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IVADAS

Visus atsinaujinancius anglies Saltinius galima suskirstyti 1 tris dideles
grupes. Apie 75% visos masés tenka angliavandeniams, 20% ligninui ir tik 5%
baltymams, nukleortig§tims, lipidams, terpenoidams ir alkaloidams. Apie 2/3
visy Zinomy organiniy junginiy sudaro heterocikliniai junginiai. N-
heterocikliniai junginiai yra placiai paplit¢ gamtoje ir dalyvauja svarbiuose
biologiniuose procesuose — atlieka elektrony-protony perneSikliy funkcija,
ieina 1 nukleotidy ar didZiaenergiy junginiy struktiira. N-heterocikliné struktiira
taip pat buidinga porfirinams, alkaloidams, kai kuriems toksinams ar ieina 1 kai
kuriy antibiotiky sudét;.

Salia biosferai jprasty N-heterocikliniy junginiy, atsiranda naujy junginiu,
kurie patenka i aplinka kartu su akmens anglies ir naftos perdirbimo
produktais, pramonés atliekomis, daZais, pesticidais ir kt. Dél savo stabilumo
heterocikliniai junginiai kelia ilgalaike ir rimta grésme¢ aplinkos ekologinei
pusiausvyrai. Dél Siy savybiy N-heterocikliniai junginiai yra laikomi vienais i§
pavojingiausiy aplinkos terSaly. Didele dalis heterocikliniy junginiy, anksCiau
nebuvo sutinkamos natiiraliame anglies ir azoto cikluose, tod¢l Sios medZiagos
yra vadinamos ksenobiotikais, t.y. medZiagomis nedalyvaujanciomis gamtinéje
medZiagy apykaitoje.

Zinoma, kad uZter$tose vietose ilgos adaptacijos pasékoje nuolat atsiranda
mikroorganizmy galin¢iy isisavinti ksenobiotikus kaip vienintelius anglies,
azoto ir energijos Saltinius. Tokiu budu aplinka apsivalo nuo terSaly.
Ksenobiotiky degradacija yra aktuali ,,Zaliajai chemijai®, nes N-heterocikliniy
junginiy transformacijos metu daZnai susidaro vertingi junginiai. Sias reakcijas
katalizuojantys fermentai taip pat gali buti panaudoti organiniy junginiy
sintezéje.

Nepaisant plataus N-heterocikliniy junginiy paplitimo gamtoje, piridino ir
jo junginiy degradacija yra nepakankamai iStirta. Naujy fermenty, skaidymo
keliy taip pat kataboliniy geny aptikimas pagilinty miisy Zinias ir supratima

apie mikroorganizmy biocheming ir geneting ivairovg. Nauju bakteriniy



kamieny ir fermenty, dalyvaujan¢iy biodegradacijos procesuose, suradimas
gali atverti naujas galimybes vertingy organiniy medZiagy sintezéje.
Sio darbo tikslas istirti bakterijas skaidan¢ias monokarboksipiridino
rugstis.
Darbo uzdaviniai:
1. ISskirti ir identifikuoti naujus mikroorganizmus, skaidancius
monokarboksipiridino riigstis.
2. Nustatyti fermentus dalyvaujan¢ius monokarboksipiridino rugsciy
biodegradacijoje.
3. Nustatyti monokarboksipiridino riig§¢iy biodegradacija koduojancius

genus.

Mokslinis naujumas:

Sio darbo metu pirma karta buvo iSskirtas bakterinis kamienas SHP
galintis skaidyti 5-hidroksipikolino riigiti. Sio kamieno genetiné analizé
parodeé, kad tai Pusillimonas genties atstovas. Tokiu biidu pirma karta
parodyta, kad Pusillimonas genties bakterijos gali dalyvauti N-heterocikliniy
junginiy skaidyme. Nustatyta, kad Pusillimonas sp. SHP lastelése indukuojami
trys skirtingi piridino junginiy metaboliniai keliai: 3-hidroksipiridino bei 5-
hidroksipikolino ir nikotino riigSties (skaidant 3-cianopiriding ir/ar nikotino
rugsti). Visi Sie metaboliniai keliai turi bendra metabolita — 2,5-
dihidroksipiriding. Pirma karta atrastas, dalinai i§grynintas ir charakterizuotas
fermentas, katalizuojantis 5-hidroksipikolinato oksidacini dekarboksilinima.

Nustatyta, kad Arthrobacter sp. JS18 bakterijose yra indukuojami trys
skirtingi  piridino karboksirig§¢iy  (pikolino, nikotino ir dipikolino)
metabolizmo  keliai. Identifikuota ir dalinai iSgryninta pikolinato
dehidrogenaze, pasiZyminti naujomis katalizinémis savybémis. Pasitlytas
pikolino riigsties skaidymo kelias Arthrobacter sp. JS18 bakterijose.

ISskirta  Sinorhizobium sp. L1 bakterija, gebanti skaidyti 3-
hidroksipiriding ir nikotinata. Parodyta, kad Siy junginiy metabolizmo keliai

yra indukuojami, susidarant bendram metabolitui — 2,5-dihidroksipiridinui,



kuris yra oksiduojamas skirtingomis dioksigenazés izoformomis, priklausomai
nuo metabolizmo kelio.

Nustatytos 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazés i§ Achromobacter sp.
JS18 ir Sinorhizobium sp. L1 bakterijy amino rigsciy sekos. I8 Sinorhizobium
sp. L1 bakteriju klonuota geny sankaupa, koduojanti 2,5-dihidroksipiridino
skaidymo kelia.

Ginamieji disertacijos teiginiai:

= Achromobacter sp. JS18 kamienas skaido piridin-2-karboksiling,
piridin-3-karboksiling ir piridin-2,6-dikarboksiling rugstis.

» Pusillimonas sp. SHP bakterijose indukuojami trys skirtingi
piridino junginiy skaidymo keliai.

= Pusillimonas sp. SHP bakterijose 5-hidroksipridin-2-karboksiliné
rugstis  indukuoja  5-hidroksipiridin-2-karboksilinés  riigSties
dehidrogenazés sinteze.

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

dihidroksipiridino dioksigenazés.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1.PIRIDINO JUNGINIU SAVYBES

Piridinas — tai SeSianaris heteroaromatinis junginys, kurio vienas i$
anglies atomy yra pakeistas azotu. Jis lengvai reaguoja su rigstimis,
sudarydamas stabilias ketvirtines druskas. Dél cikle esancio heteroatomo, kuris
inaktyvuoja Zieda, ir riigStin¢je terpé€je susidarancio piridino jono, piridinas
sunkiai reaguoja su elektrofiliniais reagentais. Piridinui dalyvaujant
elektrofilinio pakeitimo reakcijose, pakaitas yra kreipiamas 1 § padétj. Pakaitai,
priklausomai nuo juy prigimties, gali turéti aktyvuojant; ar inaktyvuojanti
poveiki kito pakaito ivedimui i piridino Zieda. Ortho- ir para- orientuojantieji
pakaitai, budami o ar y padétyse, salygoja P elektrofilines atakas. Toks
pakaitas, esantis piridino Ziedo 3 padétyje, nauja pakaita nukreipia i 2, silpniau
i 4 ir 6 padétis. Zymiai lengviau piridino Ziedas dalyvauja nukleofilinio
pakeitimo reakcijose. Taip yra todél, kad elektrofilinio reagento prisijungimas
o ar y padétyse leidZia kriiviui pasiskirstyti azoto, o ne anglies atome.
Laisvaradikalinés piridininiy junginiy reakcijos vyksta nukreipiant pakaita

daugiausia i a, re€iau — 1  ir y padétis.

4
3arbas l

i e |
/?\ (,/@\a /Q\

Y para

ortho ortho

1
1.1 pav. Piridino atomy ir padéciy numeracijos.

Piridino karboksiliniy rigsciy savybés tarpusavyje daugiau maZiau
panasios: tirpumas, pK,, lydymosi ir virimo temperatiiros, bei cheminis
reaktingumas. Kai kurie junginiai pasiZymi unikaliomis savybémis:

fluorescuoja ar suriSa (chelatuoja) metaly jonus.
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Piridino Zieda turiniy junginiy biodegradacija tyrin¢jama jau seniai,
taiau vis dar néra tiksliai Zinomi $iy junginiy skilimo mechanizmai. N-
heterocikliniy junginiy biodegradacija gali vykti tiek aerobinémis, tiek ir
anaerobinémis salygomis. Anaerobinio skaidymo metu N-heterocikliniy
junginiy transformacija pradedama aromatinés sistemos redukcija. Aerobinis
skaidymas daZniausiai pradedamas hidroksilinimo reakcija, susidarant
hidroksilintiems junginiams. Ir tik véliau, skilus Ziedui, susidaro alifatiniai cis
konfigiiracijos nesotieji junginiai, kurie yra redukuojami ar oksiduojami
tolimesniy reakcijyu metu (Kaiser ir kt., 1996). Alifatiniy junginiy prigimtis
priklauso nuo piridino Ziedo skilimo vietos. Lengviausiai piridino Ziedas skyla
tarp heteroatomo — C-2, C-2 — C-3 ir C-5 — C-6 anglies atomy. Piridino
junginiai mikroorganizmy néra vienodai lengvai skaidomi. Siy junginiy
biodegradacija lengviausiai vyksta tokia seka: piridinkarboksiliniy ragsciy >
piridino = monohidroksipiriding > alkilpiridiny > aminopiridiny =
halogenopiridiny (Fetzner, 1998).

Piridinkarboksiliniy rtgsciu katabolizmas daZznai vyksta susidarant
hidroksipiridinams, todél pirmiausiai bus apzvelgta bakteriné hidroksipiridiny

transformacija.

1.2. HIDROKSIPIRIDINU TRANSFORMACIJA

bipiridilio dichlorido) ir dikvato (1,1°-dietilen-2,2-bipiridilio dibromido)
bakterini metabolizma, buvo iSskirti mikroorganizmai, utilizuojantys
monohidroksilintus  piridinus (Watson ir kt., 1974). Hidroksipiridiny
transformacija prasideda nuo juy oksidacijos, susidarant di- ir/ar tri-
hidroksipiridinams, ir tik po to vyksta heterociklo skilimas (Fetzner, 1998).
Chemiskai aktyviausios oksidacijai yra hidroksilinty piridiny ortho- ir para-
padétys. Taciau pastebéta, kad tiek cheminés, tiek bakterinés oksidacijos metu

pirmumas yra teikiamas para- padéciai. Tokiu biidu 2- ir 3-hidroksipiridino
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bakterinés oksidacijos produktas yra 2,5-dihidroksipiridinas, o 4-
hidroksipiridino — 3,4-dihidroksipiridinas.

Detaliau Zinomi du visiSkai skirtingi hidroksipiridiny metabolizmo keliai.
Pagal viena i§ ju yra transformuojamas 4-hidrokspiridinas (Watson ir kt.,
1974). Pirmame etape 4-hidroksipiridinas yra hidroksilinamas 1 3-aja padéti.
Sia reakcija katalizuoja nuo NAD(P)H priklausoma 4-hidroksipiridino 3-
hidroksilaze, iSskirta i§ Agrobacterium sp. 35S bakteriju. Fermentas yra tris
kartus specifiSkesnis NADH, nei NADPH. Fermenta gryninant amonio sulfatu
buvo pastebéta, kad 4-hidroksipiridino 3-hidroksilazé netenka savo aktyvumo.
Papildomai pridétas FAD salygojo fermentinio aktyvumo atstatyma, taciau
FMN ar riboflavino poveikiui fermentas buvo inertiSkas. Tokie sunkieji
metalai kaip Cu ir Zn gana stipriai inhibuoja fermenta, bet juy slopinantis
poveikis gali biuti sumaZintas EDTA ar GSH (Watson ir kt., 1974). 3,4-
Dihidroksipiridino  skilimg susidarant 3-formiminopiruvo ir skruzdZiy
rugStims, katalizuoja 330 kDa dydzio dioksigenazé, iSskirta i§ to paties
(Agrobacterium sp. 35S) kamieno. Fermento veikimui nereikia jokiy
papildomy kofaktoriy, tik molekulinio deguonies. Tai ypa¢ labili dioksigenaze,
kuri belasteliniame ekstrakte 4 °C temperatiiroje jau po 3-4 val. visiskai
netenka savo aktyvumo. Kity fermenty, katalizuojanciy Sios dioksigenazés
produkto 3-formiminopiruvo riigsties deamininima, susidarant 3-formilpiruvo
rugsciai, o véliau ir suskaidyma iki skruzdziy ir piruvo rugsties, paieSka ir

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

0
OH OH 0 0 1
N X ZcooH COOH HLCOOH H,C g COOH
| — | — > — > — — +
P P S, CHO N CHO
N N N NH
1 2 3 4

HCOOH
5 7

1.2 pav. 4-Hidroksipiridino transformacija Agrobacterium sp. 35S lastelése. 1
— 4-hidroksipiridinas, 2 — 3,4-dihidroksipiridinas, 3 — 3-(N-formil)-formimino
piruvo ragstis, 4 — 3-formimino piruvo rigstis, S — 3-formilpiruvo rugstis, 6 —
piruvo riagstis, 7 — skruzdZziy rugstis.

Ziniy apie genus susijusius apie piridindioliy katabolizma buvo gauta,

tirin¢jant mimozino degradacija Rhizobium sp. TAL1145 kamiene (Borthakur
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ir kt., 2003). Mimozinas — alkaloidas, produkuojamas Leucaena leucocephala,
o gyviuny ir bakterijy skaidomas penkiais biidais: 1) prijungiant prie B-D-
gliukozes, 2) ir 3) skirtingais buidais oksiduojant alanino liekana, susidarant
mimozino rugsciai, 4) ir 5) skirtingais biuidais paSalinant alanino liekana,
susidarant 3,4-dihidroksipiridinui (Sethi ir kt., 1995). Rhizobium TAL1145
kamienas utilizuoja mimozina (Mid") ir naudoja ji kaip vieninteli anglies ir
azoto Saltini (Borthakur ir kt., 2003). Iterpiant Tn3Hogus, TnphoA ir
kanamicino atsparumo kasetg, buvo gauta dvylika TAL1145 mutanty su
paZeista mimozino degradacija (Mid"). 5,0 kb Ps¢I fragmentas buvo klonuotas
i§ pUHR263 kosmidés, turinfios su mimozino degradacija susijusius mid
genus. Siame ir greta esan¢iame 0,9 kb Pstl fragmentuose identifikuoti penki
genai: midA, midB, midC, midD, ir midR, kuriy pirmi trys koduoja mimozino
ABC transporto baltymus, midD — aminotransferazg, reikalinga paversti
mimozing 3,4-dihidroksipiridinu, ir midR — reguliatorinis genas, koduojantis
LysR-tipo transkripcijos aktyvatoriy. mid genai yra specifiski Rhizobium Mid*
kamienams, ir ju néra kituose Rhizobium, Sinorhizobium ir Bradyrhizobium
kamienuose (Borthakur ir kt., 2003). pUHR263 kosmidéje yra du struktiiriniai
genai: pyrA ir pydB koduojantys dioksigenaze ir hidroksilaze, dalyvaujancios
3,4-dihidroksipirdino skaldyme (1.3 pav). Trys genai: pydC, pydD ir pydE
koduoja 3,4-dihidroksipiridino ABC transporto baltymus. Sie 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 skirtingy promotoriy. PydA ir PydB neturi
homology tarp Sinorhizobium meliloti, Mesorhizobium loti, ir Bradyrhizobium
Jjaponicum dioksigenaziy ir hidroksilaziy (Awaya ir kt., 2005). pydA geno
identifikavimas leido paneigti anksCiau egzistavusia nuomong, kad 3,4-
dihidroksipiridino dioksigenazés veikimui néra reikalingi jokie papildomi
kofaktoriai. PydA amino riig8¢iy analizé parodé esant geleZies suriSimo
motyvui ir leido §i fermenta priskirti ekstradioliniy (nuo Fe(Il) priklausomuy)

dioksigenaziy grupei.

13



(0]
o) 0
OH PydA PydB PydB (o] PydB H C
|| — || OH
o, OH NH3, H20 OH
N N’<
H H o

1.3 pav. Spé¢jama 3,4-dihidroksipiridino degradacijos schema hazobzum sp.
TAL1145 kamiene, sudaryta pagal pyd geny analizg. 1 - 3,4-
dihidroksipiridinas, 2 - 3-(N-formil)-formiminopiruvo rugstis, 3 - 3-
formiminopiruvo rigstis, 4 — 3-formilpiruvo rigstis, 5 — piruvo rugstis, 6 —
skruzdziy riigstis.

Anaerobiné mimozino degradacija aptikta Synergistes jonesii bakterijose
(Rincon ir kt., 1998). Nustatyta, skaidant mimozing vyksta 3,4-
dihidroksipiridino izomerizacija, susidarant 2,3-dihidroksipiridinui (1.4 pav.).
3,4-Dihidroksipiridinas indukavo abiejy izomery biokonversija, o tuo tarpu
2,3-dihidroksipiridinas — tik 2,3-dihidroksiizomero biokonversija. Fermentinis
2,3-dihidroksipiridino transformacijos aktyvumas buvo stebimas anaerobinéje
aplinkoje, esant metilviologenui arba a-keto riigStims, be to, specifinis

aktyvumas padidédavo, esant FAD ar KoA molekuléms (Rincon ir kt., 1998).

H
0 N o > HN# H,N.__COOH
OH OH X OH l
B | ] i (I COOH
N N — - >
H
1

1.4 pav. Anaerobiné mimozino degradacijos schema Synergistes jonesii
bakterijose. 1 — mimozinas, 2 — ananinas, 3 — 3,4-dihidroksipiridinas, 4 — 2,3-
dihidroksipiridinas, 5 — ornitinas, 6 — propiono rugstis.

Q
(]
o
I
[

2- ir 3-hidroksipiridiny bakteriné degradacija tyrin€¢jama jau gana seniai,
tatiau kol kas nepavyko nustatyti ju pilny transformacijos schemy
individualiose  mikroorganizmy kultirose. =~ Remiantis transformacijos
produktais, aptiktais jvairiose mikroorganizmy grupése, gebanciose skaidyti 2-
ir/ar 3-hidroksipiridinus, sudaryta numanoma $iy junginiy biodegradacijos

schema (1.5 pav.) (Kaiser ir kt., 1996). Nepavyko aptikti organizmy, kurie
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galéty hidroksilinti, susidarant ne 2,5-dihidroksipiridinui, tadiau yra Zinoma,
kad Nocardia Z1 bakterijos, skaidancios piridina, taip pat gali oksiduoti ir 3-
hidroksipiridina. Tokios oksidacijos produktai yra 2,3- ir 34-
dihidroksipiridinai, taciau toliau Sie dioliai néra toliau metabolizuojami

(Houghton ir kt., 1972).
COOH
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1.5 pav. 2- ir 3- hidroksipiridiny transformacija. 1 — 2-hidroksipiridinas, 2 — 3-
hidroksipiridinas, 3 — 2,5-dihidroksipiridinas, 4 — 2,3,6-trihidroksipiridinas, § —
4,5,4°,5 -tetrahidroksi-3,3 ‘-diazadifenochinonas-(2,2¢), 6 — maleamo rugstis, 7
— maleino rugstis, 8 — piruvo rugstis.

Bacillus brevis bakterijos be 2-hidroksipiridino galéjo isisavinti ir
izonikotino riigSti. Manoma, kad 2-hidroksipiridino transformacija vyksta
susidarant 2,5-dihidroksipiridinui, nes auginant §ias bakterijas terpéje su 2-
hidroksipiridinu kultliriniame skystyje susidaro Zalios spalvos pigmentas. Toks
pat pigmentas susidaro 2,5-dihidroksipiridino autooksidacijos metu.
Belasteliniame ekstrakte, gautame uZauginus $ia baktering kultiira terpéje su 2-
hidroksipiridinu, buvo aptikti ~ 2-hidroksipiridino  oksigenazés, 2,5-
dihidroksipiridino dioksigenazés ir maleamo riigSties deaminazés fermentiniai
aktyvumai. Buvo nustatyta, kad visi Sie fermentai yra indukuojami 2-
hidroksipiridinu, nes lastelése, augintose su gintaro riigStimi, tokie fermentiniai
aktyvumai nebuvo aptikti (Sharma ir kt., 1984).

Yra zinoma, kad hidroksilinty piridiny degradacijoje dalyvauja tiek
monooksigenazés, tiek ir dioksigenazés. Bakteriju savybé skaidyti 2-
hidroksipiriding ir sintetinti mélynos spalvos pigmenta yra susijusi su

monooksigenazés  fermentiniu  aktyvumu.  Tiriant  2-hidroksipiridino
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biodegradacija  jvairiuose  Arthrobacter  genties  kamienuose  (A.
crystallopoietes, A. pyridinolis, A. viridescens) buvo uzfiksuota fermentiné 2-
hidroksipiridino oksidacija. Buvo nustatyta, kad reakcija vyksta, esant
ekvivalentiniams substrato, NADH ir deguonies kiekiams, taciau fermentas
nebuvo iSgrynintas, o apie jo savybes Zinoma labai maZai. Nustatyta, kad
fermentas yra stimuliuojamas FMN, bet ne FAD ar riboflavinu. Ta¢iau FMN
funkcija liko neiSaiskinta. Pagal katalizuojama reakcija, t.y. hidroksilo grupés
ivedimas prie C-5 atomo 2-hidroksipiridine, todél fermentui buvo suteiktas
pavadinimas ir numeris: 2-hidroksipiridino 5-monooksigenaze (Gupta ir kt.,
1975). 2-Hidroksipiridino 5-monoksigenazés fermentinis aktyvumas buvo
aptiktas kity Arthrobacter sp. PY22 ir Arthrobacter oxydans PY21 kamieny,
gebanciy skaidyti 2-hidroksipiriding, belasteliniuose ekstraktuose (Seménaite,
2003). Siuose belasteliniuose ekstraktuose esanéios 2-hidroksipiridino 5-
monooksigenazés gryninimo metu buvo nustatyta, kad tai dvikomponentis
fermentinis kompleksas, sudarytas i§ FMN reduktazés ir galinés oksigenazés.
Si fermentiné sistema buvo iSgryninta i§ Arthrobacter sp. PY22 kamieno.
Tikrasis oksigenazés kosubstratas yra FMNH,, kuri tiekia nuo NADH
priklausoma FMN reduktazé. Oksigenazés molekuliné masé — 58,2 ir 56,6
kDa, nustatyta skirtingais metodais, buvo labai panaSi. FMN reduktazés
molekuliné masé¢ gauta lygi 32,2 kDa. Tiriant 2-hidroksipiridino 5-
monooksigenazés biosintezés ypatybes Arthrobacter sp. PY22 kamiene, buvo
nustatyta, kad tai 2-hidroksipiridinu indukuojamas baltymas. Taciau nei
viename i§ aukSCiau minéty bakteriniy kamieny 2,5-dihidroksipiridino
oksigenazés,  katalizuojancios  2,5-dihidroksipiridino  transformavima,
aktyvumas uZregistruotas nebuvo.

IS dirvoZemio iSskirtos Nocardia sp. bakterijos galéjo vieninteliu anglies
Saltiniu naudoti 2-hidroksipiridina, piridino-N-oksida ar piriding (Shukla ir kt.,
1986). Auginant lasteles skystoje terpéje su Siais substratais, nebuvo aptikti
jokie dihidroksipiridinai, taciau auginimo terpéje esant 2-hidroksipiridinui ar
piridino-N-oksidui visuomet susidarydavo mélynos spalvos pigmentas. Sis

pigmentas charakterizuotas kaip 4,5,4' 5'-tetrahidroksi-3,3'-

16



diazadifenochinonas-(2,2"), kuris yra 2,3,6-trihidroksipiridino autooksidacijos
produktas. Tai vienas i§ irodymuy, kad $iy junginiy transformacija Nocardia sp.
bakterijose vyksta susidarant di- ir trihidroksilintiems piridinams. Lastelés,
adaptuotos augti terp&je su 2-hidroksipiridinu ar piridino-N-oksidu, taip pat
galéjo oksiduoti ir 2,5-dihidroksipiriding. Taciau 2,5-dihidroksipiridinas
nebuvo skaidomas bakterijy, pries tai auginty terpéje su piridinu (Shukla ir kt.,
1986). Literatiiroje yra duomeny, kad ne tik Rhodococcus ir Nocardia, bet ir
Arthrobacter genCiy bakterijos gali skaidyti 2-hidroksipiriding susidarant
mélynos spalvos pigmentui. Tolimesniais transformacijos metabolitais buvo
identifikuotos maleamo, maleino ir piruvo rugstys (Kaiser ir kt., 1996).
Arthrobacter crystallopoietes bakterijoms isisavint 2-hidroksipiridina,
kaip vieninteli anglies Saltini yra stebimas meélynos spalvos pigmento
susidarymas. Auginant S§ias bakterijas ant standZios terpés su 2-
hidroksipiridinu, tarp pigmenta formuojan¢iy (Pig") koloniju, atsirasdavo ir
pigmento neformuojan¢iy (Pig) koloniju. Pig bakterijos neskaidé 2-
hidroksipiridino. Pastaryju atsiradimo daZnis yra 0,26% per generacija.
Pigmento neformavimo priezastis 63 MDa kriptiné plazmid¢, kurioje iSsidéstg
su 2-hidroksipiridino biodegradacija susij¢ genai. Pig” kolonijy skaiciy galima
padidinti paveikus mitomicinu C ar akridino oranZiniu, kurie stabdo
plazmidinés DNR replikacija. Tai dar karta patvirtina, kad 2-hidroksipiridino
metabolizma lemiantys genai A. crystallopoietes lastelése yra iSsidéste
plazmidé¢je. A. pyridinolis ir A. viridescens bakterijy genai, lemiantys 2-
hidroksipiridino transformacija, yra lokalizuoti chromosomoje néra prarandami
(Weinberger ir kt, 1978). Duomenu, kad hidroksipiridiny metabolizma
lemiantys genai gali biiti iSsidéste taip vadinamose, degradacinése plazmidése
yra ir daugiau. Arthrobacter sp. PY21 kamieno bakterijos gali isisavinti 2-
hidroksipiriding, formuodamos mélynos spalvos pigmenta. Siose bakterijose
buvo aptikta didelé plazmidé, kuria prarade klonai negal¢jo skaidyti 2-
hidroksipiridino. Paveikus bakterijas etidZio bromidu ir novobiocinu -

plazmidés praradimas buvo atitinkamai 98 ir 85% (Bondareva ir kt., 2000).
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Me¢élynaji pigmenta gali formuoti jvairios bakterijy gentys ir i§ skirtingy
pradiniy medziagy, jas oksiduojant iki  4,5,4',5'-tetrahidroksi-3,3'"-
diazadifenochinono-(2,2). Sio pigmento susidarymas stebimas Arthrobacter
sp. bakterijoms transformuojant nikotina, Bacillus sp. — nikotino ir izonikotino
rugstis,  Rhodococcus  opacus —  2-hidroksipiridina,  Arthrobacter
crystallopoietes — 2- ir 3-hidroksipiridinus. Sarminéje ir neutralioje aplinkoje
pigmentas yra melynas, o rugStinéje — raudonai rudas. AnalogiSko Zalios
spalvos pigmento, véliau virstancio tamsiai rudu (sepija), yra stebimas terpé&je
kaupiantis 2,5-dihidroksipiridinui, kuris lengvai autooksiduojasi. Tokio
pigmento susidarymas stebimas, auginant Bacillus brevis terpéje 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
dioksigenazés) geno delecijos mutantus, terpéje su nikotinu.

