macrogen (Pietų Kor÷ja). 

Nukleotidų sekos analiz÷. Nustatytų sekų chromatogramos buvo 

analizuojamos naudojant Chromas 2.24 programą 

(http://www.technelysium.com.au/chromas.html), o nukleotidų sekos 

analizuojamos Vector NTI AdvanceTM 9.0 programa (Gorelenkov ir kt., 2001). 

Nukleotidų ir aminorūgščių sekų palyginimai buvo atliekami BLAST grup÷s 

programomis (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi 

Filogenetin÷ 16SrRNR geno analiz÷ buvo atliekama naudojant Neighbor-

Joining metodą (MEGA 4.0 programa). Panašiausi homologai buvo parenkami 

The Ribosomal Database Project II (http://rdp.cme.msu.edu) ir BLAST grup÷s 

programomis. 

 
2.6. De novo peptidų sekos nustatymas 

M÷ginio paruošimas. Baltymo juostel÷ iš poliakrilamidinio gelio buvo 

išpjaunama ir susmulkinama į ~1 x 1 x 1 mm kubelius skalperiu, kurie buvo 

blukinami su 25 mM amonio bikarbonato 50 % acetonitrile, redukuojami DTT, 

alkilinami iodoacetamidu ir dehidratuojami. Dehidratuotas gelis buvo 

išmirkomas su 100 ng tripsino 25 mM amonio bikarbonato tirpale. Baltymas 

proteolizuojamas tripsinu per naktį 37 °C. Kitą dieną peptidai buvo 

ekstrahuojami su 5% trifluoracto rūgštimi (TFA), liofilizuojami ir ištirpinami 

10 µl 0,1% TFA. Toks tirpalas užnešamas ant ZipTip kolon÷l÷s ir peptidai 

išplaunami 4 µl 0,1% TFA 50% acetonitrilu, laikantis gamintojo 

rekomendacijų. M÷giniai paruošiami MALDI analizei užnešant po 0,5 µl 

m÷ginio ir virš jo po 0,5 µl matrikso (α-ciano-4-hidroksicinamono rūgštis 

(CHCA), 4 mg/ml 50% acetonitrile su 0,1 % TFA) ant 384 pozicijų MALDI 

plokštel÷s. 
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MS konfiguracija. Peptidų masių spektrų gavimui buvo naudojamas Applied 

Biosystems/MDS SCIEX 4800 MALDI TOF/TOF™ masių spektrometras (VU 

Biochemijos instituto Proteomikos centras), kuris kalibruojamas angiotenzino 

I, Glu-fibrino ir ACTH (1-17) peptidais MS reflector režime ir angiotenzino I 

fragmentais MS/MS režime. Peptidų masių spektai buvo gaunami „MS reflector 

positive“ režime. Kiekviename spektre dominuojantys pikai buvo 

fragmentuojami MS/MS režime. „MS reflector positive“ režimo nustatymai: 

M/z ribos: 800-4000; Lazerio intensyvumas: 3570; Lazerio šūvių skaičius: 

400; Nustatomos mas÷s tiksluams: ±50 ppm. „MS/MS positive“ režimo 

nustatymai: Kolizijos energija: 1 keV; Nenaudota kolizijos-disociacija; Lazerio 

intensyvumas : 4370; Lazerio šūvių skaičius: 500; Fragmentų mas÷s tikslumas: 

±0.1 Da. MS darbus atliko dr. Marija Ger (VU Biochemijos institutas 

Proteomikos centras. 

Gauti masių spektrai buvo naudojami sekų generavimui GPS Explorer™ 

De Novo Explorer programoje.  

 

2.7. Baltymo erdvin÷s struktūros modeliavimas ir analizavimas 

Baltymo erdvin÷ struktūra buvo modeliuojama automatinio modeliavimo 

sąranka, esančia http://swissmodel.expasy.org/ portale.  

DNR molekul÷s erdvin÷ struktūra paimta iš http://www.rcsb.org portalo. 

Erdvin÷s struktūros buvo analizuojamos RasWin 2.6 programa. 

 

2.8. Bakterijų atranka 

5-Hidroksipikolino rūgštį skaidančių bakterijų atrankai 1 g dirvožemio, 

buvo įd÷tas į konusinę 250 ml talpos kolbą ir užpiltas 20 ml mineralin÷s EFA1 

terp÷s, praturtintos 0,15% 5-hidroksipikolino rūgšties. Kolba buvo auginama 

aeruojant ir kratant orbitinių kratytuvu 180 aps./min. tris paras 30°C 

temperatūroje. Tuomet 1 ml terp÷s buvo perneštas į tokią pačią terpę su 5-

hidroksipikolino rūgštimi ir inkubuojamas anksčiau nurodytomis sąlygomis. Po 

trijų parų auginimo 50 µl kultūros buvo išs÷ta Petri l÷kštut÷se ant standžios 

EFA1 terp÷s su 5-hidroksipikolino rūgštimi ir inkubuota 30 °C temperatūroje. 
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Buvo atrenkamos mikroorganizmų kolonijos, gaminančios neląstelinį žalios ar 

rudos spalvos pigmentus ir kilpele pers÷jamos ant standžios EFA1 terp÷s su 5-

hidroksipikolino rūgštimi. Lygiagrečiai atskiros kolonijos, pasižym÷jusios 5-

hidroksipikolino rūgšties skaidymu buvo pers÷tos ir ant standžio NA terp÷s. 

Tokiu būdu buvo išskirtas bakterinis kamienas transformuojantis 5-

hidroksipikolino rūgštį. 

 

2.9. Beląstelinio ekstrakto paruošimas 

Užauginta bakterijų kultūra (250 ml) buvo centrifuguojama (6000 g/20 

min). Ląstel÷s buvo praplautos 0,9% NaCl tirpalo ir centrifuguojamos (6000 

g/20 min). Biomas÷ buvo suspenduojama 3 ml 20 mM kalio fosfato 

buferiniame tirpale, pH 7.0–7.5 ir suardoma ultragarsu 22 kHz 3 min., kas 30 s 

aušinant ledo – vandens vonioje 1 min. Nesuardytos ląstel÷s, stambios 

nuolaužos ir kiti stambūs elementai buvo pašalinami centrifuguojant (10000 

g/15 min). 

 

2.10. Baltymų elektroforez÷ poliakrilamidiniame gelyje 

Baltymų gel-elektroforez÷ poliakrilamidiniame gelyje buvo atliekama 

pagal standartines metodikas (Laemmli, 1970), naudojant 4,5% 

koncentruojantį ir 10-14% skirstomąjį gelius. Baltymai buvo dažomi 

Coomassie Briliant Blue G250 dažais. Gelis atplaunamas 10% acto rūgštimi. 

 

2.11. Fermentų aktyvumo nustatymas 

2.11.1. 5-Hidroksipikolinato 2-monooksigenaz÷s aktyvumo nustatymas 

5-Hidroksipikolino rūgšties dekarboksilinimo-hidroksilinimo fermentinis 

aktyvumas buvo matuojamas 30 °C temperatūroje, pagal sunaudotą NADH 

kiekį (ε340 = 6200 M-¹ cm-¹). Reakcijos mišinį sudar÷ 20 mM kalio fosfato 

buferinis tirpalas pH 7,0 100 µM 5-hidroksipikolino rūgšties 100 µM NADH 5 

µM FAD ir atitinkamas beląstelinio ekstrakto kiekis. Bendras mišinio tūris 

buvo 1 ml. Vienas 5-hidroksipikolinato 2-monooksigenaz÷s aktyvumo vienetas 
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buvo toks fermento kiekis, kuris per 1 minutę 30 °C temperatūroje hidroksilina 

1 µmol 5-hidroksipikolino rūgšties.  

 

2.11.2. Nikotinato 6-hidroksilaz÷s aktyvumo nustatymas 

Nikotino rūgšties hidroksilinimo fermentinis aktyvumas buvo 

matuojamas 30ºC temperatūroje, pagal sunaudotą kalio fericianido kiekį (ε417 = 

1040 M-¹ cm-¹). Reakcijos mišinį sudar÷ 10 mM kalio fosfato buferinis tirpalas 

pH 7,0 150 µM nikotino rūgšties 300 µM K3[Fe(CN)6] ir atitinkamas 

beląstelinio ekstrakto kiekis. Bendras mišinio tūris buvo 1 ml. Vienas 

nikotinato 6-hidroksilaz÷s aktyvumo vienetas – tai toks fermento kiekis, kuris 

per 1 minutę 30 °C temperatūroje hidroksilina 1 µmol nikotino rūgšties (Kitts 

ir kt., 1989). 

 

2.11.3. 6-Hidroksinikotinato 3-monooksigenaz÷s aktyvumo nustatymas 

6-Hidroksikotino rūgšties dekarboksilinimo-hidroksilinimo fermentinis 

aktyvumas buvo matuojamas 30 °C temperatūroje, pagal sunaudotą NADH 

kiekį (ε340 = 6200 M-¹ cm-¹). Reakcijos mišinį sudar÷ 10 mM kalio fosfato 

buferinis tirpalas pH 7,2 100 µM 6-hidroksinikotino rūgšties 100 µM NADH 5 

µM FAD ir atitinkamas beląstelinio ekstrakto kiekis. Bendras mišinio tūris 

buvo 1 ml. Vienas 6-hidroksinikotinato 3-monooksigenaz÷s aktyvumo vienetas 

– tai toks fermento kiekis, kuris per 1 minutę 30 °C temperatūroje hidroksilina 

1 µmol 6-hidroksinikotino rūgšties (Nakano ir kt., 1999). 

 

2.11.4. Pikolinato 6-hidroksilaz÷s aktyvumo nustatymas 

Pikolino rūgšties hidroksilinimo fermentinis aktyvumas buvo matuojamas 

30 °C temperatūroje, pagal sunaudotą DCPIP kiekį (ε340 = 16000 M-¹ cm-¹). 

Reakcijos mišinį sudar÷ 10 mM kalio fosfato buferinis tirpalas pH 7,2, 100 µM 

pikolino rūgšties 100 µM DCPIP 5 µM PMS ir atitinkamas beląstelinio 

ekstrakto kiekis. Bendras mišinio tūris buvo 1 ml. Vienas 3-hidroksipiridino 6-

monooksigenaz÷s aktyvumo vienetas – tai toks fermento kiekis, kuris per 1 

minutę 30 °C temperatūroje hidroksilina 1 µmol pikolino rūgšties. 
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2.11.5. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenaz÷s aktyvumo nustatymas 

2,5-Dihidroksipiridino oksidavimo fermentinis aktyvumas buvo 

matuojamas 30 °C temperatūroje, pagal sunaudotą 2,5-dihidroksipiridino kiekį 

(ε320 = 5200 M-¹ cm-¹) (Gauthier ir kt., 1971). Reakcijos mišinį sudar÷ 1 mM 

kalio fosfatinis buferis pH 7,5, 200 µM 2,5-dihidroksipiridino, 1 µM FeSO4, ir 

atitinkamas beląstelinio ekstrakto kiekis. Bendras mišinio tūris buvo 1 ml. 

Vienas 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz÷s aktyvumo vienetas – tai toks 

fermento kiekis, kuris per 1 minutę 30 °C temperatūroje oksiduoja 1 µmol 2,5-

dihidroksipiridino (Gauthier ir kt., 1971; Orpin ir kt., 1972; Cain ir kt., 1974). 

 

2.11.5. Deaminazių aktyvumo nustatymas 

Deaminaz÷s fermentinis aktyvumas buvo matuojamas 30 °C 

temperatūroje, pagal susidariusį NH4
+ kiekį. Reakcijos mišinį sudar÷ 50 mM 

kalio fosfatinis buferis pH 7,2, 250 µl Neslerio reagento, 2,2 ml H2O ir 

atitinkamas beląstelinio ekstrakto kiekis. Bendras mišinio tūris 2,5 ml. Vienas 

deaminaz÷s aktyvumo vienetas – tai toks fermento kiekis, kuris per 1 minutę 

30 °C temperatūroje deaminina 1 µmol nikotinamido (Yuodvalkite ir kt., 

1982). 

 

2.11.6. Nuo NADH priklausomų reduktazių fermentinio aktyvumo 

nustatymas po baltymų elektroforez÷s 

Baltymai buvo frakcionuojami 10-15% poliakrilamidiniame gelyje 

natyviomis sąlygomis. Po baltymų frakcionavimo gelis buvo perkeliamas į 

indą su 50 mM Tris-HCl buferiu, pH 7,0-7,5, pridedama NADH (galutin÷ 

koncentracija 100 µM) ir NBT (galutin÷ koncentracija 100 µM), jei reikia 

substrato 200 µM ir PMS 1 µM, ir inkubuojamas kambario temperatūroje 60–

120 min (Molnar ir kt., 2004). 
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2.12. Fermentų gryninimas 

2.12.1. Nikotinato dehidrogenaz÷s iš Sinorhizobium sp. L-1 išskyrimas ir 

gryninimas 

Sinorhizobium sp. L-1 kamienas buvo auginamas EFA1 terp÷je su 

nikotino rūgštimi, aeruojant 30 °C temperatūroje per naktį. Tokia naktine 

kultūra buvo inokuliuojami 4 l EFA1 terp÷s su nikotino rūgštimi ir bakterijos 

toliau buvo auginamos fermentatoriuje, kaip nurodyta 2.4. metoduose. 

Užauginta bakterijų kultūra buvo surenkama centrifuguojant (4000 g 60 min.), 

praplaunama 0,9% NaCl tirpalu ir v÷l centrifuguojama (10000 g 15 min.). 

Gauta biomas÷ buvo suspenduojama 20 mM kalio fosfatiniame buferyje pH 

6,9, turinčiame 1 mM MgSO4 ir ardoma 80 kartų po 30 sekundžių 22 kHz 

ultragarsu ledo vonioje. Ląstelių nuolaužos buvo pašalinamos centrifuguojant 

(10000 g 15 min.). Po centrifugavimo beląstelinis ekstraktas pirmin÷je baltymų 

gryninimo stadijoje buvo centrifuguojamas ultracentrifuga 35 000 rpm 100 000 

g 1,5 val. Nuos÷dos surinktos ir ištirpintos 20 mM kalio fosfatiniame buferyje 

pH 6,9, turinčiame 0,25% Triton X-100. Į tokį tirpalą pridedant amonio sulfato 

iki 30% sotumo, buvo išsodinama nikotinato hidroksilaz÷. Išs÷dę baltymai iš 

koloidinio tirpalo buvo išskiriami juos centrifuguojant 10000 g/15 min. Išs÷dę 

baltymai buvo tirpinami 20 mM kalio fosfatiniame buferyje pH 7,0, turinčiame 

1 mM MgSO4 ir 0,25% Triton X-100 ir dializuojami per naktį tokiame 

pačiame buferyje, tik be Triton X-100. Kitame gryninimo etape, dializuotas 

baltyminis tirpalas buvo frakcionuojamas SuperQ-650M sorbentu užpildytoje 

chromatografin÷je kolon÷l÷je (20 ml), kuri buvo praplauta 20 mM pH 6,9 kalio 

fosfato buferiniu tirpalu, turinčiame 0,02% Triton X-100. Išplovus iš kolonos 

visus šiomis sąlygomis nesisorbavusius baltymus ir tolygiai didinant joninę 

j÷gą (0–0,5 M NaCl), baltymai buvo toliau išplaunami. Frakcijos, tur÷jusios 

didžiausią hidroksilazinį aktyvumą buvo apjungiamos ir dializuojamos, 

aukščiau min÷tomis sąlygomis. Į dializuotą pavyzdį buvo pridedamas amonio 

sulfatas iki 0,55 M, tokiu būdu pavyzdys paruoštas hidrofobinei 

chromatografijai. Resource 15PHE sorbentu užpildyta kolon÷l÷ (8 ml) buvo 

praplaunama 20 mM kalio fosfato buferiniu tirpalu pH 6,9, kuriame buvo 0,55 
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M amonio sulfato. Baltymai, kurie sorbavosi tokiomis sąlygomis kolon÷l÷je, 

laipsniškai buvo eliuojami maž÷jančia druskos koncentracija. Apjungus 

aktyvumu pasižym÷jusias frakcijas, atplovus nuo druskų ir sukoncentravus 20 

mM kalio fosfatiniame buferiniame tirpale pH 6,9 fermentinis preparatas buvo 

paruošiamas kitai kolon÷lei. Panaudojant Resource 15Q sorbentu užpildytą 

kolon÷lę (4 ml), sulygsvarintą auksčiau min÷tu buferiniu tirpalu, hidroksilaz÷ 

analogiškomis DEAE chromatografijai sąlygomis buvo gryninama toliau. 

Frakcijos, pasižym÷jusios nikotinato hidroksilaziniu aktyvumu buvo 

apjungiamos. Į tokį pavyzdį buvo pridedamas acetonitrilas, iki galutin÷s 

koncentracijos 3% ir užnešama ant Resource RPC 3ml kolon÷l÷s. Baltymai 

buvo frakcionuojami did÷jančia acetonitrilo koncentracija. Tokiu eliuavęsi 

baltymai buvo praplaunami 20 mM kalio fosfato buferiniu tirpalu pH 6,9 ir 

sukoncentruojami.  

 

2.12.2. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenaz÷s iš Sinorhizobium sp. L-1 

išskyrimas ir gryninimas 

Nikotinato hidroksilaz÷s gryninimo metu imamas ultracentrifugavimo 

nuopilas ir iš jo išsodinami baltymai 32-42% amonio sulfato gradientu. Išs÷dę 

baltymai dializuojami 20 mM kalio fosfato buferiniame tirpale pH 7,6. 

Dializuotas pavyzdys užnešamas ant SuperQ-650M sorbentu užpildytos 

kolon÷l÷s (20 ml) ir desorbuojami did÷jančia jonine j÷ga (0-1 M NaCl). 

Frakcijos, tur÷jusios didžiausią 2,5-dihidroksipiridino oksigenaz÷s aktyvumą 

buvo apjungiamos ir dializuojamos, aukščiau min÷tomis sąlygomis. Į 

dializuotą pavyzdį buvo pridedama amonio sulfato iki galutin÷s 1,25 M 

koncentracijos, tokiu būdu paruošiant pavyzdį hidrofobinei chromatografijai. 

Resource 15PHE užpildyta kolon÷l÷ (8 ml) buvo praplaunama 20 mM kalio 

fosfato buferiniu tirpalu, kuriame buvo 1,25 M amonio sulfato. Baltymai, kurie 

sorbavosi tokiomis sąlygomis kolon÷l÷je, laipsniškai buvo eliuojami 

maž÷jančia druskos koncentracija. 2,5-Dihidroksipiridino oksigenaz÷s 

aktyvumu pasižym÷jusių baltymų frakcijos buvo apjungiamos ir atplovus nuo 

druskų ir sukoncentravus buvo paruošiamos anijoniniai rechromatogramai 
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Resource 15Q sorbentu užpildytai (4 ml) kolon÷lei. Analogiškomis SuperQ 

chromatografijai sąlygomis buvo gryninama toliau. Frakcijos, pasižym÷jusios 

2,5-dihidroksipiridino oksigenaziniu aktyvumu buvo apjungiamos. 

2,5-Dihidroksipiridino dioksigenaz÷ iš Sinorhizobium sp. L-1 kamienas 

buvo auginamas EFA terp÷je su 3-hidroksipiridinu, aeruojant 30°C 

temperatūroje per naktį. Tokia naktine kultūra buvo inokuliuojamas 2 l EFA 

terp÷s su 3-hidroksipiridinu ir bakterijos toliau buvo auginamos 48 valandas. 

Užauginta bakterijų kultūra buvo surenkama centrifuguojant (6000 g/30 min.), 

praplaunama 0,9% NaCl tirpalu ir v÷l centrifuguojama (10000 g/15 min.). 

Gauta biomas÷ buvo suspenduojama 20 mM kalio fosfato buferiniame tirpale ir 

ardoma 20 kartų po 30 sekundžių 22 kHz ultragarsu ledo vonioje. Ląstelių 

nuolaužos buvo pašalinamos centrifuguojant (10000 g/20 min.). Visos 

gryninimo sąlygos yra analogiškos aukščiau aprašytosioms tik hidrofobin÷ 

chromatografija atliekama esant 0,75 M amonio sulfato. 

 

2.12.3. Pikolinato dehidrogenaz÷s iš Achromobacter sp. JS18 išskyrimas ir 

gryninimas 

Achromobacter sp. JS18 kamienas buvo auginamas EFA1 terp÷je su 

pikolino rūgštimi, aeruojant 30 °C temperatūroje per naktį. Tokia naktine 

kultūra buvo inokuliuojamos 1 l kolbos, užpildytos 250 ml EFA1 terp÷s su 

pikolino rūgštimi. Užauginta bakterijų kultūra buvo surenkama centrifuguojant 

(4000 g 60 min.), praplaunama 0,9% NaCl tirpalu ir v÷l centrifuguojama 

(10000 g 15 min.). Gauta biomas÷ buvo suspenduojama 20 mM kalio fosfato 

buferiniame tirpale pH 7,5, turinčiame 1 mM DTT ir ardoma 30 kartų po 30 

sekundžių 22 kHz ultragarsu ledo vonioje. Ląstelių nuolaužos buvo 

pašalinamos centrifuguojant (10000 g 15 min.). Po centrifugavimo beląstelinis 

ekstraktas pirmin÷je baltymų gryninimo stadijoje buvo centrifuguojamas 

ultracentrifuga 35000 rpm 100 000 g 1,5 val. Baltymai iš nuopilo išsodinami 

15-40% amonio sulfato gradientu. Išs÷dę baltymai buvo tirpinami 20 mM kalio 

fosfato buferiniame tirpale pH 7,5, turinčiame 1 mM DTT ir 1 mM EDTA ir 

dializuojami per naktį tokiame pačiame buferiniame tirpale. Kitame gryninimo 



 74

etape, dializuotas baltyminis tirpalas buvo frakcionuojamas GigaCapQ-650M 

sorbentu užpildytoje chromatografin÷je kolon÷l÷je (36 ml), kuri buvo 

sulygsvarinta 20 mM pH 7,5 kalio fosfatiniu buferiniu tirpalu, turinčiame 1 

mM DTT. Išplovus iš kolonos visus šiomis sąlygomis nesisorbavusius 

baltymus ir tolygiai didinant joninę j÷gą (0–0,5 M NaCl) baltymai buvo 

desorbuojami. Frakcijos, tur÷jusios didžiausią hidroksilazinį aktyvumą buvo 

apjungiamos ir dializuojamos, aukščiau min÷tomis sąlygomis. Į dializuotą 

pavyzdį buvo pridedamas natrio sulfatas iki 0,55 M, tokiu būdu pavyzdys 

paruošiamas hidrofobinei chromatografijai. Resource 15PHE sorbentu 

užpildyta kolon÷l÷ (8 ml) buvo praplaunama 20 mM kalio fosfato buferiniu 

tirpalu pH 7,5, turinčiame 1 mM DTT, kuriame taip pat buvo 0,55 M natrio 

sulfato. Baltymai, kurie sorbavosi tokiomis sąlygomis kolon÷l÷je, laipsniškai 

buvo eliuojami maž÷jančia druskos koncentracija. Apjungus aktyvumu 

pasižym÷jusias frakcijas, atplovus nuo druskų ir sukoncentravus 20 mM kalio 

fosfato buferiniame tirpale pH 7,5 fermentinis preparatas buvo paruošiamas 

kitai kolon÷lei. Panaudojant Resource 15Q sorbentu užpildytą kolon÷lę (4 ml), 

sulygsvarintą tokiu pačiu buferiniu tirpalu, hidroksilaz÷ analogiškomis 

GigaCapQ chromatografijai sąlygomis buvo gryninama toliau. Frakcijos, 

pasižym÷jusios pikolinato hidroksilaziniu aktyvumu buvo apjungiamos ir 

sukoncentruojamos. Pavyzdys toliau buvo gryninamas – analizuojamas gel-

filtracijos metodu SuperDex G200 10/30 kolon÷le. 

 

2.12.4. Nikotino dehidrogenaz÷s iš Achromobacter sp. JS18 kamieno 

išskyrimas ir gryninimas 

Achromobacter sp. JS18 kamienas buvo auginamas EFA1 terp÷je su 

nikotino rūgštimi, aeruojant 30 °C temperatūroje per naktį. Tokia naktine 

kultūra buvo inokuliuojamos 1 l kolbos, užpildytos 250 ml EFA1 terp÷s. 

Užauginta bakterijų kultūra buvo surenkama centrifuguojant (4000 g 60 min.), 

praplaunama 0,9% NaCl tirpalu ir v÷l centrifuguojama (10000 g 15 min.). 

Gauta biomas÷ buvo suspenduojama 20 mM kalio citrato buferiniame tirpale 

pH 5,8, turinčiame 1 mM DTT ir 1mM EDTA ir ardoma 20 kartų po 30 
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sekundžių 22 kHz ultragarsu ledo vonioje. Ląstelių nuolaužos buvo 

pašalinamos centrifuguojant (10000 g 15 min.). Po centrifugavimo beląstelinis 

ekstraktas pirmin÷je baltymų gryninimo stadijoje buvo centrifuguojamas 

ultracentrifuga 35000 rpm 100 000 g 1 val. Baltymai iš nuopilo išsodinami 27-

38% amonio sulfatu. Išs÷dę baltymai buvo tirpinami 10 mM kalio citrato 

buferiniame tirpale pH 5,8 turinčiame 1 mM DTT ir 1 mM EDTA dializuojami 

per naktį tokiame pačiame buferiniame tirpale. Kitame gryninimo etape, į 

dializuotą baltyminį tirpalą buvo pridedamas 100 mM kalio fosfato buferinis 

tirpalas pH 7,2 iki galutin÷s 10 mM fosfato koncentracijos ir titruojama iki pH 

7,2. Taip paruoštas pavyzdys buvo užnešamas ant GigaCapQ-650M sorbentu 

užpildytoje chromatografin÷je kolon÷l÷je (36 ml), kuri buvo sulygsvarinta 20 

mM pH 7,2 kalio fosfato buferiniu tirpalu, turinčiame 1 mM DTT. Išplovus iš 

kolonos visus šiomis sąlygomis nesisorbavusius baltymus ir tolygiai keičiant 

buferinio tirpalo prigimtį ir pH į 20 mM kalio citratinį pH 5,7 buvo 

desorbuojami baltymai. Frakcijos, tur÷jusios didžiausią hidroksilazinį 

aktyvumą buvo apjungiamos ir dializuojamos, aukščiau min÷tomis sąlygomis. 

Į dializuotą pavyzdį buvo pridedamas amonio sulfatas iki 0,55 M, tokiu būdu 

pavyzdys paruošiamas hidrofobinei chromatografijai. Resource 15PHE 

sorbentu užpildyta kolon÷l÷ (8 ml) buvo praplaunama 20 mM kalio citrato 

buferiniu tirpalu pH 5,8 kuriame buvo 1 mM DTT ir 0,55 M amonio sulfato. 

Baltymai, kurie sorbavosi tokiomis sąlygomis kolon÷l÷je, laipsniškai buvo 

eliuojami maž÷jančia druskos koncentracija. Apjungus aktyvumu 

pasižym÷jusias frakcijas, atplovus nuo druskų ir sukoncentravus 10 mM kalio 

citrato buferiniame tirpale pH 5,8, turinčiame 1 mM DTT. Pridedant kalio 

fosfato buferinį tirpalą ir keičiant preparato pH iki 7,2 (aukščiau min÷tomis 

sąlygomis) preparatas buvo paruošiamas kitai kolon÷lei. Panaudojant Resource 

15Q sorbentu užpildytą kolon÷lę (4 ml), sulygsvarintą tokiu pačiu buferiniu 

tirpalu, hidroksilaz÷ buvo eliuojama tolygiai did÷jančia NaCl (0–0,5 M) 

koncentracija. Frakcijos, pasižym÷jusios nikotinato hidroksilaziniu aktyvumu 

buvo apjungiamos.  
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2.12.5. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenaz÷s iš Achromobacter sp. JS18 

išskyrimas ir gryninimas 

Achromobacter sp. JS18 kamienas buvo auginamas EFA1 terp÷je su 

nikotino rūgštimi, aeruojant 30 °C temperatūroje per naktį. Tokia naktine 

kultūra buvo inokuliuojamos 1 l kolbos, užpildytos 250 ml EFA1 terp÷s. 

Užauginta bakterijų kultūra buvo surenkama centrifuguojant (4000 g 60 min.), 

praplaunama 0,9% NaCl tirpalu ir v÷l centrifuguojama (10000 g 15 min.). 

Gauta biomas÷ buvo suspenduojama 20 mM kalio fosfato buferiniame tirpale 

pH 7,6 ir ardoma 20 kartų po 30 sekundžių 22 kHz ultragarsu ledo vonioje. 

Ląstelių nuolaužos buvo pašalinamos centrifuguojant (10000 g 15 min.). 

Baltymai iš nuopilo išsodinami 30-42% amonio sulfato gradientu. Išs÷dę 

baltymai dializuojami 20 mM kalio fosfato buferiniame tirpale pH 7,6. 

Dializuotas pavyzdys užnešamas ant SuperQ-650M sorbentu užpildytos 

kolon÷l÷s (20 ml) ir desorbuojami did÷jančia jonine j÷ga (0-1 M NaCl). 

Frakcijos, tur÷jusios didžiausią 2,5-dihidroksipiridino oksigenaz÷s aktyvumą 

buvo apjungiamos ir dializuojamos, aukščiau min÷tomis sąlygomis. Į 

dializuotą pavyzdį buvo pridedama amonio sulfato iki galutin÷s 0,75 M 

koncentracijos, tokiu būdu paruošiant pavyzdį hidrofobinei chromatografijai. 

Resource 15PHE užpildyta kolon÷l÷ (8 ml) buvo praplaunama 20 mM kalio 

fosfato buferiniu tirpalu, kuriame buvo 0,75 M amonio sulfato. Baltymai, kurie 

sorbavosi tokiomis sąlygomis kolon÷l÷je, laipsniškai buvo eliuojami 

maž÷jančia druskos koncentracija. 2,5-Dihidroksipiridino oksigenaz÷s 

aktyvumu pasižym÷jusių baltymų frakcijos buvo apjungiamos ir atplovus nuo 

druskų ir sukoncentravus buvo paruošiamos anijoniniai rechromatogramai 

Resource 15Q sorbentu užpildytai (4 ml) kolon÷lei. Analogiškomis SuperQ 

chromatografijai sąlygomis buvo gryninama toliau. Frakcijos, pasižym÷jusios 

2,5-dihidroksipiridino oksigenaziniu aktyvumu buvo apjungiamos. 
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2.12.6. 5-Hidroksipikolinato 2-monooksigenaz÷s iš Pusillimonas sp. 5HP 

išskyrimas ir gryninimas 

Pusillimonas sp. 5HP kamienas buvo auginamas 50 ml talpos 

centrifuginiuose m÷gintuv÷liuose, užpildytuose 5 ml EFA2 terp÷s su 5-

hidroksipikolino rūgštimi, aeruojant 30 °C temperatūroje apie 80 val. 

Užauginta bakterijų kultūra buvo surenkama centrifuguojant (3200 g 10 min.), 

praplaunama 0,9% NaCl tirpalu ir v÷l centrifuguojama (10000 g 10 min.). 

Gauta biomas÷ buvo suspenduojama 20 mM kalio fosfato buferiniame tirpale 

pH 7,5, ir ardoma 22 kHz ultragarsu ledo vonioje. Ląstelių nuolaužos buvo 

pašalinamos centrifuguojant (10000 g 15 min.). Po centrifugavimo beląstelinis 

ekstraktas pirmin÷je baltymų gryninimo stadijoje buvo užnešamas ant afinin÷s 

AF-Blue-650M 5ml sorbentu užpildytos ToyoScreen kolon÷l÷s, sulygsvarintos 

20 mM pH 7,5 kalio fosfato buferiniu tirpalu. Išplovus iš kolonos visus šiomis 

sąlygomis nesisorbavusius baltymus, eliuavimas buvo vykdomas dviem 

etapais: 1) atplaunant 2-3 kolonos tūriais 20% sacharoz÷s turinčiu buferiniu 

tirpalu, 2) užnešimo buferiniu tirpalu. Monooksigenaz÷ eliuavosi kartu su 

užnešimo buferiniu tirpalu. Frakcijos, tur÷jusios monoksigenazinį aktyvumą 

buvo apjungiamos, dializuojamos. Toks dializuotas pavyzdys buvo toliau 

gryninamas ir koncentruojamas Resource 15Q sorbentu užpildytą kolon÷lę, 

sulygsvarintą 20 mM pH 7,5 kalio fosfato buferiniu tirpalu. Tokiomis 

sąlygomis sorbavęsi baltymai buvo eliuojami tolygiai did÷jančia jonine j÷ga 

(0-0,5 M NaCl). Apjungtos aktyvumu pasižyminčios frakcijos buvo toliau 

gryninamos – analizuojamos gel-filtraciniu metodu Superdex 200 HR 10/30 

kolon÷le. 

 

2.13. Baltymų molekulin÷s mas÷s nustatymas gel-filtraciniu metodu 

Baltymų pavyzdžiai buvo analizuojami Superdex 200 HR 10/30 kolon÷le. 

Analizei buvo naudojamas 20 mM kalio fosfato buferinis tirpalas pH 7,2, 

turintis 0,15 M NaCl. Pavyzdžio tūris kito nuo 100 iki 500 µL.  
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2.14. Įvairių substratų skaidymas intaktin÷se ląstel÷se 

2.14.1 Achromobacter sp. JS18 intaktin÷se ląstel÷se 

JS18 bakterijos buvo auginamos per naktį EFA1 terp÷je su 0,2% pikolino, 

nikotino ar dipikolino rūgšties, 30 °C temperatūroje. 1 ml naktin÷s kultūros 

buvo pers÷jama į 1 l talpos kolbas su 250 ml EFA1 terp÷s, praturtintos 0,2% to 

paties piridininio junginio ir auginamos 1-1,5 paros, 30oC temperatūroje 

aeruojant. Ląstel÷s buvo surenkamos centrifuguojant (30 min./6000 g), 

praplaunamos 0,9% NaCl tirpalu ir v÷l centrifuguojamos (30 min./6000 g). 

Tuomet surinkta biomas÷ buvo suspenduojama 50 mM kalio fosfato 

buferiniame tirpale, pH 7,2. Reakcijos mišinį sudar÷ 50 mM kalio fosfato 

buferinis tirpalas, pH 7,2, 100–200 µM tiriamo substrato ir ląstelių suspenzija. 

Bendras reakcijos mišinio tūris buvo 1 ml.  

 

2.14.2 Pusillimonas sp. 5HP intaktin÷se ląstel÷se 

5HP bakterijos buvo auginamos 50 ml centrifuginiame m÷gintuv÷lyje su 

5 ml EFA2 terp÷s su 0,15% 3-hidroksipiridinu, pikolino, nikotino ar benzoine 

rūgštimi, 30 °C temperatūroje 3-4 paras aeruojant. Ląstel÷s buvo surenkamos 

centrifuguojant (10 min./6000 g), praplaunamos 0,9% NaCl tirpalu ir v÷l 

centrifuguojamos (10 min./6000 g). Tuomet surinkta biomas÷ buvo 

suspenduojama 50 mM kalio fosfato buferiniame tirpale, pH 7,2. Reakcijos 

mišinį sudar÷ 50 mM kalio fosfato buferiniame tirpale, pH 7,2, 100–200 µM 

tiriamo substrato ir ląstelių suspenzija. Bendras reakcijos mišinio tūris buvo 1 

ml.  

 

2.15. Kiti metodai 

Absorbcijos spektrai buvo užrašomi naudojantis Heλios γ 

spektrofotometru. Eksperimentuose buvo panaudotos 1 cm kvarcin÷s ir 1 cm 

plastikin÷s kiuvet÷s. 