IS dirvoZemio iSskirtos, bet neidentifikuotos Gram-neigiamos bakterijos
skaidé 3-hidroksipiriding formuodamos Zalios spalvos pigmenta (A,,x 660 nm)
(Khana ir kt., 1977). Sios bakterijos galéjo oksiduoti 2,5-dihidroksipiriding ir
maleamo riigSti, tac¢iau 2-, 4-hidroksipiridinas ar maleino riig§tis nebuvo
skaidomi. 3-Hidroksipiridino metabolizmo inhibavimas arsenitu, leido
belasteliniame ekstrakte aptikti keto rugstis. Pagrindiné rugstis buvo piruvo, o-
oksoglutaro riigSties tebuvo pédsakai. Lasteliy, auginty terp¢je su 3-
hidroksipiridinu, belasteliniame ekstrakte buvo aptikti 2,5-dihidroksipiridino
oksidazés ir maleamo riigities deaminazés aktyvumai. Sie aktyvumai nebuvo
aptikti Iastelése, augintose terpéje su gintaro rtigstimi (Khana ir kt., 1977).

Literatiroje = yra duomeny apie dioksigenazes, dalyvaujancias
hidroksipiridiny biodegradacijoje. DaZnai 2- ir 3-hidroksipiridinai yra
oksiduojami, susidarant 2,5-dihidroksipiridinui. Tolimesng reakcija katalizuoja
dioksigenaze, kuri suskaldo heterocikla, susidarant maleamo ragsciai —
katabolizmas vyksta maleamo riigSties keliu. IS Achromobacter sp. G2
kamieno, skaidan¢io 2-hidroksipiridina, ir Achromobacter sp. 2L — 3-

hidroksipiriding, dalinai  i§grynintos  skirtingos  2,5-dihidroksipiridino
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dioksigenazés (Cain ir kt., 1974). Abiejy fermenty i§ G2 ir 2L bakteriju
molekulinés masés yra labai panaSios — atitinkamai 340 kDa ir 330 kDa. Nors
dioksigenazés belasteliniame ekstrakte ilga laika iSlikdavo stabilios, taCiau
gryninimo eigoje greitai prarasdavo savo aktyvuma. Abiejy fermenty
aktyvumui atstatyti buvo reikalingi Fe** jonai. Dioksigenaze i§ G2 kamieno
taip pat stimulivojanciai veiké ir ditiotreitolis, o fermento i§ 2L kamieno
aktyviam veikimui papildomai buvo reikalingas L-cisteinas. Taciau nei
ditiotreitolis, nei dimerkaptopropanolis, nei merkaptoetanolis jtakos fermento
stabilumui neturé¢jo (Cain ir kt., 1974).

Daugiau duomeny apie 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazg yra gauta
tiriant Pseudomonas putida kamienus skaidan¢ius nikotino riigsti (Gauthier ir
kt., 1971). IS P. putida N-9 kamieno buvo iSskirta dioksigenazé kristalinéje
formoje. ISgrynintas fermentas turi tik vieninteli sugerties maksimuma 280 nm
spektro srityje. ISgryninto baltymo molekuliné masé¢ yra 242 kDa. Taip pat
nustatyta, kad fermentas sudarytas i§ 6-iy subvienety, po 39,5 kDa, taCiau
duomeny apie subvienety identiSkuma néra. Sios dioksigenazés specifinis
aktyvumas yra 38,3 U/mg baltymo. Kaip ir daugelio dioksigenaziy, jos
kofaktoriumi yra kintamo valentingumo metaly jonai — Fe* jonai. Si
dioksigenazé yra labai labili — jau po 48 val. 0 °C temperatiiroje ji visiskai
praranda katalizini aktyvuma. Fermenta stabilizuojanciai ir stimuliuojanciai
veikia ditiotreitolis. Sia dioksigenaze¢ inhibavo tik chelatoriai ir oksidatoriai
(Gauthier ir kt., 1971). IS P. putida KT2440 kamieno iSskirta 2,5-
dihidroksipiridino dioksigenazé poliakrilamidiniame gelyje migruoja kaip 39
kDa dydZio baltymas, kuris yra koduojama nicX geno (Jimenez ir kt., 2008).
Gel-filtracing ir rentgeno struktiiriné analize patvirtino, kad natyvus fermentas
yra heksamerinés struktiiros. Be to nustatytos Ky ir V. vertés, kurios
atitinkamai yra 70 uM ir 2,3 uM min”' mg”'. Analizuojant fermenta indukuotos
plazmos emisijos spektroskopija nustatyta, kad gelezies jonuy ir baltymo
monomero moliy santykis yra artimas 1 (Jimenez ir kt, 2008).
Rekombinantiné 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaze i§ P. putida S16 bakteriju

skiriasi nuo auk$¢iau minéty ne tik amino ruigsciy seka (tik 43% identisky a.r.
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lyginant su KT2440 kamienu), bet ir fermento savybémis. Sio fermento Ky yra
tik 0,168 uM, V.x 7,0 uM min™ mg'1 ir kee 11,0 s"'. Esminis $io fermento
skirtumas nuo anks¢iau minétyjy yra pH optimumas. Dioksigenazei i§ S16
kamieno jis yra 6,5, tuo tarpu i§ N-9 ir KT2440 kamieny — apie 8 (Tang ir kt.,
2012).

Hidroksilinti piridino junginiai susidaro ne tik piridino junginiy
degradacijos metu. Mikroorganizmams oksiduojant piriding (Korosteleva ir kt.,
1981; Zefirov ir kt., 1994), alkilpiridinus (Lee ir kt., 2006),
piridinkarboksilines rtigstis ar skaidant chinolino darinius. Pseudomonas
putida K1 kamienui, skaidant 4-metilchinoling, susidaro 2,6-dihidroksi-4-
metilpiridin-3-propenoiné riigStis. Comamonas testosteroni 63 kamienui,
skaidant chinoling ir 3-metilchinolina, susidaro trihidroksipiridinas (Fetzner ir
kt., 1998), o Aerococcus sp. skaidant kinureno rugsti, susidaro 5-f-
(karboksietil)-4,6-dihidroksipikolino riigstis (Kaiser ir kt., 1996). Gan placiai
yra paplitg N-hidroksi-piridoniniai antibiotikai. Grybai sintetina kordipiridony,
teneliny grupés antibiotikus. [domiausia yra teneliny biosinteze: piridino Ziedas
yra gaunamas i§ pirolo. Citochromui P450 oksiduojant aciltetramo rugsti
vyksta persigrupavimas, susidarant 3-acil-4-hidroksipiridonui (Halo ir kt.,
2008). Streptomyces achromogenes sintetina antibiotika rubradiring, kuris
sudarytas i§ rubransarolo, 3-amino-4-hidroksi-7-metoksikumarino, D-

rubranitrozés ir 3,4-dihidroksidipikolinato (Kim ir kt., 2008).

1.3. ALKILPIRIDINU TRANSFORMACIJA

Alkilinty piridiny biodegradacija yra biidinga bakterijoms, grybams ir
mieléms. Siy junginiy transformacija gali vykti trimis keliais: (1) heterociklo
oksidacija, susidarant hidroksipiridinui arba piridino-N-oksidui; (2) Soninés
grandinés oksidacija, susidarant hidroksialkilpiridinui (1.6 pav.); (3)
heterociklinio Ziedo atidarymas (1.4 pav). Siame skyriuje trumpai apZvelgsime

tik Soninés grandinés oksidacija susidarant piridino karboksilinei rigs¢iai.
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Pirma karta bakterijy gebéjimas oksiduoti 3-metilpiridino metilo grupe iki
karboksilinés buvo pastebétas Nocardia, Candida, Mycobacterium ir
Arthrobacter genCiy bakterijose (Parshikov ir kt., 1994). ISskirtas
Pseudomonas sp. KM-3 kamienas, gebantis transformuoti 3-metilpiriding 1 3-
hidroksimetilpiriding, oksiduojant alkilo grupg. Kaip tolimesnis metabolitas
buvo aptiktas ir 3-karboksipiridinas (Korosteleva ir kt., 1981) (1.6 pav.).
Taciau prieSingai nei Pseudomonas fluorescens bakterijy vykdomoje 3-
karboksipiridino transformacijoje, tarp metabolity nebuvo surasta nei 2,5-
dihidroksipiridino, nei maleamo rigsties.

e Xy oHOoH Ny CooH Nikotino
—> rugsties
| — 1 _ —, |
N N N kelias
1 2 3

1.6 pav. 3-Metilpiridino transformacija Pseudomonas sp. KM-3 lastelése. 1 —
3-metilpiridinas, 2 — 3-hidroksimetilpiridinas, 3 — nikotino rugstis.

Tiriant Mycobacterium bovis BCG kamiena, buvo gauti duomenys
biogenetiSkai susiejantys nikotino riigs$ti ir 3-hidroksimetilpiriding. Buvo
stebimas tiek 3-hidroksimetilpiridino virtimas nikotinatu, tiek ir atvirkStinis

virtimas (Gross ir kt., 1968).

1.4. KARBOKSILINTU PIRIDINU TRANSFORMACIJA
1.4.1. Pikolino ragstis

Karboksipiridino riig§¢iu degradacija susijusi su hidroksipiridiny
degradacija tuo, kad daZznai susidaro tie patys tarpiniai metabolitai — di-,
trihidroksipiridinai ar karboksilinti ~dihidroksipiridinai. Piridino Ziedas
atidaromas, esant nemaZziau kaip dviem hidroksi grupéms, papildomai gali bati
ir karboksi grupe (Kaiser ir kt., 1996).

IS pikolino rugsties yra sintetinamas herbicidas pikloramas. Pikolino
rugstis ir jos amidas taip pat yra ir kito herbicido — dikvato fotolitinis
produktas. Nors Sie herbicidai yra gana daznai naudojami Zemés tkyje, tac¢iau
ju biodegradacija yra mazai tirta (Kaiser ir kt., 1996). Pikolino riigSties dariniai

yra gan placiai paplitg¢ gamtoje — N-metilpikolino riigstis (horminas) yra augaly
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hormonas. I§ Japonijos jiros nuosedy iSskirty Nocardia sp. bakteriju augimo
metu, terp¢je susidarydavo S-hidroksipikolino ruigstis (Makareva ir kt., 1989).
Streptomicetai sintetina antibiotikus: 1) ciklinius peptidus, kuriy sudétyje yra
3-hidroksipikolino rtigstis, 2) ar 1 nukleotidus panaSius, turinius 5-
hidroksipikolino rigiti. Sie hidroksilinti junginiai susidaro ne i§ alifatiniy
junginiy, o i§ pikolino rugsties dehidrogenaziy poveikyje. Pikolino rugsties
biosintezés pirmtakas yra L-lizinas ar o-aminoadipo riigstis, iS kuriy susidaro
Al-piperidein-2- ar 6-karboksiline rugstis (He, 2006). Pastaraja veikiant
oksidaciniams fermentams, susidaro pikolino riigstis. Dar vienas pikolino
rugSties biosintezés kelias buvo surastas iStyrus 2-aminofenolio skaidyma.
Pseudomonas sp. AP-3 bakterijose. Oksiduojant §i jungini susidaro 2-
aminomukono rugsties 6-pusiaualdehidas, kurio aldehido ir amino grupés
spontaniskai reaguoja tarpusavyje, susidarant pikolino riigsciai (Takenaka ir
kt., 1998). Grybas Pyricularia oryzae gamina pikolino riigsti, kuri yra augaly,
pvz., ryziy, augimo slopiklis (Kessmann ir kt., 1994).

Literatiroje yra duomeny, kad pikolino rtgsties asimiliacijoje dalyvauja
Aerococcus, Rhodotorula, Arthrobacter ir Bacillus genciy bakterijos (Ohsugi ir
kt., 1981). Pikolino rugsties degradacijoje dalyvauja ir Arthrobacter
picolinophilus DSM20665 bakterijos (véliau priskirtos Rhodococcus
erythropolis bakterijy grupei) (Koch ir kt., 1995). Pastaraisiais metais atsirado
duomenuy, kad Streptomyces sp. Z2 bakterijos taip pat gali dalyvauti pikolinato
degradacijoje (Zheng ir kt., 2009). Iki tol Streptomyces bakterijos buvo
nurodomos tik kaip pikolinato producentés (antibiotiky biosintezeje).

Visais zinomais pikolino riigSties degradacijos atvejais skaidymas
prasideda hidroksilinimu 1 6-3ja padéti. Aptikus Sios reakcijos fermentini
aktyvuma buvo pabandyta nustatyti fermento prigimti. Tyrimai parode¢, kad
pikolinato dehidrogenazés aktyvumas bakterijose labai priklaus¢ nuo
molibdeno jony, esanciy augimo terpéje, bei volframato jonuy, kurie specifiskai
inhibuoja molibdeninius fermentus (Siegmund ir kt., 1990).

Buvo parodyta, kad neidentifikuotos Gram-neigiamos bakterijos gali

deamininti pikolinamida, o po to hidroksiliti susidariusia pikolino riagsti 6-oje
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padétyje (Orpin ir kt., 1972). Hidroksilinantis fermentas iSséda 1 nuosédas,
esant 38 000 g. Hidroksilinimui reikalingas tik NAD®, o anaerobinémis
salygomis fermentas veike, esant metileno méliui. Flavinai hidroksilinimo
nestimuliavo (Orpin ir kt., 1972).

Bacillus sp. bakterijos pikolino riigs§ti pradeda metabolizuoti taip pat
hidroksilindamos C-6 atoma (Kaiser ir kt., 1996). Nustatyta, kad deguonis Siai
reakcijai yra paimamas i§ vandens. Bacillus sp. vykdomos pikolino rugsties
biodegradacijos tarpiniu metabolitu buvo nustatyta 3,6-dihidroksipikolino
rugstis ir 2,5-dihidroksipiridinas. Auginant Sias bakterijas terpéje su pikolino
rugstimi ir papildomai esant inhibitoriui arsenitui, buvo iSskirtos ketortigstys —

piruvo ir a-oksoglutaro (1.7 pav.).
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1.7 pav. 2-Pikolino rugsties transformacija. 1 — 2-pikolino riigstis, 2 — 6-
hidroksipikolino riigStis, 3 - 3,6-dihidroksipikolino rugstis, 4 - 2,5-
dihidroksipiridinas, 5 — a-oksoglutaro riigstis, 6 — piruvo riigstis, 7 — maleamo
rugstis, 8 — maleino riigstis.

Arthrobacter picolinophilus pikolino rtigsti oksiduoja susidarant 6-
hidroksipikolino rtig§€iai, tac¢iau tolimesniy metabolity aptikti nepavyko taciau
bakterijose buvo aptiktas didelis kiekis du, penkis, SeSis, septynis ir devynis
anglies atomus turin¢iy dikarboksiliy rtigsciy. Manoma, kad i§ Siy ilgas

grandines turinCiy dikarboksiliy riig§¢iy yra sintetinamas destiobiotinas, kuris
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buvo identifikuotas kaip vienas i§ metabolity (Kaiser ir kt., 1996). Tiriant
Arthrobacter picolinophilus, pavyko dalinai iSgryninti pikolinato hidroksilazg
(Tate ir kt., 1974). Tyrimai parod¢, kad tai yra membraninis baltymas.
Fermenta stabilizuojanciai veiké redukuojanc¢ios medziagos (ditiotreitolis) ir
sacharozé. Fermentas buvo stimuliuojamas Fe®* jonais, o Mn**, Ca®* ir Mg**
itakos neturéjo. Tuo tarpu Hg>*, Cu®* jonai inhibavo fermenta, Zn>* ir Co**
jonai silpnai. Taip pat fermentas pasirodé esas jautrus chelatoriams. Nors
flavino analogas chinakrinas, inhibavo fermenta, bet aktyvumas buvo
atstatomas FMN. Pikolino riigSties hidroksilazé veike, esant dirbtiniams
elektrony akceptoriams: metileno méliui, DCPIP, neutraliam raudoniui ir
citochromui c. Jokio aktyvumo nebuvo aptikta su nikotininiais nukleotidais. Be
to, fermentas pasirodé esas labai specifiskas pikolino rtigsciai, joks aktyvumas
nebuvo stebimas su kitomis piridino ragStimis, tarp ju chinolino ir 3-
hidroksipikolino riigstimis. Pikolinato hidroksilazés molekuliné masé nustatyta
gel-filtraciniu metodu buvo 230 kDa (Tate ir kt., 1974). Sie duomenys i§ esmes
skiriasi nuo Orpin ir bendraautoriy gauty duomeny apie pikolinato hidroksilaze
(Orpin ir kt., 1972). Tai rodo, kad bakterijose ta pacia reakcija katalizuojantys
fermentai gali buti skirtingos prigimties.

Hidroksilinti pikolino ragsties metabolitai susidaro
piridinodikarboksiliniy riig§¢iu biodegradacijos metu. Pvz., Alcaligenes sp.
UK21 bakterijos metabolizuoja chinolino riigsti, ja hidroksilindamas 6-oje
pozicijoje. Kitame degradacijos etape dalyvauja dekarboksilazé, kuri pasalina
3-ioje pozicijoje esancia karboksilo liekana, susidarant 6-hidroksipikolino
rugsciai (Uchida ir kt., 2003). m-Ftalio rugsti skaidantis CCOM kamienas
galéjo skaidyti ir dipikolino riigsti. Pagrindiniu metabolitu buvo identifikuota
2,3-dihidroksipikolino riigstis. Taciau Sis junginys néra stabilus ir esant
Sarminiam pH lengvai fotolizuojasi, susidarant 8-iems skirtingiems
produktams, i§ kuriy 6 yra suvartojami CC9M kamieno bakterijy. (Amador ir
kt., 1990). Manoma, kad 3-hidroksidipikolino rtigsties degradacija gali vykti

dviem skirtingais keliais: atidarant Zieda, pagrindiniu metabolitu esant o-
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ketoglutaratui, arba susidarant 2,3-dihidroksipikolinatui, kuris yra
dekarboksilinamas, susidarant 2,3-dihidroksipiridinui (Kaiser ir kt., 1996).

I hidroksilintas piridino riigStis negalima Zitréti tiesmukiSkai kaip 1
antrinius metabolizmo produktus. Nes S§ie junginiai gali biiti katabolizmo
galutiniai produktai — pirminiai degradacijos metabolitai. PavyzdZiui, vienas i
pikolino riigSties biosintezés keliy yra iS L-lizino, susidarant pipekolino
rugsciai, kuri veliau yra oksiduojama. 3-Hidroksipikolino riigStis sutinkama
streptomicety produkuojamuose cikliniuose peptidiniuosei antibiotikuose. Néra
iStirta kaip ir kada antibiotiky biosintezés metu susidaro $i riigstis: oksiduojant
pikolino riigsti 1 3-hidroksipikolino riigsti ir véliau prijungiant prie peptido ar
prijungiant pikolino rtuigstj prie peptido ir tik véliau 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).

Nattralu, kad esant junginiy producentams gali buti ir $iy junginiy
skaidytojai. Taciau kol kas néra Zinoma 3- ir 5-hidroksipikolino riigstis
isisavinantys mikroorganizmai. Kol kas yra Zinomas tik vienintelis pikolino

rugsties skaidymo kelias — hidroksilinant 6-oje pozicijoje.

1.4.2. Izonikotino ragstis

AnalogiSkai pikolino riig§¢iai yra metabolizuojama izonikotino ragstis (4-
karboksipiridinas). Sarcina sp. ir Bacillus sp. bakterijos Sios rugsties
transformacija pradeda heterociklo oksidacija, susidarant 2-hidroksiizonikotino
rugsciai, kuri véliau ver¢iama 2,6-dihidroksiizonikotino rtigstimi (citrazinatu)
(Kaiser ir kt., 1996). Manoma, kad kity reakcijy metu heterociklas yra
suardomas. Skilimo produktas néra aptiktas, bet identifikuotas gintaro rigsties
pusiau aldehidas (1.10 pav.) (Gupta ir kt., 1979), taciau jokio oksidacinio

fermentinio aktyvumo nebuvo aptikta.
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1.8 pav. Izonikotino riigsties transformacija Bacillus, Sarcina ir Mycrococus
genciy bakterijose. 1 — izonikotinatas, 2 — 2-hidroksiizonikotinatas, 3 — 2,6-
dihidroksiizonikotinatas (citrazinatas), 4 - citrazil-KoA, § - 2,6-
dioksopiperidino-4-karboksil-KoA, 6 — propano-1,2,3-trikarboksilatas, 7 —
izocitratas, 8 — cis-akonitatas, 9 — a-ketoglutaratas, 10 — gintaro riigsties 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
dehidrogenaziy aktyvumai, bet ir citrazil-KoA sintetazés ir citrazil-KoA
reduktazés aktyvumai (Kretzer ir kt., 1991). IS Sios bakterijos trimis gryninimo
etapais izonikotinato dehidrogenazé buvo i$gryninta iki homogeniskumo. Sio
fermento molekuliné masé, nustatyta natyvios gradientinés baltymy
elektroforezés ir gel-filtraciniu metodais, yra 125 kDa ir 250 kDa, atitinkamai.
Baltymy elektroforez¢ denattiruojan¢iomis salygomis rodé tris baltymy
juosteles: 83, 31 ir 19 kDa. Fermentiniame komplekse buvo identifikuotas
molibdenas, gelezis, labili riigS§tiné siera ir FAD molekule, santykiu 1:4:4:1
kiekvienam protomerui (125 kDa). Molibdeninis kofaktorius buvo

identifikuotas kaip molibdopterino citozino dinukleotidas. Si fermentas be
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izonikotinato efektyviai (17% izonikotinato aktyvumo) oksiduoja chinolino-4-
karboksirtigsti (Kretzer ir kt., 1993).

N-metilizonikotino riigSties degradacija Gram-teigiamose 4Cl bakterijose
vyksta hidroksilinant { antraja padéti ir po to demetilinant, susidarant 2-
hidroksiizonikotino riig§¢iai (Kost ir kt., 1978). Bet Achromobacter sp. D
bakterijose, skaidymas vyksta visai kitu keliu nei izonikotinato. Naudojant
intaktines lasteles, buvo identifikuotos gintaro ir skruzdziy rigstys bei
metilaminas. Intaktinés lastelés praktiSkai nevartojo jokiy hidroksilinty dariniy,
o N-metilizonikotinato suvartojimas suaktyvédavo 1 reakcijos miSini pridéjus
NADH. Sie duomenys leido padaryti prielaida, kad N-metilizonikotinatas
pirmiausia yra redukuojamas i N-metil-1,4-dihidroizonikotinata ir tuomet
atakuojamas oksigenazes bei suskaldomas iki alifatiniy junginiy (Wright ir kt.,

1972), taip pat kaip ir vykstant piridino degradacijai.

1.4.3. Nikotinas

Nikotino ir nikotino rtgsties degradacija, kai kuriose bakterijy riiSyse yra
susijusi ar vyksta panaSiai. Yra aptikta bakterijy galin¢iy skaidyti abu Siuos
junginius susidarant tam paciam metabolitui — 2,5- ar 2,6-dihidroksipiridinui,
6-hidroksi-, 2,6-dihidroksinikotino riigs§¢iai, ar nikotino riigsties analogams —
6-hidroksipseudooksinikotinui,  6-hidroksi-3-sukcinoilpiridinams  ir  3-
sukcinoilpiridinams (Kaiser ir kt., 1996). Nikotino degradacija yra neblogai
iStirta — detaliai Zinomi trys nikotino degradacijos keliai bakterijose, grybuose
neseniai surastas visiSkai naujas degradacijos kelias (1.9 pav.) nors kituose

eukariotuose skaidymo kelias praktiSkai nezinomas (Meng ir kt., 2010).
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1.9 pav. Spéjamas nikotino transformacijos kelias Aspergillus oryzae 112822
kamiene. 1 — nikotinas, 2 — nornikotinas, 3 — miosminas, 4 — sp&jamas tarpinis
produktas, § — N-metilnikotinamidas, 6 — 2-hidroksi- N-metilnikotinamidas, 7 —
2,3-dihidroksipiridinas, 8 — gintaro riigstis.

Nikotino degradacija bakterijose gali vykti dviem bidais: atakuojant
pirolo arba piridino Zieda. Metabolizmas, kuriam biidinga pirolo Ziedo ataka
pirmojoje stadijoje, daZniausiai sutinkamas Pseudomonas genties bakterijose.
Pirolo Ziedas gali buti labai skirtingai atakuojamas, Zinomi net keturi skaidymo
keliai vien Pseudomonas genties bakterijose (1.10 pav.) (Li ir kt., 2010).

Kitas nikotino degradacijos kelias, kai pirmojoje stadijoje atakuojamas
piridino Ziedas, sutinkamas Arthrobacter nicotinovorans, A. oxydans ir
Pseudomonas sp. P-34 ir JTS-0006 kamienuose. Piridino Ziedas yra
oksiduojamas 6-oje pozicijoje, susidarant 6-hidroksi-L-nikotinui, ir tik
sekanciy reakcijy metu yra atakuojamas ir atidaromas pirolo Ziedas (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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Ziedo skilimas
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 - 7-N-
metilaminobutano  rugstis, 6 - 2,6-dihidroksipiridinas, 7 - 2,3,6-
trihidroksipiridinas, 8 — ,,mélynas pigmentas*. Pagal Baitsch ir kt. (2001).
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Duomenys apie genus susijusius su nikotino degradacija bakterijose,
pasirode, kai i§ Gram-teigiamy bakteriju, Arthrobacter oxidans, buvo iSskirta
157,8 kb dydZio plazmide¢, turinti L-nikotino degradacijos genus (Brandsch ir
kt., 1984). Véliau Sie duomenys buvo patikslinti, tai — 165,139 kb kataboliné
plazmide, kurios apie 35% atviro skaitymo rémeliy vis dar yra neZinomos
funkcijos ir apie 50% yra susijg su angliavandeniy, amino rigs¢iy ir sarkozino,
nikotino metabolizmu bei molibdeninio kofaktoriaus biosintezes (Igloi ir kt.,
2003).