Ultracentrifugavimas buvo atliekamas Beckman Coulter Optima L-100 

XP ultracentrifuga. Naudojamas Type 70 Ti Fixed Angel 8 x 39 ml rotorius. 

Centrifuguojma buvo 90 min., esant 35000 rpm, generuojant 100 000 g. 
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3. REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

 

Netradicin÷se piridino žiedo hidroksilinančių ir hidroksilintų pikolino ir 

nikotino rūgščių skaidyme dalyvaujančių mikroorganizmų atranka buvo 

pasirinkta d÷l unikalumo. Yra žinoma antibiotikų grup÷ turinti 3-hidroksi- ir 5-

hidroksipiridin-2-karboksirūgštis, tačiau apie šių medžiagų skaidymą nieko 

n÷ra žinoma. Iki 1997 metų buvo žinoma, kad piridin-3-karboksirūgštis 

(nikotino rūgštis) yra hidroksilinama tik 6-oje pozicijoje, bet Tinschert ir 

kolegos atliko bakterijų paiešką ir aptiko Rastonia (Burkholderia) DSM 6920 

bakterinį kamieną, hidroksilinantį nikotino rūgštį 2-oje pozicijoje (Tinschert ir 

kt., 1997). Jų s÷km÷s įkv÷pti, vienu iš darbo tikslų išk÷l÷me mikroorganizmų 

galinčius hidroksilinti ir/ar skaidančius hidroksilintas neįprastose vietose 

piridino monokarboksirūgštis paiešką ir identifikavimą. Šiam tikslui pasiekti 

yra galimos 3-ys skirtingos atrankos sistemos, vieninteliu anglies šaltiniu esant:  

1. Piridino rūgščiai  

2. Piridino rūgščiai su užblokuota hidroksilinimo pad÷timi  

3. Tarpiniam metabolitui (hidroksilintam dariniui) 

Kiekviena iš šių atrankos sistemų turi savo trūkumų. 1-osios sistemos 

atveju būtų atrinkta daug (galbūt) įvairių bakterijų, tačiau didžioji bakterijų 

dalis piridino rūgštis metabolizuotų klasikiniu skaidymo keliu. 2-osios – 

blokavimui naudojami pakaitai gali būti toksiški, trukdyti hidroksilinimui (d÷l 

fermento didelio specifiškumo) ar būti metabolizuojami patys. 3-osios sistemos 

trūkumas – gali būti atrinktos bakterijos negalinčios hidroksilinti, bet galinčios 

metabolizuoti hidroksilintas piridino rūgštis. Tyrimams buvo pasirinta 3-ioji 

atrankos sistema naudojant: 3-hidroksi- ir 5-hidroksipiridin-2-karboksirūgštis ir 

2-hidropiridin-3-karboksirūgštis. 
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3.1. Achromobacter sp. JS18 tyrimas 
 

3.1.1. Piridinkarboksirūgščių biokonversija intaktin÷mis 
Achromobacter sp. JS18 ląstel÷mis 

 

Achromobacter sp. JS18 bakterijos buvo išgrynintos ir identifikuotos 

ankstesnių darbų metu. Nustatyta, kad šios bakterijos gali įsisavinti nikotino, 

pikolino ir dipikolino rūgštis (Kutanovas, 2006). 

Šio darbo metu buvo ieškoma bakterijų galinčių metabolizuoti 3-

hidroksipiridin-2-karboksirūgštį (3-hidroksipikolinatą). Buvo ieškoma ne tik 

naujų bakterijų, bet ir tikrinami laboratoriniai kamienai. Tuo tikslu buvo 

tikrinamas laboratorinių kamienų geb÷jimas skaidyti 3-hidroksipiridin-2-

karboksirūgštį ant standžios EFA1 terp÷s. Teigiamas rezultatas – spalvos 

atsiradimas. Tokiu būdu buvo pakartotinai atrinktas JS18 kamienas ir tiriamas 

šio darbo metu. Tyrimų eigoje buvo nustatyta, kad bakterijų geb÷jimas 

transformuoti 3-hidroksipiridin-2-karboksirūgštį yra prarandamas. Jau pirmojo 

bakterijų pers÷jimo ant standžios terp÷s su 3-hidroksipiridin-2-

karboksirūgštimi, ir nesant induktoriui, o 3-hidroksipiridin-2-karboksirūgštis 

n÷ra induktorius, bakterijos negal÷jo augti. 

Tod÷l buvo tiriama piridin-2-karboksirūgšties (pikolinato), piridin-3-

karboksirūgšties (nikotinato) ir piridin-2,6-dikarboksirūgšties (dipikolinato) 

skaidymas intaktin÷se ląstel÷se. Darbo metu buvo siekiant nustatyti, ne tik 

skaidymo eigą, bet ir kuri iš šių medžiagų gali indukuoti 3-hidroksipiridin-2-

karboksirūgšties skaidymą. Buvo nustatyta, kad skaidymas intaktinių ląstelių 

suspensijoje vyksta be papildomų kofaktorių, kosubstratų ar metalo jonų. Pagal 

reakcijos metu sunaudoto substrato kiekį ir sugerties spektro pasikeitimus buvo 

sprendžiama apie kultūros aktyvumą. Achromobacter sp. JS18 bakterinio 

kamieno ląstel÷s, augintos skystoje EFA1 terp÷je su dipikolino, pikolino ir 

nikotino rūgštimis, kaip vieninteliu anglies bei azoto šaltiniu, ir atplautos nuo 

kultūrin÷s terp÷s komponentų, efektyviai vartojo aukščiau min÷tas rūgštis.  

Achromobacter sp. JS18 bakterijos augintos su dipikolino rūgštimi gal÷jo 

transformuoti pastarąją rūgštį. Deja, transformacijos metu neatsirado 
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papildomų spektro smailių, kaip nurodo Kobayashi ir bendraautoriai 

(Kobayashi ir kt., 1962), tod÷l neįmanoma pasakyti kokie yra galimi tarpiniai 

metabolitai. Be to, Achromobacter sp. JS18 bakterijos negal÷jo įsisavinti kitų 

dikraboksirūgščių: piridin-2,3-, piridin-2,4- ir piridin-2,5-dikarboksirūgščių bei 

nitrilų: piridin-2,6-dikarbonitrilo, 6-metilpiridin-2-karbonitrilo ir piridin-3-

karbonitrilo. Ląstel÷s užaugintos indukuotai piridin-2,6-dikarboksirūgštimi, po 

neilgo apie 30 min. lag periodo, jau efektyviai mažino piridin-2-

karboksirūgšties ir piridin-3-karboksirūgšties koncentracijas reakcijos 

mišinyje. Analogiški produktų spektrai susidaro stebint piridin-2-

karboksirūgšties transformaciją, šiuo junginiu indukuotose ląstel÷se, ir stebint 

piridin-3-karboksirūgšties transformaciją, šiuo junginiu indukuotose ląstel÷se. 

Šių transformacijų metu aiškiai buvo matyti spektro pasikeitimai, susidarant 6-

hidroksipirdin-2-karboksirūgščiai ir 6-hidroksipiridin-3-karboksirūgščiai (3.1 

pav.). Tai buvo patvirtinta sulyginus su esamomis 

hidroksipiridinkarboksirūgščių sugerties spektrais. Abiem piridino 

monokarboksirūgščių transformacijos metu vyksta hidroksilinimas į 6-ąją 

pad÷tį.  

  
 

3.1 pav. Piridin-2-karboksirūgšties ir piridin-3-karboksirūgšties 
transformacijos JS18 ląstel÷mis, susidarant 6-hidroksipirdin-2-karboksirūgščiai 
ir 6-hidroksipiridin-3-karboksirūgščiai, atitinkamai. Biomas÷ (auginta 2 paras 
40 ml EFA1 terp÷s su 0,2% piridinkarboksirūgštimi) buvo suspenduota 10 ml 
50 mM kalio fosfato buferinis tirpalas, pH 7,2. Bendrą reakcijos mišinį (1 ml) 
sudar÷ 50 mM kalio fosfato buferinis tirpalas, pH 7,2, 0,15 mM 
piridinkarboksirūgšties ir bakterijų suspensija. Sugerties spektrai užrašyti po 0, 
10, 20, 30, 45 ir 60 min. inkubacijos. 
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Nustačius, kad piridin-2- ir piridin-3-karboksirūgštys yra skaidomos, 

susidarant monohidroksilintiems dariniams, buvo nuspręsta ištirti 

monohidroksipiridino karboksilinių rūgščių transformaciją. Tiriant 6-

hidroksipiridin-3-karboksirūgšties įsisavinimą, piridin-3-karboksirūgštimi 

indukuotose ląstel÷se, pasteb÷tas spektro pasikeitimas būdingas 2,5-

dihidroksipiridinui. 2-Hidroksipiridin-3-karboksirūgšties transformacija 

piridin-3-karboksiline rūgštimi indukuotose ląstel÷se vyksta žymiai l÷čiau, 

susidarant (kaip sp÷jama) 2,6-dihidroksipiridin-3-karboksirūgščiai, UV spektre 

papildomai atsirandant smailei 316 nm bangos ilgyje. Be to karboksilo grupei 

būdinga smail÷ išlieka toje pačioje spektro vietoje. Deja 2-hidroksipiridin-3-

karboksirūgšties transformacija yra labai l÷ta, o susidariusio dihidroksi 

autooksidacija ore, susidarant m÷lynos spalvos junginiui, labai greita. 

Susidarantis m÷lynos spalvos produktas, sp÷tinai yra chinoninis dimeras, pagal 

analogiją su trihidroksipiridinų autooksidacijos m÷lynos spalvos produktais 

(Gupta ir kt.,1975; Shukla ir kt., 1986; Holmes ir kt., 1972).  

Literatūroje yra duomenų, kad bakterijos skaidančios nikotino rūgštį 

(piridin-3-karboksirūgštį) gali transformuoti ir pirazin-2-karboksirūgštį 

(Wiesser ir kt., 1997; Yang ir kt., 2009), tod÷l buvo nuspręsta ištirti kaip ir ar 

išvis JS18 kamienas gali transformuoti šią rūgštį. Tyrimų eigoje buvo 

nustatyta, kad JS18 kamieno ląstel÷s užaugintos indukuotai piridin-3-

karboksirūgštimi, gali transformuoti pirazin-2-karboksirūgštį (3.2 A pav.) ir 

piridazin-3-karboksirūgštį, pagal analogiją su piridin-3-karboksirūgštimi, 

hidroksilinant į para pad÷tį, pakaito atžvilgiu. Susidaręs hidroksilintas junginys 

toliau n÷ra metabolizuojamas. Deja, kitų junginių pirimidin-3-karboksirūgšties, 

piridin-3-karbonitrilo ir pirazin-2-karbonitrilo JS18 ląstel÷s indukuotos piridin-

3-karboksirūgštimi transformuoti negal÷jo. 
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A) B)  

3.2 pav. Pirazin-2-karboksirūgšties biokonversija intaktin÷mis Achromobacter 
sp. JS18 ląstel÷mis užaugintomis indukuotai A) piridin-3-karboksirūgštimi ir 
B) piridin-2-karboksirūgštimi. Pirazin-2-karboksirūgšties koncentracija 0,15 
mM. Sugerties spektrai užrašyti po 0, 7, 18, 30 ir 45 min. inkubacijos. 
Biomas÷s paruošta kaip aprašyta 3.1 pav. 

 
Tiriant monohidroksilintų piridin-2-karboksirūgščių skaidymą JS18 

ląstelių indukuotų piridin-2-karboksirūgštimi suspencijoje gauta, kad ląstel÷s 

tokiu pačiu greičiu gali įsisavinti tiek 6-hidroksipiridin-2-karboksirūgštį, tiek 

2,5-dihidroksipiridiną, t.y. labai l÷tai palyginus su piridin-2-karboksirūgšties ir 

3-hidroksipiridin-2-karboksirūgšties įsisavinimu. Galbūt taip yra tod÷l, kad 

ląstel÷se n÷ra 6-hidroksipiridin-2-karboksirūgšties ir 2,5-dihidroksipiridino 

transporto sistemos. Įdomu tai, kad ląstel÷s gal÷jo ypač greitai suvartoti 6-

hidroksipiridin-2-karboksirūgštį, susidarant 2,5-dihidroksipiridinui (nustatyta 

palyginus su 2,5-dihidroksipiridino spektru). Tokiu būdu 3-hidroksipiridin-2-

karboksirūgšties skaidymas vyksta lygiai taip pat kaip ir piridin-2-

karboksilin÷s rūgšties, t.y. susidarant kaip manoma 3,6-dihidroksipiridin-2-

karboksirūgščiai, kuri v÷liau yra dekarboksilinama susidarant 2,5-

dihidroksipiridinui. Piridin-2-karboksirūgšties ir 3-hidroksipiridin-2-

karboksirūgšties hidroksilinimą į 6-ąją pad÷tį katalizuoja tas pats fermentas – 

pikolinato dehidrogenaz÷, tai buvo patvirtinta fermentiškai (žiūr÷ti 3.3 skyrių). 

Achromobacter sp. JS18 ląstel÷s indukuotos piridin-2-karboksirūgštimi 

gal÷jo transformuoti pirazin-2-karboksirūgštį (3.2 B pav.) ir 5-hidroksipiridin-

2-karboksirūgštį (3.3 pav.), kaip sp÷jama abiem atvejais hidroksilinant į meta 

pad÷tį pakaito atžvilgiu. Susidarę junginiai toliau nebuvo metabolizuojami. 

Deja kitų junginių – piridazin-3-karboksirūgšties, piridazin-4-karboksirūgšties, 
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pirimidin-2-karboksirūgšties, piridin-3-karbonitrilo ir pirazin-2-karbonitrilo – 

Achromobacter sp. JS18 ląstel÷s, indukuotos piridin-3-karboksirūgštimi, 

netransformavo. 

 
3.3 pav. 5-Hidroksipiridin-2-karboksirūgšties biokonversija intaktin÷mis 
Achromobacter sp. JS18 ląstel÷mis. 5-hidroksipiridin-2-karboksirūgšties 
koncentracija 0,15 mM. Sugerties spektrai užrašyti po 0, 20, 55, 115, 200 min. 
inkubacijos. Biomas÷s paruošta kaip aprašyta 3.1 pav. 

 
Biokonversijos būdu pagaminus 5- ir 6-hidroksipirazin-2-karboksirūgštis, 

buvo tiriama ar šios rūgštys gali būti toliau skaidomos JS18 ląstel÷mis. Šiam 

tikslui pasiekti, JS18 ląstel÷s indukuotos piridin-2-karboksirūgštimi buvo 

perkeltos į 5-hidroksipirazin-2-karboksirūgšties tirpalą ir JS18 ląstel÷s 

indukuotos piridin-3-karboksirūgštimi perkeltos į 6-hidroksipirazin-2-

karboksirūgšties tirpalą. Deja, abiem atvejais transformacija nevyko. 

Literatūroje yra nurodomas sp÷jamas piridin-2,6-dikarboksirūgšties 

skaidymas, susidarant 3-hidroksipiridin-2,6-dikarboksirūgščiai, pasižyminčiai 

fluorescentin÷mis savyb÷mis ir susidarant tarpiniam 2,3-dihidroksipiridino 

metabolitui (Kobayashi ir kt., 1962). Tod÷l buvo patikrinta, ar piridin-2,6-

dikarboksirūgštimi indukuotos ląstel÷s gali įsisavinti sp÷jamą metabolitą – 5,6-

dihidroksipiridin-2-karboksirūgštį, kaip sp÷jama, kuri buvo gauta JS18 ląstelių 

biokonversijos būdu (žiūr÷ti aukščiau). Tačiau JS18 ląstel÷s, indukuotos 

dikarboksirūgštimi negal÷jo įsisavinti ne tik 5,6-dihidroksipiridin-2-

karbosirūgšties, bet ir 2,3-dihidroksipiridino. Užtat gal÷jo skaidyti 2,5-
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dihidroksipiridiną. Šie tyrimai leido daryti prielaidą, kad piridin-2,6-

dikarboksirūgštis yra skaidoma nauju keliu. JS18 ląstel÷s indukuotos piridin-

2,3-dikarboksiline rūgštimi, tokiu pačiu 2,5-dihidroksipiridino įsisavinimo 

greičiui, gal÷jo vartoti ir 6-hidroksipiridin-2-karboksirūgštį. Įdomu tai, kad 

piridin-2,6-dikarboksirūgštimi indukuotos JS18 ląstel÷s visiškai negal÷jo 

transformuoti 5-hidroksipiridin-2-karboksirūgšties, o 3-hidroksipiridin-2-

karboksirūgšties skaidymo metu susidaro nenustatytas produktas, kurio 

sugerties maksimumas yra ties 340 nm (3.4 pav.). Junginys nebuvo nustatytas, 

nes transformacija yra santykinai l÷ta, o ilgesn÷s transformacijos metu susidaro 

2,5-dihidroksipiridininas, kuris ore lenvai autooksiduojasi. 

 

3.4 pav. 3-Hidroksipiridin-2-karboksirūgšties biokonversija intaktin÷mis 
Achromobacter sp. JS18 ląstel÷mis. 3-hidroksipiridin-2-karboksirūgšties 
koncentracija 0,15 mM. Sugerties spektrai užrašyti po 0, 15, 25, 35, 45, 70, 
100, 140 ir 200 min. inkubacijos. Biomas÷ paruošta kaip aprašyta 3.1 pav. 

 
Jei skirtingomis medžiagomis indukuotos JS18 ląstel÷s hidroksilino 

pirazin-2-karboksirūgštį į skirtingas pozicijas, tai buvo įdomu kaip ši rūgštis 

bus hidroksilinama ląstel÷mis indukuotomis piridin-2,6-dikarboksirūgštimi. 

Transformacijos metu gauto produkto spektras buvo panašus į pirazin-2-

karboksirūgšties transformacijos spektrus indukuotomis piridin-2-

karboksirūgštimi ir piridin-3-karboksirūgštimi, skirtingos buvo tik sugertys, 

esant 240 ir 320 nm bangos ilgiuose. Kadangi pirazin-2-karboksirūgšties 
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koncentracija transformacijos, piridin-2-karboksirūgštimi ir piridin-3-

karboksirūgštimi indukuotomis ląstel÷mis, buvo vienoda, o susidarantis 

produktas n÷ra skaidomas, tai abiem atvejais gautų hidroksipirazin-2-

karboksirūgščių spektrai buvo padauginti iš daugiklio. Kai daugiklių skaitin÷s 

vert÷s buvo artimos viena kitai, gautas matematinis sugerties spektras buvo 

beveik identiškas JS18 ląstel÷ms indukuotomis piridin-2,6-dikarboksirūgštimi, 

transformuojant pirazin-2-karboksirūgštį. Tod÷l šiuo atveju pirazin-2-

karboksirūgštis yra hidroksilinama nespecifiškai, susidarant 5- ir 6-

hidroksipirazin-2-karboksirūgščių mišiniui, santykiu artimu 1:1.  

Reik÷tų pamin÷ti, kad JS18 ląstel÷s užaugintos neindukuotai, t.y. su 

vieninteliu anglies šaltiniu acetatu, n÷ vieno iš aukščiau tirtų piridino junginių 

neskaid÷. 

Nustačius, kad piridinkarboksirūgščių skaidymas JS18 ląstel÷se yra 

indukuojamas procesas, buvo nuspręsta ištirti produkuojamus baltymus 

poliakrilamidiniame gelyje, denatūruojančiomis sąlygomis, elektorforetiniu 

metodu (3.5 pav.). 

1 2 3 4

 

3.5 pav. Achromobacter sp. JS18 kamieno baltymų biosintez÷s ypatyb÷s, 
kultivuojant bakterijas terp÷je su skirtingais anglies šaltiniais. 1 – su piridin-2-
karboksirūgštimi, 2 – su piridin-3-karboksirūgštimi, 3 – piridin-2,6-
dikarboksirūgštimi, 4 – molekulinių masių žymenys: 116, 66,2, 45, 35, 25, 
18,4 ir 14,4 kDa. 
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Gelyje akivaizdžiai matomi skirtumai tarp baltymų profilių, priklausomai 

nuo auginimo terp÷je buvusio induktoriaus. Skirtumus sudaro ne tik vienokios 

ar kitokios molekulin÷s mas÷s baltymo buvimas ar nebuvimas, bet ir 

produkuojamo baltymo kiekis. 

Nikotino rūgštis gyvuosiuose organizmuose yra sintetinama iš chinolino 

rūgšties, ją dekarboksilinant. Bet kaip yra skaidoma chinolino rūgštis žinoma 

labai mažai. T÷ra žinoma, kad pirmajame etape šį rūgštis yra hidroksilinama 6-

oje pozicijoje (Uchida ir kt., 2003a). Kaip parodyta šiame darbe, 

Achromobacter sp. JS18 bakterijos gali įsisavinti pikolino ir dipikolino rūgštis. 

Nors šie skaidymo keliai vyksta panašiai ir susidarant bendriems metabolitams, 

visgi šie skaidymo keliai yra indukuojami skirtingai. Buvo įdomu ar egzistuoja 

tokie mikrooganizmai gebantys chinolino rūgštį paversti pikolino rūgštimi ar 

kokiu kitu pikolino rūgšties hidroksilintu dariniu. Tod÷l atliekant paiešką, 

kurios metu buvo atrinktos Achromobacter sp. JS18, buvo atrinktos ir 

Arthrobacter sp. 68b. Tyrimai parod÷, kad šios bakterijos indukuotos ftalio 

rūgštimi gali transformuoti chinolino rūgštį, susidarant junginiui turinčiam 

plačią sugerties sritį 300–350 nm bangos ilgyje. Tod÷l, tiriant Arthrobacter sp. 

68b ląstelių vykdomą chinolino rūgšties transformaciją ir Achromobacter sp. 

JS18 ląstelių vykdomą 3-hidroksipikolino rūgšties skaidymą buvo tiriama ar 

ftalio ir dipikolino rūgščių skaidymai gali būti susieti. 

 

3.1.2. Nikotinato dehidrogenaz÷s iš Achromobacter sp. JS18 gryninimas 
ir tyrimas 

 
Nustačius piridin-3-karboksirūgšties (nikotinato) skaidymo metabolitus, 

intaktinių JS18 ląstelių pagalba, buvo bandoma aptikti fermentus 

katalizuojančius metabolitų oksidaciją. Iš literatūros yra žinoma, kad 

pirmajame skaidymo etape dalyvaujanti dehidrogenaz÷ yra dviejų tipų: 1) nuo 

NAD(P)H priklausoma arba 2) veikianti tik su dirbtiniais elektronų 

akceptoriais. Tiriant beląstelinį JS18 ekstraktą, buvo aptiktas nikotinato 

(piridin-3-karboksirūgšties) dehidrogenaz÷s aktyvumas, matuojant su 
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firicianidinu. Tiriant šią dehidrogenazę, nustatyta, kad elektronų akceptoriais 

gali būti ne tik fericianidas, bet PMS, DCPIP, NBT ir cytochromu c.  

Tiriant fermentinio aktyvumo priklausomybę nuo pH nustatyta, kad 

optimalus veikimo pH – 5,5–6,0 (3.6 pav.). Šie duomenys visiškai skiriasi nuo 

žinomų nikotinato dehidrogenazių optimalaus veikimo pH – 7,0–8,5. 
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3.6 pav. Nikotinato dehidrogenaz÷s iš Achromobacter sp JS18 kamieno 
aktyvumo priklausomyb÷ nuo buferinio tirpalo prigimties ir pH. Aktyvumai 
buvo matuoti 100 mM buferiniuose tirpaluose, kuriuose buvo 0,2 mM kalio 
fericianido, 0,15 mM piridino-3-karboksirūgšties ir dalinai išgryninta 
nikotianto dehidrogenaz÷. ▬ kalio citratinis buferis, ▬ kalio MOPS buferis ▬ 
kalio fosfatinis buferis ▬ Tris-HCl buferis ▬ matematinis modelis. 

 

Prieš pradedant fermentą gryninti buvo tiriamos fermento stabilumo 

savyb÷s. Nustatyta, kad fermentą stabilizuojančiai veikia Mg2+ jonai (Ca2+ 

jonai įtakos neturi), redukuojančios medžiagos – DTT, Triton X-100, EDTA. 

Kaip manoma, EDTA stabilizuoja, d÷l geb÷jimo inhibuoti proteazes. 

Literatūroje yra nurodoma, kad nikotinato dehidrogenaz÷ yra membraninis ar 

su membranomis asocijuotas fermentinis kompleksas. Tod÷l nustatyti ar ši 

nikotinato dehidrogenaz÷ yra membranin÷ ar citozolin÷ buvo atlikta 

ultracentrifugavimo analiz÷. Centrifugavus JS18 beląstelinį ekstraktą 90 

minučių generuojant 100 000 g j÷gą, membranin÷je frakcijoje buvo gauta, tik 

apie 17% nikotinato dehidrogenaz÷s aktyvumo. Tai rodo, kad šis fermentas yra 

citozolinis. Gryninant fermentą buvo atsisakyta ultracentrifugavimo stadijos. 

Nikotinato dehidrogenaz÷ iš Achromobacter sp. JS18 kamieno buvo išgryninta 

metodin÷je dalyje nurodytomis sąlygomis, o gryninimo eiga pateikta 1-oje 
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lentel÷je. Ši dehidrogenaz÷ poliakrilamidiniame gelyje migruoja kaip 95, 56 ir 

33 kDa dydžio baltymai (3.7 pav). 
 

 

3.7 pav. Nikotinato dehidrogenaz÷s iš Achromobacter sp. JS18 baltymų 
elektroforez÷, denatūruojančiomis sąlygomis. 1 – Molekulinių masių žymenys: 
116, 66,2, 45, 35 ir 25 kDa. 2 – nikotinato dehidrogenaz÷. 

 

1 lentel÷. Nikotinato dehidrogenaz÷s iš Achromobacter sp. JS18 kamieno 
gryninimo eiga. Gryninimui naudota biomas÷ iš 1,5 litro terp÷s. 
 

Gryninimo 
stadija 

Aktyvumas, 
U 

Baltymo 
kiekis, 

mg 

Specifinis 
aktyvumas 

U/mg 

Išgryninimas, 
kartais 

Išeiga, 
% 

Ekstraktas 280 725 0,39 1 100 
24-38% 
amonio 
sulfatas 

260 415 0,63 1,62 93 

GigaCapQ 110 100 1,1 2,85 39,3 
Resource 
15PHE 

27 44 0,61 1,6 9,65 

Resource 
15Q 

15 19 0,79 2,05 5,36 

 

Tiriant nikotinato dehidrogenaz÷s savybes buvo nustatytas ir substratinis 

specifiškumas. Dehidrogenaz÷ gal÷jo hidroksilinti pirazin-2-karboksi- ir 

piridazin-3-karboksi- rūgštis atitinkamai apie 20% ir 5% efektyvumu. Jokio 

aktyvumo nebuvo pasteb÷ta su piridazin-4-karboksirūgštimi, pirimidin-2-

karboksirūgštimi, piridino-3-karbonitrilu bei pirazino-2-karbonitrilu. 
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3.1.3. Pikolinato dehidrogenaz÷s iš Achromobacter sp. JS18 gryninimas 
ir tyrimas 

 

Literatūroje yra duomenų, kad tiek nikotinato, tiek pikolinato 

dehidrogenazių išgaunamo fermentinio aktyvumo kiekiai labai priklauso nuo 

molibdeno jonų kiekio auginimo terp÷je. T.y. abiejų rūšių fermentai yra nuo 

molibdeno priklausomi ir priklauso ksantino dehidrogenazių šeimai. Tod÷l 

analogiškomis nikotinato dehidrogenaz÷s aptikimo sąlygomis, JS18 ląstel÷se 

indukuotose piridino-2-karboksirūgštimi (pikolinato), buvo ieškoma 

fermentinio aktyvumo, susijusio su piridino-2-karboksirūgšties hidroksilinimu. 

Jokio fermentinio aktyvumo nebuvo aptikta matuojant fericianidin÷je 

sistemoje, kol nebuvo papildomai įd÷ta PMS. Esant PMS galutiniu elektronų 

akceptoriumi gal÷jo būti fericianidas, DCPIP, NBT. Įdomu tai, fermentas 

gal÷jo veikti ir vien tik esant NBT. Tiriant fermentinio aktyvumo 

priklausomybę nuo pH buvo nustatyta, kad jis yra optimalus pH esant apie 7,5 

(3.8 pav.).  
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3.8 pav. Pikolinato dehidrogenaz÷s iš Achromobacter sp JS18 kamieno 
aktyvumo priklausomyb÷ nuo buferinio tirpalo prigimties ir pH. Aktyvumai 
buvo matuoti 100 mM buferiniuose tripaluose, kuriuose buvo 0,2 mM kalio 
fericianido, 0,15 mM piridino-2-karboksirūgšties ir dalinai išgryninta 
pikolinato dehidrogenaz÷. ▬ kalio citratinis buferis, ▬ kalio MOPS buferis ▬ 
kalio fosfatinis buferis ▬ Tris-HCl buferis ▬ matematinis modelis. 

 
Tiriant pikolinato dehidrogenaz÷s savybes buvo nustatyta, kad fermentas 

n÷ra specifiškas substratams. Dehidrogenaz÷ gal÷jo hidroksilinti 3-

hidroksipiridino-2-karboksi-, 5-hidroksipiridino-2-karboksirūgštis ir pirazino-
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2-karboksirūgštis atitinkamai apie 85%, 7% ir 20% efektyvumu. Jokio 

aktyvumo nebuvo pasteb÷ta su piridino-2,3-dikarboksirūgštimi, piridazino-3- ir 

piridazino-4-karboksirūgštimi, pirimidino-2-karboksirūgštimi, piridino-3-

karbonitrilu bei pirazino-2-karbonitrilu. 

Prieš pradedant gryninti pikolinato dehidrogenazę, buvo atlikti analogiški 

nikotinato dehidrogenazei (žiūr÷ti ankstesnį skyrių) stabilumo tyrimai. Šios 

analiz÷s parod÷, kad beląsteliniame ekstrakte esančią dehidrogenazę 

stabilizuojančiai veikia EDTA, DDT, Triton X-100 ir Mg2+ jonai. Kadangi pH 

įtaka stabilumui buvo didesn÷ nei Mg2+ jonų įtaka esant pH iki 7 (perkopus pH 

7 magnio jonai iškrenta į nuos÷das), buvo dirbama esant pH 7,5 ir be Mg2+ 

jonų. Nors ultracentrifugavimo tyrimas parod÷, kad fermentas praktiškai visas 

išlieka tirpioje frakcijoje. Pagal metodin÷je dalyje nurodytas sąlygas buvo 

dalinai išgryninta pikolinato dehidrogenaz÷. Gryninimo eiga pateikta 2-oje 

lentel÷je.  

 

2 lentel÷. Pikolinato dehidrogenaz÷s iš Achromobacter sp. JS18 gryninimo 
eiga. Gryninimui imtos ląstel÷s iš 8,5 litrų terp÷s. 
 

Gryninimo 
stadija 

Aktyvumas, 
U 

Baltymo 
kiekis, 

mg 

Specifinis 
aktyvumas 

mU/mg 

Išgryninimas, 
kartais 

Išeiga, 
% 

Ekstraktas 36,0 5250 6,85 1 100 
Ultracentri-
fugavimas 

60,0 3860 15,55 2,27 166 

20–40% 
amonio 
sulfatas 

60,0 1580 40,0 5,84 166 

GigaCapQ 32,0 220 145,5 21,25 88,9 
Resource 
15PHE 

15,0 38,5 390,0 57 41,7 

Resource 
15Q 

6,7 7,5 895 130 14,9 

SuperDex 
G200 

2,5 5 500 73 7 
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Natyvus fermentas gel-filtracin÷je kolon÷l÷je migravo kaip 295 kDa 

dydžio baltymas. Baltymo spektrin÷ analiz÷ parod÷, kad baltymas absorbuoja 

ultravioletinę šviesą 320 nm bangos ilgyje, būdingoje Fe-S centrams, ir 

regimąją – 435 nm bangos ilgyje, kas leidžia įtarti esant flavininio tipo 

kofaktoriui. Fermento išgryninti iki homogeniškumo nepavyko, tačiau galima 

įtarti, kad natyvus fermentas yra sudarytas iš trijų subvienetų: 85, 43 ir 30 kDa 

dydžio (pav. 3.9). 
 

 

3.9 pav. Pikolinato dehidrogenaz÷s iš Achromobacter sp. JS18 baltymų 
elektroforez÷, denatūruojančiomis sąlygomis. 1 – Pikolinato dehidrogenaz÷. 2 
– Molekulinių masių žymenys: 116, 66,2, 45, 35, 25 ir 18,4 kDa. 

 

3.1.4. 2,5-Dihidroksipiridino 5,6-dioksigenaz÷s iš Achromobacter sp. 
JS18 gryninimas ir tyrimas 

 

Tiriant piridino-2- ir piridino-3-karboksirūgšties skaidymo ypatybes JS18 

ląstel÷se buvo nustatyta, kad ląsteles indukavus piridino-3-karboksirūgštimi, 

nepriklausomai nuo kultivavimo laiko, yra išgaunamas didesnis 2,5-

dihidroksipiridino dioksigenaz÷s kiekis. Tod÷l metodin÷je dalyje nurodytomis 

sąlygomis, buvo gryninama 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz÷ iš piridino-3-

karboksirūgštimi indukuotų Achromobacter sp. JS18 ląstelių. Gryninimo eiga 

pateikta 3 lentel÷je. 
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3 lentel÷. 2,5-Dihidroksipiridino 5,6-dioksigenaz÷s iš Achromobacter sp. JS18 
ląstelių gryninimo eiga. 
 

Gryninimo 
stadija 

Aktyvumas, 
U 

Baltymo 
kiekis, 

mg 

Specifinis 
aktyvumas 

U/mg 

Išgryninimas, 
kartais 

Išeiga, 
% 

Ekstraktas 93 740 0,126 1 100 
30–40% 
amonio 
sulfatas 

44 310 0,142 1,13 47,3 

GigaCapQ 26 87 0,3 2,38 28 
Resource 
15PHE 

7,2 22 0,33 2,62 7,7 

Resource 
15Q 

3,9 13 0,3 2,38 4,2 

 
Dioksigenaz÷s molekulin÷ mas÷ nustatyta SDS-PAGE metodu yra 38,7 

kDa. Natyvaus fermento molekulin÷ mas÷ nustatyta gel-filtraciniu metodu yra 

apie 227±3 kDa. Kartu buvo gauta ir apie 87 kDa dydžio baltymo smail÷. Kuri 

taip pat pasižym÷jo dioksigenaziniu aktyvumu. Kadangi natyvus fermentas yra 

sudarytas iš šešių monomerų, galima manyti, kad 87 kDa dydžio gautas 

baltymas yra 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz÷s dimeras.  

Išgryninus 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazę iki homogeniškumo ir 

atlikus baltymo peptidų MALDI analizę buvo identifikuoti keturi peptidai. 

BLASTA analiz÷ parod÷ šių peptidų TGADTHPQTLR (E=3e-07), 

LVPSEADR (E=0,002), VLTEGPNEGKSEGR (E=0,009), EAHIGMDAR 

(E=6e-06) panašumą į Achromobacter piechaudii ATCC 43553 

(ZP_06684487.1) hipotetinį baltymą EFF78588.1. Pagal šiuos peptidus, taip 

pat atsižvelgiant į baltymą koduojančią DNR seką, buvo sukurti keturi 

pradmenys P1F, P2F, P3R ir P4R. Panaudojus PGR metodą ir Achromobacter 

sp. JS18 bakterijų chromosominę DNR, buvo padauginti du apie 534 bp ir 786 

bp kitimosi ilgio fragmentai. Šie fragmentai buvo klonuoti į pTZ59R/T 

plazmidę. Po transformacijos į E. coli, atrinktos dvi plazmid÷s (p12-32E ir 

p12-42Y) su 530 ir 780 bp ilgio fragmentais. Nustačius klonuotų DNR 

fragmentų nukleotidų sekas ir palyginus jas su genų banko duomenų baze bei 

atlikus filogenetinę analizę, galima teigti, kad buvo klonuota dalis 2,5-

dihidroksipiridino dioksigenaz÷s geno, kuris buvo labai artimas 
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Achromobacter piechaudii ATCC 43553 hipotetinio baltymo EFF78588.1 

genui. 531 bp ir 786 bp fragmento patikimumo vert÷s E=8e-114 ir E=2e-179.  