Nors L-nikotino metabolizmo kelias yra tas pats, o metabolizme
dalyvaujan¢iy fermenty molekulinés masés ir amino riigSciy sekos yra labai
panasios, skirtingose bakterijose genai, susij¢ su $ios medZiagos metabolizmu,
gali buti lokalizuoti skirtingai. PavyzdZiui, L-nikotino degradacijos genai
Arthrobacter nicotinovorans DSM420 bakterijose yra lokalizuoti pAOl
megaplazmidéje, 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 oksidazés, susidarant tam paciam metabolitui — 6-
hidroksimetilmiosminui. Genai koduojantys abi 6-hidroksinikotino oksidazes
yra lokalizuoti pAO1 megaplazmidéje. Galima buty manyti, kad fermentai
katalizuojantys stereoizomery oksidacija turéty biiti labai panasis, taCiau taip
néra. Vienas i§ skirtumy yra tai, kad molibdeno jonai yra svarbiis nikotino
dehidrogenazes ir 6-hidroksi-L-nikotino oksidazés indukcijai, o 6-hidroksi-D-
nikotino oksidazés atveju Sie jonai itakos praktiSkai neturi (Grether-Beck ir kt.,
1994). Kiti skirtumai matomi lyginant fermenty amino riug$ciy sekas. 6-
Hidroksi-D-nikotino oksidazé yra sudaryta i§ subvieneto, kurio molekuliné
mas¢ apie 49 kDa ir turi kovalentiSkai prijungta FAD, o 6-hidroksi-L-nikotino
oksidaz¢ yra sudaryta i§ dviejy subvienety, kuriy vieno molekuliné masé yra
apie 47 kDa ir kiekvienas monomeras turi nekovalentiSkai prijungta FAD.

Nors abi oksidazés reaguoja su deguonimi ir negali veikti, esant
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vienelektroniniam akceptoriui, 6-hidroksi-D-nikotino oksidazé gali panaudoti
dvielektroninj akceptoriy, tuo tarpu 6-hidroksi-L-nikotino oksidazé to daryti
negali. Be to, flavino radikalas radikalas yra gaunamas skirtingais biidais: 6-
hidroksi-D-nikotino oksidazés atveju, veikiant 82042', 0 6-hidroksi-L-nikotino
oksidazés atveju, veikiant Sviesa ir esant EDTA. Taip pat, abiejy oksidaziy
amino rugsciy sekos yra labai skirtingos. 6-hidroksi-L-nikotino oksidazés
amino riigs¢iy seka yra panaSesné i eukatiotiniy monoamino oksidaziy, nei 1
prokariotiniy. Be to, atitinkama gena koduojanc¢ios DNR G+C procentas yra
artimesnis eukatinei monoamino oksidazei, ir aiSkiai mazZesnis nei G+C
procentas, esantis A. nicotinovorans pAOI1 plazmidés DNR. Apibendrinus
Siuos duomenis , Schenk ir Decker pasitlé prielaida, kad 6-hidroksi-L-nikotino
oksidazés genas evoliucionavo po horizontalios geny pernaSos i§ eukariotinio
pirmtako (Schenk ir kt., 1999).

Ekspresuojant E. coli bakterijose L-nikotino dehidrogenazg ir 6-hidroksi-
L-nikotino oksidaze i§ Arthrobacter nicotinovorans, buvo isaiskinta, kad L-
nikotino ir 6-hidroksi-L-nikotino pernaSa 1 lasteles vyksta palengvintos
difuzijos biidu, o ne d¢l pasyvaus ar aktyvaus transporto (Ganas ir kt., 2009).

Nikotino dehidrogenaze¢ (NDH) 1§ Arthrobacter nicotinovorans yra panasi
1 kitas ksantiny hidroksilazes. Paprastai tokie fermentai yra sudaryti i§ triju
subvienety: didZiojo70-100 kDa subvieneto, turin¢io molibdenini kofaktoriy,
vidutiniojo 23-35 kDa subvieneto ir mazojo 15-25 kDa subvieneto. Kiti
molibdoptering turintys fermentai yra sudaryti i§ 1, 2 ar 4 subvienety
(Gladysheyv ir kt., 1996). NDH iS§ A. nicotinovorans yra sudaryta i3 trijy 30,011,
14,924 ir 87,677 kDa dydZio subvienety ir turi savyje FAD, Fe-S klaster]
seleng ir molibdopterina, kaip kofaktorius. Remiantis NDH subvienety seky
analizés rezultatais, paaiSkéjo, kad fermentas panaSus i eukarioting ksantiny
dehidrogenaz¢ (XDH), bet ne i Zinomus molibdena turin¢ius bakterinius
fermentus. Remiantis palyginamaja analize, maZiausias subvienetas (NDHB)
turi Fe-S klasteri, vidutinio dydZio subvienetas (NDHA) suriSa FAD molekulg,
o didZiausias subvienetas (NDHC) panasus 1 XDH molibdopterina suriSanti

domena. NDH fermentas A. nicotinovorans lastelése yra randamas tirpioje ir su
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membranomis asocijuotoje formose. Volframas inhibuoja fermentini
aktyvuma, bet ne baltymo sintezg,ir jam esant padidéja su membranomis
asocijuotos formos kiekis (Grether-Beck ir kt., 1994).

Pseudomonas ir Arthrobacter genties bakterijoms skaidant nikotina,
susidaro 6-hidroksi-3-sukcinoilpiridinas, kuris véliau yra verfiamas 2,5-
dihidroksipiridinu. Sia reakcija katalizuoja 6-hidroksi-3-sukcinoilpiridino
hidroksilazé. Pagal funkcija, Sis fermentas yra panasus | 6-hidroksinikotinato
3-monooksigenazg. Abu fermentai yra nuo NADH priklausomi ir panaSios
molekulinés masés: 38 kDa (hidroksilazé) (Tang ir kt., 2008) ir 42 kDa
(monooksigenaz¢), taciau amino riig§¢iy sekose néra jokio panasumo. Be to, 6-
hidroksi-3-sukcinoilpiridino  hidroksilazés amino riigs¢iy sekoje néra
FAD/NADH-suriSimo  motyvy. Be to, 6-hidroksi-3-sukcinoilpiridino
hidroksilazés substratas yra sukcinoilo grupé, o ne tik karboksi, kaip 6-
hidroksinikotinato 3-monooksigenazés atveju. Sie fermentai galéjo skirtingai
evoliucionuoti, taip kaip nutiko 6-hidroksi-L- ir 6-hidroksi-D-nikotino
oksidazéms.

A. nicotinovorans lasteléms skaidant nikoting, terpéje susidaro meélynos
spalvos pigmentas. Tyrimai parodé, kad oksidacijos metu susidaro 2,6-
dihidroksipiridinas, kuris toliau yra oksiduojamas nikotinu indukuojamos 2,6-
dihidroksipiridino 3-hidroksilazés. ISgrynintas fermentas absorbavo matoma
Sviesa, budinga flavinams (sugerties maksimumai: 384 ir 455 nm). Kadangi
flavinas yra stipriai susiri$¢s su fermentu ir gryninimo eigoje neatsiskiria,
manoma, kad flavinas yra prostetiné grupé. Hidroksilazé yra tris kartus
specifiSkesné NADH-ui nei NADPH-ui. Fermento gryninimo eigoje buvo
pastebéta, kad Si hidroksilazé yra dviejy subvienety fermentinis kompleksas.
Abu fermentai vienas nuo kito yra lengvai atskiriami jony mainy (pvz. DEAE-
celiuliozés) chromatografijos metu. I-is subvientas oksiduoja 2,6-
dihidroksipiriding, susidarant 2,3,6-trihidroksipiridinui, o II-asis suskaldo
heterocikla. Fermentini kompleksa inhibuoja sunkiyjuy metaly (Cu®, Zn*" ir
Hg”") jonai. Fermentas praranda aktyvuma dializés arba saugojimo metu +4°C

temperatiiroje, dél to tyrimy metu buvo stabilizuojamas etanoliu arba

32



gliceroliu. Oksidacijos reakcijos stecheometrija susidarant mé¢lynam pigmentui
yra tokia: 2,6-dihidroksipiridinas/NADH/O, = 1/1/1. 2,6-dihidroksipiridino 3-
hidroksilazés molekuliné molekuliné mas¢ nustatyta gel-filtracijos metodu
buvo apie 89 kDa (Holmes ir kt., 1972). Sie duomenys kiek skiriasi, nuo
Treiber (Treiber ir kt., 2008) pateikty duomeny. Jie molekuling masg gel-
filtraciniu metodu nustat¢ esant 113 kDa. Taigi, 2,6-dihidroksipiridino-3-
hidroksilazé yra homodimeras. Rekombinantin¢ 2,6-dihidroksipiridino-3-
hidroksilazés kristaly erdviné struktiira buvo nustatyta rentgeno spinduliy
difrakcijos metodu. Tyrimai leido padaryti prielaida, kad flavinas yra
redukuojamas NADH, btuidamas iSorinéje-pozicijoje. Po to persisuka i vidine-
pozicija, kur saveikauja su deguonimi. Aktyvaus centro geometrija autoriy
pastimeéjo link minties, kad peroksiflavinas yra protonizuotas tirpikliu, kas
padidina Sio elektrofiliSkuma. Substratas yra aktyvuojamas dviejuy histidiny
pirolo Ziedy azotais, kurie gali priimti protona nuo substrato C6 hidroksilo, kas
leidZia susidaryti nukleofiliniam C3 atomui. Tuomet Sis nukleofilinis anglies
atomas atakuoja elektrofilini hidroperoksida grupe (Treiber ir kt., 2008).
Fermento amino riigs¢iy sekoje yra randami biidingi FAD/NAD,bet kiek
pakeisti playginus su tradiciniais suriS§imo motyvai, taciau kiek pakeisti:
GXGXXG - pakeistas alternatyviu GXSXXG, o DXXXGXDGXK motyve
ikrautos polinés aminoriig§tys yra pakeistos neikrautomis poline (D—N) ar
hidrofiline (K—A) a.r. (nuorodos). GDAAH motyve H yra pakeistas 1 V
(Baitsch ir kt., 2001).

Kaip minéta anksciau, veikiant 2,6-dihidroksipiridino-3-hidroksilazei,
susidaro reaktyvus trihidroksipiridinas, kuris ore labai greitai autooksiduojasi 1
melyna  pigmenta  (,hicotine  blue®) - 4,54'5'-tetrahidroksi-3,3'-
diazadifenochinona-(2,2"). Tiriant A. nicotinovorans lasteliy ekstrakta, pavyko
aptikti reduktazg, kuri redukavo meélynaji pigmenta iki trihidroksipiridino.
Fermentas savo sudétyje turi nekovalentiSkai prijungta FMN, ir redukcijai gali
panaudoti NADH ar NADPH, bet pastaraji maZesniu efektyvumu. Si reduktazé
néra specifiSka substratui, ir gali redukuoti kitus chinonus: 1,4-naftochinona,

1,4-benzochinona, 2,6-dichlofenolindofenola, menadiona, durachinona. Si
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oksidoreduktazé = yra  sudaryta i§ 204  aminoriig$¢iy ir  turi
LEVTPEYNXXXXXXLKNAIDXXS motyva, budinga flavininiy chinono
reduktaziy NADH?2 Seimai. Joje néra NAD(P)H suri§imo AXGXXG motyvo,
budingo daugumai chinony reduktaziy, bet yra SXGXXG motyvas, randamas
panaSiuose baltymuose. Si NAD(P)H-,,nicotine blue* oksidoreduktaze gali
apsaugoti lastel¢ nuo vidulastelinio mélynojo pigmento vienelektronés
redukcijos, kurios metu gali susidaryti semichinoniniai radikalai ir potencialiai

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

1.4.4. Nikotino ragstis

Nikotino rugsties (3-karboksipiridino) biodegradacijos pradiniai etapai
atskirose mikroorganizmy grupése vyksta skirtingai, i§skyrus pirmaji etapa, kai
nikotino rigStis verCiama 6-hidroksinikotino riigStimi. ISskiriami du
pagrindiniai nikotino riigSties transformacijos keliai — iSliekant aromatinei
sistemai iki Ziedo atidarymo ir aromatinio Ziedo redukcija. Beveik visuomet
nikotino riigStis yra hidroksilinama 6-oje padétyje, yra Zinomas tik vienas
atvejis, kai ji hidroksilinama 2-oje padétyje (Schrader ir kt., 2002). Tyrimai su
intaktinémis Pseudomonas fluorescens bakterijomis parodé, kad nikotino
rugSties metabolizmui yra svarbi laisva 6-o0ji padétis, o 2-o0ji ir 5-oji gali buti
uzblokuotos. Lastelés, prie§ tai augusios neindukcinémis salygomis, lengvai
galéjo augti su 6-hidroksinikotino ir 5-fluoronikotino riigStimis, taciau negal¢jo
augti su kitokiais halogenintais dariniais, taip pat 2-hidroksinikotino ir 2,6-
dihidroksinikotino riig§timis. Intaktinés lastelés, prisitaikiusios augti su
nikotino rigstimi, 2- ir 5-fluoronikotino ar nikotino riigstis oksidavo panasiu
grei€iu, 5-chloronikotino rigst] — Zymiai lé€iau, o 5-bromonikotino rtgsties
apskritai neoksidavo (Hughes, 1955).

Pirmasis nikotino riigsties 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 dioksigenazés poveikyje suskaldomas iki
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alifatiniy produkty. Bacillus sp. bakterijos i§ nikotino riigsties susidariusia 6-
hidroksinikotino rtig§ti toliau oksiduoja iki 2,6-dihidroksinikotino rugsties.
Pastaroji oksidacinio dekarboksilinimo metu virsta 2,3,6-trihidroksipiridinu.
2,3,6-Trihidroksipiridinas toliau yra oksiduojamas suskaldant heterocikla iki
maleamo ir skruzdZziy riig§éiy (1.12 pav.). Susidarius dideliam 2,3,6-
trihidroksipiridino kiekiui, pastarasis ore oksiduojasi iki meélynos spalvos

pigmento (Kaiser ir kt., 1996).
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1.12 pav. Nikotino riigsties transformacija Pseudomonas fluorescens ir
Bacillus sp. lastelése. 1 — nikotino rugstis, 2 — 6-hidroksinikotino riigstis, 3 —
2,6-dihidroksinikotino riigStis, 4 — 2,3,6-trihidroksipiridinas, 5§ — meélynas
pigmentas, 6 - 2,5-dihidroksipiridinas, 7 — N-formilmaleamo rugstis, -
maleamo riigstis.

Azorhizobium, Pseudomonas, Bacillus ir kt. bakterijose, nikotinato
dehidrogenazés nerodo jokio aktyvumo su nikotininiais nukleotidais (nors ir
turi fermentiniame komplekse NADP' oksidaze), tafiau yra aktyvils esant
fenazino metosulfatui (PMS) ar kalio fericianidui (Kitts ir kt., 1989), metileno
meliui (Hirschberg ir kt., 1971), tetrazoliniams daZams (Hirschberg ir kt.,
1972) ir kai kuriems kitiems dirbtiniams elektrony akceptoriams. Tiriant
pastarosios  grupés nikotinato, tuo paciu ir 6-hidroksinikotinato,
dehidrogenazes i§ Bacillus sp. DSM2923 buvo nustatyta, kad kultivuojant

fermento kiekis priklauso nuo terpéje esanciy molibdeno jony koncentracijos
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(Nagel ir kt., 1989). AnalogiSkus duomenis gavo Grether-Beck ir
bendraautoriai tirdami nikotino dehidrogenaze ir 6-hidroksinikotino oksidaze
Arthrobacter nicotinovorans bakterijose (Grether-Beck ir kt., 1994). Be to, jie
nustaté, kad molibdeno jony antagonisto volframato jonai slopina tik fermenty
aktyvuma, bet ne baltymy sintezg. Nikotinato ir 6-hidroksinikotinato
dehidrogenazes i§ Bacillus sp. DSM2923, yra sudaryti i keliy subvienety, ir ju
molekulinés masés geliy filtracijos metodu buvo nustatytos esant apie 400 ir
450 kDa. Abu fermentai reakcijoje su substratais parodé sugerties sumazejima
ties 450 nm, kas leidZia daryti prielaida, kad ju sudétyje yra flavino
(Hirschenberg ir kt., 1971). Tiriant nikotinato hidroksilaze iSskirta iS
Pseudomonas ovalis KB1 kamieno, buvo nustatyta, kad tai su membrana
asocijuotas fermentinis kompleksas, susij¢s su elektrony transporto grandine,
turincia b- ir c tipo citochromus, kurie yra redukuojami nikotinatu ir NADH.
Hidroksilinimas vyksta esant deguoniui, fericianidui, metileno méliui, 2,6-
dichlorofenolindofenoliui (DCPIP) ir PMS, kaip elektrony akceptoriams.
Fermentinis kompleksas yra sudarytas i§ azidui jautrios nikotinato oksidazés ir
azidui nejautrios NADH oksidazés. Spektriniai tyrimai, fermentinio komplekso
oksidacija anglies monooksidu ir redukcija ditionitu, leido iSskirti du CO
prisijungimo pigmentus: citochroma o (absorbcijos maksimumas 417 nm) ir
kita komponenta, kurio absorbcijos maksimumas buvo 425 nm bangos ilgyje.
Citochromas o negal¢jo biiti redukuojamas NADH ir gintaro rigstimi, bet
galéjo buti redukuojamas nikotinatu, kaip ir ,/425% CO prijungiantis pigmentas
(Jones ir kt., 1972). IS detalesniy tyrimy buvo padaryta iSvada, kad su
nikotinato dehidrogenaze susij¢ citochromai yra skirtingi nei randami
kvépavimo (gintaro rigSties ar NADH dehidrogenazés) grandinéje (Jones,
1973). Siuos duomenis patvirtino tyrimai panaudojant indukuoty ir
neindukuoty nikotino riig§timi Pseudomonas fluorescens TNS kamieno lasteliy
baltymini ekstrakta. Indukuoty lasteliy baltyminis ekstraktas turi rySkias
sugerties smailes ties 418, 521 ir 550 nm, buidingas citochromams. I$grynintos
nikotinato dehidrogenazés 1§ Pseudomonas fluorescens TNS kamieno

aktyvumui yra reikalingi fericianidas, PMS ar nitro blue tetrazolis (NBT). Be
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to, Sis fermentas néra labai substratui specifiSkas ir gali efektyviai hidroksilinti
3-piridinsulfono ir pirazinoing rtgstis. Fermentas efektyviai veikia 6,0-9,0 pH
intervale bei yra stabilus Zemesnéje nei 50 °C laipsniy temperatira. Fermentas
yra maZzai jautrus chelatoriams, bet ypac jautrus sulthidriliniams reagentams,
kas parodo svarby disulfidiniy tilteliy vaidmeni formuojant erdving baltymo
struktira (Hurh ir kt., 1994).

Duomeny apie [2Fe-2S] klasteri turincio subvieneto funkcija buvo gauta,
kai Yang ir bendraautoriai sékmingai klonavo ir ekspresavo nikotinato
dehidrogenaziy i§ Comamonas testosteroni JA1 (Yang ir kt., 2009) ir
Pseudomonas putida KT2440 genus Escherichia coli ir Pseudomonas
entomophila 148 lastelése. Abi dehidrogenazés struktiiriSkai panaSios — turi
[2Fe-2S] centra, citochromo ir aldehido-ksantino oksidazéms biidingus
molibdena suriSancius fragmentus. Abiem atvejais, [2Fe-2S] centras yra
atskirame subvienete. Esminis skirtumas tarp Siy nikotinato dehidrogenaziy yra
substratinis specifiSkumas — dehidrogenaze i§ C. testosteroni gali hidroksilinti
ir 3-cianopiriding. Buvo sukurtos hibridinés nikotinato dehidrogenazeés:
nikotinato dehidrogenazé i§ P. putida turéjo maZaji subvieneta (su [2Fe-2S]
centru) i§ C. ftestosteroni ir atvirk§Ciai — nikotinato dehidrogenazé i§ C.
testosteroni turéjo mazaji subvieneta (su [2Fe-2S] centru) i§ P. putida. Tokiu
btdu buvo gauta hibridin¢ P. putida dehidrogenazé, kuri galéjo hidroksilinti ir
3-cianopiridina. Sie tyrimai parodé, kad [2Fe-2S] centra turintis domenas, o ne
molibdena suriSantis katalizinis domenas yra atsakingas uZ 3-cianopiridino
hidroksilinima. Dar lieka neZinoma kurios tiksliai amino riigstys yra atsakingos
uZz 3-cianopiridino suri§ima (Yang ir kt., 2010).

Anksciau iSkelta prielaida, kad 6-hidroksinikotinato 3-monooksigenazeg,
katalizuojanti oksidacini dekarboksilinima susidarant 2,5-dihidroksipirininui,
savo sudeétyje turi flaving, buvo patvirtinta vélesniais tyrimais. IS Pseudomonas
fluorescens TN-5 bakterinio kamieno iSskirtos 6-hidroksinikotinato 3-
monooksigenazés veikimui yra reikalingi O,, NADH ir FAD. Fermentas, 385
amino rugsciy polipeptidas, poliakrilamidiniame gelyje, denattiruojanc¢iomis

salygomis, migruoja kaip 42 kDa dydZio baltymas. Tiriant fermento savybes
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buvo pastebéta, kad holofermentas sudarytas i§ apofermento ir kofermento
FAD, kuris jungiasi apofermento N-gale. Be to N-gale yra FAD ir NAD(P)
suriSime dalyvaujancios sekos GXGXXG, DXXXGXDGXK, kurioje K yra
pakeista H, o C-gale —- GDAAH seka, kurioje antroji A pakeista C. Kofermento
ir apofermento kiekiai yra ekvimoliniai. DidZiausias fermentinis aktyvumas
buvo nustatytas, esant pH 7,6 ir 35 °C temperatirai. Fermentas praktiskai
nekatalizavo 6-hidroksinikotinato homology oksidacijos, o nikotino rugstis
pasirodé esanti konkurentiniu slopikliu. Visiska fermento inhibicija Ag*, Cu**
ir Hg®* jonais, p-chlormerkuribenzoatu, 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzenu) ir daliné
(69%) — N-etilmaleimidu, leidZia daryti iSvada, kad SH grupés atlieka svarby
vaidmenj fermento aktyviame centre. Tiriant monooksigenazés substratini
specifiSkuma paaiskéjo, kad fermento aktyvumui yra svarbi aromatiné
substrato sistema ir hidroksilo bei karboksilo grupés. DidZiausias aktyvumas
buvo pasiektas su 4-hidroksibenzoine rigs§timi, 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 maZziau nei 0,5% nuo 6-hidroksinikotinatinio
aktyvumo. Gebéjimas katalizuoti hidroksikarboksilinius aromatinius junginius
maz¢ja tokia pakaity padéties kryptimi: para-, meta- ir ortho-. Susidargs 2,5-
dihidroksipiridinas tolimesnés oksidacijos metu suskaldomas iki maleamo
rugsties (Nakano ir kt., 1999).

Nikotino rugsties degradacijoje dalyvaujantys fermentai yra pradéti
gryninti ir apibiidinti prie§ penkis deSimtmecius. Taciau genai, koduojantys
Sivos baltymus, buvo atrasti tik neseniai. Jimenez ir bendraautoriai aprase
Pseudomonas putida KT2440 kamieno, geny sankaupa (nic genus),
dalyvaujancius aerobin¢je nikotino riigSties degradacijoje (Jimenez ir kt.,
2008). Tai nicAB — nikotinato dehidrogenaze, nicC — 6-hidroksinikotinato 3-
monooksigenaze, nicX - 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazé, nicD — N-
formilmaleamato deformilazé, nicF — maleamato deaminazé ir nicE — maleino
rugsties izomeraze bei reguliaciniai NicR ir TetR tipo genai (Jimenez ir kt.,

2008). Jimenez ir bendraautoriai pateiké 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazés
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struktiros modeli. Sios struktiros N-gale (1-123 ir 177-191 ar.) esantys
regionai yra atpaZzistami kaip Rossmann‘o klosté¢ su centriniais SeSiais f-
lakstais (B2-B1-B3-B4-B9-B8), apsuptais a-spiralémis (al, a2, a3, a4, oS, ab) is
abiejy galy. C-galinis domenas yra organizuotas i du antiparalelinius -lakStus
(B21-B20-B19-B5-p6-p11-p14-p15 ir P7-p10-p16-p17-18-B12-B13), kurie
formuoja pseudo B-stating, uzdengta a7 ir a8 spiralémis (1.13 pav.) (Jimenez ir
kt., 2008). Sumodeliuotoje struktiiroje autoriai i$skyré H265, H318 ir D320
amino rugstis kaip katalitines. Tokiu biidu C-galinis domenas yra katalitinis, o
N-galinis yra atsakingas uZz dimerizacija. Deja, néra aiSku ar polimerizacijoje

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

1.13 pav. Modeliniai (A) nicX ir (B) nicD ir (C) nustatytos nicF kristalinés
strukttiros vaizdai.

Atlikdami N-formilmaleamo rtgsties deformilazés tiksling konservatyviy
amino riig§¢iy mutagenezeg, Jimenez ir bendraautoriai nustaté katalizing triada,
kurios amino riigs§¢iy pasikeitimas alaninu lemia visiSka katalizinio aktyvumo
praradima. Siai katalizinei triadai priklauso S101, D125 ir H245. Katalizei taip
pat yra svarbios D224 ir E221 amino riigstys, kuriy pakeitimas alaninu lemia
70% aktyvumo praradima, lyginant su natyviu baltymu. Deformilazés amino
rugsciy sekoje yra randamas o/p hidrolazéms buidingas nukleofiliniy (98-G-H-
S-M-G-104) amino riig§¢iy motyvas, ji yra unikali a/f hidrolazeé, pasiZyminti
deformilaziniu aktyvumu. Dél didelio maleamo riigSties deaminazés (nicF)
konservatyvumo Jimenez ir bendraautoriai kataliziniai triadai priskyré D31,
K121 ir C154. nicE geno produkto (izomerazés) amino riig§¢iy palyginimas
leido iSskirti du konservatyvius cisteinus (C104 ir C222), kurie tiesiogiai

dalyvauja katalizéje (Jimenez ir kt., 2008).
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Nikotino rugsties degradacijos genu (nic) sankaupos palyginimas su
analogiskomis sankaupomis, esanc¢iomis skirtingose bakteriju grupése, leidzia
iSskirti geny ketverta — nicE, nicD, nicX ir nicF, kurie praktiSkai visuomet biina
apsupti i§ vienos puseés nicC ir i$ kitos pusés — nicA ir nicB (1.14 pav.). Geny
ketverto eiliSkumas yra beveik identiSkas visose bakterijose (Jimenez ir kt.,

2008).
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1.14 pav. Pseudomonas putida KT2440 kamieno nic geny sankaupos genetinés
organizacijos palyginimas su panaSiomia sankaupomis skirtingose bakterijose.
Pagal Jimenez ir kt. (2008).

Véliau, Salia reguliacinio nicR buvo rastas nicS reguliacinis genas. NicS ir
NicR transkripcijos represoriai veikia kartu ir sudaro reguliacini Zieda,
kontroliuojanti ,,auks¢iau* (t.y. nikotinato dehidrogenazés) ir ,,Zemiau® (t.y.
visy kity degradacijos fermenty) esan¢iy nikotinato degradacijoje
dalyvaujanc¢iy genuy ekspresija. Tai leidZia visiSkai neiSeikvoti nikotinato,
lastelei augant minimalioje mitybin¢je terpéje (Jimenez ir kt., 2011).

Decker ir Bleeg yra pastebéje, kad Arthrobacter oxydans bakterijose,
genai susij¢ su nikotino riigSties biodegradacija yra indukuojami (Decker ir kt.,
1965). Atitinkamy fermenty sintez€ yra represuojama terpéje esant ir
gliukozes, ir amoniako, bet ne tik vieno i§ ju. Indukuojamu hidroksilaziy
aktyvumai néra aptinkami iki pirmos indukcijos valandos. Kadangi lag
periodas indukuojant nikotino rtigStimi yra kiek ilgesnis nei indukuojant 6-
hidroksinikotino riig§timi, manoma kad tikrasis induktorius yra pastarosis
junginys. Induktoriais gali biiti 2- ir 6-hidroksinikotino, 2-aminonikotino, 5- ir

6-fluoronikotino, nikotino riigstys ir nikotinamidas (Hirschberg ir kt., 1972).
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Genai susij¢ su nikotino ir nikotino riigSties degradacija gali buti iSsidéstg
ne tik chromosomoje, bet ir plazmidéje. Pseudomonas convexa 1 kamiene
(Pcl) surasta didelé NIC plazmidé (Thacker ir kt., 1978). Si plazmidé koduoja
su nikotino ir nikotino rugsties metabolizmu susijusius genus. Abiejy junginiy
degradacija vyksta susidarant tam paciam metabolitui — 2,5-dihidroksipiridinui.
Bakterijos, netekusios NIC plazmidés, negali isisavinti nei nikotino, nei
nikotino riigSties kaip vienintelio anglies Saltinio. P. putida bakterijose, su
nikotinato metabolizmu susij¢ genai yra iSsidést¢ chromosomoje ir susieti su
kitomis  katabolinémis funkcijomis, tokiomis kaip benzoato, p-
hidroksibenzoato, Sikimato, kvinato, mandelato, fenilacetato, histidino, tirozino
ir fenilalanino degradacija. Tokia skirtinga su nikotino rigsties degradacija
susijusiy geny lokalizacija gali biti paaiSkinta skirtinga P. putida ir P. convexa
evoliucija. (Thacker ir kt., 1978). pNIC plazmidé gali buti perneSama
konjugacijos budu. Idomu tai, kad kai PpGl NIC+ egzokonjugantas yra
donoras, o PpGl yra recipientas, kartu su nikotinato degradacijos genais yra
perneSami genai i§ chromosomos. Visais kitais plazmidés pernasos i§ vieno
kamieno 1 kita atvejais, jokia chromosominiy geny pernasa nevyksta. Tai leido
padaryti iSvada, kad NIC plazmidés konjugacinés pernasos i§ P. convexa (Pcl)
1 P. putida (PpG1) metu, §i skyla i nepriklausoma ,,vaisingumo* faktoriy T ir
neperduodama NIC struktiigos geny plazmidg (Thacker ir kt., 1979).

Kaip yra valdomi su nikotinu ir nikotino riigstimi susij¢ genai néra tiksliai
Zinoma, bet nikotino rigsties biodegradacijos tyrimai Aspergillus nidulans
grybuose leido iSskirti nikotinatu indukuojamus 5 asr. Nikotinato hidroksilazés
ORF hxnsS, turi 2Cys2His cinko pirSty transkripcijos faktoriy. ~xnP ORF yra
labai panasus 1 tipiSka nikotino transporto gena i§ S. cerevisiae. Abu Sie genai
yra kontroliuojami hxnR (Fernandez-Martin ir kt., 1999).

Rhizobium meliloti RCR2011 kamiene, genai atsakingi uZz trigonelino (V-
metilnikotinato) metabolizma yra susij¢ su nif-nod genais simbiotinéje pSym
megaplazmidé¢je ir yra iSsidést¢ frc lokuse. Tyrimai parode, kad frc genai yra
organizuoti 1 maziausiai keturis transkripcijos vienetus, ir trys i§ juy yra

indukuojami trigonelinu. Nei vienas i§ pagrindiniy ar simbiotiniy reguliatoriniy
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geny — ntrA, dctB/D, ir nodD néra susijgs su trigonelino katabolizmu. trc genai
yra indukuojami visose simbiozés stadijose (Boivin ir kt., 1990).

Visiskai kitoks nikotino rugsties transformacijos kelias biidingas
Azorhizobium caulinodans ir Clostridium sp. (Eubacterium barkeri) genties
bakterijoms, kurios 6-hidroksinikotino rtig§ti ne oksiduoja, o redukuoja iki 4,5-
dihidro- ar 1,4,5,6-tetrahidro-6-oksonikotino riigs¢iy. IS Clostridium sp.
bakterijuy dalinai iSgrynintos reduktazés veikimui yra reikalingi redukuotas
feredoksinas arba redukuotas metilo viologeno daZas, kaip elektrony donoras.
Fermentas greitai inaktyvuojamas deguonimi, be to, yra jautrus gelezi
chelatuojantiems reagentams (Holcenberg ir kt., 1969). Tolimesnis 4,5-dihidro-
ar 1,4,5,6-tetrahidro-6-oksonikotino riig§¢iy metabolizmas vyksta per bendra
abiems bakterijy gentims, tarpinj metabolita — 2-formilglutaro riigiti. Sios
rugsties metabolizmas Azarhizobium ir Clostridium bakterijose yra skirtingas.
Clostridium sp. bakterijose 2-formilglutaro riigSties skaidymas vyksta
susidarant nesoc¢ioms riigS§tims, o galutiniai ptoduktai yra piruvo ir propiono
rugstys (1.15 pav.) (Kaiser ir kt., 1996). Esant terp¢je dideliam piruvo rugsties
kiekiui, susidaro o-metilenglutaro riigStis. Tyrimai su alifatinémis ragStimis
parode, kad piruvo ir pieno riigstys néra butini propioninés riigsties tarpininkai
(Tsai ir kt. 1966). Azorhizobium caulinodarans bakterijose, 2-formilglutaro
rugsties metabolizmas pereina i glutaro rigsties kelia. Transeterifikacijos metu
susidaro glutaril-KoA. Si per keturias stadijas, susidarant krotonil-KoA, B-
hidroksibutiril-KoA ir acetoacetil-KoA, suskaldoma iki dviejy acetil-KoA
molekuliy (Kitts ir kt., 1992). Kitts ir bendraautoriai mané, kad ciklas skyla
tarp N1 ir nesotaus C2 atomo susidarant 2-formilglutaril-5-amidui, taciau
2008-ais metais Kreb ir bendraautoriai paskelbé duomenis parodydami, kad

skyla amidinis rySys tarp N1 ir okso C6 atomo (1.16 pav.) (Ziuréti toliau).
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1.15 pav. Nikotino rugsties transformacija Clostridium sp. ir Azorhizobium
caulinodans lastelése. 1 — nikotino riigstis, 2 — 6-hidroksinikotino riigstis, 3 —
1,4,5,6-tetrahidro-6-oksonikotino riigstis, 4 — 2-(enamino)-gliutaro riigstis, 5 —
2-formilglutaro rugstis, 6 — 2-formilglutaril-5-amidas, 7 — a-metilenglutaro
rugstis, 8 — metilitakono riigstis, 9 — dimetilmaleino riigstis, 10 — 2,3-dimetil-2-
hidroksi gintaro rugstis, 11 — piruvo ruigstis, 12 — propiono rugstis, 13 — glutaro
rugsties pusiau aldehidas, 14 — glutaro rigstis, 15 — glutaril-KoA, 16 — acetil-

KoA.

A

A. caulinodans ORS571 kamienas nikotino riigsti gali naudoti kaip
anabolinj substrata NAD™ sintezei ir kaip katabolini substrata — anglies ir azoto
Saltini. Fermentiniai tyrimai parodé, kad kataboliniy fermenty kiekiai buvo
didesni lastelése augintose su nikotinatu kaip azoto Saltiniu, nei lastelése
augintose su papildomu amonio jony kiekiu. IS lasteliy iSskirta nikotinato 6-
hidroksilazé pasirodé¢ esanti su membrana asocijuota ir jos katalizuojamos
reakcijos elektrony 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 pridéjus
nikotinato ir fericianido buvo fermenti§kai redukuojami ne tik NAD" ir
NADP’, bet ir metileno mélis. Vektoriu jterpimo biidu buvo gauti mutantai,

negalintys katabolizuoti nikotino rigSties, tac¢iau augimui vis dar reikéjo
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mikrokiekiy nikotino riigSties. Tokiu biidu buvo gautas A. caulinodarans
NAD" auksotrofas. (Kitts ir kt., 1989).

Nikotinato 6-hidroksilaze i§ Clostridium (Eubacterium) barkeri bakteriju
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 i§ $iy elementy, aktyvumas néra stebimas. Fermentas iskrinta 1
nuosédas esant 45-62 % amonio sulfato kiekiui. Sios hidroksilazés pH
optimumas priklauso nuo buferinés sistemos ir kinta pH 7,5-9,0 intervale.
Fermentas yra specifiSkas savo substratams: i§ daugelio iSbandyty substrato
analogy, fermentiniu aktyvumu (30% nuo nikotino rugsties aktyvumo)
pasizymejo tik pirazino 2-karboksiliné riigstis. Nustatytos Ky, reikSmes yra 110
uM nikotinatui, 830 uM pirazino-2-karboksilinei riig§¢iai ir 28 uM NADP".
Tiriant fermento stabiluma buvo pastebéta, kad geriausiai ji stabilizuoja
glicerolis ir didelis kiekis KCl (0,4 M). Optimaliausia saugojimui buferio pH
reikSmeé yra apie 8,2 (Gladyshev ir kt., 1996). Fermentas turi dvi dideles
sugerties smailes ties 275 ir 465 nm ir tris maZesnes ties 360, 430 ir 550 nm.
Tai leido itarti, kad fermento sudétyje yra papildomuy kofaktoriy. Tyrimai
parod¢ 6 sieros, 11 geleZies jonuy ir 1,5 FAD molekuliy buvima kiekvienai
fermento molekulei. ISgryninto fermento molekuliné masé buvo iSskaiciuota i§
sedimentacijos koeficiento, baltymo koncentracijos ir difuzijos konstantos,
tokiu biidu buvo gauta apie 300 kDa molekuliné masé. (Holcenberg ir kt.,
1969). Vélesniais tyrimais molekuliné masé¢ buvo nustatyta gel-filtracijos
metodu — nuo 400 iki 120 kDa, bet didZiausias baltymy kiekis eliuavosi kaip
160 kDa dydZio baltymas. Si baltymo masé vis keitési kiekviename gryninimo
etame, dél svarbaus seleninio baltyminio komplekso praradimo.
Denatiiruojan¢iomis salygomis poliakrilamidiniame gelyje fermentas migruoja
kaip keturi: 50, 37, 33 ir 23 kDa polipeptidai. Nustatyti kiti Sio fermento
kofaktoriai ir ju kiekiai: nenustatytos formos selenas, molibdopterinas, Fe-S
centras ir FAD. Ju 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). Si hidroksilazé néra pana$i { Zinomas
hidroksilazes, i§skyrus panaSias subvienety mases, be to subvienety N-galinés
sekos neturi homology su Zinomais molibdeng turin¢iais fermentais, todél yra
sunku pasakyti, kuris subvienetas yra atsakingas uZ seleno koordinavima su
molibdeno kofaktoriumi. Dél fermento geb¢jimo hidroksilinti nikotinato
analogus, turinCius teigiama kriivi aromatiniame Ziede manoma, kad ji turi
neigiamai ikrauta susiriSimo su nikotinatu ir jo analogais vieta. Nikotinato 6-
hidroksilazé yra efektyviai redukuojama NADPH, taiau néra aiSku, kodél
nikotinatas néra efektyvus reduktorius. Vienas i§ galimy paaiSkinimy yra tas,
kad nikotino rugsties oksidacija yra dviejy elektrony procesas, todél
molibdeno, esancio fermente, oksidacijos laipsnis grei¢iau yra +6 nei +5. Kita
nejprasta hidroksilazés savybé yra susijusi su ypa¢ maza fermento inaktivacija
cianidu. Tai bandoma paaiskinti tuo, kad molibdenas néra koordinuotas su
galine sulfo grupe, taip kaip kitose Zinomose molibdeng turinciose
hidroksilazése (Gladyshev ir kt., 1996).

Wagener ir bendraautoriai detaliau iStyré §i fermenta. Rentgeno spinduliy
difrakcijos metodu nustaté nikotinato dehidrogenazés i§ Eubacterium barkeri
kristaling struktiira. Be to, analizuodami fermento aktyvy centra daugybiniy
bangy anomalios dispersijos metodu nustaté, kad selenas yra kovalentiskai
prijungtas prie molibdeno, ir uZima bei atlieka ta pacia funkcijq kaip ir sulfido
ligandas kitose molibdeninése hidroksilazése. Pagal pritaikytus modelinius
skai¢iavimus paaisSkéjo, kad selenas akseleruoja kritinio hidrido pernasa nuo
substrato seleno ligandui. Pagal S$io modelio skaifiavimus, reakcijos
koordinatése, tarpiniy produkty, susidarant seleno hidridui, energija yra
maZesne, nei analogiSkuy sulfido hidridy. Tokiu biidu iStyrus nikotinato
hidroksilazés MoO(OH)Se aktyvy centra, buvo parodyta nauja seleno
skaidymo ir reaktyvumo funkcija (Wagener ir kt., 2009)

Genetiskai identifikuoti nikotinato dehidrogenazés 1§ Eubacterium

barkeri sankaupa pavyko tik 2006 (Alhapel ir kt., 2006). Dehidrogenazé yra
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koduojama ndhF (FAD subvienetas), ndhS (2 x (2Fe-2S) subvienetas) ir ndhM
ir ndhL (molibdopterininiy) subvienety. ndhL ir ndhM genai persidengia 17-bp
ir formuoja du atskirus transkripcijos vienetus, atskiruose skaitymo rémeliuose.
ndhM formuoja Shine-Dalgarmo seka. ndhL geno terminalinis kodonas yra
alternatyvus TAA.

Kaip minéta anksciau, FEubacterium barkeri 6-hidroksinikotinatas
redukuojamas 1 1,4,5,6-tetrahidro-6-oksonikotinata. §iq reakcija katalizuojanti
reduktazeé savo sudétyje turi kovalentiSkai pririSta flavinini kofaktoriy, viena
[2Fe-2ST1*"'"* ir du [4Fe-4S1**"'* centrus (Alhapel ir kt., 2006). Sekan¢iame
nikotinato skaidymo etape dalyvauja enamidaze, katalizuojanti dvi skirtingas
reakcijas: pirma — atidaro Zieda, susidarant 2-(enamino)-glutaratui, ir antra —
toliau hidrolizuoja iki S-2-formilgliutarato (1.16 pav.). Tai 386 amino ragsc¢iy
polipeptidas formuojantis 222-simetrijos tetramera. Kiekvienas enamidazés
monomeras susideda i§ B-klos¢iu domeno ir (o/B)8-TIM-statinés domeno
(aktyvaus centro). Sio fermento aktyvus centras talpina savyje abu: cinko ir
gelezies jonus (KreB ir kt., 2008). Iki tol buvo manoma kad heterocikla
suskaldo oksigenaz¢ atakuojanti N1-C2 rysi.
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1.16 pav. Enamidazés i8S Eubacterium barkeri vaidmuo nikotinato
metabolizme. 1 — 1,4,5,6-tetrahidro-6-oksonikotinatas; 2 - 2-(enamino)-
gliutaratas; 3 — (5)-2-(formimino)-gliutaratas; 4 — (§)-2-(karbinolamino)-
gliutaratas; 5 — (S)-2-formilgliutaratas.

IeSkant bakterijy, galin¢iy hidroksilinti nikotino riigSt kitoje padétyje nei
6-0je, buvo parinkta auginimo terpé su 6-metilnikotino riig§timi. Tokiu biidu
buvo surastas Rastonia (Burkholderia) DSM 6920 kamienas, hidroksilinantis
nikotino ir 6-metilnikotino rugstis 2-oje pozicijoje, taciau Siy metabolity toliau
neskaid¢ (Tinschert ir kt., 1997). Tiriant detaliau Siy bakterijy substratini

specifiSkuma paaiSkéjo, kad DSM 6920 kamienas visiSkai metabolizuoja
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piridin-2,5-dikarboksiling (izocinchomeroning) riigs§ti. Galima manyti, kad
izocinchomeroniné¢ rligS§tis yra metabolizuojama taip pat kaip ir
Hydrogenophaga sp. IMAO1 kamienas, hidroksilindamas ortho-pozicijoje,
susidarant 6-hidroksiizocinchomeroninei riig§¢iai (Uchida ir kt., 2003). IS to
galima daryti prielaida, kad DSM 6920 kamieno atveju nikotino rigsties
analogus 2-oje pozicijoje  hidroksilina izocinchomeroninés rigsties
dehidrogenaze. Taliau, kaip paaiSkéjo veélesniy tyrimy metu, DSM 6920
kamieno lasteles 70-90% efektyvumu galéjo hidroksilinti nikotino, 6-
metilnikotino, 6-chloro- ir 5,6-dichloronikotino raigstis; ir apie 50%
efektyvumu — 5S-metil- ir 5-chloropirazin-2-karboksiling riigStis. Ankstesng
prielaida paneigia tai, kad intaktinés lastelés negaléjo hidroksilinti 3-
karboksipiridono turinc¢io hidroksilo ar karboksilo grupes prie C5 ir C6 atomuy,
taip pat 2-karboksipiridino ir 2-karboksipirazino turin¢iy hidroksilo ar
karboksilo grupes ties C5 atomu (Tinschert ir kt., 2000). Toks platus 6-
metilnikotinato-2-oksidoreduktazés substratinis specifiSkumas ir tai, kad
susidar¢ metabolitai néra toliau transformuojami, DSM 6920 kamiena daro
labai perspektyviu junginiy gamybai. Sio kamieno hidroksilazé, katalizuojanti
nikotinato hidroksilinima prie C2 atomo, nesunkiai gal¢jo hidroksilinti ir
nikotino riigsti, tod¢l buvo priskirta nikotinato dehidrogenaziy Seimai (NDH).
Sis fermentas sudarytas i$ triju 75, 30 ir 16 kDa polipeptidy; natyvaus fermento
molekuliné masé¢ yra apie 280 kDa. Holofermentas turi molibdena, gelezi,
nestabilia riigS§ting siera 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?. Sie duomenys rodo, kad fermentas
subvienety sudétimi, polipeptidy ilgiy ir kofaktoriy sudétimi yra panaSus 1 kitas
nikotinato dehidrogenazes, ypa¢ 1 nikotinato dehidrogenaz¢ i§ Comamonas
testosteroni JA1 kamieno, sudaryta i§ 82, 46 ir 21 kDa subvienety (Yang ir kt.,
2009/2010). Tyrimais buvo parodyta, kad grybiniam Aspergillus oryzae
112822 kamienui skaidant nikoting, i§ N-metilnikotinamido susidaro 2-

hidroksi-N-metilnikotinamidas. Taciau néra jokiy duomeny apie eukariotini
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fermenta, atliekanti S§ia reakcija (Meng ir kt., 2010). ISgrynintos
dehidrogenazés i§ Rastonia (Burkholderia) DSM 6920 kamieno aktyvumas
pagal NBT yra 22,6 U/mg, o Ky reikSmé nikotino riig8¢iai yra 154 puM.
Piridino-3,5-dikarbosiliné ir chinolino-3-karboksiline¢ riigStys katalizuojami,
taiau visiSkai skirtinguose pH optimuose. Keletas dirbtiniy elektrony
akceptoriy buvo redukuojami NDH, tafiau nebuvo jokio aktyvumo su
NAD(P)" ar O,. NDH yra labai jautri cianidui, bet visiSkai nejautri arsenitui
(Schrader ir kt., 2002).

Déka to, kad gyvos lastelés daZznai yra maZiau jautrios aplinkos salygoms
lyginant su fermentais, be to jy veikimui néra biitini daZnai labai brangis
elektrony akceptoriai, gyvosios lastelés gali biiti panaudotos junginiy
biosintezéje ar kaip jutikliai. Vienas tokiy pavyzdZiy yra imobilizuotos
Pseudomonas fluorescens TNS lastelés, panaudotos nikotino rigsties
detekcijai. Toks ,,gyvas® jutiklis dirbo placiose pH (nuo 4 iki 10) ribose,
koncentracijai esant nuo SuM iki 6mM (Takayama ir kt., 1996).

Nikotinato skaidymo metabolitas — 6-hidroksinikotinatas yra vertinga
medZiaga. Jau nuo praeito Simtmecio 9-o deSimtmecio yra uZregistruoti
patentai kaip nikotinato dehidrogenazés ir bakterijy pagalba galima gaminti §i
jungini. Dideli panaudojimo potenciala turi Commamonas testosteroni JA1
kamienas, skaidantis nikotino riigSti, ja hidroksilindamas 6-oje pozicijoje.
Pasirodé, kad S§is kamienas beveik 100% iSeiga gali hidroksilinti ir 3-
cianopiriding (Yuan ir kt., 2005). Agrobacterium DSM 6336, skaidantis 3-
cianopiriding susidarant nikotinatui ir véliau 6-hidroksinikotinui taip pat
pasirodé esas vertingas biotransformaciniu atzvilgiu. Bakterijos be vargo
oksidavo 2-cianopirazing susidarant pirazinoinei rigsciai, ir véliau §i jungini
hidroksilino susidarant 5-hidroksipirazinoinei riig§¢iai. Sis junginys toliau néra
metabolizuojamas (Wieser ir kt., 1997).

Jei Rastonia (Burkholderia) DSM 6920 kamienas gal¢jo hidroksilinti 6-
metilnikotinata 2-oje pozicijoje, kodél evoliucijos eigoje negaléjo atsirasti
bakteriju galin¢iy hidroksilinti $ia medZiaga 5-oje pozicijoje? Tokio junginio

oksidacija yra galima 2-metil-3-hidroksipiridino 5-karboksilinés rtgsties
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oksigenaze. Pseudomonas MAI1 ir Mesorhizobium loti skaido vitamina B6
susidarant 5-hidroksi-6-metilnikotino riig§€iai. Veliau veikiant flavininei
oksigenazei aromatinis piridino Ziedas yra atidaromas. Sis fermentas gali
katalizuoti ir 5-hidroksinikotinato oksidacija (Chaiyen, 2010). Tod¢l galima
manyti, kad gamtoje gali baiti toks organizmas, kuris skaido
nikotinata,susidarant 5-hidroksinikotinatui. Pastarasis junginys arba toliau
oksiduojamas, susidarant dihidroksinikotinatui, arba oksiduojamas, atidarant

aromatinj Zieda.

1.5.DIKARBOKSILINTU PIRIDINU TRANSFORMACIJA

DaZniausiai gamtoje sutinkamos chinolino (nikotino riig§ties pimtakas) ir
dipikolino riigStys. Pastaraja dideliais kiekiais (>10% nuo sausos maseés)
kaupia Bacillus ir Clostridium bakterijy sporos. Dipikolino rugstis yra
sintetinama 1§ aspartato. Aspartatas yra verCiamas pusiaualdehidu, kuris
reaguoja su piruvo rugStimi. Reakcija katalizuoja dihidrodipikolino riigsties
sintetazé, kurios poveikyje netenkamos 2 molekulés vandens ir susidaro
dihidrodipikolino riigStis (Forman ir kt., 1972). Dar 1961 Doi ir Halvorson
iSaiSkino, kad dihidrodipikolino riigSties oksidacijos iki dipikolino rtugsties
metu, elektrony grandinéje yra reikalingi flavinas ir NAD (Doi ir kt., 1961).
Dipikolino  rugStis  sintetinama  sporuliuojanc¢ios  motininés Iastelés
kompartmente, bet kaupiasi tik besivystancioje prieSspor¢je. DidZioji
dipikolino riigSties dalis yra sporos Serdyje, kur §i suriSa dvivalencius kationus:
daugiausia Ca™ ir Mg*", Siek tieck Mn®" ir kitus. Pirmosiomis sporos dygimo
minutémis dipikolino riigstis su suriSti dvivalenc¢iais kationais yra iSskiriama {
aplinka (Paidhungat ir kt., 2000).

Bakteriné¢ dipikolinato degradacija gali biiti tiek aerobing, tiek anaerobiné.
Anerobingje dipikolino rugsties degradacijoje dalyvauja Gram-neigiamos,
nesporuliuojan¢ios  bakterijos.  Galutiniais skaidymo produktais yra
identifikuoti acetatas, propionatas, NH; ir CO,. Galutinai suskaidyti ir

isisavinti metabolitus padeda kartu augancios kitos Gram-neigiamos bakterijos,
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kurios oksiduoja acetata iki CO,, furarato, malato ar elementinés sieros.
Manoma, kad anaerobiné degradacija yra atvirkStiné sintezei, t.y. pirmoje
stadijoje vyksta redukcija iki dihidrodipikolino rugsties. Tuomet yra
prijungiama vandens molekulé, susidarant 1,2,3,3-tetrahidro-6-
hidroksidipikolinatui, kuris skyla 1 2-amino-6-okso-heksa-4-enedioing ragsti, o
vandenyje S§i rugStis hidrolizuojasi | piruvata ir aspartato pusiaualdehida
(Seyfried ir kt., 1990).

Achromobacter sp. 1-2 kamieno vykdomos aerobinés dipikolinato
degradacijos  metabolitais buvo identifikuoti  fluorescuojantis  3-
hidroksidipikolinatas ir a-ketogliutaratas (Kobayashi ir kt., 1962).