 

3.10 pav. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenaz÷s fragmento iš Achromobacter 
sp. JS18 kamieno filogenetinis medis. 
 

Apibendrinant biokonversijos intaktin÷mis Achromobacter sp. JS18 

ląstel÷mis rezultatus buvo sudaryti sp÷jami piridino-2-karboksi-, piridino-3-

karboksi- ir piridino-2,3-dikarboksi rūgščių skaidymo keliai (3.11 pav.).  

N

COOH

NOH

COOH

NOH

OH

N COOH NOH COOH NOH

OH

COOH N

OH

COOH

N COOHHOOC N

OH

HOOC COOH

1 2 3

4 5 6 7

8 9  
3.11 pav. Sp÷jama piridino karboksirūgščių transformacija Achromobacter sp. 
JS18 ląstel÷se. 1 – piridino-3-karboksirūgštis, 2 – 6-hidroksipiridino-3-
karboksirūgštis, 3 – 2,5-dihidroksipiridinas, 4 – piridino-2-karboksirūgštis, 5 – 
6-hidroksipiridino-2-karboksirūgštis, 6 – 3,6-dihidroksipiridino-2-
karboksirūgštis, 7 – 3-hidroksipiridino-2-karboksirūgštis, 8 – piridino-2,6-
dikarboksirūgštis, 9 – 3-hidroksipiridino-2,6-dikarboksirūgštis. 
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Nustatyta, kad piridino karboksirūgščių skaidymas Achromobacter sp. JS18 

ląstel÷se yra indukuojamas procesas. Nustatyta 2,5-dihidroksipiridino 

dioksigenaz÷s iš Achromobacter sp. JS18, dalyvaujančios piridino 

karboksirūgščių skaidyme, koduojančios sekos dalis. 

 

3.2. Pusillimonas sp. 5HP tyrimas 

 

3.2.1. 5-Hidroksipikolino rūgštį skaidančių bakterijų atranka 

 

Atrankoje buvo panaudotos metodin÷je dalyje aprašytos selektyvios 

maitinamosios terp÷s bei praturtinimo metodai, min÷tų grupių bakterijoms 

išskirti. Įvairūs dirvožemio pavyzdžiai buvo suspenduoti skystoje EFA1 terp÷je 

su 0,15% 5-hidroksipikolino rūgštimi ir inkubuojami 30 °C temperatūroje 4 

paras aeruojant. Jau po 2-3 parų maitinamoji terp÷ ÷m÷ keisti spalvą į žalią, o 

po 3-4 – į rudą. Užaugusios kultūros buvo išs÷tos ant standžios EFA1 terp÷s su 

5-hidroksipikolino rūgštimi ir atrenkamos tos kolonijos, kurios sintetino 

neląstelinį, žalios spalvos pigmentą, kuris laikui b÷gant tapdavo rudu. 

Literatūroje yra aprašyta, kad auginant neidentifikuotas Gram-neigiamas 

(Khana ir Shukla, 1977) ir Achromobacter sp. 2L (Cain ir kt., 1974) genties 

bakterijas terp÷je su 3-hidroksipiridinu, taip pat buvo stebimas panašaus 

pigmento susidarymas. Išskirtų kolonijų gryninimas bei morfologinis tyrimas 

buvo atliekamas ant standžios NA terp÷s. Tokiu būdu iš įvairiomis chemin÷mis 

medžiagomis užteršto dirvožemio buvo išskirtas naujas aerobinis bakterinis 

kamienas 5HP, galintis panaudoti 5-hidroksipikolino rūgštį kaip vienintelį 

anglies ir energijos šaltinį. Literatūroje yra aprašytas tik vienintelis atvejis, kai 

iš jūros makrofitų nuos÷dų buvo išskirtos Nocardia sp., kurių augimo metu 

kaip metabolitas buvo identifikuota 5-hidroksipikolino rūgštis (Makareva ir kt., 

1989). Tod÷l aptikus bakterinį kamieną, skaidantį 5-hidroksipikolino rūgštį, 

buvo nuspręsta atlikti šio mikroorganizmo genetinę identifikaciją. Buvo 

klonuoti mikroorganizmo 16S RNR koduojantys genai, atlikta 16S rDNR 
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restrikcijos fragmentų dydžio palyginamoji analiz÷ bei nustatyta 16S rRNR 

seką koduojanti DNR seka. 

16S RNR koduojantys genai buvo padauginti PGR metodu, naudojantis 

bakterijoms specifiniais WOO1 ir WOO2 pradmenimis (Godon ir kt., 1997). 

Amplifikuotas 1,5 kb dydžio DNR fragmentas buvo liguojamas su pUC57/T 

vektoriumi kaip nurodyta metodin÷je dalyje. Nustačius klonuoto 1,5 kb dydžio 

DNR fragmento seką, buvo nustatyta naujai išskirto 5HP mikroorganizmo 

prigimtis. Pagal nustatytos 16S rDNR seką, buvo nustatytas sekos 

giminingumas naudojant grupių apjungimo metodą (The Ribosomal Database 

Project (RDPII), http://rdp.cme.msu.edu/html/). Ši analiz÷ parod÷, kad tai beta 

proteobakterija, Pusillimonas genties atstovas. Tod÷l v÷liau 16S rDNR seka 

buvo analizuojama BLAST grup÷s programa, parenkant giminingiausias sekas. 

MEGA 4.0 programa buvo sudarytas giminingumo medis (3.12 pav.). Naujasis 

mikroorganizmas yra giminingiausias Pusillimonas noertermannii BN9 

kamienui.  
 

 

3.12 pav. 5HP 16S rRNR geno giminingumo medis. Po paveikslu pateiktas 
mastelis atitinka 5 bp pakitimus 1000 bp. 
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3.2.2. Pusillimonas sp. 5HP substratinis specifiškumas ir katabolizmo 
tyrimas intaktin÷se ląstel÷se 

 

Iš literatūros yra žinoma, kad bakterijos naudojančios N-heterociklinius 

junginius kaip vienintelį anglies ir energijos šaltinį, taip pat gali įsisavinti ir jo 

homologus, tod÷l buvo nuspręsta ištirti 5HP bakterinio kamieno geb÷jimą 

įsisavinti ir kitus aromatinius junginius. Tyrimams šis bakterinis kamienas 

buvo augintas ant standžios EFA2 terp÷s su 0,15% 3-hidroksipiridino, piridino-

3-karbonitrilo, 5-hidroksipiridino-2-karbonitrilo, 3-hidroksi-2-metilpiridino ir 

5-hidroksi-2-metilpiridino, piridino-2-karboksi-, 3-hidroksipiridino-2-karboksi-

, 6-hidroksipiridino-2-karboksi-, piridino-3-karboksi-, 2-hidroksipiridino-3-

karboksi-, 6-hidroksipiridino-3-karboksi-, pirazino-2-karboksi-, 5-

hidroksipirazino-2-karboksi-, 6-hidroksipirazino-2-karboksi-, piridino-2,5-

karboksi-, piridino-2,6-karboksi-, benzoine, 2-hidroksibenzoine, 4-

hidroksibenzoine ir indolo-3-karboksi- rūgštimis. 

5HP bakterinis kamienas iš tirtų aromatinių junginių vieninteliais anglies 

šaltiniais naudojo tik 3-hidroksipiridiną, piridino-3-karbonitrilą, 5-

hidroksipiridino-2-karboksirūgštį, piridino-3-karboksirūgštį, benzoinę ir 4-

hidroksibenzoinę rūgštis. Žalios spalvos pigmento susidarymas ir jo 

autooksidacija iki rudos spalvos, buvo stebima ląsteles auginant su 5-

hidroksipiridino-2-karboksirūgštimi ir esant didesnei nei 0,2% 3-

hidroksipiridino koncentracijai. Šio pigmento susidarymas rodo, kad pastarųjų 

junginių katabolizmas vyksta per tarpinius dihidroksilintus piridino junginius 

(Ensign ir kt., 1963; Khana ir kt., 1976). Auginant 5HP ląsteles su nikotino 

rūgštimi, žalios spalvos pigmentas gal÷jo nesusidaryti d÷l žymiai didesnio 2,5-

dihidroksipiridino dioksigenaz÷s kiekio. Piridino-3-karboksirūgštis 

(nikotinatas) indukuoja žymiai stipresnį promotorių, nei kiti metabolitai 

(Jimenez ir kt., 2011). Priešingai nei tik÷tasi, 5HP bakterijos negal÷jo augti ant 

agarizuotos terp÷s su cinchomerono, dipikolino ir pikolino rūgštimis, 5-

hidroksi-2-hidroksimetilpiridinu ir 5-hidroksipiridino-2-karbonitrilu. Nežiūrint 

to, kad 5HP kamieno ląstel÷s negal÷jo augti ant agarizuotos terp÷s su šiais 
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junginiais, visgi bakterijų geb÷jimas įsisavinti šiuos substratus buvo patikrintas 

su intaktin÷mis ląstel÷mis užaugintomis su pastaraisiais junginiais. Tačiau 

tokiomis sąlygomis užaugintos ląstel÷s nepasižym÷jo aktyvumu ir nesiskyr÷ 

nuo intaktinių ląstelių užaugintų neindukuojančiomis sąlygomis. Šie tyrimai 

patvirtino, kad 5-hidroksi-2-hidroksimetilpiridinas, 5-hidroksipiridino-2-

karbonitrilas, piridino-2-karboksi-, piridino-2,6-dikarboksi- ir piridino-2,5-

dikarboksi- rūgštys n÷ra 5HP kamieno metabolitai ir neindukuoja jokių genų. 

Tiriant 3-hidroksipiridino, piridino-3-karbonitrilo, 5-hidroksipiridino-2-

karboksi-, piridino-3-karboksi-, benzoin÷s ir 4-hidroksibenzoin÷s rūgščių 

katabolizmą Pusillimonas sp. 5HP kamieno bakterijose, buvo bandoma 

spektrofotometriškai užfiksuoti šių junginių ir sp÷jamų metabolitų suvartojimą 

tiesiog pačiose intaktin÷se ląstel÷se. Buvo nustatyta, kad skaidymas intaktinių 

ląstelių suspensijoje vyksta be papildomų kofaktorių, kosubstratų ar metalo 

jonų. Pagal reakcijos metu sunaudoto substrato kiekį ir sugerties spektro 

pasikeitimus buvo sprendžiama apie kultūros aktyvumą ir metabolitus. 

5HP bakterinio kamieno ląstel÷s, augintos skystoje EFA terp÷je su 3-

hidroksipiridinu ir atplautos nuo kultūrin÷s terp÷s komponentų, efektyviai 

mažina 3-hidroksipiridino koncentraciją reakcijos mišinyje (3.13). 

Susidarančio metabolito spektras sutapo su 2,5-dihidroksipiridino spektru. 

 
3.13 pav. 3-Hidroksipiridino suvartojimas intaktin÷mis Pusillimonas sp. 5HP 
ląstel÷mis. Biomas÷ (auginta 4 paras 2 x 5 ml EFA1 terp÷s su 0,15% 3-
hidroksipiridino) buvo suspenduota 5 ml 50 mM kalio fosfato buferiniame 
tirpale, pH 7,2. 3-hidroksipiridino koncentracija 0,15 mM. Sugerties spektrai 
buvo užrašyti po 0, 12, 20, 30, 45, 60, 75 ir 90 min. inkubacijos. 
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Ląstel÷s užaugintos indukuotai piridino-3-karbonitrilu gal÷jo įsisavinti 

piridino-3-karbonitrilą, piridino-3-karboksamidą, piridino-3-karboksi-, ir 6-

hidroksipiridino-3-karboksi- rūgštis, taip pat ir pirazino-2-karboksirūgštį. Taigi 

piridino-3-karbonitrilo skaidymas pereina į nikotinato skaidymo kelią. Be to 

šios ląstel÷s gal÷jo transformuoti ir kitus nitrilus: 5-hidroksipiridino-2-

karbonitrilą (3.14 pav.), pirazino-2-karbonitrilą, 3- ir 6-metil-piridino-2-

karbonitrilus, ir piridino-2,6-dikarbonitrilą į atitinkamus amidus/rūgštis (d÷ja 

spektrofotometriškai labai sunku atskirti amidus nuo rūgščių). Transformacijos 

metu susidariusi 5-hidroksipiridino-2-karboksirūgštis buvo pradedama skaidyti 

tik po ilgo 1 paros lag periodo. Ląstel÷s užaugintos su piridin-3-

karboksirūgštimi gal÷jo įsisavinti piridino-3-karboksamidą, piridino-3-

karboksi- (3.15 pav.) ir 6-hidroksipiridino-3-karboksi- rūgštis. Pusillimonas sp. 

5HP ląstel÷s užaugintos indukuotai pidino-3-karboksirūgštimi ir/ar piridino-3-

karbonitrilu, transformavo pirazino-2-karboksirūgštį, susidarant tam pačiam 

(sulyginus sugerties spektrus) junginiui kaip ir Achromobacter sp. JS18 

ląstel÷ms užaugintoms indukuotai su pidino-3-karboksirūgštimi. 

 

3.14 pav. Piridino-3-karbonitrilo suvartojimas intaktin÷mis Pusillimonas sp. 
5HP ląstel÷mis. Piridino-3-karbonitrilo koncentracija 0,15 mM. Sugerties 
spektrai buvo užrašyti po 0, 15, 35, 60, 90, 120, 150 ir 180 min. inkubacijos. 
Biomas÷s paruošta kaip aprašyta 3.13 pav. 
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3.15 pav. Nikotinato suvartojimas intaktin÷mis Pusillimonas sp. 5HP 
ląstel÷mis. Nikotinato koncentracija 0,15 mM. Sugerties spektrai buvo užrašyti 
po 0, 30, 60, 90, 120 ir 150 min. inkubacijos. Biomas÷s paruošta kaip aprašyta 
3.13 pav. 
 

5HP ląstel÷s užaugintos indukuotai su 5-hidroksipiridino-2-

karboksirūgštimi gal÷jo įsisavinti tik 5-hidroksipiridino-2-karboksirūgštį (3.16 

pav). Priešingai nei 3.1 skyriuje tirtos JS18 ląstel÷s, jos negal÷jo iškarto prad÷ti 

vartoti piridino-3-karboksirūgšties. Jos taip pat negal÷jo transformuoti 

hidroksipirazino-2-karboksi rūgščių (susintetintų 3.1.1 skyriuje). Visais 

keturiais (3-hidroksipiridinu, 5-hidroksipiridino-2-karboksirūgštimi, piridino-

3-karbonitrilu ir piridino-3-karboksirūgštimi) induktoriais indukuotos (atskirai) 

ląstel÷s vartojo bendrą junginį – 2,5-dihidroksipiridną (3.17 pav.). 

 

3.16 pav. 5-Hidroksipiridino-2-karboksirūgšties suvartojimas intaktin÷mis 
Pusillimonas sp. 5HP ląstel÷mis. 5-hidroksipiridino-2-karboksirūgšties 
koncentracija 0,15 mM. Sugerties spektrai buvo užrašyti po 0, 30, 60, 90, 
120,150 ir 180 min. inkubacijos. Biomas÷s paruošta kaip aprašyta 3.13 pav. 
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3.17 pav. 2,5-Dihidroksipiridino suvartojimas intaktin÷mis Pusillimonas sp. 
5HP ląstel÷mis. 2,5-dihidroksipiridino koncentracija 0,15 mM. Sugerties 
spektrai buvo užrašyti po 0, 15, 45, 75, 105, 135, 165, 195, 240 ir 315 min. 
inkubacijos. Biomas÷s paruošta kaip aprašyta 3.13 pav. 

 
Taigi 5HP ląstel÷se yra indukuojami trys skirtingi metaboliniai keliai 

turintys bendrą metabolitą – 2,5-dihidroksipiridiną (3.7 pav.). 5HP intaktinių 

ląstelių tyrimai leido identifikuoti visus skaidymo kelių tarpinius junginius. 
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3.18 pav. Galimi piridino junginių skaidymo keliai Pusillimonas sp. 5HP 
kamiene. 1 – piridino-3-karbonitrilas; 2 – piridino-3-karboksamidas; 3 – 
piridino-3-karboksirūgštis; 4 – 6-hidroksipiridino-3-karboksirūgštis, 5 – 5-
hidroksipiridino-2-karboksirūgštis; 6 – 3-hidroksipiridinas; 7 – 2,5-
dihidroksipiridinas, 8 – N-formilmaleamo rūgštis. 



 102

3.2.3. Pusillimonas sp. 5HP ląstel÷se indukuojamų baltymų tyrimas 
 

Pasteb÷jus, kad 3-hidroksipiridino pikolino ir nikotino rūgščių 

katabolizme dalyvaujantys fermentai yra indukuojami baltymai, buvo 

nuspręsta tirti beląstelinių ekstraktų skirtumus baltymų elektroforez÷s metodu. 

Tuo tikslu, Pusillimonas sp. 5HP ląstel÷s buvo užaugintos su 3-

hidroksipiridinu, 5-hidroksipiridino-2-karboksirūgštimi ar piridino-3-

karboksirūgštimi. Suardžius ląsteles ir pašalinus jų nuolaužas, beląsteliniai 

ekstraktai buvo tiriami naudojant baltymų elektroforezę denatūruojančiomis 

sąlygomis (3.19 pav.) 