Ftalio ruigsti skaidancios bakterijos, iSskirtos i§ juros dumblo, pasirodé
galin¢ios metabolizuoti piridindikarboksilines rugstis. Kaip Achromobacter ir
ivairios ftalata skaidancios bakterijos, Bacillus brevis gal¢jo vieninteliu anglies
ir energijos Saltiniu panaudoti dipikolino rugsti. B. brevis CCOM kamienas
oksiduoja dipikolino riigsti, susidarant 2,3-dihidroksipikolino riig§c¢iai. Esant
Sviesai, 2,3-dihidroksipiridinas labai greitai fotolizuojasi 1 SeSis produktus,
kuriy tik du nebuvo fotolitiskai ir/ar mikrobiologiskai atakuojami (Amador ir
kt., 1990).

Chinolino riigStis gyvuosiuose organizmuose yra sintetinama skirtingais
keliais prokariotuose ir eukariotuose. Prokariotuose aspartaminiu keliu,
eukariotuose (augaluose i§ chorizmato, gyviinuose i§ triptofano) kinureininiu
keliu (Kumatov ir kt., 2003; Katon ir kt., 2004). IS chinolino riugsties yra
sintetinama nikotino riigstis (NAD pirmtakas). Chinolino riigsties kaip anglies
ir energijos Saltinio skaidymas tirtas mazai. Zinoma, kad Alcaligenes sp. UK21
kamienas, skaido chinolino riigsti susidarant 6-hidroksichinolino rtgsciai.
Pastaroji yra dekarboksilinama, susidarant 6-hidroksipikolino rigi¢iai. Sios
bakterijos gal¢jo hidroksilinti ir pirazin-2,3-dikarboksiling riigstj ir pirazin-2,3-
dikarbonitrila, bet toliau $iy junginiy neskaidé. Kai UK21 kamienas buvo
auginamas terpé€je be molibdeno jonuy chinolinato dehidrogenazés kiekis buvo
Zymiai mazesnis, nei esant molibdeno jonams. AnalogiSki duomenys yra gauti

tiriant nikotinato dehidrogenazés biosinteze. Sie duomenys leidZia manyti, kad
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chinolinato  dehidrogenaz¢ yra molibdo hidroksilazé.  Chinolinato
dehidrogenazé yra sudaryta i§ 3 subvienety, kurie SDS-poliakrilamidiniame
gelyje migruoja kaip 78,4, 31,1 ir 16,6 kDa dydZio baltymai. IS 3 subvienety ir
panasios molekulinés maseés polipeptidy yra sudaryta nikotinato dehidrogenazé
i§ Comanomas testosteroni JA1 kamieno, kuri priskiriama aldehido oksidazés /
ksantino dehidrogenazei (Jang ir kt., 2009). Chinolinato dehidrogenzés
elektrony akceptoriais gal¢jo buti PMS, metileno melis, DCPIP, NBT ir
neutralusis raudonis. Fermenta visiSkai inhibavo 1 mM HgCl,, AgNO;, CuSO,
ir p-chlormerkuribenzoato. Kalio cianidas, jodacetatas, merkaptoetanolis ir
DDT taip pat inhibavo fermenta. 6-Hidroksichinolinato dehidrogenzeé SDS-
poliakrilamidiniame gelyje migruoja kaip 35,6 kDa dydZio baltymas. Natyvaus
fermento molekuliné masé nustatytagel-filtraciniu metodu buvo 221 kDa.
Fermentas 2% aktyvumu (palyginus su 6-hidroksidichinolinatu) galéjo
dekarboksilinti 4-hidroksiftalio rtigsti. Fermentas buvo silpnai inhibuojamas
ImM HgCl,, AgNO;, CuSOy, ir N-etilmaleimidu, o chelatuojanc¢ios medZiagos
iSvis netur¢jo itakos fermento aktyvumui. Nustyta 25 amino riig§¢iy N-galiné
seka parode, kad S§i dekarboksilazé yra panaSi 1 4,5-dihidroksiftalato
dekarboksilazes (Uchida ir kt., 2003b).

Uchida ir bendraautoriai i§skyré Rhizobium sp. LA17 ir Hydrogenophaga
sp. IMAO1 kamienus, skaidancius lutidino ir izocinchomeronines riigstis.
Visais (chinolino, lutidino ir izocinchomeroninés riig8¢iy) atvejais skaidymas
prasideda nuo C6 atomo hidroksilinimo (Uchida ir kt., 2003a). Kadangi

bioprodukcijai, duomeny apie kitus degradacijos metabolitus néra.

1.6. PIRIDOKSINO TRANSFORMACIJA

Piridoksino metabolizmas yra placiai paplites gamtoje, nes tai yra
vitaminas B6. Sis junginys yra jdomus savo struktiira, nes turi dvi grupes —
hidroksilo ir metilo, tiesiogiai nedalyvaujancias oksidacijoje, bet atliekancias

svarby vaidmenj aromatinio Ziedio itemptyje, ir hidroksimetilo ir/ar aldehido
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grupes, kurios yra oksiduojamos iki karboksilinés rtugsties liekanos. Tokiu
budu i piridoksino metabolitus galima Zvelgti kaip 1 6-metil-5-hidroksinikotino
rugsti.

ApzZvelgiant piridoksino degradacija bakterijose, Sis junginys gali biti
skaidomas skirtingai. Yra duomeny, kad net ir tos pacios genties bakterijos,
pav. Pseudomonas gali skirtingai oksiduoti piridoksina. PavyzdZiui,
Pseudomonas 1A kamienas oksiduoja susidarant izopiridoksaliui ir 5-piridokso
rugsciai, kuri oksigenazés poveikyje verCiama pirikonine riigStimi (o-
hidroksimetil-a9-(N-acetilaminometil)-gintaro rugstimi). Tuo tarpu
Pseudomonas MA-1 kamienas oksiduoja analogiSkomis reakcijomis, bet
susidarant skirtingiems metabolimas: piridoksaliui, 4-piridokso rigsciai, 2-
metil-3-hidroksi-5-formilpiridin-4-karboksilinei rigsciai, 2-metil-3-
hidroksipiridin-4,5-dikarboksilinei ~ rtgs¢iai,  2-metil-3-hidroksipiridin-5-
karboksilinei riigs¢iai ir tik tuomet oksigenazés poveikyje atidaromas piridino

Ziedas, susidarant o-(N-acetilaminometilen)-gintaro rig$c¢iai(1.17 pav.) (Kaiser

ir kt., 1996).
A Kelias
COOH
\\ OOH Hooc”AiH/
OH MHPCO
o ____) —> N >
B kelias
COOH
HO y COOH HoOC
| o —» _SPAO
H.C HN

3

1.17 pav. Piridoksino metabolizmas: Pseudomonas MA1 ir Mesorhizobium loti
(A kelias) ir Pseudomonas 1A ir Arthrobacter Cr-7. (B kelias).

Abu  fermentai, 2-metil-3-hidroksipirdin-5-karboksilinés  rtgsties
oksigenazé¢ (MHPCO) ir S-piridoksinés riigSties oksigenaze (5-PAO)
katalizuoja piridino Ziedo atidarymo reakcija. Sie fermentai yra flavininiai, ju
galutiniu elektrony akceptoriumi tarnauja NAD(P)H (Chaiyen, 2010). Nors
MHPCO ir 5-PAO katalizuoja tokias pat reakcijas ir ju substratai yra labai
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panasus, bet fermentai tarpusavyje skiriasi. Net ir MHPCO (ar 5-PAO) tarp
atskiry organizmy yra labai skiriasi subvienety sudétimi ir polipeptidy
molekuliniu dydZiu, o juo labiau lyginant MHPCO ir 5-PAO tarpusavyje
(Nelson ir kt., 1986). Tyrimai su radioaktyviuoju deguonimi parodé, kad abiem
atvejais molekulinis deguonis ivedamas i C2 atomga susidarant acilui. Tyrimai
su 2-metil-3-hidroksipirdin-5-karboksilinés rugsties analogais t.y. 5-
hidroksinikotino ir N-metil-5-hidroksinikotino riig§timis patvirtino, kad Sios
medziagos yra MHPCO i§ Pseudomonas MA-1 kamieno substratai ir Ziedas
yra skeliamas ties C2-C3 atomais ir susidaro alifatinés o-(N-formil-N-metil- ir
o-(N-formil-aminometilen)-gintaro rtgtys, atitinkamai. Deja, néra tirta ar ir
kitos MHPCO gali katalizuoti 5-hidroksinikotino riigsties oksidacija. Tai, kad
egzistuoja fermentai galintys oksiduoti 5-hidroksinikotino riigSti leidZia daryti
prielaida, kad gali egzistuoti organizmai skaidantys 5-hidroksinikotino rtigstj ar
net vienu i§ metabolity yra 5-hidroksinikotino riagstis.

Palyginus MHPCO ir analogiSky fermenty amino rigs¢iy sekas, buvo
surastos amino ragStys biudingos palyginamiesiems fermentams ir/ar
flavininéms hidroksilazéms. Taciau atlikus MHPCO i§ Pseudomonas MA-1
kamieno rentgeno struktiiring analiz¢ buvo iSskirtos trys amino ragstys
(Tyr223, Tyr82, ir Argl81) kaip katalitinés (Chaiyen, 2010). Sie duomenys
koreliuoja su McCulloch atliktais modeliniais skai¢iavimais, analizuojant
MHPCO i§ Mesorhizobium loti MAFF303099 kamieno, kristaly rentgeno
struktirinés analizés duomenis Jis Tyr223, Tyr54, Arg211 ir dalinai Asp201
priskiria dalyvaujanc¢ioms substrato suriS§ime. Aktyviam centrui jis priskiria
Tyr54, Tyr82, Tyr223, Phe358, Trp203, Asp 203 ir Arg211, kurios sudaro
hidrofobini kanala. Taip pat iSskirtos amino riugstys dalyvaujancos FAD
suriSime. Kaip svarbia amino riigSti autorius iSskiria konservatyvy Pro295,
kuris yra vir§ FAD izoaloksazino Ziedo C7 ir C8 atomy (McCulloch ir kt.,
2009).
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1.7.N-HETEROCIKLINIU JUNGINIU SKAIDYME DALYVAUJANTYS
FERMENTAI

N-Heterocikliniy junginiy skaidyma galima suskirstyti { du esminius
etapus: 1) heterociklinio Ziedo hidroksilinima ir 2) aromatinio Ziedo skilima.

Dauguma Zinomy hidroksilinan¢iy fermenty, Zinomuy kaip mono- ir
dioksigenazés, naudoja O, molekule kaip deguonies Saltini, ir iveda ji 1
substrata. Sios reakcijos metu yra sunaudojamas redukuojantis NAD(P)H
ekvivalentas (1). N-heterocikliniy junginiy hidroksilinima daZnai katalizuoja
molibdeninés hidroksilazés, kurios deguonies Saltiniu naudoja vandens
molekulg, ir generuoja redukuojanti ekvivalenta (2).

1) RH + O, + NAD(P)H + H" — ROH + NAD(P)" + H,O

2) RH + H,O — ROH + 2¢ + 2H"

N-Heterocikliniuose junginiuose esantis heteroatomas inaktyvuoja Zieda.
Susidarius teigiamam heteroatomo kriiviui, N-heterocikliniai junginiai vangiai
dalyvauja elektrofilinio pakeitimo reakcijose, pakaita kreipiant 1 meta- padéti
N-heteroatomo atzvilgiu. Tac¢iau N-heterocikliniai junginiai lengvai dalyvauja
nukleofilinése reakcijose, pakaita kreipiant 1 ortho-ar para- padéti.

Molibdeninis kofaktorius paprastai turi triciklini piranopterino struktiira,
sudaryta i§ pirimidino, pirazino ir pirano Ziedy. Alternatyvi pterinui yra
bicikliné molibdopterino forma, turinti tik pirimidino ir pirazino Ziedus, bet
taip pat turinti atidaryta pirano Zieda. Mo ir W yra koordinuojami dvieju
ditioleno sieros molekuliy, kurios yra prijungtos prie pirano Ziedo. Prie Ziedo
taip pat prijungta fosfometilo grupé, kuri leidZia kofaktriui biiti atpaZintam
kaip mononukleotidui (Magalon ir kt., 2011).

Pagal molibdeninio kofaktoriaus suri§ima, Siuos fermentus galima
suskirstyti 1 tris grupes. Pirmoji — monookso-monosulfido-tipo molibdeninis
centras (ksantino oksidaz¢ kaip prototipas). Ksantino dehidrogenazg¢ ir nikotino
rugsSties dehidrogenazg iS Clostridium barkeri galima iSskirti 1 atskira
monooksi-monoselenido-tipo subgrupg. Antroji, sulfito oksidazés grupé, turi

diokso-tipo molibdenini centra. Trecioji fermenty grupé turi monookso-tipo
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molibdeninj centra. Si dimetilsulfoksido reduktazés grupé, turi baltymo liganda
molibdeniniame centre, kur aktyvi amino riigStis gali biiti serinas (pvz.,
dimetilsulfoksido reduktazés i§ Rhodobacter sphaeroides atveju), cisteinas ar
selenocisteinas (Fetzner ir kt., 1998; 2000).

Heterocikliniy junginiy skaidyme esminé reakcija yra aromatinio Ziedo
skilimas. Aerobiné benzenoidiniy junginiy degradacija vyksta jvedant dvi
hidroksi grupes ortho- ar para- padétyse, viena kitos atzvilgiu. Po ko seka
ziedo skilimas, susidarant alifatiniams produktams. Gamtoje egzistuoja tiek
»intradiolinés®, tiek ,ekstradiolinés® gentizato 1,2-dioksigenazés, kurios
katalizuoja ortho- ir meta- katecholiniy junginiy skélima, atitinkamai. Yra
gerai charakterizuotos neheminés geleZies dioksigenazés. Déja analogiSkos
heterocikliniy junginiy dioksigenazés néra taip gerai iSanalizuotos.
Heterocikliniy junginiy skélime dalyvaujantys fermentai yra skirtingy tipy. Kai
kuriose bakterijose 1-triptofano 2,3-dioksigenaz¢ yra hema turintis fermentas.
2-Metil-3-hidroksipiridino-5-karboksilinés  riig§ties oksigenazé¢ yra nuo
NAD(P)H-priklausoma, flavininé dioksigenaze. 3,4-Dihidroksipiridino ir 2,5-
dihidroksipiridino dioksigenazés yra ekstradiolinés, kuriy veikimui yra
reikalingi Fe(Il) jonai (Fetzner ir kt., 1998). Tod¢l Siame skyriuje apZvelgsime
kaip deguonis gali atakuoti substrata bei intra- ir ekstradioliniy dioksigenaziy
veikimo mechanizmus.

Nors oksidacijos reakcijos yra egzoterminés, deguonis néra aktyvus be
tinkamo katalizatoriaus. Siuo katalizatoriumi daZnai biina pereinamujy metaly
jonai, kurie turi nesuporuotus elektronus ir trimis biidais gali aktyvuoti
deguoni: 1) persidengiant metaly ir deguonies orbitaléms; 2) metaly jonams
priimant tik viena elektrona, susidarant superoksidui; ir 3) inicijuojant
radikaling reakcija.

Kadangi dioksigenazés katalizuoja dviejy deguonies atomuy ijvedima 1
produkta, pirmiausia susiformuoja vienas C-O rySys su substratu, susidarant
alkil hidroperoksido tarpiniam produktui, iki nutriikstant O-O rySiui. Organinis

hidroperoksidas yra chemiskai reaktyvus, ir palyginus su silpnu O-O rysiu, ir
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gali reaguoti skirtingai: kaip nukleofilas, kaip elektrofilas, O-O skylant per C-C
rysio migracija ar O-O skylant per homolitinj skilima (Bugg, 2003).
Aromatiniy junginiy skilima katalizuojanc¢ios dioksigenazés yra
skirstomos 1 intradiolines ir ekstradiolines. Pavyzdziui, egzistuoja tiek
intradiolinés, tiek ekstradiolinés katecholio dioksigenazés. Intradioliné skelia
C-C rysi tarp fenoliniy hidroksilo grupiy, ekstradioliné¢ — tarp Salia esancios

fenolio hidroksilo grupés (1.18 pav.).
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1.18 pav. Intradiolinés ir ekstradiolinés katecholio dioksigenaziy veikimo
mechanizmai. Pagal Bugg (2003).

Esminis skirtumas tarp intradiolinés ir ekstradiolinés katecholio
dioksigenaziy yra geleZies biivis ir ligandai. Intradiolinése dioksigenazése — tai
Fe(Ill) kofaktorius, du tirozinai ir du histidinai, ekstradiolinése — tai Fe(II)
kofaktorius, du histidinai ir viena gliutamo riigstis. Tiek intradiolinés, tiek
ekstradiolinés dioksigenazes 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.
Ekstradiolinés dioksigenazés papildomai yra skirstomos 1 tris tipus pagal

(aktyvaus centro) amino ragsciy sudéti (1.19 pav.) (Bugg ir kt., 2008).
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1.19 pav. I, II ir III tipy ekstradioliniy dioksigenaziy aktyvaus centro amino
rugsciy, Fe(Il) jono ir substrato iSsidéstymai. Pagal Bugg (2003).

Jimenez ir bendraautoriai 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaz¢ iSskiria kaip
naujo tipo dioksigenazg, evoliucionavusia i§ metaloproteaziy ir neturincia rysio
su kitomis dioksigenazémis (Jimenez ir kt., 2008).

Apibendrinant literatiiros apZvalga galima teigti, kad piridino ir jo
junginiy biodegradacija vis dar nepakankamai iStirta. Néra Zinomi detaliis
biodegradacijos keliai ir metabolitai, neiSskirti ar detaliai neapraSyti
pagrindiniai fermentai, dalyvaujantys Siy junginiy katabolizme, ir juos
koduojantys genai bei reguliacija metabolizme. Todé¢l piridino ir jo junginiy
biodegradacijos tolimesni tyrimai leisty detaliau paZvelgti 1 §i procesq ir jame
dalyvaujancius fermentus ir genus, bei leisty biokatalizés biidu sintetinti
piridininius juginius, kurie turéty didelg paklausa ir panaudojimo sritis.

Atsizvelgiant 1 tai, vienas i§ S§io darbo tiksly buvo surasti
mikroorganizmus, hidroksilinan€ius ir/ar skaidanc¢ius hidroksilintas piridino
rugstis. Buvo ieskoma tokiy mikroorganizmy, kurie skaidyty netradicines
hidroksipiridino rugstis. Kiti Sio darbo tikslai yra detaliau iStirti
karboksipiridiny skaidymo procesa — iStirti fermentus ir degradacijoje

dalyvaujancius genus.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI

2.1. REAGENTAI

3-Hidroksipiridinas, 3-cianopiridinas, pikolino rtgstis, 3-hidroksipikolino
rugstis, 6-hidroksipikolino riigstis, nikotino rigstis, 2-hidroksinikotino riigstis,
6-hidroksinikotino riigstis, pirazinoiné riigstis, dipikolino ragstis,
izocinchomeroniné riigstis, chinolino riigstis — Fluka, Vokietija
3-Hidroksi-2-metilpiridinas, 5-hidroksi-2-metilpiridinas — Aldrich, JAV.
5-Hidroksipikolino, pirimidin-3-karboksiling, piridazin-3-karboksiling,
piridazin-4-karboksiliné rligstys, 5-hidroksi-2-cianopiridinas, 2-cianopirazinas,

2-cianopirazinas — Apollo Scientific Ltd., Didzioji Britanija.

2,5-Dihidroksipiridinas — susintetintas dr. R. Janc¢ienés (VU Biochemijos

institutas) pagal Behrman ir Pitt, 1958.

5-Hidroksi-2-hidroksimetilpiridinas — susintetintas dr. A. Klimaviciaus, R.
Rozengergo ir J. Meskausko (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, Cekija.

Mieliy ekstraktas, NA (nutrient agar), NB (nutrient broth) — Oxoid, DidzZioji

Britanija.

Jautienos ekstraktas (Beef extract) — Serva, Vokietija.
Pradmenys - METABION, Vokietija.

ZYMO Plasmid PREP — Zymo Research Corporation, JAV.

IPTG, X-gal, Restrikcijos endonukleazés, T4 ligazé, Proteinazé K, DNR
iSskyrimo i§ gelio rinkinys, Gene Ruler DNA ladder Mix — molekuliniy masiy

Zymenys, Unstrained Protein Molecular Weight Marker — baltymy molekuliniy
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masiy Zymenys, PCG Master Mix — Fermentas — Thermo Fisher Scientific,
Lietuva.

Aparatiira:

Akta purifier 100 — Amersham Pharmacia — General Electric (Uppsala,
Sweden).

Sorbentai:

HiPrep'™16/10 DEAE FF, HiPrep™, HiPrep"™16/10 ANX FF, HiPrep'"'16/10
Q FF, 16/10 Phenyl FF (high sub), Resource’™ Q, Resource™ PHE,
Superdex ™ 200 10/300 GL — Amersham Pharmacia — General Electric
(Uppsala, Sweden).

ToyoScreen™ AF-Blue-650M, Phenyl-Toyopearl 650 M, SuperQ-Toyopearl
650M, GigaCapQ-Toyopearl 650M — Tosoh Bioscience GmbH (Vokietija)
Baltymy molekuliniy masiy Zymenys gel-chromatografijai — Sigma, JAV

2.2. BAKTERIJU KAMIENAI

Bakteriniai kamienai:

Achromobacter sp. JS18 laboratorinis kamienas.

Sinorhizobium sp. L-1 iSskirtas Sio darbo metu.

Pusillimonas sp. SHP buvo iSskirtas Sio darbo metu.

E. coli DH5qa, BL21 (DE3)

Plazmidiniai vektoriai pUC19/Pstl, pUC19/Sall, pUC19/HindIII, pUC19 ir
pTZSTR/T (Fermentas, Lietuva); pET19 (Invitrogen)

2.3. PRADMENYS

Pradmens Pradmens seka 5‘—3¢

pavadinimas
WOO1 AGA GTT TGA TCM TGG CTC
WO0O02 GNT ACC TTG TTA CGA CTT

M13/pUCF | GCC AGG GTT TTC CCA GTC ACG A
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MI13/pUCR | 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 CCATGC CGATGT GGG CTT C

2.4. TERPES IR AUGINIMO SALYGOS

NA terpé: 28 g/l NA (nutrient agar)

NB terpé: 13 g/l NB (nutrient broth)

EFA1 terpé: K,HPO, — 8,8 g/l, (NH,),SO, — 1 g/, NaCl — 2,35 g/I, mieliy
ekstraktas — 0,5 g/l, MgSO, x 7TH,0 — 0,18 g/1, drusky tirpalas — 10 ml/1.

EFA2 terpé: EFA1 terpé su padidintu organiniy medziagy kiekiu: mieliy
ekstraktas — 0,9 g/l, peptonas — 1,0 g/, jautienos ekstraktas — 0,6 g/l, MgSO, x
7H,0 - 0,18 g/1, drusky tirpalas — 10 ml/1.

Agarizuota terpé: tai terpé 1 kuria papildomai pridéta 15 g/l agaro.

Drusky tirpalas: CaCl, x 2H,0 - 2 g/l, MnSO, x 4H,0 — 1 g/l, Na,MoO, x
2H,0 - 0,7 g/l, FeSO, x 7H,0O - 0,7 g/l. MedZiagos buvo tirpinamos 0,1 M
HCL

Visos terpés ir drusky tirpalai buvo autoklavuojami 30 min. 121 °C
temperatliroje, esant 1 atm. slégiui.

Terpés turinios S-hidroksipikolinatg ir 2,5-dihidroksipiriding 30 min. 105 °C
temperatiiroje, esant 0,5 atm. slégiui.

Visy terpiy pH buvo 7,2.

Visi bakteriniai kamienai buvo auginami orbitinése kratyklése, aeruojant 30 °C

temperattiroje, 180 rpm.
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Sinorhizobium sp. L-1 kamieno lastelés buvo auginamos BioEngeneering
6 litry talpos bioreaktoriuje uZpildytame 4,2 litro EFA1 terpés. Auginimas
vyko aeruojant, {sotinant oru iki 55% deguonies, 24-25 valandas. Reaktoriaus
temperatiira buvo palaikoma 30 °C, pH 7,1, o maiSymo greitis kito nuo 220 iki

360 rpm.

2.5. TYRIMO METODAI
2.5.1. Chromosominés DNR skyrimas

DNR buvo skiriama pagal Woo metodika (Woo ir kt., 1992). Bakterijos
buvo auginamos 3 ml BHI terpéje per nakti aeruojant termostatuojamoje
kratykléje. Véliau lastelés buvo surenkamos centrifuguojant (6000 g/15 min.).
Nusodintos lastelés buvo praplautos 1 ml TNE buferinio tirpalo (10 mM Tris-
HCI, pH 8,0, 10 mM NaCl, 10 mM EDTA, pH 8,0), o gauta lasteliy suspensija
vél centrifuguojama (10000 g/5 min). Nusodintos lastelés buvo
suspenduojamos 135 pl TNE buferinio tirpalo ir papildomai pridedama dar 135
pl TNE buferinio tirpalo, turincio 2% Tritono X-100 ir 30 pl (5 mg/ml)
lizocimo. Viskas buvo gerai iSmaiSoma ir inkubuojama 30 min 37 °C vandens
vonioje. Po inkubavimo buvo pridedama 15 ul proteinazés K tirpalo (20
mg/ml, Fermentas), gerai sumaiSoma 3-5 kartus apverCiant mégintuvéli ir
inkubuojama 2 val 65°C vandens vonioje. Po centrifugavimo (10000 g/15 min)
gautas supernatantas buvo perpilamas 1 nauja mégintuvéli ir gryninamas
pridedant 300 pl fenolio:chloroformo:izoamilo alkoholio tirpalo santykiu
25:24:1. Tirpalas buvo gerai sumaiSomas apver¢iant meégintuvel] 5-10 karty ir
nucentrifuguojamas (10000 g/5 min). [ atsargiai surinkta virSutini sluoksni
buvo pridedama 300 pl chloroformo tirpalo, gerai sumaiSoma ir vél
nucentrifuguojama. Tuomet i surinkta virSutini sluoksni buvo pridedama 30 ul
5 M kalio acetato ir 660 pl 96% etanolio. Geresniam DNR i§sédimui miSinys
buvo paliekamas 2 val arba per naktj; —20 °C temperatiiroje. Nuosédos buvo
surenkamos nucentrifuguojant (10000 g/10 min) ir tirpinamos 150 pl

distiliuoto vandens.
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2.5.2. Plazmidziy skyrimas Sarminés denatiiracijos metodu

Plazmidés buvo skiriamos Sarminés denatiiracijos metodu (Maniatis ir kt.,
1982). 10 ml EFA1 terp¢je per naktj auginta bakterijy kultiira buvo surenkama
centrifuguojant (3200 g/20 min). Nusédusios Iastelés buvo suspenduojamos 3
ml (1 tiris) 50 mM gliukozés, 25 mM Tris-HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA,
lizocimo (10 mg/ml) tirpalo, o gauta lasteliy suspensija laikoma 15 min.
kambario temperatiiroje. Po inkubacijos buvo ipilami 6 ml (2 tiiriai) SvieZiai
paruosto 0,2 N NaOH ir 1% SDS tirpalo. Svelniai sumaisius suspensija buvo
laikoma apie 15-20 min. kambario temperatiiroje, kol lastelés visiSkai lizuojasi
ir tirpalas praskaidréja. Tuomet buvo jpilama 4,5 ml (1,5 tirio) 5 M
CH;COONH, tirpalo ir Svelniai sumaiSius mégintuvélis paliekamas ledo
vonioje apie 1,5-2 valandas, kol susidaro varS$kés konsistencijos nuosédos.
Gautas tirpalas centrifuguojamas (3200 g/15 min.) supernatantas perpilamas 1
Svary meégintuveli ir pridedama 6 ml (2 tiriai) atSaldyto etilo alkoholio. Viskas
sumaiSoma, apverCiant meégintuvel] kelis kartus ir paliekama -20°C
temperatiiroje 2 ir daugiau valandoms. ISkritusios nuosédos, surenkamos
centrifuguojant (3200 g/20 min.), nuosédos iSdZiovinamos ir iStirpinamos

nedideliame kiekyje vandens..

2.5.3. DNR veikimas restrikcijos endonukleazémis ir produkto analizé
DNR buvo veikiama jvairiomis restrikcijos endonukleazémis ir ju
deriniais laikantis UAB ,,Fermentas* pateikty rekomendacijuy. Po to DNR buvo
frakcionuojama 1% agarozeés gelyje elektroforezés pagalba. DNR fragmenty
molekulinés masés buvo nustatomos lyginant su Gene Ruler'™ DNA ladder

Mix Zinomy molekuliniy masiy fragmentais.

2.5.4. DNR elektroforezé agarozés gelyje
DNR elektroforez¢ buvo atliekama 0,8-1% agarozés gelyje TAE
buferiniame tirpale (50 — kartinis TAE buferinis tirpalas: Tris-OH — 121 g,
Na,EDTA - 18,6 g, acto rigstis 99,5% — 28,6 ml, H,O iki 500 ml). Po
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elektroforezés gelis buvo dazomas 5-10 minuciy 0,005% etidZio bromido

tirpale ir analizuojamas UV S$viesoje.

2.5.5. 16S rDNR polimerazés grandininé reakcija

16S rDNR polimerazés grandininé reakcija buvo atliekama naudojant T
personal 20 (Biometra®) PGR aparata, laikantis gamintojo rekomendaciju.
Darbe buvo panaudota UAB “Fermentas” Taq polimerazé bei WOO1 ir WOO2
pradmenys (Godon ir kt., 1997) "Roth", Vokietija.

Siame darbe naudotos PGR programos:

1. 94°C 3 min.

94°C 1 min., 55°C 1 min., 72 °C 4 min. — 29 ciklai.
72°C 10 min.
4°C

Sl

2.5.6. DNR polimerazés grandininé reakcija
Fragmenty DNR polimerazés grandininé reakcija buvo atliekama

naudojant T personal 20 (Biometra®) PGR aparata, laikantis gamintojo
rekomendacijy. Darbe buvo panaudota UAB “Fermentas” Taq polimerazé
(Maxima PCR mix) bei pradmenys ,,Metabion* Vokietija.
Siame darbe naudotos PGR programos:

94°C 5 min.

94°C 1 min., 50-70 °C 1 min., 72 °C 0,75-1 min. — 29 ciklai.

72°C 5 min.

4°C

sl N .

2.5.7. DNR fragmento skyrimas iS agarozinio gelio
Tiriama plazmidé buvo hidrolizuojama reikiamomis restrikcijos
endonukleazémis ar PGR produktai ir analizuojami elektroforezés pagalba.
Reikiamy dydZziy fragmentai buvo iSpjaunami i§ gelio ir iSskiriami naudojant
DNR ekstrakcijos rinkini laikantis UAB ,,Fermentas‘ pateikty rekomendacijy.

ISpjautas agarozes gabalélis, turintis fragmenta buvo dedamas 1 mégintuveélj ir
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uZpilamas 30-50 ul natrio jodidu. Taip paruostas pavyzdys buvo inkubuojamas
5 min. termostate 55 °C temperatiiroje. IStirpus agarozei, 1 mégintuvéli buvo
idedama 5 pl silicio milteliy suspensijos, gerai sumaiSoma ir vel inkubuojama
5 min. 55 °C temperatiiroje. Adsorbuota prie silicio milteliy DNR buvo
nusodinama centrifuguojant (10000 g/1 min.). Tuomet nuosédos buvo
uzpilamos 500 pl praplovimo buferiniame tirpale, viskas gerai suspenduojama
ir centrifuguojama kaip apra$yta auks¢iau. Sis etapas buvo kartojamas 3 kartus.
Po paskutinio praplovimo ant nucentrifuguoty nuosédy buvo uZpilama 30 pl
dejonizuoto vandens ir mégintuvelis paliekamas 5 min. 55 °C temperatiiroje.
Po centrifugavimo atsargiai surinktas supernatantas buvo perkeliamas { Svary
megintuveli ir analizuojamas agarozes gelyje ar liguojamas su reikiama

plazmide.

2.5.8. DNR ligavimas
DNR buvo liguojama naudojant T4 DNR ligazg (UAB , Fermentas®),
liguojama su plazmidiniu vektoriumi, hidrolizuotu atitinkama restrikcijos
endonukleaze, 4 °C temperatiiroje 24 val. arba 1 val. kambario temperatiiroje
(22 °C). Ligavimo miSinys, norint inaktyvuoti ligazg, kaitinamas 10 min. 65 °C
temperatiiroje. Po to miSinys atvésinamas ir transformuojamas i E. coli DH5a

lasteles.

2.5.9. Kompetentiniy E. coli 1asteliy ruoSimas ir klonavimas

E. coli DH5a kamienas buvo auginamas 3-4 valandas 25 ml NA terpés
aeruojant 30 °C temperatiiroje, kol optinis tankis (Agp) pasieks 0,3-0,5.
Tuomet bakteriju suspensija buvo atSaldoma ledo vonioje 5-10 minuciy ir
centrifuguojama (3200 g/10 min.). Nupylus auginimo terpg lastelés buvo tris
kartus praplaunamos 10 ml Salto 10% glicerolio tirpalo: suspenduojamos
glicerolio tirpale ir centrifuguojamos aukS$¢iau minétomis salygomis. Gauta
lasteliy suspenzija buvo resuspenduojama 1 ml 10% glicerolio tirpale ir

naudojama elektroporacijai.
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Prie§ elektroporacija lastelés buvo 20 min. Saldomos ledo vonioje, o
kiuvetés 20 min. Saldomos Saldiklyje -20 °C. [ 100 ul elektrokompetentiniy
lasteliy buvo dedamas 1 pl DNR ir sumaiSoma. Tuomet DNR ir lasteliy
suspenzija buvo perpilama | atSaldyta 1 mm plySio plocio kiuvetg.
Elektroporacija buvo atliekama naudojant 2 kV/cm® jtampa. Elektros impulso
trukmé buvo 4-5 ms. Po elektroporacijos lastelés skubiai buvo uZpilamos 100
ul  NB terpés, suspenzija perkeliama 1 Svary meégintuvell. Lastelés
inkubuojamos 45 min. 37 °C temperatiiroje. Po inkubacijos lastelés buvo
iSs¢jamos ant standZzios agarizuotos NA terpés su IPTG, X-gal ir ampicilinu

(50 pg/ml) (Sharma ir Schimke, 1994).

2.5.10. Rekombinantiniy baltymy indukcija E. coli 13stelése
Plazmidg turinCios E. coli BL21 (DE3) lastelés buvo auginamos NB
terpéje su antibiotiku, 30 °C temperatiroje per nakt;. 200 pl tokios naktinés
kultiros buvo pernesama 1 20 ml NB terpés su antibiotiku ir auginama toliau
kol optinis tankis, esant 600 nm bangos ilgiui, bus 0,3—0,5. Tuomet i auginimo
terpe buvo idedama 0,1 mM IPTG ir auginama toliau, dar 6-20 valandy.
Lastelés buvo surenkamos centrifuguojant, praplaunamos 0,9% NaCl tirpalu ir

ruoSiamas belgstelinis ekstraktas.

2.5.11. Geny bibliotekos kiirimas ir atranka
Genomin¢ DNR buvo karpoma su atitinkamomis restriktazémis ir
susidar¢ DNR fragmentai liguojami su atitinkama pUC19 perkirpta plazmide.
Kompetentinés DHSo kamieno lastelés buvo transformuojamos auksciau
gautais ligavimo miSiniais ir i§s¢jamos ant standZios NA terpés su ampicilinu,
X-gal ir IPTG. Baltos spalvos kolonijos buvo atrenkamos ir tikrinamos PGR

metodu.
2.5.12. Nukleotidy sekos nustatymas

Plazmidinés DNR skyrimas nukleotidy sekos nustatymui. Plazmidés

buvo skiriamos naudojant ZYMO Plasmid PREP rinkini.
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DNR koncentracijos nustatymas. DNR koncentracija buvo nustatoma
agarozés gelyje elektroforezés bidu naudojant Mass Ruler'™ DNA Ladder
(High Range) molekulinés masés ir kiekio Zymenis.

Nukleotidy sekos nustatymas. Nukleotidy seky nustatymui buvo
naudojami standartiniai M13/pUC pradmenys. DNR nukleotidy sekos buvo
nustatytos Macrogen (Piety Koré¢ja).

Nukleotidy sekos analizé. Nustatyty seky chromatogramos buvo
analizuojamos naudojant Chromas 2.24 programa
(http://www.technelysium.com.au/chromas.html), o  nukleotidy  sekos
analizuojamos Vector NTI Advance™ 9.0 programa (Gorelenkov ir kt., 2001).
Nukleotidy ir aminortigs§¢iy seky palyginimai buvo atlickami BLAST grupés
programomis (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi

Filogenetiné 16SrRNR geno analizé buvo atliekama naudojant Neighbor-
Joining metoda (MEGA 4.0 programa). PanaSiausi homologai buvo parenkami
The Ribosomal Database Project II (http://rdp.cme.msu.edu) ir BLAST grupés

programomis.

2.6. De novo peptiduy sekos nustatymas

Méginio paruoSimas. Baltymo juostel¢ i§ poliakrilamidinio gelio buvo
iSpjaunama ir susmulkinama { ~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
iSmirkomas su 100 ng tripsino 25 mM amonio bikarbonato tirpale. Baltymas
proteolizuojamas tripsinu per nakt; 37 °C. Kita diena peptidai buvo
ekstrahuojami su 5% trifluoracto rigstimi (TFA), liofilizuojami ir iStirpinami
10 pl 0,1% TFA. Toks tirpalas uZneSamas ant ZipTip kolonélés ir peptidai
iSplaunami 4 ul 0,1% TFA 50% acetonitrilu, laikantis gamintojo
rekomendacijy. Méginiai paruoSiami MALDI analizei uZneSant po 0,5 ul
méginio ir vir§ jo po 0,5 pl matrikso (a-ciano-4-hidroksicinamono rtgstis
(CHCA), 4 mg/ml 50% acetonitrile su 0,1 % TFA) ant 384 pozicijuy MALDI
plokstelés.
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MS konfiguracija. Peptidy masiy spektry gavimui buvo naudojamas Applied
Biosystems/MDS SCIEX 4800 MALDI TOF/ TOF™ masiy spektrometras (VU
Biochemijos instituto Proteomikos centras), kuris kalibruojamas angiotenzino
I, Glu-fibrino ir ACTH (1-17) peptidais MS reflector reZime ir angiotenzino I
fragmentais MS/MS rezime. Peptidy masiy spektai buvo gaunami ,,MS reflector
positive® rezime. Kiekviename spektre dominuojantys pikai buvo

3

fragmentuojami MS/MS reZime. ,,MS reflector positive“ reZimo nustatymai:
M/z ribos: 800-4000; Lazerio intensyvumas: 3570; Lazerio Suviy skaicius:
400; Nustatomos masés tiksluams: +50 ppm. ,,MS/MS positive“ rezimo
nustatymai: Kolizijos energija: 1 keV; Nenaudota kolizijos-disociacija; Lazerio
intensyvumas : 4370; Lazerio Siiviy skaicius: 500; Fragmenty masés tikslumas:
+0.1 Da. MS darbus atliko dr. Marija Ger (VU Biochemijos institutas
Proteomikos centras.

Gauti masiy spektrai buvo naudojami seky generavimui GPS Explorer™

De Novo Explorer programoje.

2.7. Baltymo erdvinés struktiiros modeliavimas ir analizavimas
Baltymo erdviné struktiira buvo modeliuojama automatinio modeliavimo
saranka, esancia http://swissmodel.expasy.org/ portale.
DNR molekulés erdviné struktiira paimta i http://www.rcsb.org portalo.

Erdvinés struktiiros buvo analizuojamos RasWin 2.6 programa.

2.8. Bakterijy atranka

S-Hidroksipikolino riigSt; skaidanciy bakterijy atrankai 1 g dirvoZemio,
buvo idétas 1 konusing 250 ml talpos kolba ir uZpiltas 20 ml mineralinés EFA1
terpés, praturtintos 0,15% 5-hidroksipikolino riigsties. Kolba buvo auginama
aeruojant ir kratant orbitiniy kratytuvu 180 aps./min. tris paras 30°C
temperatiiroje. Tuomet 1 ml terpés buvo pernestas 1 tokia pacia terpg su 5-
hidroksipikolino rlig§timi ir inkubuojamas anks¢iau nurodytomis salygomis. Po
trijy pary auginimo 50 pl kultiros buvo iSséta Petri 1ékStutése ant standZios

EFAL1 terpés su 5-hidroksipikolino riig§timi ir inkubuota 30 °C temperattiroje.
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Buvo atrenkamos mikroorganizmy kolonijos, gaminancios nelastelini Zalios ar
rudos spalvos pigmentus ir kilpele pers¢jamos ant standZios EFAI terpés su 5-
hidroksipikolino rtgstimi. Lygiagreciai atskiros kolonijos, pasiZyméjusios 5-
hidroksipikolino riigsties skaidymu buvo persétos ir ant standZio NA terpés.
Tokiu biidu buvo iSskirtas bakterinis kamienas transformuojantis 5-

hidroksipikolino rugstj.

2.9. Belastelinio ekstrakto paruoSimas
UZauginta bakterijy kultiira (250 ml) buvo centrifuguojama (6000 g/20
min). Lastelés 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
auSinant ledo — vandens vonioje 1 min. Nesuardytos Iastelés, stambios
nuolauzos ir kiti stambiis elementai buvo pasalinami centrifuguojant (10000

g/15 min).

2.10. Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje
Baltymy gel-elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje buvo atliekama
pagal standartines metodikas (Laemmli, 1970), naudojant 4,5%
koncentruojant; ir 10-14% skirstomaji gelius. Baltymai buvo daZomi

Coomassie Briliant Blue G250 dazais. Gelis atplaunamas 10% acto rigStimi.

2.11. Fermenty aktyvumo nustatymas
2.11.1. 5-Hidroksipikolinato 2-monooksigenazés aktyvumo nustatymas
5-Hidroksipikolino riigsties dekarboksilinimo-hidroksilinimo fermentinis
aktyvumas buvo matuojamas 30 °C temperatiiroje, pagal sunaudota NADH
kieki (e340 = 6200 M cm!). Reakcijos miSini sudaré¢ 20 mM kalio fosfato
buferinis tirpalas pH 7,0 100 uM 5-hidroksipikolino rigsties 100 uM NADH 5
uM FAD ir atitinkamas belastelinio ekstrakto kiekis. Bendras miSinio tiris

buvo 1 ml. Vienas 5-hidroksipikolinato 2-monooksigenazés aktyvumo vienetas
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buvo toks fermento kiekis, kuris per 1 minutg 30 °C temperattroje hidroksilina

1 umol 5-hidroksipikolino rtgsties.

2.11.2. Nikotinato 6-hidroksilazés aktyvumo nustatymas

Nikotino rigsties hidroksilinimo fermentinis aktyvumas buvo
matuojamas 30°C temperatiiroje, pagal sunaudota kalio fericianido kieki (g4;7 =
1040 M* cm™). Reakcijos miSini sudaré 10 mM kalio fosfato buferinis tirpalas
pH 7,0 150 uM nikotino riigSties 300 uM Kj[Fe(CN)y] ir atitinkamas
belastelinio ekstrakto kiekis. Bendras miSinio tdris buvo 1 ml. Vienas
nikotinato 6-hidroksilazés aktyvumo vienetas — tai toks fermento kiekis, kuris
per 1 minutg 30 °C temperatiiroje hidroksilina 1 pmol nikotino ruigsties (Kitts

ir kt., 1989).

2.11.3. 6-Hidroksinikotinato 3-monooksigenazés aktyvumo nustatymas

6-Hidroksikotino rugsties dekarboksilinimo-hidroksilinimo fermentinis
aktyvumas buvo matuojamas 30 °C temperatiiroje, pagal sunaudota NADH
kieki (&340 = 6200 M cm™). Reakcijos miSini sudaré¢ 10 mM kalio fosfato
buferinis tirpalas pH 7,2 100 uM 6-hidroksinikotino riigsties 100 uM NADH 5
uM FAD ir atitinkamas belastelinio ekstrakto kiekis. Bendras miSinio tiris
buvo 1 ml. Vienas 6-hidroksinikotinato 3-monooksigenazés aktyvumo vienetas
— tai toks fermento kiekis, kuris per 1 minutg¢ 30 °C temperatiiroje hidroksilina

1 umol 6-hidroksinikotino riigSties (Nakano ir kt., 1999).

2.11.4. Pikolinato 6-hidroksilazés aktyvumo nustatymas
Pikolino riigSties hidroksilinimo fermentinis aktyvumas buvo matuojamas
30 °C temperatiroje, pagal sunaudota DCPIP kieki (g350 = 16000 M1 cm™).
Reakcijos miSini sudaré¢ 10 mM kalio fosfato buferinis tirpalas pH 7,2, 100 uM
pikolino rigsties 100 uM DCPIP 5 uM PMS ir atitinkamas belastelinio
ekstrakto kiekis. Bendras miSinio tiiris buvo 1 ml. Vienas 3-hidroksipiridino 6-
monooksigenazés aktyvumo vienetas — tai toks fermento kiekis, kuris per 1

minutg 30 °C temperatiiroje hidroksilina 1 pmol pikolino riigsties.
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2.11.5. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenazés aktyvumo nustatymas

2,5-Dihidroksipiridino  oksidavimo  fermentinis aktyvumas buvo
matuojamas 30 °C temperatiiroje, pagal sunaudota 2,5-dihidroksipiridino kieki
(€320 = 5200 M cm!) (Gauthier ir kt., 1971). Reakcijos miSini sudaré 1 mM
kalio fosfatinis buferis pH 7,5, 200 uM 2,5-dihidroksipiridino, 1 pM FeSOQy, ir
atitinkamas belastelinio ekstrakto kiekis. Bendras miSinio tiris buvo 1 ml
Vienas 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazés aktyvumo vienetas — tai toks
fermento kiekis, kuris per 1 minutg 30 °C temperatiroje oksiduoja 1 pumol 2,5-

dihidroksipiridino (Gauthier ir kt., 1971; Orpin ir kt., 1972; Cain ir kt., 1974).

2.11.5. Deaminaziy aktyvumo nustatymas
Deaminazés fermentinis aktyvumas buvo matuojamas 30 °C
temperatiroje, pagal susidariusji NH," kieki. Reakcijos miSinj sudaré¢ 50 mM
kalio fosfatinis buferis pH 7,2, 250 pl Neslerio reagento, 2,2 ml H,0 ir
atitinkamas belastelinio ekstrakto kiekis. Bendras miSinio tiiris 2,5 ml. Vienas
deaminazés aktyvumo vienetas — tai toks fermento kiekis, kuris per 1 minutg

30 °C temperatiiroje deaminina 1 pmol nikotinamido (Yuodvalkite ir kt.,

1982).

2.11.6. Nuo NADH priklausomy reduktaziy fermentinio aktyvumo
nustatymas po baltymy elektroforezés

Baltymai buvo frakcionuojami 10-15% poliakrilamidiniame gelyje
natyviomis salygomis. Po baltymy frakcionavimo gelis buvo perkeliamas i
indg su 50 mM Tris-HCI buferiu, pH 7,0-7,5, pridedama NADH (galutiné
koncentracija 100 uM) ir NBT (galutiné koncentracija 100 uM), jei reikia
substrato 200 uM ir PMS 1 pM, ir inkubuojamas kambario temperatiiroje 60—
120 min (Molnar ir kt., 2004).
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2.12. Fermenty gryninimas
2.12.1. Nikotinato dehidrogenazés iS Sinorhizobium sp. L-1 iSskyrimas ir
gryninimas

Sinorhizobium sp. L-1 kamienas buvo auginamas EFAI1 terpéje su
nikotino riig§timi, aeruojant 30 °C temperatiiroje per nakti. Tokia naktine
kultiira buvo inokuliuojami 4 1 EFA1 terpés su nikotino riigStimi ir bakterijos
toliau buvo auginamos fermentatoriuje, kaip nurodyta 2.4. metoduose.
UZauginta bakterijy kultlira buvo surenkama centrifuguojant (4000 g 60 min.),
praplaunama 0,9% NaCl tirpalu ir vél centrifuguojama (10000 g 15 min.).
Gauta biomasé buvo suspenduojama 20 mM kalio fosfatiniame buferyje pH
6,9, turin¢iame 1 mM MgSQO, ir ardoma 80 karty po 30 sekundZiy 22 kHz
ultragarsu ledo vonioje. Lasteliy nuolauZos buvo pasalinamos centrifuguojant
(10000 g 15 min.). Po centrifugavimo belastelinis ekstraktas pirminéje baltymy
gryninimo stadijoje buvo centrifuguojamas ultracentrifuga 35 000 rpm 100 000
g 1,5 val. Nuosédos surinktos ir iStirpintos 20 mM kalio fosfatiniame buferyje
pH 6.9, turin¢iame 0,25% Triton X-100. I toki tirpala pridedant amonio sulfato
iki 30% sotumo, buvo iSsodinama nikotinato hidroksilaze. ISséde baltymai i
koloidinio tirpalo buvo iSskiriami juos centrifuguojant 10000 g/15 min. I$séd¢
baltymai buvo tirpinami 20 mM kalio fosfatiniame buferyje pH 7,0, turin¢iame
I mM MgSO, ir 0,25% Triton X-100 ir dializuojami per nakt] tokiame
paciame buferyje, tik be Triton X-100. Kitame gryninimo etape, dializuotas
baltyminis tirpalas buvo frakcionuojamas SuperQ-650M sorbentu uZpildytoje
chromatografinéje kolon¢l¢je (20 ml), kuri buvo praplauta 20 mM pH 6,9 kalio
fosfato buferiniu tirpalu, turinc¢iame 0,02% Triton X-100. ISplovus i§ kolonos
visus Siomis salygomis nesisorbavusius baltymus ir tolygiai didinant joning
jéga (0-0,5 M NaCl), baltymai buvo toliau i§plaunami. Frakcijos, turéjusios
didZiausia hidroksilazini aktyvuma buvo apjungiamos ir dializuojamos,
auk$¢iau minétomis salygomis. | dializuota pavyzdi buvo pridedamas amonio
sulfatas iki 0,55 M, tokiu bidu pavyzdys paruoStas hidrofobinei
chromatografijai. Resource 15SPHE sorbentu uZpildyta kolonélé (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 salygomis kolonéléje,
laipsniSkai buvo eliuvojami mazéjan¢ia druskos koncentracija. Apjungus
aktyvumu pasiZymeéjusias frakcijas, atplovus nuo drusky ir sukoncentravus 20
mM kalio fosfatiniame buferiniame tirpale pH 6,9 fermentinis preparatas buvo
paruoSiamas kitai kolonélei. Panaudojant Resource 15Q sorbentu uZpildyta
kolon¢lg (4 ml), sulygsvarinta auks¢iau minétu buferiniu tirpalu, hidroksilazé
analogiskomis DEAE chromatografijai salygomis buvo gryninama toliau.
Frakcijos, pasiZyméjusios nikotinato hidroksilaziniu aktyvumu buvo
apjungiamos. | toki pavyzdi buvo pridedamas acetonitrilas, iki galutinés
koncentracijos 3% ir uZneSama ant Resource RPC 3ml kolonélés. Baltymai
buvo frakcionuojami did€jancia acetonitrilo koncentracija. Tokiu eliuavesi
baltymai buvo praplaunami 20 mM kalio fosfato buferiniu tirpalu pH 6,9 ir

sukoncentruojami.