1 2 3 4 5

 

3.19 pav. Pusillimonas sp. 5HP kamieno baltymų analiz÷ SDS-PAGE 
metodu.1 ir 5 – molekulinių masių žymenys: 116; 66,2; 45; 35; 25; 18,4 ir 12,4 
kDa. 2 – ląstel÷s užaugintos su 5-hidroksipipiridino-2-karboksirūgštimi, 3 – 
ląstel÷s užaugintos su piridino-3-karboksirūgštimi, 4 – ląstel÷s užaugintos su 3-
hidroksipiridinu. Rodykl÷mis pažym÷ti indukuojami baltymai. 

 

Rodykl÷mis pažym÷ti šie indukuojami baltymai: apie 70 kDa dydžio 

ląsteles indukavus 3-hidroksipiridinu, ir 45 kDa dydžio – indukavus 5-

hidroksipikolinatu. Pastarojo tipo beląstelinis ekstraktas buvo analizuotas 

natyvios baltymų elektoforez÷s metodu ir gelius dažant su NBT (3.20 pav.). 
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3.20 pav. Pusillimonas sp. 5HP kamieno, užauginto su 5-hidroksipiridino-2-
karboksirūgštimi, beląstelinio ekstrakto analiz÷ natyvios baltymų 
elektroforez÷s metodu. 1 – dažyta su NBT, 2 – dažyta su Coomasie Blue, 3 – 
dažyta su NBT ir esant 5-hidroksipiridino-2-karboksirūgščiai. 

 
Toks dažymas rodo esant apie 45 ir 60 kDa dydžio baltymams, kurių 

aktyvumui pasireikšti yra reikalinga 5-hidroksipiridino-2-karboksirūgštis.  

 

3.2.4. 5-Hidroksipikolinato 2-monooksigenaz÷s iš Pusillimonas sp. 
5HP gryninimas ir tyrimas 

 

Naujo tipo fermentas, katalizuojantis 5-hidroksipikolino rūgšties (5-

hidroksipiridino-2-karboksirūgšties) oksidacinį dekarboksilinimą, buvo dalinai 

išgrynintas afinin÷s chromatografijos būdu. Fermentas, nors mažu imlumu, bet 

specifiškai sąveikavo su Cibacron Blue F3GA dažu. Sąveikaujantys 

pasižym÷jo 450 nm bangos ilgio (būdingo flavinams) sugertimi. Pagal 

katalizuojamą reakciją, kosubstratą, kofaktorių (FAD molekul÷s fermentą 

veik÷ stimuliuojančiai), pH optimumą bei molekulinę masę fermentas yra 

panašus į 6-hidroksinikotinato 3-monooksigenazę (Nakano ir kt., 1999), tod÷l 

buvo pavadintas analogiškai – 5-hidroksipikolinato-2-monooksigenaze. Tai, 

kad fermento katalizuojamos reakcijos metu tikrai susidaro 2,5-

dihidroksipiridinas, buvo patvirtinta eksperimentiškai, 2,5-dihidroksipiridino 

dioksigenaz÷s iš Sinorhizobium sp. L1 kamieno pagalba. Buvo vykdoma 5-

hidroksipikolinato-2-monooksigenaz÷s reakcija, ir įdedamas nedidelis kiekis 
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2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz÷s. Įd÷jus dioksigenazę yra stebimas 

sugerties sumaž÷jimas 320 nm bangos ilgiu. 

Metodin÷je dalyje nurodytomis sąlygomis, buvo dalinai išgryninta 5-

hidroksipikolinato 2-monooksigenaz÷. Gryninimo eiga pateikta 7 lentel÷je. 

 
7 lentel÷. 5-Hidroksipikolinato 2-monooksigenaz÷s iš Pusillimonas sp. 5HP 
gryninimo eiga. 
 

Gryninimo 
stadija 

Aktyvumas, 
U 

Baltymo 
kiekis, 

mg 

Specifinis 
aktyvumas 

U/mg 

Išgryninimas, 
kartais 

Išeiga, 
% 

Ekstraktas 290 2700 0,1 1 100 
AF-Blue-

650M 
18 35 0,5 5 6 

Resource 
15Q 

0 16 0 0 0 

 
Dalinai išgryninus fermentą, SDS-PAGE metodu buvo nustatyta jo 

molekulin÷ mas÷, kuri yra apie 43-44 kDa (3.24 pav.). Šis dydis taip pat yra 

artimas 6-hidroksinikotinato 3-monooksigenaz÷s masei, apie 42 kDa (Nakano 

ir kt., 1999) ar salicilato-1-monooksigenazei apie 44 kDa. 

 

 

3.24 pav. Dalinai išgrynintos 5-hidroksipikolinato 2-monooksigenaz÷s iš 
Pusillimonas sp. 5HP analiz÷ SDS-PAGE metodu. 1 – molekulinių masių 
žymenys; 2 – dalinai išgryninta 5-hidroksipikolinato 2-monooksigenaz÷. 

 

Tiriant fermento savybes, nustatyta, kad fermentą stimuliuojančiai veikia 

FAD molekul÷s. FMN ir riboflavinas įtakos netur÷jo. Be to fermentas pasirod÷ 
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esąs specifiškas NADH, bet nebuvo pasteb÷ta aktyvumo su fosforilintu 

analogu. Monooksigenaz÷ efektyviai veik÷ pH 7,0–8,0 ribose. 

Iš Pusillimonas sp. 5HP kamieno užauginto su 5-hidroksipikolinatu ir 

išgryninus fermentą bei atlikus baltymo peptidų MALDI analizę buvo 

identifikuotas VGFIPEALVGR peptidas. Kadangi baltymo hidolizei buvo 

naudojamas tripsinas, kuris hidrolizuoja ties bazin÷mis amino rūgštimis, tai šį 

peptidą galima prailginti N-gale pridedant liziną ar argininą. Be to masių 

spektrometrijos metodu negalima atskirti leucino nuo izoleucino ir lizino nuo 

gliutamino, nes šių amino rūgščių molekulin÷s mas÷s yra identiškos. Gauto 

peptido analiz÷ BLAST programa parod÷ panašumą į Burkholderia xenovorans 

LB400 kamieno salicilato 1-monooksigenaz÷s (YP_555487) amino rūgščių 

seką (KVAFLPQAIVGR, E=0,004). 

Abibendrinant šią darbo dalį galima teigti, kad Pusillimonas sp 5HP 

ląstel÷se yra indukuojami trys skirtingi: 3-hidroksipiridino, 5-hidroksipiridino-

2-karboksirūgšties ir piridino-3-karboksirūgšties skaidymo keliai, turintys 

bendrą metabolitą – 2,5-dihidroksipiridiną. Aptiktas ir dalinai išgrynintas 

naujas fermentas, katalizuojantis 5-hidroksipiridino-2-karboksirūgšties 

oksidacinį dekarboksilinimą. 

 

3.3. Sinorhizobium sp. L1 tyrimas 

 

3.3.1. Sinorhizobium sp. L1 substratinis specifiškumas 

 

Šioje darbo dalyje buvo tiriamas Sinorhizobium sp. L1 bakterinio 

kamieno geb÷jimas įsisavinti 3-ioje pad÷tyje pakeistus piridino junginius. Šie 

tyrimai parod÷, kad tiriamas kamienas gali vieninteliais anglies ir energijos 

šaltiniais naudoti 3-hidroksipiridiną, 3-hidroksimetilpiridiną, piridino-3-

karboksamidą, piridino-3-karboksi- ir 6-hidroksipiridino-3-karboksi- rūgštis. 

Geb÷jimas įsisavinti β-pakeistus piridino junginius maž÷ja tokia eil÷s tvarka: 

piridino-3-karboksirūgštis > 6-hidroksipiridino-3-karboksirūgštis > piridino-3-

karboksamidas ≥ 3-hidroksipiridinas > 3-hidroksimetilpiridinas. 
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3.3.2. ββββ-pakeistų piridino junginių katabolizmo tyrimas ir katabolizme 
dalyvaujantys fermentai 

 

Nustačius, kad Sinorhizobium sp. L1 bakterijos gali įsisavinti kai kuriuos 

3-ioje pad÷tyje pakeistus piridino junginius, buvo tiriamas piridino-3-

karboksirūgštimi, 6-hidroksipiridino-3-karboksirūgštimi, piridino-3-

karboksamidu, 3-hidroksimetil-, 3-hidroksi- ir 2,5-dihidroksipiridino 

skaidymas intaktin÷se ląstel÷se. Tuo tikslu Sinorhizobium sp. L1 ląstel÷se buvo 

užaugintos EFA1 terp÷je su aukščiau išvardintais substratais ir gintaro 

rūgštimi. Surinkus biomasę ir atplovus nuo terp÷s komponentų, buvo bandoma 

spektrofotometriškai užfiksuoti aukščiau min÷tų piridino junginių suvartojimą 

intaktin÷se ląstel÷se, priklausomai nuo kultūros auginimo sąlygų (8 lentel÷).  

 

8 lentel÷. Piridino-3-karboksi-, 6-hidroksipiridino-3-karboksi- rūgščių, 
piridino-3-karboksamido, 3-hidroksimetilpiridino, 3-hidroksipiridino ir 2,5-
dihidroksipiridino suvartojimas Sinorhizobium sp. L-1 intaktin÷se ląstel÷se, 
užauginus ląsteles EFA1 terp÷je su įvairiais anglies šaltiniais. Bendrą reakcijos 
mišinį (1 ml) sudar÷ 50 mM kalio fosfato buferinis tirpalas, pH 7,5, 200 mM 
tiriamo substrato ir atitinkamas kiekis biomas÷s. 
 

Substratas (0,2%) auginimo terp÷je Tiriamas substratas 
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Piridino-3-karboksirūgštis – + + + – – 
6-Hidroksipiridino-3-

karboksirūgštis 
– + + + – – 

Piridino-3-karboksamidas – + + + – – 
3-Hidroksipiridinas – – – – + – 

3-Hidroksimetilpiridinas – – – – – – 
2,5-Dihidroksipiridinas – + + + + – 

(„+“ – ląstel÷s substratą vartoja, „–“– ląstel÷s substrato nevartoja) 
 



 107

Iš lentel÷s duomenų matyti, kad bakterijos, užaugintos 

neindukuojančiomis sąlygomis, t.y. su gintaro rūgštimi, nevartojo nei vieno iš 

tirtų substratų. Panašus rezultatas gautas su ląstel÷mis užaugintomis su 3-

hidroksimetilpiridinu, tačiau to priežastis gal÷jo būti junginio transporto 

sistemos į ląstelę nebuvimas. Palyginimui galima pasakyti, kad ląstel÷ms 

pasiekti maksimalų kiekį (matuojant sugertį) auginant su piridino-3-

karboksirūgštimi pakanka kiek daugiau nei paros, su 3-hidroksipiridinu – 

dviejų parų, su 3-hidroksimetilpiridinu – savait÷s. Tai, kad ląstel÷s užaugintos 

indukuojant 3-hidroksipiridinu gal÷jo įsisavinti tik 3-hidroksipiridiną, o 

užaugintos su kitais β-pakeistais piridinais – pastarosios grup÷s junginius 

(išskyrus 3-hidroksipiridiną), leido padaryti prielaidą, kad piridino junginių 

biodegradacija šiose ląstel÷se vyksta skirtingais keliais. Ši prielaida buvo 

patvirtinta, fermentiniais tyrimais (9 lentel÷). 

 

9 lentel÷. Fermentai, indukuojami Sinorhizobium sp. L-1 ląstel÷se, užaugintose 
EFA1 terp÷je su skirtingais anglies šaltiniais. Fermentiniai aktyvumai buvo 
matuojami standartin÷mis sąlygomis. 
 

Substratas (0,2%) auginimo terp÷je Fermentinis aktyvumas 
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Nikotinamido 
deaminaz÷ 

– – – + – – 

Nikotino rūgšties 
dehidrogenaz÷ 

– + + + – + 

6-Hidroksinikotinato       
3-monooksigenaz÷ 

– + + + – +/– 

2,5-Dihidroksipiridino 
5,6-dioksigenaz÷ 

+ + + + + + 

Maleamo rūgšties 
deaminaz÷ 

+ + + + + + 

(„+“ – fermentinis aktyvumas yra, „–“ – fermentinio aktyvumo n÷ra) 
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Šiais tyrimais parodyta, kad ląstel÷se užaugintose su 3-hidroksipiridinu 

n÷ra fermentinių aktyvumą aptinkamų L1 ląsteles užauginus indukuotai su 

kitais tirtais β-pakeistais piridinais. O 3-hidroksimetilpiridinas yra 

oksiduojamas į piridin-3-karboksirūgštį, ir skaidomas nikotino keliu. 

Tiriant biosintetinamus fermentus, indukuotose ląstel÷se, buvo nustatyta, 

kad 2,5-dihidroksipiridino 5,6-dioksigenaz÷s kiekis aptinkamas biomas÷je iš 1 

litro terp÷s, auginant su 3-hidroksipiridinu yra apie 800 U, su piridino-3-

karboksirūgštimi – apie 4000 U. Maleamo rūgties deaminaz÷s kiekiai gaunami 

iš ląstelių augintų su 3-hidroksipiridinu ir piridino-3-karboksirūgštimi yra 

panašūs – apie 20 U. 

 

3.3.3. Nikotinato dehidrogenaz÷s iš Sinorhizobium sp. L1 išskyrimas, 
gryninimas ir tyrimas 

 

Tiriant beląstelinį L1 ekstraktą, buvo aptiktas nikotinato (piridino-3-

karboksirūgšties) dehidrogenaz÷s aktyvumas. Ši dehidrogenaz÷, elektronų 

akceptoriais gali naudoti fericianidą, PMS, DCPIP, NBT ir cyt c. Tiriant 

fermentinio aktyvumo priklausomybę nuo reakcijos mišinio pH nustatyta, kad 

optimalus veikimo pH yra apie 7,0 (3.25 pav.). Prieš pradedant fermentą 

gryninti buvo tiriamos fermento stabilumo savyb÷s. Nustatyta, kad fermentą 

stabilizuojančiai veikia Mg2+ jonai (Ca2+ jonai įtakos neturi), redukuojančios 

medžiagos – DTT, tirpumą didintys detergentai – Triton X-100. Literatūroje 

yra nurodoma, kad nikotinato dehidrogenaz÷ yra membraninis ar su 

membranomis asocijuotas fermentinis kompleksas. Tod÷l buvo atlikta 

fermento analiz÷ centrifuguojant ultracentrifuga. Centrifugavus L1 beląstelinį 

ekstraktą 90 minučių generuojant 100 000 g j÷gą, membranin÷je frakcijoje 

buvo surasta didžioji dalis nikotinato dehidrogenaz÷s aktyvumo. Tai rodo, kad 

fermentas tikrai yra membraninis.  
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3.25 pav. Nikotinato dehidrogenaz÷s iš Sinorhizobium sp. L1 aktyvumo 
priklausomyb÷ nuo reakcijos mišinio pH. Aktyvumai buvo matuoti 30 oC 
temperatūroje 50 mM kalio acetato, citrato ir fosfato ir Tris-HCl buferiniuose 
tirpaluose, esant 400 µM fericianido ir 200 µM nikotino rūgšties. ▬ kalio 
citrato buferinis tirpalas, ▬ kalio fosfato buferinis tirpalas ▬ Tris-HCl 
buferinis tirpalas. 

 

Metodin÷je dalyje nurodytomis sąlygomis, buvo išgryninta nikotinato 

dehidrogenaz÷. Gryninimo eiga pateikta 10 lentel÷je. 

 

10 lentel÷. Nikotinato dehidrogenaz÷s iš Sinorhizobium sp. L1 gryninimo eiga. 
 

Gryninimo 
stadija 

Aktyvumas, 
U 

Baltymo 
kiekis, 

mg 

Specifinis 
aktyvumas 

U/mg 

Išgryninimas, 
kartais 

Išeiga, 
% 

Ekstraktas 1080 2600 0,415 1,0 100 
Ultracentri-
fugavimas 

780 890 0,876 2,11 72,2 

30% amonio 
sulfatas 

756 142 5,32 12,82 70,0 

GigaCapQ 490 55,7 8,8 21,2 45,4 
Resource 
15PHE 

75 1,28 58,6 141,2 6,95 

Resource 
15Q 

27 0,248 108,9 262,4 2,5 

SuperDex 
G200 

19,5 0,063 309,5 745,8 1,8 

Resource 
RPC 

11,5 0,058 198,3 477,8 1,07 
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Atlikus išgryninto fermento analizę baltymų elektroforez÷s, 

denatūruojančiomis sąlygomis metodu buvo nustatyta, kad fermentas yra 

sudarytas iš trijų subvienetų: 85, 28 ir 17,7 kDa (3.26 pav.). Išskirtas fermentas 

savo apibūdinimu panašus į iš Comamonas testosteroni S44 kamieno išskirtą 

nikotinato dehidrogenazę (pagal subvienetų kiekį ir molekulines mases 82, 46 

ir 21 kDa (Yang ir kt.; 2009/2010). 

 

 

3.26 pav. Nikotinato dehidrogenaz÷s iš Sinorhizobium sp. L1 analiz÷ SDS-
PAGE metodu. 1 – nikotinato dehidrogenaz÷, 2 – molekulinių masių žymenys. 

 

Atlikus baltymų peptidų MALDI analizę buvo identifikuoti trys peptidai: 

vidutinio subvieneto – VVKIDFKR ir didžiojo subvieneto – ENEWAHDPR 

(E=44), VHPGHVDIGTGIR (E=6,3). Pastarieji peptidai yra panašūs į kitų 

aldehidų dehidrogenazių didžiojo subvieneto amino rūgščių ESEWARDPR ir 

AFNGHVDLGTGIR sekas. Mažojo subvieneto analiz÷ nepavyko. 

Tiriant fermento savybes buvo nustatyta, kad fermentas veikia su 

skirtingo potencialo dirbtiniais elektronų akceptoriais: fericianidu, PMS, 

DCPIP, NBT ir cyt c. Ekstrapoliuojant atvirkštin÷se koordinat÷se nustatytos, 

KM vert÷s, kurios yra 122,7 µM nikotinatui ir 46,85 µM fericianidui (3.27 ir 

3.28 pav.).  
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3.27 pav. Nikotinato dehidrogenaz÷s iš Sinorhizobium sp. L1 kamieno KM 
reikšmių nustatymas dvigubų atvirkštinių dydžių koordinat÷se. 
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3.28 pav. Nikotinato dehidrogenaz÷s iš Sinorhizobium sp. L1 kamieno 
reakcijos greičių ekstrapoliacijos atvirkštin÷se koordinat÷se. Pilka spalva 
pažym÷tas teorinis greitis, ekstrapoliuojant į begalybę. 