2.12.2. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenazés iS Sinorhizobium sp. L-1
iSskyrimas ir gryninimas

Nikotinato hidroksilazés gryninimo metu imamas ultracentrifugavimo
nuopilas ir i§ jo iSsodinami baltymai 32-42% amonio sulfato gradientu. ISsedg
baltymai dializuojami 20 mM kalio fosfato buferiniame tirpale pH 7,6.
Dializuotas pavyzdys uZneSamas ant SuperQ-650M sorbentu uZpildytos
kolon¢lés (20 ml) ir desorbuojami did¢jancia jonine jéga (0-1 M NaCl).
Frakcijos, tur¢jusios didZiausia 2,5-dihidroksipiridino oksigenazés aktyvuma
buvo apjungiamos ir dializuojamos, auk$¢iau minétomis salygomis. [
dializuota pavyzdi buvo pridedama amonio sulfato iki galutinés 1,25 M
koncentracijos, tokiu biidu paruo$iant pavyzdi hidrofobinei chromatografijai.
Resource 15PHE uZpildyta kolonélé (8 ml) buvo praplaunama 20 mM kalio
fosfato buferiniu tirpalu, kuriame buvo 1,25 M amonio sulfato. Baltymai, kurie
sorbavosi tokiomis salygomis kolon¢l¢je, laipsniSkai buvo eliuojami
maz¢jan¢ia druskos koncentracija. 2,5-Dihidroksipiridino  oksigenazés
aktyvumu pasiZzymeéjusiy baltymy frakcijos buvo apjungiamos ir atplovus nuo

drusky ir sukoncentravus buvo paruoSiamos anijoniniai rechromatogramai
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Resource 15Q sorbentu uZpildytai (4 ml) kolonélei. AnalogiSkomis SuperQ
chromatografijai salygomis buvo gryninama toliau. Frakcijos, pasiZyméjusios
2,5-dihidroksipiridino oksigenaziniu aktyvumu buvo apjungiamos.
2,5-Dihidroksipiridino dioksigenazé i§ Sinorhizobium sp. L-1 kamienas
buvo auginamas EFA terpéje su 3-hidroksipiridinu, aeruojant 30°C
temperatiiroje per nakti. Tokia naktine kultiira buvo inokuliuojamas 2 1 EFA
terpés su 3-hidroksipiridinu ir bakterijos toliau buvo auginamos 48 valandas.
UZauginta bakterijy kultlira buvo surenkama centrifuguojant (6000 g/30 min.),
praplaunama 0,9% NaCl tirpalu ir veél centrifuguojama (10000 g/15 min.).
Gauta biomasé buvo suspenduojama 20 mM kalio fosfato buferiniame tirpale ir
ardoma 20 karty po 30 sekundZiy 22 kHz ultragarsu ledo vonioje. Lasteliy
nuolauZzos buvo paSalinamos centrifuguojant (10000 g/20 min.). Visos
gryninimo salygos yra analogiSkos aukSciau apraSytosioms tik hidrofobiné

chromatografija atlieckama esant 0,75 M amonio sulfato.

2.12.3. Pikolinato dehidrogenazés iS Achromobacter sp. JS18 iSskyrimas ir
gryninimas

Achromobacter sp. JS18 kamienas buvo auginamas EFAI1 terpéje su
pikolino rtgstimi, aeruojant 30 °C temperatiroje per nakti. Tokia naktine
kultira buvo inokuliuojamos 1 1 kolbos, uZpildytos 250 ml EFAI terpés su
pikolino riigstimi. UZauginta bakterijy kulttira buvo surenkama centrifuguojant
(4000 g 60 min.), praplaunama 0,9% NaCl tirpalu ir vél centrifuguojama
(10000 g 15 min.). Gauta biomasé buvo suspenduojama 20 mM kalio fosfato
buferiniame tirpale pH 7,5, turin¢iame 1 mM DTT ir ardoma 30 karty po 30
sekundziy 22 kHz ultragarsu ledo vonioje. Lasteliy nuolauZzos buvo
pasalinamos centrifuguojant (10000 g 15 min.). Po centrifugavimo belastelinis
ekstraktas pirmin¢je baltymy gryninimo stadijoje buvo centrifuguojamas
ultracentrifuga 35000 rpm 100 000 g 1,5 val. Baltymai i$ nuopilo i§sodinami
15-40% amonio sulfato gradientu. I§séd¢ baltymai buvo tirpinami 20 mM kalio
fosfato buferiniame tirpale pH 7.5, turin¢iame 1 mM DTT ir 1 mM EDTA ir

dializuojami per naktj tokiame paciame buferiniame tirpale. Kitame gryninimo
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etape, dializuotas baltyminis tirpalas buvo frakcionuojamas GigaCapQ-650M
sorbentu uZpildytoje chromatografinéje kolonéléje (36 ml), kuri buvo
sulygsvarinta 20 mM pH 7,5 kalio fosfatiniu buferiniu tirpalu, turinciame 1
mM DTT. ISplovus i§ kolonos visus Siomis salygomis nesisorbavusius
baltymus ir tolygiai didinant joning jéga (0-0,5 M NaCl) baltymai buvo
desorbuojami. Frakcijos, turéjusios didZiausia hidroksilazini aktyvuma buvo
apjungiamos ir dializuojamos, auk$¢iau minétomis salygomis. [ dializuota
pavyzdi buvo pridedamas natrio sulfatas iki 0,55 M, tokiu budu pavyzdys
paruoSiamas hidrofobinei chromatografijai. Resource 15PHE sorbentu
uzpildyta kolonélé (8 ml) buvo praplaunama 20 mM kalio fosfato buferiniu
tirpalu pH 7.5, turin¢iame 1 mM DTT, kuriame taip pat buvo 0,55 M natrio
sulfato. Baltymai, kurie sorbavosi tokiomis salygomis kolonéléje, laipsniSkai
buvo eliuojami mazéjancia druskos koncentracija. Apjungus aktyvumu
pasiZzyméjusias frakcijas, atplovus nuo drusky ir sukoncentravus 20 mM kalio
fosfato buferiniame tirpale pH 7,5 fermentinis preparatas buvo paruoSiamas
kitai kolonélei. Panaudojant Resource 15Q sorbentu uzZpildyta koloné¢lg (4 ml),
sulygsvarinta tokiu paciu buferiniu tirpalu, hidroksilaz¢ analogiSkomis
GigaCapQ chromatografijai salygomis buvo gryninama toliau. Frakcijos,
pasizymejusios pikolinato hidroksilaziniu aktyvumu buvo apjungiamos ir
sukoncentruojamos. Pavyzdys toliau buvo gryninamas — analizuojamas gel-

filtracijos metodu SuperDex G200 10/30 kolonéle.

2.12.4. Nikotino dehidrogenazés iS Achromobacter sp. JS18 kamieno
iSskyrimas ir gryninimas
Achromobacter sp. JS18 kamienas buvo auginamas EFAI1 terpéje su
nikotino riig§timi, aeruojant 30 °C temperatiiroje per nakti. Tokia naktine
kultira buvo inokuliuvojamos 1 1 kolbos, uZpildytos 250 ml EFA1 terpés.
UZauginta bakterijy kultlira buvo surenkama centrifuguojant (4000 g 60 min.),
praplaunama 0,9% NaCl tirpalu ir vél centrifuguojama (10000 g 15 min.).
Gauta biomasé buvo suspenduojama 20 mM kalio citrato buferiniame tirpale

pH 5.8, turin¢iame 1 mM DTT ir ImM EDTA ir ardoma 20 karty po 30

74



sekundziy 22 kHz ultragarsu ledo vonioje. Lasteliy nuolauZzos buvo
pasalinamos centrifuguojant (10000 g 15 min.). Po centrifugavimo belastelinis
ekstraktas pirming¢je baltymy gryninimo stadijoje buvo centrifuguojamas
ultracentrifuga 35000 rpm 100 000 g 1 val. Baltymai i$ nuopilo iSsodinami 27-
38% amonio sulfatu. ISsédg¢ baltymai buvo tirpinami 10 mM kalio citrato
buferiniame tirpale pH 5,8 turin¢iame 1 mM DTT ir 1 mM EDTA dializuojami
per nakti tokiame pacCiame buferiniame tirpale. Kitame gryninimo etape, 1
dializuota baltymini tirpala buvo pridedamas 100 mM kalio fosfato buferinis
tirpalas pH 7,2 iki galutinés 10 mM fosfato koncentracijos ir titruojama iki pH
7,2. Taip paruoStas pavyzdys buvo uzneSamas ant GigaCapQ-650M sorbentu
uzpildytoje chromatografinéje kolon¢l¢je (36 ml), kuri buvo sulygsvarinta 20
mM pH 7,2 kalio fosfato buferiniu tirpalu, turin¢iame 1 mM DTT. ISplovus i
kolonos visus Siomis salygomis nesisorbavusius baltymus ir tolygiai keiiant
buferinio tirpalo prigimt; ir pH {1 20 mM kalio citratini pH 5,7 buvo
desorbuojami baltymai. Frakcijos, turéjusios didZiausia hidroksilazini
aktyvuma buvo apjungiamos ir dializuojamos, auk$¢iau minétomis salygomis.
I dializuota pavyzdi buvo pridedamas amonio sulfatas iki 0,55 M, tokiu buidu
pavyzdys paruoSiamas hidrofobinei chromatografijai. Resource 15PHE
sorbentu uZpildyta koloné¢lé¢ (8 ml) buvo praplaunama 20 mM kalio citrato
buferiniu tirpalu pH 5,8 kuriame buvo 1 mM DTT ir 0,55 M amonio sulfato.
Baltymai, kurie sorbavosi tokiomis salygomis koloné¢léje, laipsniskai buvo
elivojami  maz¢jancia  druskos  koncentracija.  Apjungus  aktyvumu
pasiZzyméjusias frakcijas, atplovus nuo drusky ir sukoncentravus 10 mM kalio
citrato buferiniame tirpale pH 5,8, turiniame 1 mM DTT. Pridedant kalio
fosfato buferini tirpalg ir keiciant preparato pH iki 7,2 (auk$¢iau minétomis
salygomis) preparatas buvo paruoSiamas kitai kolonélei. Panaudojant Resource
15Q sorbentu uZpildyta kolonélg (4 ml), sulygsvarinta tokiu paciu buferiniu
tirpalu, hidroksilazé buvo eliuojama tolygiai didé¢jancia NaCl (0-0,5 M)
koncentracija. Frakcijos, pasiZyméjusios nikotinato hidroksilaziniu aktyvumu

buvo apjungiamos.
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2.12.5. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenazés i§ Achromobacter sp. JS18
iSskyrimas ir gryninimas

Achromobacter sp. JS18 kamienas buvo auginamas EFAI1 terpéje su
nikotino riig§timi, aeruojant 30 °C temperatiiroje per nakti. Tokia naktine
kultira buvo inokuliuvojamos 1 1 kolbos, uZpildytos 250 ml EFA1 terpés.
UZauginta bakterijy kultlira buvo surenkama centrifuguojant (4000 g 60 min.),
praplaunama 0,9% NaCl tirpalu ir vél centrifuguojama (10000 g 15 min.).
Gauta biomasé buvo suspenduojama 20 mM kalio fosfato buferiniame tirpale
pH 7,6 ir ardoma 20 karty po 30 sekundZiy 22 kHz ultragarsu ledo vonioje.
Lasteliy nuolauzos buvo paSalinamos centrifuguojant (10000 g 15 min.).
Baltymai i§ nuopilo iSsodinami 30-42% amonio sulfato gradientu. ISsedg
baltymai dializuojami 20 mM kalio fosfato buferiniame tirpale pH 7,6.
Dializuotas pavyzdys uZneSamas ant SuperQ-650M sorbentu uZpildytos
kolon¢lés (20 ml) ir desorbuojami did¢jancia jonine jéga (0-1 M NaCl).
Frakcijos, tur¢jusios didZiausia 2,5-dihidroksipiridino oksigenazés aktyvuma
buvo apjungiamos ir dializuojamos, auk$¢iau minétomis salygomis. [
dializuota pavyzdi buvo pridedama amonio sulfato iki galutinés 0,75 M
koncentracijos, tokiu biidu paruoS$iant pavyzdi hidrofobinei chromatografijai.
Resource 15PHE uZpildyta kolonélé (8 ml) buvo praplaunama 20 mM kalio
fosfato buferiniu tirpalu, kuriame buvo 0,75 M amonio sulfato. Baltymai, kurie
sorbavosi tokiomis salygomis kolon¢l¢je, laipsniSkai buvo eliuojami
maz¢jan¢ia druskos koncentracija. 2,5-Dihidroksipiridino  oksigenazés
aktyvumu pasiZymejusiy baltymy frakcijos buvo apjungiamos ir atplovus nuo
drusky ir sukoncentravus buvo paruoSiamos anijoniniai rechromatogramai
Resource 15Q sorbentu uZpildytai (4 ml) kolonélei. AnalogiSkomis SuperQ
chromatografijai salygomis buvo gryninama toliau. Frakcijos, pasiZyméjusios

2,5-dihidroksipiridino oksigenaziniu aktyvumu buvo apjungiamos.
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2.12.6. 5-Hidroksipikolinato 2-monooksigenazés iS Pusillimonas sp. SHP
iSskyrimas ir gryninimas

Pusillimonas sp. 5HP kamienas buvo auginamas 50 ml talpos
centrifuginiuose meégintuvéelivose, uzpildytuose 5 ml EFA2 terpés su 5-
hidroksipikolino rtigs§timi, aeruojant 30 °C temperatiiroje apie 80 val.
UZauginta bakterijy kultlira buvo surenkama centrifuguojant (3200 g 10 min.),
praplaunama 0,9% NaCl tirpalu ir vél centrifuguojama (10000 g 10 min.).
Gauta biomasé buvo suspenduojama 20 mM kalio fosfato buferiniame tirpale
pH 7,5, ir ardoma 22 kHz ultragarsu ledo vonioje. Lasteliy nuolauZos buvo
pasalinamos centrifuguojant (10000 g 15 min.). Po centrifugavimo belastelinis
ekstraktas pirmin¢je baltymy gryninimo stadijoje buvo uZzneSamas ant afininés
AF-Blue-650M 5ml sorbentu uZpildytos ToyoScreen kolonélés, sulygsvarintos
20 mM pH 7,5 kalio fosfato buferiniu tirpalu. ISplovus i§ kolonos visus Siomis
salygomis nesisorbavusius baltymus, eliuvavimas buvo vykdomas dviem
etapais: 1) atplaunant 2-3 kolonos tiiriais 20% sacharozés turin¢iu buferiniu
tirpalu, 2) uZneSimo buferiniu tirpalu. Monooksigenaz¢ eliuavosi kartu su
uzneSimo buferiniu tirpalu. Frakcijos, turéjusios monoksigenazini aktyvuma
buvo apjungiamos, dializuojamos. Toks dializuotas pavyzdys buvo toliau
gryninamas ir koncentruojamas Resource 15Q sorbentu uZpildyta kolonélg,
sulygsvarinta 20 mM pH 7,5 kalio fosfato buferiniu tirpalu. Tokiomis
salygomis sorbavesi baltymai buvo eliuojami tolygiai didéjancia jonine jéga
(0-0,5 M NaCl). Apjungtos aktyvumu pasizymincios frakcijos buvo toliau
gryninamos — analizuojamos gel-filtraciniu metodu Superdex 200 HR 10/30

kolonéle.

2.13. Baltymy molekulinés masés nustatymas gel-filtraciniu metodu
Baltymy pavyzdZziai buvo analizuojami Superdex 200 HR 10/30 koloné¢le.
Analizei buvo naudojamas 20 mM kalio fosfato buferinis tirpalas pH 7,2,

turintis 0,15 M NaCl. PavyzdZio tiris kito nuo 100 iki 500 pL.
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2.14. ]vairiy substraty skaidymas intaktinése lgstelése
2.14.1 Achromobacter sp. JS18 intaktinése lgstelése

JS18 bakterijos buvo auginamos per nakti EFA1 terp¢je su 0,2% pikolino,
nikotino ar dipikolino rtigsties, 30 °C temperatiiroje. 1 ml naktinés kultiiros
buvo pers¢jama 1 1 I talpos kolbas su 250 ml EFALI terpés, praturtintos 0,2% to
paties piridininio junginio ir auginamos 1-1,5 paros, 30°C temperatiiroje
aeruojant. Lastelés buvo surenkamos centrifuguojant (30 min./6000 g),
praplaunamos 0,9% NaCl tirpalu ir vél centrifuguojamos (30 min./6000 g).
Tuomet surinkta biomas¢ buvo suspenduojama 50 mM kalio fosfato
buferiniame tirpale, pH 7,2. Reakcijos miSini sudaré¢ 50 mM kalio fosfato
buferinis tirpalas, pH 7,2, 100-200 uM tiriamo substrato ir lasteliy suspenzija.

Bendras reakcijos miSinio tiiris buvo 1 ml.

2.14.2 Pusillimonas sp. SHP intaktinése lastelése

SHP bakterijos buvo auginamos 50 ml centrifuginiame mégintuvélyje su
5 ml EFA2 terpés su 0,15% 3-hidroksipiridinu, pikolino, nikotino ar benzoine
rugstimi, 30 °C temperatiiroje 3-4 paras aeruojant. Lastelés buvo surenkamos
centrifuguojant (10 min./6000 g), praplaunamos 0,9% NaCl tirpalu ir vel
centrifuguojamos (10 min./6000 g). Tuomet surinkta biomasé¢ buvo
suspenduojama 50 mM kalio fosfato buferiniame tirpale, pH 7,2. Reakcijos
miSini sudaré¢ 50 mM kalio fosfato buferiniame tirpale, pH 7,2, 100-200 uM
tiriamo substrato ir lasteliy suspenzija. Bendras reakcijos miSinio turis buvo 1

ml.

2.15. Kiti metodai
Absorbcijos  spektrai  buvo uZraSomi naudojantis Hekios y
spektrofotometru. Eksperimentuose buvo panaudotos 1 cm kvarcinés ir 1 cm
plastikinés kiuvetes.
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 JU APTARIMAS

Netradicinése piridino Ziedo hidroksilinanciy ir hidroksilinty pikolino ir
nikotino rigs¢iy skaidyme dalyvaujanciy mikroorganizmy atranka buvo
pasirinkta dél unikalumo. Yra Zinoma antibiotiky grupé turinti 3-hidroksi- ir 5-
hidroksipiridin-2-karboksiriigstis, tafiau apie Siy medZiagy skaidyma nieko
néra zinoma. Iki 1997 mety buvo Zinoma, kad piridin-3-karboksirtigstis
(nikotino raigstis) yra hidroksilinama tik 6-oje pozicijoje, bet Tinschert ir
kolegos atliko bakteriju paieSka ir aptiko Rastonia (Burkholderia) DSM 6920
bakterini kamiena, hidroksilinanti nikotino riig§ti 2-oje pozicijoje (Tinschert ir
kt., 1997). Ju sékmes ikvépti, vienu i§ darbo tiksly iSkéléme mikroorganizmuy
galin¢ius hidroksilinti ir/ar skaidancius hidroksilintas nejprastose vietose
piridino monokarboksirigitis paieika ir identifikavima. Siam tikslui pasiekti
yra galimos 3-ys skirtingos atrankos sistemos, vieninteliu anglies Saltiniu esant:

1. Piridino riugsciai
2. Piridino riig§¢iai su uzblokuota hidroksilinimo padétimi
3. Tarpiniam metabolitui (hidroksilintam dariniui)

Kiekviena i$ Siy atrankos sistemy turi savo trikumuy. 1-osios sistemos
atveju biity atrinkta daug (galbiit) ivairiy bakterijy, taciau didZioji bakteriju
dalis piridino rtgstis metabolizuoty klasikiniu skaidymo keliu. 2-osios —
blokavimui naudojami pakaitai gali biti toksiski, trukdyti hidroksilinimui (dél
fermento didelio specifiSkumo) ar biiti metabolizuojami patys. 3-0sios sistemos
trikumas — gali biti atrinktos bakterijos negalin¢ios hidroksilinti, bet galin¢ios
metabolizuoti hidroksilintas piridino riigStis. Tyrimams buvo pasirinta 3-ioji
atrankos sistema naudojant: 3-hidroksi- ir 5-hidroksipiridin-2-karboksirtigstis ir

2-hidropiridin-3-karboksirtigstis.
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3.1. Achromobacter sp. JS18 tyrimas

3.1.1. Piridinkarboksiriig§c¢iy biokonversija intaktinémis
Achromobacter sp. JS18 lgstelémis

Achromobacter sp. JS18 bakterijos buvo iSgrynintos ir identifikuotos
ankstesniy darby metu. Nustatyta, kad Sios bakterijos gali isisavinti nikotino,
pikolino ir dipikolino rtgstis (Kutanovas, 2006).

Sio darbo metu buvo ieskoma bakteriju galindiu metabolizuoti 3-
hidroksipiridin-2-karboksiriigsti (3-hidroksipikolinata). Buvo ieSkoma ne tik
naujy bakterijy, bet ir tikrinami laboratoriniai kamienai. Tuo tikslu buvo
tikrinamas laboratoriniy kamieny gebéjimas skaidyti 3-hidroksipiridin-2-
karboksiriigS§t; ant standZios EFAI1 terpés. Teigiamas rezultatas — spalvos
atsiradimas. Tokiu biidu buvo pakartotinai atrinktas JS18 kamienas ir tiriamas
Sio darbo metu. Tyrimy eigoje buvo nustatyta, kad bakterijy gebé¢jimas
transformuoti 3-hidroksipiridin-2-karboksirtig§ti yra prarandamas. Jau pirmojo
bakteriju pers¢jimo ant standZios terpés su  3-hidroksipiridin-2-
karboksirtigS§timi, ir nesant induktoriui, o 3-hidroksipiridin-2-karboksirtigstis
néra induktorius, bakterijos negaléjo augti.

Todél buvo tiriama piridin-2-karboksirtigsties (pikolinato), piridin-3-
karboksirtigSties (nikotinato) ir piridin-2,6-dikarboksirtigsties (dipikolinato)
skaidymas intaktinése lastelése. Darbo metu buvo siekiant nustatyti, ne tik
skaidymo eiga, bet ir kuri i§ Siy medZiagy gali indukuoti 3-hidroksipiridin-2-
karboksirtigSties skaidyma. Buvo nustatyta, kad skaidymas intaktiniy lasteliy
suspensijoje vyksta be papildomu kofaktoriy, kosubstraty ar metalo jony. Pagal
reakcijos metu sunaudoto substrato kieki ir sugerties spektro pasikeitimus buvo
sprendZiama apie kultliros aktyvuma. Achromobacter sp. JS18 bakterinio
kamieno lastelés, augintos skystoje EFA1 terp¢je su dipikolino, pikolino ir
nikotino riigStimis, kaip vieninteliu anglies bei azoto Saltiniu, ir atplautos nuo
kulttrinés terpés komponenty, efektyviai vartojo auks$¢iau minétas rugstis.

Achromobacter sp. JS18 bakterijos augintos su dipikolino rtigsStimi gal¢jo

transformuoti pastaraja rugSti. Deja, transformacijos metu neatsirado

80



papildomy spektro smailiy, kaip nurodo Kobayashi ir bendraautoriai
(Kobayashi ir kt., 1962), tod¢l neimanoma pasakyti kokie yra galimi tarpiniai
metabolitai. Be to, Achromobacter sp. JS18 bakterijos negaléjo isisavinti kity
dikraboksirtig§¢iy: piridin-2,3-, piridin-2,4- ir piridin-2,5-dikarboksirtig§¢iy bei
nitrily: piridin-2,6-dikarbonitrilo, 6-metilpiridin-2-karbonitrilo ir piridin-3-
karbonitrilo. Lastelés uzaugintos indukuotai piridin-2,6-dikarboksirtig§timi, po
neilgo apie 30 min. lag periodo, jau efektyviai maZino piridin-2-
karboksirtigS§ties ir  piridin-3-karboksirlig§ties  koncentracijas  reakcijos
miSinyje. AnalogiSki produkty spektrai susidaro stebint piridin-2-
karboksirtigSties transformacija, Siuo junginiu indukuotose lastelése, ir stebint
piridin-3-karboksiriigSties transformacija, Siuo junginiu indukuotose lastelése.
Siy transformacijy metu aidkiai buvo matyti spektro pasikeitimai, susidarant 6-
hidroksipirdin-2-karboksirtig§¢iai ir 6-hidroksipiridin-3-karboksiriig§¢iai (3.1
pav.). Tai buvo patvirtinta sulyginus su esamomis
hidroksipiridinkarboksiriigs¢iy ~ sugerties  spektrais. =~ Abiem  piridino
monokarboksiriig§¢iy transformacijos metu vyksta hidroksilinimas i 6-3ja

padéti.
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3.1 pav. Piridin-2-karboksiriigsties ir piridin-3-karboksirtigsties
transformacijos JS18 lastelémis, susidarant 6-hidroksipirdin-2-karboksirtig§¢iai
ir 6-hidroksipiridin-3-karboksiriig§¢iai, atitinkamai. Biomasé (auginta 2 paras
40 ml EFALI terpés su 0,2% piridinkarboksiriigS§timi) buvo suspenduota 10 ml
50 mM kalio fosfato buferinis tirpalas, pH 7,2. Bendra reakcijos miSini (1 ml)
sudar¢ 50 mM kalio fosfato buferinis tirpalas, pH 7,2, 0,15 mM
piridinkarboksirtigSties ir bakteriju suspensija. Sugerties spektrai uzrasyti po 0,
10, 20, 30, 45 ir 60 min. inkubacijos.
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Nustacius, kad piridin-2- ir piridin-3-karboksirtigS§tys yra skaidomos,
susidarant ~ monohidroksilintiems  dariniams, buvo nusprgsta  iStirti
monohidroksipiridino  karboksiliniy riig§€iy transformacija. Tiriant 6-
hidroksipiridin-3-karboksirtigS§ties  isisavinima, piridin-3-karboksirtigstimi
indukuotose Iastelése, pastebétas spektro pasikeitimas biidingas 2,5-
dihidroksipiridinui. 2-Hidroksipiridin-3-karboksirig§ties ~ transformacija
piridin-3-karboksiline rtgstimi indukuotose lastelése vyksta Zymiai léciau,
susidarant (kaip sp¢jama) 2,6-dihidroksipiridin-3-karboksirtigs¢iai, UV spektre
papildomai atsirandant smailei 316 nm bangos ilgyje. Be to karboksilo grupei
budinga smail¢ iSlieka toje pacioje spektro vietoje. Deja 2-hidroksipiridin-3-
karboksirtigSties transformacija yra labai léta, o susidariusio dihidroksi
autooksidacija ore, susidarant meélynos spalvos junginiui, labai greita.
Susidarantis mélynos spalvos produktas, spétinai yra chinoninis dimeras, pagal
analogija su trihidroksipiridiny autooksidacijos meélynos spalvos produktais
(Gupta ir kt.,1975; Shukla ir kt., 1986; Holmes ir kt., 1972).

Literatiroje yra duomenuy, kad bakterijos skaidancios nikotino ragsti
(piridin-3-karboksirtig§t}) gali transformuoti ir pirazin-2-karboksirtigst]
(Wiesser ir kt., 1997; Yang ir kt., 2009), tod¢l buvo nuspresta istirti kaip ir ar
iSvis JS18 kamienas gali transformuoti Sia rugsti. Tyrimuy eigoje buvo
nustatyta, kad JS18 kamieno lastelés uZaugintos indukuotai piridin-3-
karboksirtigS§timi, gali transformuoti pirazin-2-karboksirtigst; (3.2 A pav.) ir
piridazin-3-karboksirtigst;, pagal analogija su piridin-3-karboksirtigstimi,
hidroksilinant | para padéti, pakaito atZvilgiu. Susidargs hidroksilintas junginys
toliau néra metabolizuojamas. Deja, kity junginiy pirimidin-3-karboksirtigsties,
piridin-3-karbonitrilo ir pirazin-2-karbonitrilo JS18 lastelés indukuotos piridin-

3-karboksirtig§timi transformuoti negaléjo.
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3.2 pav. Pirazin-2-karboksirtigSties biokonversija intaktinémis Achromobacter
sp. JS18 Iastelémis uZaugintomis indukuotai A) piridin-3-karboksirtigs§timi ir
B) piridin-2-karboksirtig§timi. Pirazin-2-karboksirtigSties koncentracija 0,15
mM. Sugerties spektrai uZrasSyti po 0, 7, 18, 30 ir 45 min. inkubacijos.
Biomasés paruosta kaip apraSyta 3.1 pav.