 
Kadangi kai kurios nikotinato dehidrogenaz÷s turi cytochrominį 

subvienetą ar domeną, buvo nuspręsta nustatyti KM vertes tokiai sistemai. 

Tokioje sistemoje gautos vert÷s yra 117,9 mM nikotinatui ir 225 mM cit c. 

Analogiški ekstrapoliaciniai skaičiavimai, esant nikotinatui ir citochromui c, 

leidžia daryti prielaidą, kad reakcijos mechanizmas vyksta susidarant trinariam 

kompleksui. Taip pat pasteb÷ta, kad fericianidin÷s sistemos aktyvacija 

naftazarinu buvo menka, tuo tarpu citochromin÷s – labai didel÷. Įdomu tai, kad 

nikotinato dehidrogenaz÷ iš Achromobacter sp. JS18 kamieno nors ir 

pasižym÷jo panašiomis savyb÷mis (aktyvumu su fericianidu ir cit c), bet 

naftazarinas įtakos aktyvumui netur÷jo. 
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3.3.4. 2,5-Dihidroksipiridino 5,6-dioksigenaz÷s iš Sinorhizobium sp. 
L1 išskyrimas, gryninimas ir tyrimas 

 

Užauginus L-1 kamieno ląsteles su skirtingais anglies šaltiniais, skiriasi 

2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz÷s kiekis gaunamas iš 1 L terp÷s: 

indukuojant piridino-3-karboksirūgštimi– apie 4000 U, o 3-hidroksipiridinu – 

apie 800 U. Gryninant fermentą ir tiriant jo savybes buvo pasteb÷ta, kad 

skirtingomis medžiagomis indukuota 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz÷ 

pasižymi skirtingomis savyb÷mis ir yra skirtingos molekulin÷s mas÷s. 

Dioksigenaz÷, iš ląstelių užaugintų su 3-hidroksipiridinu, buvo pavadinta A 

izoforma, nes buvo atrasta pirma, o iš ląstelių užaugintų su piridino-3-

karboksirūgštimi – B izoforma (3.29 pav.) 

 

 

3.29 pav. Sinorhizobium sp. L1 ląstel÷se indukuojamų 2,5-dihidroksipiridino 
dioksigenazių analiz÷ SDS-PAGE metodu. 1 – iš piridin-3-karboksirūgštimi 
indukuotų ląstelių, 2 – iš 3-hidroksipiridinu indukuotų ląstelių, 3 – molekulinių 
masių žymenys, 4 – 1 ir 2 pavyzdžiai kartu. 
 

Metodin÷je dalyje nurodytomis sąlygomis, buvo išgrynintos 2,5-

dihidroksipiridino dioksigenaz÷s iš 3-hidroksipiridinu ir piridino-3-

karboksirūgštimi indukuotų ląstelių. Gryninimo eiga pateikta 11 ir 12 lentel÷se. 
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11 lentel÷. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenaz÷s A izoformos iš Sinorhizobium 
sp. L1 ląstelių indukuotų 3-hidroksipiridinu gryninimo eiga. 
 

Gryninimo 
stadija 

Aktyvumas, 
U 

Baltymo 
kiekis, 

mg 

Specifinis 
aktyvumas 

U/mg 

Išgryninimas, 
kartais 

Išeiga, 
% 

Ekstraktas 385 192,5 2 1 100 
30–40% 
amonio 
sulfatas 

210 97 2,2 1,1 54,5 

GigaCapQ 180 23 7,8 3,9 46,7 
Resource 
15PHE 

27 1,1 24,5 12,25 7 

Resource 
15Q 

19 0,32 59,4 29,7 4,9 

 

12 lentel÷. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenaz÷s B izoformos iš Sinorhizobium 
sp. L1 ląstelių indukuotų piridino-3-karboksirūgštimi gryninimo eiga. 
 

Gryninimo 
stadija 

Aktyvumas, 
U 

Baltymo 
kiekis, 

mg 

Specifinis 
aktyvumas 

U/mg 

Išgryninimas, 
kartais 

Išeiga, 
% 

Ekstraktas 5400 500 11 1 100 
Ultracentri-
fugavimas 

3950 340 11,6 1,05 73,1 

30–40% 
amonio 
sulfatas 

2280 115 19,8 1,8 44,2 

GigaCapQ 1760 19 92,6 8,4 32,6 
Resource 
15PHE 

430 1,4 307 27,9 8 

Resource 
15Q 

320 0,64 500 45,5 5,9 

 
Išgrynintos 2,5-dihidroksipiridino 5,6-dioksigenaz÷s A ir B izoformos iš 

Sinorhizobium sp. L1 kamieno, poliakrilamidiniame gelyje denatūruojančiomis 

sąlygomis, migruoja kaip 39,8 kDa ir 38,3 kDa dydžio baltymai, atitinkamai 

(3.29 pav.). Molekulin÷s mas÷s nustatytos gel-filtraciniu metodu yra: 230±2 

kDa ir 214±2 kDa, atitinkamai. Šie duomenys yra artimi 2,5-dihidroksipiridino 

dioksigenaz÷ms išskirtoms iš Pseudomonas putida N-9, KT2440 ir S16 

kamienų.  
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Tiriant fermento izoformų katalizines savybes buvo nustatyta, kad KM 

reikšm÷s 10 mM kalio fosfato buferiniame tirpale, pH 7,5 2,5-

dihidroksipiridinui yra labai panašios: 175 µM – B izoformai ir 150 µM – A 

izoformai (3.30 pav. A ir B). Taip pat nustatyta, kad fermentai nustoja veikti, 

kai substrato kiekis yra apie 4,85 karto didesnis už KM vertę: 865 µM B 

izoformai ir 710 µM A izoformai (3.30 pav. C ir D), t.y. stebima inhibicija 

substratu. Tai galbūt galima paaiškinti tuo, kad katalizuojama reakcija yra 

bisubstratin÷. Be to, kai substrato koncentracija viršija deguonies tirpumo 30 

°C temperatūros vandenyje koncentraciją (200 µM), yra stebimas reakcijos 

greičio ties÷s lūžis. Tiriant KM priklausomybę nuo pH (tyrimai atlikti tik su A 

izoforma) pasteb÷ta, kad rūgšt÷jant terpei KM maž÷ja. 
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3.30 pav. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenaz÷s A ir B izoformų reakcijos 
greičio nuo 2,5-dihidroksipiridino koncentracijos priklausomyb÷. Aktyvumai 
buvo matuoti 30 °C temperatūroje 5 mM kalio fosfato buferiniame tirpale, pH 
7,5, esant 20–80 µM 2,5-DHP ir 1 µM FeSO4. Bendras reakcijos mišinio tūris 
sudar÷ 1 ml. 
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Abi 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz÷s izoformos pasirod÷ esančios 

mažai specifiškos buferinio tirpalo prigimčiai. Jos buvo jautrios tik citrato 

buferiniam tirpalui, matomai, d÷l jo chelatinių savybių. Nors fosfato buferinis 

tirpalas pasižymi silpnomis chelatin÷mis savyb÷mis, vis d÷lto didžiausias 

aktyvumas pasiekiamas jame. Fermento izoformų aktyvumo priklausomyb÷ 

nuo buferinio tirpalo pH yra pateikta 3.32 paveiksle. pH optimumai yra 

panašūs: A izoformos – 7,5–7,75, B izoformos – 7,25–7,5.  
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3.32 pav. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenaz÷s A ir B izoformų aktyvumo 
priklausomyb÷ nuo reakcijos mišinio pH. Aktyvumai buvo matuoti 
standartin÷mis sąlygomis. • – A izoforma, • – B izoforma. 
 

Skirtumai tarp pH optimumo ir veikimo ribų aiškiau pastebimi 

logaritmin÷se skal÷se (3.32 pav.). A izoformos pH veikimo spektras yra kiek 

labiau pasislinkęs į šarminę pusę, o B izoformos – į rūgštinę pusę. A izoforma 

veikia pH 5,5–10,5 intervale, o 7,2–8,3 intervale, pasižymi didesniu nei 90% 

aktyvumu. B izoforma veikia pH 5–10,0 intervale, didesniu nei 90% aktyvumu 

pasižymi 7,0–8,0 intervale. Toks grafikas duoda du lūžio taškus: A izoformai 

ties 6,8–7,0 ir 8,5 ir B izoformai ties 6,8–7,0 ir 8,4–8,6. Fermento optimalaus 

veikimo ir saugojimo buferiniai tirpalai bei jų pH sutampa – tai kalio fosfato 

buferinis tirpalas, pH 7,2–7,8.  
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3.3.5. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenaz÷s geno iš Sinorhizobium sp. L1 
klonavimas ir analiz÷ 

 

Iš Sinorhizobium sp. L1 kamieno užauginto su nikotino rūgštimi ir 

išgryninus iki homogeniškumo 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazę bei atlikus 

baltymo peptidų MALDI analizę buvo identifikuoti keturi peptidai: 

IDYADAFIAAGKR (E=1,1), VITAVEPAPLIGR (E=0,16), WDHGEPAAF 

(E=12), VVVISKGDER (pastarasis artimesnis Achromobacter piechaudii), 

labai panašūs į Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM1325 hipotetinį 

baltymą (YP_002978554.1). Iš Sinorhizobium sp. L1 kamieno užauginto su 3-

hidroksipiridinu ir analogiškai atlikus baltymo peptidų MALDI analizę buvo 

identifikuoti tokie peptidai: IITAVEPPEIIAR (E=0,044), MMPYPELR, 

PYPELR. Pagal šiuos peptidus, atsižvelgiant į (R. leguminosarum) baltymą 

koduojančios DNR seką, buvo sukurti gauto peptido pradmenys. Atlikus L1 

kamieno chromosomin÷s DNR PGR su sukurtais pradmenimis buvo gauti keli 

tikimosi dydžio fragmentai. Šie fragmentai buvo klonuoti į pTZ59R plazmides 

ir padaugintas. Tokiu būdu buvo gauta plazmid÷ (pF1R4A) su 685 bp ilgio 

fragmentu. Atlikus padaugintų fragmentų sekvenavimą buvo gauta dalis 2,5-

dihidroksipiridino dioksigenaz÷s geno, kuri buvo labai artima pradmenų 

kūrimui naudoto Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM1325 hipotetinio 

baltymo amino rūgščių sekai.  

Remiantis nustatyta nukleotidų seka buvo susintetinti pradmenys LF1, 

LF2, LR3 ir LR4. Šie pradmenys buvo panaudoti, tikrinant Sinorhizobium sp. 

L1 genų biblioteką, kuri gauta kaip aprašyta Metodų skyriuje (2.5.11). Tokiu 

būdu buvo s÷kmingai atrinkta bakterin÷ kolonija, turinti rekombinantinę 

pL1Pst25 plazmidę. Restrikcin÷ analiz÷ parod÷, kad ši plazmid÷ turi 10,4 kb 

ilgio DNR fragmentą, kurio nukleotidų seka buvo sekvenuota. Šiame 

fragmente nustatyti 11-a atviro sakitymo r÷melių (3.34 pav), kurie koduoja du 

transkripcijos faktorius (vienas hipotetinis), tris transporto sistemos baltymus ir 

keturis su degradacija susijusius baltymus (13 lentel÷). 
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3.34 pav. Schematinis pL1Pst25klonuoto DNR fragmento genolapis.  
 
13 lentel÷. L1Pst25 genų sankaupoje indentifikuotų ORF palyginimas. 

ORF Ilgis 
(a. r.) 

CDS 
pozicija 

Artimiausias homologas Genų banko 
priegos Nr. 

Identiš-
kumas 

(%) 
E vert÷ 

Orf1 35 16-140 

anglies monoksido 
dehidrogenaz÷, 
Rhodopseudomonas palustris 
HaA2 

ABD07809 
13/28 
(46%) 

6E-06 

Orf2 224 137-811 
hipotetinis baltymas 
CTS44_14338 Comamonas 
testosteroni S44 

EFI60974 
119/215 
(55%) 

9E-81 

Orf3 233 
767-
1468 

GntR tipo transkripcijos 
faktorius Comamonas 

testosteroni S44 
EFI60973 

84/194 
(43%) 

6E-32 

Orf4 329 
1912-
2904 

hipotetinis periplazminis 
baltymas TorT Marinomonas 
sp. MED121 

EAQ65112 
142/329 
(43%) 

3E-86 

Orf5 503 
3023-
4534 

cukrų ABC transporterinis 
ATP-surišantis baltymas 
Marinomonas sp. MED121 

EAQ65113 
242/492 
(49%) 

3E-172 

Orf6 290 
4666-
5630 

heksozių ABC-tipo transporto 
sistemos permeaz÷ 
Marinomonas sp. MED121 

EAQ65114 
143/294 
(49%) 

6E-90 

Orf7 249 
5702-
6451 

maleato cis-trans izomeraz÷ 
Pseudomonas putida S16 

ADN26549 
197/249 
(79%) 

2E-148 

Orf8 257 
6461-
7234 

hidrolaz÷, alfa/beta klosčių 
šeima Octadecabacter 
antarcticus 238 

EDY88475 
179/258 
(69%) 

7E-137 

Orf9 343 
7258-
8289 

leucil aminopeptidaz÷ 
(aminopeptidaz÷ T) 
Pelagibacterium halotolerans 
B2 

AEQ53770 
304/342 
(89%) 

0,0 

Orf10 208 
8350-
8976 

N-karbamoilsarkozino 
amidaz÷ Pelagibacterium 
halotolerans B2 

AEQ53771 
153/203 
(75%) 

7E-110 

Orf11 327 
9411-
10394 

sp÷jama, nuo gliutationo 
nepriklausoma, formaldehidro 
dehidrogenaz÷ Dermacoccus 
sp. Ellin185 

EFP57883 
166/271 
(61%) 

2E-104 

 
Nustatyto genominio L1Pst25 fragmento iš Sinorhizobium sp. L1 kamieno 

genų organizacija skiriasi nuo Jimenez ir bendraautorių sudarytos nic genų 

sankaupos organizacijos bakterijose (3.35 pav.). Jimenez palyginimui imtos 

genų sankaupos turi nicC (ar analogišką monooksigenazę). Be to su 

degradacija susiję genai tik kai kuriais atvejais yra apsupti transporto baltymų 

orf2

orf3 orf4 orf7orf5 orf8 orf9 orf10orf1 orf6 orf11
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genais. Sinorhizobium sp. L1 atveju transporto baltymams priklauso porinas, 

ATPaz÷ ir receptorinis TMAO-TorT tipo baltymas. Deja ne visi organizmai 

(pvz. P. putida KT2440) tokio tipo receptorius turi. Nors Jimenez palygintuose 

genų sankaupose transkripcijos reguliatorius dažnai yra NicR ar TetR tipo, 

visgi kaip ir Sinorhizobium sp. L1 atveju yra ir GntR tipo reguliatorius. Be to 

Jimenez palygintais su degradacija susijusio genų ketverto baltymai 

(dioksigenaz÷, deformilaz÷, aminaz÷ ir izomeraz÷) yra apsupti nicA ir/arba 

nicB genų, o ne transporto sistemos ir formaldelhidro dehidrogenaz÷s genų, 

kaip kad yra Sinorhizobium sp. L1 atveju. Didelis skirtumas tarp 

Sinorhizobium sp. L1 ir kitų pvz., P. putida KT2440 tai, kad formiato 

dehidrogenaz÷ P. putida KT2440 kamieno atveju, yra nutolusi nuo nic genų 

sankaupos per 4 Mb. Palyginus L1Pst25 fragmento genų organizaciją su 

panašiomis genų sankaupomis, esančiomis kitose bakterijose (1.14 pav. 

Literatūros apžvalgoje) paaišk÷jo, kad šalia genų ketverto 6-hidroksinikotinato 

3-monooksigenaz÷s genas arba būna, arba ne. Tod÷l palyginimui buvo 

sudarytas kitas genų sankaupos palyginimas (3.35 pav.). 

Orf7 Orf10Orf9Orf8
Sinorhizobium sp. L1

Streptomyces sp. AA4

Comamonas testosteroni S44

Pseudomonas putida KT2440

Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM1325

Octadecabacter antarcticus 238

Pseudomonas putida S16

Pelagibacterium halotolerans B2

79% 69%83%70%

76% 75%89%73%

62% 83%44%72%

76% 61%85%69%

72% 45%44%55%

45% 40%71%57%

54% 33%67%36%

6HNA monooksigenaz÷ Orf8
NFM deformilaz÷

Orf10
maleamato amidaz÷

Orf7
maleato izomeraz÷

Orf9
25DHP dioksigenaz÷  

3.35 pav. L1Pst25 genominio fragmento iš Sinorhizobium sp. L1 kamieno 
genetin÷ organizacija kaip palyginimas su kitais panašiomis genų 
sankaupomis, esančiomis kitose bakterijose. ■ – 6-Hidroksinikotinato 3-
monooksigenaz÷; ■ – maleato izomeraz÷; ■ – N-formilmaleamo rūgšties 
deformilaz÷; ■ – 2,5-dihidroksipirido dioksigenaz÷; ■ – maleamo rūgšties 
deaminaz÷. Procentin÷ reikšm÷ rodo amino rūgščių identiškumą panašiems 
baltymams. 
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Analizuojant L1Pst25 fragmento seką buvo pasteb÷ta, kad prieš N-

formilmaleamo rūgšties deformilaz÷s ir 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz÷s 

genus yra Shine-Dalgarno sekos: GAGAGGGCGAGATG ir 

GAGAGGAAATAGCGCGATG atitinkamai. Analogiškos Shine-Dalgarno 

sekos yra aptiktos P. putida S16 kamiene, šios sekos išsid÷sčiusios prieš 2,5-

dihidroksipiridino dioksigenaz÷s ir maleamo rūgšties deaminaz÷s genus (Tang 

ir kt., 2012). 

2,5-Dihidroksipiridino dioksigenaz÷s palyginimui grupių apjungimo 

metodu buvo sudarytas filogenetinis medis (3.36 pav.)  

 

 

3.36 pav. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenaz÷s iš Sinorhizobium sp. L1 
filogenetinis medis. 
 
2,5-Dihidroksipiridino dioksigenazių amino rūgščių sekų palyginimai 

ClustalW programa leido išskirti konservatyvias amino rūgštis. Pagal Jimenez 

ir bendraautorių pateiktus, sumodeliuotos 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz÷s 

struktūros duomenis, katalitiniai triadai buvo priskirti: H265, H318 ir D320. 

Tačiau katalizei trijų amino rūgščių nepakanka. Be to autoriai kelia hipotezę, 

kad 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz÷ evoliucionavo iš metaloproteazių. Ir iš 

tiesų, 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazių amino rūgščių palyginimai Blast 

programa baltymą priskiria leucilamino peptidazių grupei. Dažnai metalo 

proteazių aktyviame centre būna histidinai, gliutaminai, asparto rūgštis, 
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leucinas ir argininas. Tod÷l buvo nuspręsta sumodeliuoti 2,5-dihidroksipiridino 

dioksigenazes iš Sinorhizobium sp. L1. Visos modelin÷s struktūros yra 

panašios tuo, kad formuojama struktūra yra „G“ formos, kurios centre yra 

aktyvaus centro niša. Iš visų struktūrų 3.37 paveiksl÷lyje yra pateiktos tik dvi, 

kaip labiausiai tik÷tinos.  

A) B)  

3.37 pav. Modelin÷s 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz÷s iš Sinorhizobium sp. 
L1 stuktūros 
 
Kitos struktūros yra mažai tik÷tinos, nes: 1) išanalizavus katalizinius histidinus 

(H312 ir H257) supančias amino rūgštis buvo išskirtos kataliz÷je 

dalyvaujančios amino rūgštys: D310, N299 ir R285; 2) buvo sumodeliuota 

geležies jono pad÷tis; 3) atmestos modelin÷s struktūros nes, kuriose D310, 

N299 buvo išsid÷stę per toli (sąveikai) ar R285 per arti nuo geležies jono. Šalia 

aktyvaus centro buvo aptiktos konservatyvios hidrofobin÷s amino rūgštys: 

F186 ir F188, kurie sukuria aktyvaus centro hidrofobinę aplinką (3.38 pav.). 

Be to galima įtarti, kad šie fenilalaninai sąveikauja su 2,5-dihidroksipiridino 

žiedo hidrofobine dalimi, taip jį koordinuodami. 
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3.38 pav. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenaz÷s iš Sinorhizobium sp. L1 
modelinių struktūrų A) ir B) aktyvaus centro apsuptys. 
 

Įdomu tai, kad abiem atvejais geležis yra pentakoordinuotas amino rūgščių 

heteroatomais. Šeštasis ryšys yra tarp aktyvuotos deguonies formos, kuri taip 

pat sąveikauoja ir su R285 radikalin÷s uodegos azotais. Pirmuoju atveju penkis 

ryšius su geležies jonu sudaro: H310, D312, N299 ir du ryšius sudaro H257. 

Antruoju atveju: H310 ir N299 sudaro po du ryšius ir H257 tik vieną. Galima 

manyti, kad abiem atvejais D312 radikalo karboksilin÷ grup÷ gali sąveikauti ir 

koordinuoti 2,5-dihidroksipiridiną aktyviame centre. Pagal analogiją su 

trečiojo tipo ekstradiolin÷mis dioksigenaz÷mis R285 sąveikauja su aktyvuota 

deguonies formą, kurią perneša 2,5-dihidroksipiridino molekulei. Taigi 2,5-

dihidroksipiridino dioksigenaz÷ pagal amino rūgščių seką yra panaši į metalo 

protezes, o pagal modelinių struktūrų aktyviame centre esančias amino rūgštis 

panaši į III-io tipo ekstradiolines dioksigenazes. 

Pagal darbo metu gautus duomenis (žiūr÷ti 3.29 pav.) Sinorhizobium sp. 

L1 kamiene yra dvi skirtingos 2,5-dioksigenaz÷s izoformos, besiskiriančios 

molekuline mase. Tai, kad 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz÷s genai yra keli 

skirtingi, tose pačiose bakterijose yra retas atvejis, bet ne išimtis. Pseudomonas 

struzi kamienas AN10 turi NahW ir NahG genus, koduojančius skirtingas 

amino rūgščių sąstatu salicilato hidroksilazes (Bosch ir kt., 1999). Comamonas 

testosteroni S44 (ZP_07044829 ir ZP_07045394) ir Achromobacter piechaudii 

ATCC 43553 (ZP_06684487 ir ZP_06687228) turi po du (2,5-
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dihidroksipiridino dioksigenaz÷s) baltymus labai panašius vienas į kitą. Šie 

bakteriniai kamienai turi dvigubus ir N-formilmaleamo rūgšties hidrolazes ir 

deaminazes. C. testosteroni S44 – ir maleino izomerazę. 2,5-Dihidroksipiridino 

dioksigenaz÷s genas koduoja 343 amino rūgščių peptidą. Tokio peptido 

molekulin÷ mas÷ nustatyta SDS-PAGE metodu buvo 38,3 kDa (skyrelis Nr. 

3.3.4.), kas labai panašu į teoriškai apskaičiuotąją 37,715 kDa. Šio peptido 

teorinis pI 4,88. Deja kitos dioksigenaz÷s izoformos amino rūgščių seka yra 

nežinoma. Nustatyta molekulin÷ mas÷ SDS-PAGE metodu yra 39,8 kDa. 

Analogiška dioksigenaz÷ yra rasta Achromobacter sp. JS18 kamiene. 

Dioksigenaz÷s iš Achromobacter sp. JS18 bakterijų molekulin÷ mase nustatyta 

SDS-PAGE metodu yra 38,7 kDa. Teorin÷ mas÷ Achromobacter piechaudii 

ATCC 43553 baltymo – 38,327 kDa. Dioksigenaz÷s iš Pseudomonas putida 

KT2440 kamieno teorin÷ mas÷ yra 39,017 kDa.  
 

 

3.39 pav. Sinorhizobium sp. L1 ir Comamonas testosteroni S44 genų sankaupų 
palyginimas. 

 
Didelis panašumas tarp genų sankaupų randamas lyginant Sinorhizobium 

sp. L1 10,5 kb ir Comamonas testosteroni S44 ~20 kb dydžio genomų 

fragmentus (3.39 pav). Abu fragmentai turi GntR tipo transkripcijos 

reguliatorių (Tropel ir kt., 2004), kurių identiškumas yra 43%. Abiem atvejais 

aukščiau GntR tipo reguliatoriaus priešinga kryptimi yra orientuotas hipotetinis 

baltymas (ZP_07045379), kurių identiškumas 55%. Be aukščiau „genų 

ketverto“ baltymus yra išsid÷stę transporto baltymai. 
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3.3.6. Rekombinantin÷s 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz÷s iš 

Sinorhizobium sp. L1 raiška E. coli ląstel÷se 

 

Pagal metodin÷je dalyje nurodytas sąlygas buvo klonuotas 2,5-

dihidroksipiridino dioksigenaz÷s genas į pET19 plazmidę ir indukuota šio 

baltymo sintez÷ E. coli BL21(DE3) kamiene (3.40 pav.). Šiomis sąlygomis 

didžioji dalis produkuojamo baltymo buvo netirpi. Bet ekstrakte likusi tirpi 

baltymo dalis tur÷jo fermentinį aktyvumą. Tokiomis sąlygomis produkuojamo 

aktyvaus baltymo išeiga yra apie 2 U/L terp÷s. 

 

 

3.40 pav. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenaz÷s geno indukcijos analiz÷ SDS-
PAGE metodu. 1 ir 5 – molekulinių masių žymenys (116; 66,2; 45 ir 35 kDa); 
2 – dioksigenaz÷ iš nikotinatu indukuotų ląstelių; 3 – dioksigenaz÷ iš 3-
hidroksipiridinu indukuotų ląstelių; 4 – abiejų dioksigenazių mišinys; 6 – 
rekombinantin÷ dioksigenaz÷ BL21 kamiene; 7 – kontrolinių BL21 bakterijų 
beląstelinis ekstraktas; 8 – indukuotų BL21 bakterijų beląstelinis ekstraktas. 

 

Kadangi rekombinantin÷ dioksigenaz÷ poliakrilamidiniame gelyje 

migruoja kaip dioksigenaz÷ iš piridino-3-karboksirūgštimi indukuotų ląstelių, 

tai nustatytasis genų sankaupa priklauso nikotinato metabolizmui. 
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REZULTATŲ APIBENDRINIMAS 

 
Šio darbo metu buvo ieškoma bakterijų galinčių skaidyti piridino 

monokarboksirūgštis. Netradicin÷se vietose hidroksilinančių ir/ar hidroksilintų 

piridino karboksirūgščių skaidyme dalyvaujančių mikroorganizmų atranka 

leido pakartotinai atrinkti laboratorinį Achromobacter sp. JS18 kamieną, galintį 

skaidyti 3-hidroksipiridino-2-karboksirūgštį bei iš dirvožemio išskirti naują 

5HP kamieną galintį vieninteliu anglies ir energijos šaltiniu panaudoti 5-

hidroksipiridino-2-karboksirūgštį. 16S rRNR geno analiz÷s duomenimis 5HP 

kamienas priklauso Pusillimonas genčiai. Tai pirmas žinomas 

mikroorganizmas galintis skaidyti 5-hidroksipiridino-2-karboksirūgštį. 

Tiriant Pusillimonas sp. 5HP ląsteles buvo nustatyta, kad šios ląstel÷s 

gali įsisavinti ne tik 5-hidroksipiridino-2-karboksirūgštį, bet ir 3-

hidroksipiridiną, piridino-3-karbonitrilą ir/ar piridino-3-karboksirūgštį 

(nikotino rūgštį). Piridino-3-karbonitrilo skaidymas vyksta nikotino rūgšties 

keliu. Visi šie junginiai Pusillimonas sp. 5HP bakterijose indukuoja tris 

skirtingus katabolinius kelius, susidarant bendram metabolitui – 2,5-

dihidroksipiridinui. Tiriant beląstelinį Pusillimonas sp. 5HP ekstraktą buvo 

pirmą kartą nustatyta ir dalinai išgryninta 5-hidroksipikolinato 2-

monooksigenaz÷, katalizuojanti 5-hidroksipiridino-2-karboksirūgšties 

oksidacinį dekarboksilinimą, susidarant 2,5-dihidroksipiridinui. Tokiu būdu 

buvo parodytas dar neaprašytas degradacijos kelias, susidarant 2,5-

dihidroksipiridinui iš 5-hidroksipiridino-2-karboksirūgšties. 

Tiriant Achromobacter sp. JS18 ląstelių substratinį specifiškumą buvo 

nustatyta, kad bakterijose yra indukuojami trys skirtingi: piridino-2-

karboksirūgšties, piridino-3-karboksirūgšties ir piridino-2,6-dikarboksirūgšties 

skaidymo keliai. Remiantis gautais tyrimų rezultatais, buvo pasiūlytas galimas 

min÷tų piridino karboksirūgščių, įskaitant ir 3-hidroksipiridino-2-

karboksirūgšties, skaidymo kelias. Visi skaidymo keliai veda į bendro 

metabolito – 2,5-dihidroksipiridino – susidarymą. 
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Tiriant Sinorhizobium sp. L1 ląstel÷s, buvo nustatyta, kad 3-

hidroksipiridino ir piridino-3-karboksirūgšties skaidymai yra indukuojami 

procesai ir vyksta skirtingais keliais. 3-Hidroksimetilpiridinas Sinorhizobium 

sp. L1 ląstel÷se yra oksiduojamas iki piridino-3-karboksirūgšties (nikotino 

rūgties). Tiek 3-hidroksipiridino, tiek ir piridino-3-karboksirūgšties skaidymas 

vyksta susidarant bendram metabolitui – 2,5-dihidroksipiridinui. Tyrimų eigoje 

buvo pasteb÷ta, kad Sinorhizobium sp. L1 ląstel÷se 3-hidroksipiridinas ir 

piridino-3-karboksirūgštis indukuoja skirtingas 2,5-dihidroksipiridino 

dioksigenaz÷s izoformas. Analizuojant Sinorhizobium sp. L1 genų biblioteką, 

buvo atrinktas DNR fragmentas, koduojantis dalį nikotino rūgšties katabolizme 

dalyvaujančių baltymų.  

Šio darbo metu buvo išgrynintos trys 2,5-dihidroksipiridino 5,6-

dioksigenaz÷s, dvi nikotinato ir viena pikolinato dehidrogenaz÷s, kurios yra 

palygintos su žinomais analogiškais baltymais 14-oje lentel÷je. 

 



14 lentel÷. 2,5-Dihidroksipiridino 5,6-dioksigenaz÷s, nikotinato dehidrogenaz÷s, pikolinato dehidrogenaz÷s palyginimas su žinomais 
analogiškais baltymais. 
 

Šaltinis KM, mM 
Specifinis 

aktyvumas, 
U/mg 

pH 
optimumas 

Subvienetų 
molekulin÷ 
mas÷, kDa 

Natyvaus fermento 
molekulin÷ mas÷, 

kDa 
Literatūros šaltinis 

2,5-Dihidroksipiridino 5,6-dioksigenaz÷s 
Sinorhizobium sp. L1 (A) 0,15 60 7,5-7,6 39,8 230 Šis darbas 
Sinorhizobium sp. L1 (B) 0,175 500 7,4-7,5 38,3 214 Šis darbas 
Achromobacter sp. JS18 – 0,3 7,5 38,7 227 Šis darbas 

Pseudomonas putida KT2440 0,07 2,3 8,0 39 243-244 Jimenez ir kt., 2008 
Pseudomonas putida N9 – 38,3 8,0 38,5 242 Gauthier ir kt., 1971 
Pseudomonas putida S16 0,168 7,0 6,5 40 – Tang ir kt., 2012 

Achromobacter sp. 2L – 15,3 – – 340 Cain ir kt., 1974 
Nikotinato dehidrogenaz÷s 

Sinorhizobium sp. L1 0,12 198 7,0 85; 28; 17.7 – Šis darbas 
Achromobacter sp. JS18 – 0,79 5,6 97, 58, 33 295 Šis darbas 

Pseudomonas putida KT2440 – 1,18  128; 23.8 130 Jimenez ir kt., 2008 
Comamonas testosteroni JA1 – – 7,0 82,4; 46; 21 – Jang ir kt., 2010 

Pseudomonas fluorescens TN5 0,11 672 8,3 80; X 100 Hurh ir kt., 1994 
Clostridium sp. 0,11 28,8 7,5-8,5 – 300 Holcenberg ir kt., 1969 

Eubacterium barkeri – 18 7,5-8,0 50; 37; 33; 23 160 Gladyshev ir kt., 1996 
Bacillus niacini 1,0 0,54 7,5 85; 34; 20 300 Nagel ir kt., 1990 

Bacillus sp. 0,07 0,83 7,4 – 400 Hirschenber ir kt., 1971 
Pikolinato dehidrogenaz÷s 

Achromobacter sp. JS18 – 0,9 7,5 85; 43; 30 295 Šis darbas 

Arthrobacter picolinophilus – 0,636 7,5 – 230 Tate ir kt., 1974 
 



Apibendrinant išgrynintų fermentų palyginimą galima teigti, kad 

išgrynintos ir ištirtos 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz÷s yra panašios į 

žinomas, tačiau šio fermento A izoforma iš Sinorhizobium sp. L1 ląstelių 

išsiskiria specifiniu aktyvumu, kuris daugiau nei dešimt kartų didesnis už kitų 

analogiškų fermentų. Nikotinato dehidrogenaz÷ iš Achromobacter sp. JS18 

ląstelių skiriasi nuo žinomų subvienetų molekuline mase, optimalaus veikimo 

pH ir savo lokalizacija ląstel÷je. Nikotinato dehidrogenaz÷ iš Sinorhizobium sp. 

L1 ląstelių priešingai – yra panaši į žinomas, tačiau nuo kitų analogiškų 

fermentų skiriasi labai siauru specifiškumu substratams – gal÷jo oksiduoti tik 

nikotino rūgštį. Šiuo darbu buvo papildytos žinios ir apie pikolinato 

dehidrogenazes. Identifikuotas ir dalinai charakterizuotas fermentas skyr÷si 

nuo žinomo savo substratiniu specifiškumu bei lokalizacija ląstel÷je. 
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IŠVADOS 

 

1. Pikolino, nikotino ir dipikolino rūgštys Achromobacter sp. JS18 

bakterijose indukuoja tris skirtingus katabolinius kelius. 

2. Pirmą kartą išskirta bakterija galinti įsisavinti 5-hidroksipikolino rūgštį 

kaip vienintelį anglies ir energijos šaltinį. 5HP izoliatas priklauso 

Pusillimonas genčiai. 

3. 3-Hidroksipiridinas, nikotino ir 5-hidroksipikolino rūgštys Pusillimonas 

sp. 5HP bakterijose indukuoja tris skirtingus katabolinius kelius, 

susidarant tam pačiam metabolitui – 2,5-dihidroksipiridinui. 

4. Pirmą kartą atrasta ir dalinai išgryninta 5-hidroksipikolinato 2-

monooksigenaz÷, katalizuojanti 5-hidroksipikolinato oksidacinį 

dekarboksilinimą. 

5. 3-Hidroksipiridinas ir nikotino rūgštis Sinorhizobium sp. L1 ląstel÷se 

indukuoja skirtingų 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz÷s izoformų 

biosintezę. 

6. Iš Sinorhizobium sp. L1 bakterijų klonuotas DNR fragmentas koduoja 

dalį nikotinato katabolizme dalyvaujančių baltymų. 
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