Tiriant monohidroksilinty piridin-2-karboksirtig§¢iy skaidyma JS18
lasteliy indukuoty piridin-2-karboksiriig§timi suspencijoje gauta, kad lastelés
tokiu paciu greiciu gali isisavinti tiek 6-hidroksipiridin-2-karboksirtigsti, tiek
2,5-dihidroksipiriding, t.y. labai 1étai palyginus su piridin-2-karboksiriigSties ir
3-hidroksipiridin-2-karboksirtigSties isisavinimu. Galbiit taip yra todél, kad
lastelése néra 6-hidroksipiridin-2-karboksirtigSties ir 2,5-dihidroksipiridino
transporto sistemos. Idomu tai, kad lastelés galéjo ypac greitai suvartoti 6-
hidroksipiridin-2-karboksirtigsti, susidarant 2,5-dihidroksipiridinui (nustatyta
palyginus su 2,5-dihidroksipiridino spektru). Tokiu biidu 3-hidroksipiridin-2-
karboksiriigSties skaidymas vyksta lygiai taip pat kaip ir piridin-2-
karboksilinés ruigsties, t.y. susidarant kaip manoma 3,6-dihidroksipiridin-2-
karboksiriig§ciai, kuri véliau yra dekarboksilinama susidarant 2,5-
dihidroksipiridinui.  Piridin-2-karboksirtigSties  ir ~ 3-hidroksipiridin-2-
karboksiriigSties hidroksilinima | 6-3ja padéti katalizuoja tas pats fermentas —
pikolinato dehidrogenaze, tai buvo patvirtinta fermentiSkai (Zitréti 3.3 skyriy).

Achromobacter sp. JS18 lastelés indukuotos piridin-2-karboksirfigStimi
galéjo transformuoti pirazin-2-karboksirtigsti (3.2 B pav.) ir S-hidroksipiridin-
2-karboksirtigsti (3.3 pav.), kaip spéjama abiem atvejais hidroksilinant | meta
padét] pakaito atzvilgiu. Susidar¢ junginiai toliau nebuvo metabolizuojami.

Deja kity junginiy — piridazin-3-karboksiriigSties, piridazin-4-karboksirtigsties,
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pirimidin-2-karboksiriigSties, piridin-3-karbonitrilo ir pirazin-2-karbonitrilo —
Achromobacter sp. JS18 lastelés, indukuotos piridin-3-karboksirig§timi,

netransformavo.
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3.3 pav. S5-Hidroksipiridin-2-karboksiriigSties biokonversija intaktinémis
Achromobacter sp. JS18 lastelémis. 5-hidroksipiridin-2-karboksirtigsties
koncentracija 0,15 mM. Sugerties spektrai uzrasyti po 0, 20, 55, 115, 200 min.
inkubacijos. Biomasés paruosta kaip apraSyta 3.1 pav.

Biokonversijos biidu pagaminus 5- ir 6-hidroksipirazin-2-karboksiriigstis,
buvo tiriama ar Sios riigitys gali biti toliau skaidomos JS18 lastelémis. Siam
tikslui pasiekti, JS18 lastelés indukuotos piridin-2-karboksirlig§timi buvo
perkeltos 1 5-hidroksipirazin-2-karboksiriigSties tirpala ir JS18 Iastelés
indukuotos  piridin-3-karboksirtig§timi  perkeltos 1 6-hidroksipirazin-2-
karboksirtigsties tirpala. Deja, abiem atvejais transformacija nevyko.

Literatiroje yra nurodomas sp¢jamas piridin-2,6-dikarboksiriigSties
skaidymas, susidarant 3-hidroksipiridin-2,6-dikarboksirtig§¢iai, pasiZyminciai
fluorescentinémis savybémis ir susidarant tarpiniam 2,3-dihidroksipiridino
metabolitui (Kobayashi ir kt., 1962). Tod¢l buvo patikrinta, ar piridin-2,6-
dikarboksirtig§timi indukuotos lastelés gali isisavinti spé¢jama metabolita — 5,6-
dihidroksipiridin-2-karboksirtigsti, kaip spéjama, kuri buvo gauta JS18 lasteliy
biokonversijos budu (Zitreti auksciau). Taciau JS18 lastelés, indukuotos
dikarboksirtig§timi negaléjo 1isisavinti ne tik 5,6-dihidroksipiridin-2-

karbosiriigsties, bet ir 2,3-dihidroksipiridino. UzZtat gal¢jo skaidyti 2,5-
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dihidroksipiridina. Sie tyrimai leido daryti prielaida, kad piridin-2,6-
dikarboksirtigstis yra skaidoma nauju keliu. JS18 lastelés indukuotos piridin-
2,3-dikarboksiline rtugstimi, tokiu paciu 2,5-dihidroksipiridino isisavinimo
grei€iui, galéjo vartoti ir 6-hidroksipiridin-2-karboksirtigSt;. [domu tai, kad
piridin-2,6-dikarboksirtig§timi indukuotos JS18 lastelés visiSkai negaléjo
transformuoti  5-hidroksipiridin-2-karboksirtigSties, o 3-hidroksipiridin-2-
karboksirtigS§ties skaidymo metu susidaro nenustatytas produktas, kurio
sugerties maksimumas yra ties 340 nm (3.4 pav.). Junginys nebuvo nustatytas,
nes transformacija yra santykinai léta, o ilgesnés transformacijos metu susidaro

2,5-dihidroksipiridininas, kuris ore lenvai autooksiduojasi.
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3.4 pav. 3-Hidroksipiridin-2-karboksiriigSties biokonversija intaktinémis
Achromobacter sp. JS18 lastelémis. 3-hidroksipiridin-2-karboksirtigsties
koncentracija 0,15 mM. Sugerties spektrai uzrasyti po 0, 15, 25, 35, 45, 70,
100, 140 ir 200 min. inkubacijos. Biomas¢ paruoSta kaip apraSyta 3.1 pav.

Jei skirtingomis medZiagomis indukuotos JS18 lastelés hidroksilino
pirazin-2-karboksirtigsti 1 skirtingas pozicijas, tai buvo idomu kaip §i rugstis
bus hidroksilinama lastelémis indukuotomis piridin-2,6-dikarboksirtig§timi.
Transformacijos metu gauto produkto spektras buvo panaSus i pirazin-2-
karboksirtigS§ties ~ transformacijos  spektrus  indukuotomis  piridin-2-
karboksirtigS§timi ir piridin-3-karboksiriig§timi, skirtingos buvo tik sugertys,

esant 240 ir 320 nm bangos ilgiuose. Kadangi pirazin-2-karboksirtigsties
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koncentracija transformacijos, piridin-2-karboksirtigS§timi ir  piridin-3-
karboksirtig§timi indukuotomis lastelémis, buvo vienoda, o susidarantis
produktas néra skaidomas, tai abiem atvejais gauty hidroksipirazin-2-
karboksiriig§¢iy spektrai buvo padauginti i§ daugiklio. Kai daugikliy skaitinés
vertés buvo artimos viena kitai, gautas matematinis sugerties spektras buvo
beveik identiskas JS18 lasteléms indukuotomis piridin-2,6-dikarboksirtig§timi,
transformuojant pirazin-2-karboksiriig§ti. Todél Siuo atveju pirazin-2-
karboksirtigS§tis yra hidroksilinama nespecifiSskai, susidarant 5- ir 6-
hidroksipirazin-2-karboksirtig§¢iy miSiniui, santykiu artimu 1:1.

Reikeéty paminéti, kad JS18 lastelés uZaugintos neindukuotai, t.y. su
vieninteliu anglies Saltiniu acetatu, n¢ vieno i§ auks$¢iau tirty piridino junginiy
neskaide.

Nustacius, kad piridinkarboksirtig§¢iy skaidymas JS18 lastelése yra
indukuojamas procesas, buvo nusprgsta iStirti produkuojamus baltymus
poliakrilamidiniame gelyje, denattiruojan¢iomis salygomis, elektorforetiniu

metodu (3.5 pav.).

3.5 pav. Achromobacter sp. JS18 kamieno baltymuy biosintezés ypatybés,
kultivuojant bakterijas terpéje su skirtingais anglies Saltiniais. 1 — su piridin-2-
karboksirtig§timi, 2 - su piridin-3-karboksirtig§timi, 3 - piridin-2,6-
dikarboksirtig§timi, 4 — molekuliniy masiy Zymenys: 116, 66,2, 45, 35, 25,
18,4 ir 14,4 kDa.
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Gelyje akivaizdZiai matomi skirtumai tarp baltymy profiliy, priklausomai
nuo auginimo terpéje buvusio induktoriaus. Skirtumus sudaro ne tik vienokios
ar kitokios molekulinés masés baltymo buvimas ar nebuvimas, bet ir
produkuojamo baltymo kiekis.

Nikotino riigStis gyvuosiuose organizmuose yra sintetinama i§ chinolino
rugsties, ja dekarboksilinant. Bet kaip yra skaidoma chinolino riigstis Zinoma
labai mazai. Téra Zinoma, kad pirmajame etape $i rigStis yra hidroksilinama 6-
oje pozicijoje (Uchida ir kt., 2003a). Kaip parodyta Siame darbe,
Achromobacter sp. JS18 bakterijos gali isisavinti pikolino ir dipikolino rugstis.
Nors $ie skaidymo keliai vyksta panaSiai ir susidarant bendriems metabolitams,
visgi Sie skaidymo keliai yra indukuojami skirtingai. Buvo idomu ar egzistuoja
tokie mikrooganizmai gebantys chinolino riigSt; paversti pikolino rtigstimi ar
kokiu kitu pikolino riigSties hidroksilintu dariniu. Todél atliekant paieSka,
kurios metu buvo atrinktos Achromobacter sp. JS18, buvo atrinktos ir
Arthrobacter sp. 68b. Tyrimai parodé, kad Sios bakterijos indukuotos ftalio
rugsStimi gali transformuoti chinolino riigSti, susidarant junginiui turin¢iam
placia sugerties sriti 300-350 nm bangos ilgyje. Todé¢l, tiriant Arthrobacter sp.
68b lasteliy vykdoma chinolino riigsties transformacija ir Achromobacter sp.
JS18 lasteliy vykdoma 3-hidroksipikolino riigSties skaidyma buvo tiriama ar

ftalio ir dipikolino riig§¢iy skaidymai gali biiti susieti.

3.1.2. Nikotinato dehidrogenazés i§ Achromobacter sp. JS18 gryninimas
ir tyrimas
Nustacius piridin-3-karboksirtigsties (nikotinato) skaidymo metabolitus,
intaktiniy JS18 lasteliy pagalba, buvo bandoma aptikti fermentus
katalizuojancius metabolity oksidacija. IS literatiiros yra Zinoma, kad
pirmajame skaidymo etape dalyvaujanti dehidrogenaz¢ yra dvieju tipu: 1) nuo
NAD(P)H priklausoma arba 2) veikianti tik su dirbtiniais elektrony
akceptoriais. Tiriant belastelini JS18 ekstrakta, buvo aptiktas nikotinato

(piridin-3-karboksirtig§ties)  dehidrogenazés aktyvumas, matuojant su
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firicianidinu. Tiriant Sia dehidrogenazg, nustatyta, kad elektrony akceptoriais
gali biiti ne tik fericianidas, bet PMS, DCPIP, NBT ir cytochromu c.

Tiriant fermentinio aktyvumo priklausomybg¢ nuo pH nustatyta, kad
optimalus veikimo pH — 5,5-6,0 (3.6 pav.). Sie duomenys visigkai skiriasi nuo

Zinomy nikotinato dehidrogenaziy optimalaus veikimo pH — 7,0-8.5.

\\
/ \

,_
=
S

o®©
S

D
(=)

B
(=)

3%
S

AN

35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
pH

o

Santykinis aktyvumas, %

0

3.6 pav. Nikotinato dehidrogenazés i§ Achromobacter sp JS18 kamieno
aktyvumo priklausomybé 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-karboksiriigSties ir dalinai iSgryninta
nikotianto dehidrogenazeé. == kalio citratinis buferis, == kalio MOPS buferis ==
kalio fosfatinis buferis == Tris-HCI buferis - matematinis modelis.

Prie§ pradedant fermenta gryninti buvo tiriamos fermento stabilumo
savybés. Nustatyta, kad fermenta stabilizuojan¢iai veikia Mg** jonai (Ca®*
jonai itakos neturi), redukuojancios medziagos — DTT, Triton X-100, EDTA.
Kaip manoma, EDTA stabilizuoja, dél gebéjimo inhibuoti proteazes.
Literatiiroje yra nurodoma, kad nikotinato dehidrogenaz¢ yra membraninis ar
su membranomis asocijuotas fermentinis kompleksas. Todél nustatyti ar Si
nikotinato dehidrogenazé yra membraniné ar citozolin¢ buvo atlikta
ultracentrifugavimo analizé. Centrifugavus JS18 belastelini ekstrakta 90
minuciy generuojant 100 000 g jéga, membraninéje frakcijoje buvo gauta, tik
apie 17% nikotinato dehidrogenazés aktyvumo. Tai rodo, kad $is fermentas yra
citozolinis. Gryninant fermenta buvo atsisakyta ultracentrifugavimo stadijos.
Nikotinato dehidrogenazé i§ Achromobacter sp. JS18 kamieno buvo iSgryninta

metodinéje dalyje nurodytomis salygomis, o gryninimo eiga pateikta 1-oje
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lenteléje. Si dehidrogenazé poliakrilamidiniame gelyje migruoja kaip 95, 56 ir
33 kDa dydZio baltymai (3.7 pav).

116 kDa —> o

<«—97 kDa

66.2 kDa—> e
<— 58 kDa

45 kDa —> =
35kDa —> 33 kDa

25kDa—> =

3.7 pav. Nikotinato dehidrogenazés i§ Achromobacter sp. JS18 baltymuy
elektroforeze, denatiiruojanc¢iomis salygomis. 1 — Molekuliniy masiy Zymenys:
116, 66,2, 45, 35 ir 25 kDa. 2 — nikotinato dehidrogenazé.

1 lentelé. Nikotinato dehidrogenazés i§ Achromobacter sp. JS18 kamieno
gryninimo eiga. Gryninimui naudota biomasé i§ 1,5 litro terpés.

Gryninimo | Aktyvumas, | Baltymo | Specifinis | ISgryninimas, | ISeiga,
stadija U kiekis, | aktyvumas kartais %
mg U/mg
Ekstraktas 280 725 0,39 1 100
24-38%
amonio 260 415 0,63 1,62 93
sulfatas
GigaCapQ 110 100 1,1 2,85 39,3
Resource
15PHE 27 44 0,61 1,6 9,65
Resource
150 15 19 0,79 2,05 5,36

Tiriant nikotinato dehidrogenazés savybes buvo nustatytas ir substratinis
specifiSkumas. Dehidrogenazeé gal¢jo hidroksilinti pirazin-2-karboksi- ir
piridazin-3-karboksi- riigStis atitinkamai apie 20% ir 5% efektyvumu. Jokio
aktyvumo nebuvo pastebéta su piridazin-4-karboksirtig§timi, pirimidin-2-

karboksirtig§timi, piridino-3-karbonitrilu bei pirazino-2-karbonitrilu.
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3.1.3. Pikolinato dehidrogenazés iS Achromobacter sp. JS18 gryninimas
ir tyrimas

Literatiroje yra duomeny, kad tiek nikotinato, tiek pikolinato
dehidrogenaziy i§gaunamo fermentinio aktyvumo kiekiai labai priklauso nuo
molibdeno jony kiekio auginimo terpéje. T.y. abiejy ruSiy fermentai yra nuo
molibdeno priklausomi ir priklauso ksantino dehidrogenaziy Seimai. Todél
analogiskomis nikotinato dehidrogenazés aptikimo salygomis, JS18 lastelése
indukuotose  piridino-2-karboksirtig§timi  (pikolinato), buvo ieSkoma
fermentinio aktyvumo, susijusio su piridino-2-karboksirtigSties hidroksilinimu.
Jokio fermentinio aktyvumo nebuvo aptikta matuojant fericianidinéje
sistemoje, kol nebuvo papildomai idéta PMS. Esant PMS galutiniu elektrony
akceptoriumi gal¢jo biiti fericianidas, DCPIP, NBT. Idomu tai, fermentas
galéjo veikti ir vien tik esant NBT. Tiriant fermentinio aktyvumo
priklausomybg¢ nuo pH buvo nustatyta, kad jis yra optimalus pH esant apie 7,5
(3.8 pav.).
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3.8 pav. Pikolinato dehidrogenazés iS Achromobacter sp JS18 kamieno
aktyvumo priklausomybé 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-karboksiriigSties ir dalinai iSgryninta
pikolinato dehidrogenazé. == kalio citratinis buferis, == kalio MOPS buferis ==
kalio fosfatinis buferis == Tris-HCI buferis = matematinis modelis.

Tiriant pikolinato dehidrogenazés savybes buvo nustatyta, kad fermentas
néra specifiSkas substratams. Dehidrogenazé gal¢jo hidroksilinti = 3-

hidroksipiridino-2-karboksi-, 5-hidroksipiridino-2-karboksiriigStis ir pirazino-
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2-karboksirtigstis atitinkamai apie 85%, 7% ir 20% efektyvumu. Jokio
aktyvumo nebuvo pastebéta su piridino-2,3-dikarboksirtig§timi, piridazino-3- ir
piridazino-4-karboksirtigS§timi,  pirimidino-2-karboksirtigS§timi,  piridino-3-
karbonitrilu bei pirazino-2-karbonitrilu.

Prie§ pradedant gryninti pikolinato dehidrogenazg, buvo atlikti analogiski
nikotinato dehidrogenazei (Zitiréti ankstesni skyriy) stabilumo tyrimai. Sios
analizés parodé, kad belasteliniame ekstrakte esancia dehidrogenaze
stabilizuojanéiai veikia EDTA, DDT, Triton X-100 ir Mg** jonai. Kadangi pH
itaka stabilumui buvo didesné nei Mg>* jony jtaka esant pH iki 7 (perkopus pH
7 magnio jonai iSkrenta { nuosédas), buvo dirbama esant pH 7,5 ir be Mg**
jony. Nors ultracentrifugavimo tyrimas parodé, kad fermentas praktiskai visas
iSlieka tirpioje frakcijoje. Pagal metodin¢je dalyje nurodytas salygas buvo
dalinai iSgryninta pikolinato dehidrogenazé. Gryninimo eiga pateikta 2-oje

lenteléje.

2 lentelé. Pikolinato dehidrogenazés i§ Achromobacter sp. JS18 gryninimo
eiga. Gryninimui imtos Iastelés i 8,5 litry terpés.

Gryninimo | Aktyvumas, | Baltymo | Specifinis | ISgryninimas, | ISeiga,
stadija U kiekis, | aktyvumas kartais %
mg mU/mg
Ekstraktas 36,0 5250 6,85 1 100
Ultracentri- 60,0 3860 15,55 2,27 166
fugavimas
20-40%
amonio 60,0 1580 40,0 5,84 166
sulfatas
GigaCapQ 32,0 220 1455 21,25 88,9
Resource
15PHE 15,0 38,5 390,0 57 41,7
Resource
150 6,7 7,5 895 130 14,9
SuperDex
G200 2,5 5 500 73 7
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Natyvus fermentas gel-filtracinéje kolonéléje migravo kaip 295 kDa
dydZio baltymas. Baltymo spektriné analizé parode, kad baltymas absorbuoja
ultravioleting Sviesa 320 nm bangos ilgyje, budingoje Fe-S centrams, ir
regimaja — 435 nm bangos ilgyje, kas leidZzia itarti esant flavininio tipo
kofaktoriui. Fermento i$gryninti iki homogeniSkumo nepavyko, ta¢iau galima
itarti, kad natyvus fermentas yra sudarytas i$ trijy subvienety: 85, 43 ir 30 kDa
dydZio (pav. 3.9).

<—116kDa
® oo
=

-  <—45kDa

<«— 35kDa

<25 kDa

<«— 18,4 kDa

3.9 pav. Pikolinato dehidrogenazés i§ Achromobacter sp. JS18 baltymy
elektroforez¢, denatiiruojanciomis salygomis. 1 — Pikolinato dehidrogenaze. 2
— Molekuliniy masiy Zymenys: 116, 66,2, 45, 35, 25 ir 18,4 kDa.

3.1.4. 2,5-Dihidroksipiridino 5,6-dioksigenazés iS Achromobacter sp.
JS18 gryninimas ir tyrimas

Tiriant piridino-2- ir piridino-3-karboksirtigsties skaidymo ypatybes JS18
lastelése buvo nustatyta, kad lasteles indukavus piridino-3-karboksirfigstimi,
nepriklausomai nuo kultivavimo laiko, yra iSgaunamas didesnis 2,5-
dihidroksipiridino dioksigenazés kiekis. Todél metodinéje dalyje nurodytomis
salygomis, buvo gryninama 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazé i§ piridino-3-
karboksirtigs§timi indukuoty Achromobacter sp. JS18 lasteliy. Gryninimo eiga
pateikta 3 lenteléje.
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3 lentelé. 2,5-Dihidroksipiridino 5,6-dioksigenazés i§ Achromobacter sp. JS18
lasteliy gryninimo eiga.

Gryninimo | Aktyvumas, | Baltymo | Specifinis | ISgryninimas, | ISeiga,
stadija U kiekis, | aktyvumas kartais %
mg U/mg
Ekstraktas 93 740 0,126 1 100
30-40%
amonio 44 310 0,142 1,13 473
sulfatas
GigaCapQ 26 87 0,3 2,38 28
Resource
15PHE 7,2 22 0,33 2,62 7,7
Resource
15Q 39 13 0,3 2,38 4,2

Dioksigenazés molekuliné mas¢ nustatyta SDS-PAGE metodu yra 38,7
kDa. Natyvaus fermento molekuliné masé nustatyta gel-filtraciniu metodu yra
apie 22743 kDa. Kartu buvo gauta ir apie 87 kDa dydZio baltymo smailé. Kuri
taip pat pasiZymeéjo dioksigenaziniu aktyvumu. Kadangi natyvus fermentas yra
sudarytas i§ SeSiy monomery, galima manyti, kad 87 kDa dydZio gautas
baltymas yra 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazés dimeras.

I8gryninus 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaze iki homogeniSkumo ir
atlikus baltymo peptidy MALDI analiz¢ buvo identifikuoti keturi peptidai.
BLASTA analiz¢ parod¢ Siy peptidu TGADTHPQTLR (E=3e-07),
LVPSEADR (E=0,002), VLTEGPNEGKSEGR (E=0,009), EAHIGMDAR
(E=6e-06) panaSuma 1 Achromobacter piechaudii ATCC 43553
(ZP_06684487.1) hipotetini baltyma EFF78588.1. Pagal Siuos peptidus, taip
pat atsizvelgiant i1 baltyma koduojancia DNR seka, buvo sukurti keturi
pradmenys P1F, P2F, P3R ir P4R. Panaudojus PGR metoda ir Achromobacter
sp. JS18 bakteriju chromosoming DNR, buvo padauginti du apie 534 bp ir 786
bp kitimosi ilgio fragmentai. Sie fragmentai buvo klonuoti i pTZ59R/T
plazmidg. Po transformacijos { E. coli, atrinktos dvi plazmidés (p12-32E ir
p12-42Y) su 530 ir 780 bp ilgio fragmentais. NustaCius klonuoty DNR
fragmenty nukleotidy sekas ir palyginus jas su geny banko duomeny baze bei
atlikus filogeneting analizg, galima teigti, kad buvo klonuota dalis 2,5-

dihidroksipiridino  dioksigenazés 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 vertés E=8e-114 ir E=2e-179.

1007~ YP 002004905 Cupriavidus taiwanensis LMG 19424
YP 725439 Ralstonia eutropha H16
YP 004680965 Cupriavidus necator N-1
ZP 06687228 Achromobacter piechaudii ATCC 43553
YP 555490 Burkholderia xenovorans LB400
Achromobacter sp. JS18
ZP 07045394 Comamonas testosteroni S44
ZP 06834205 Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769
ZP 06190012 Serratia odorifera 4Rx13
100E NP 746075 Pseudomonas putida KT2440

71 YP 002872380 Pseudomonas fluorescens SBW25
ZP 08119466 Pseudonocardia sp. P1
EHK78829 Sinorhizobium meliloti CCNWSX0020

34

100

10067 —— ACS60803 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM1325
99 ADN26551 Pseudomonas putida S16
87 _|——YPOO4901520 Pelagibacterium halotolerans B2
99 EDY91104 Octadecabacter antarcticus 238
005

3.10 pav. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenazés fragmento i§ Achromobacter
sp. JS18 kamieno filogenetinis medis.

Apibendrinant biokonversijos intaktinémis Achromobacter sp. JS18
lastelémis rezultatus buvo sudaryti spéjami piridino-2-karboksi-, piridino-3-

karboksi- ir piridino-2,3-dikarboksi riig§¢iy skaidymo keliai (3.11 pav.).

COOH N~ COOH N -OH
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3.11 pav. Spé¢jama p1r1d1n0 karboksirtigs€iu transformacija Achromobacter sp.
JS18 lastelése. 1 — piridino-3-karboksiriigStis, 2 — 6-hidroksipiridino-3-
karboksirtigstis, 3 — 2,5-dihidroksipiridinas, 4 — piridino-2-karboksirtigstis, 5§ —
6-hidroksipiridino-2-karboksirtigstis, 6 - 3,6-dihidroksipiridino-2-
karboksirtigStis, 7 — 3-hidroksipiridino-2-karboksirtigstis, 8 — piridino-2,6-
dikarboksirtugstis, 9 — 3-hidroksipiridino-2,6-dikarboksiriigstis.



Nustatyta, kad piridino karboksiriig§¢iy skaidymas Achromobacter sp. J1S18
lastelése  yra indukuojamas procesas. Nustatyta 2,5-dihidroksipiridino
dioksigenazés 1§  Achromobacter sp. JS18, dalyvaujancios piridino

karboksirtigs§¢iy skaidyme, koduojancios sekos dalis.

3.2. Pusillimonas sp. SHP tyrimas

3.2.1. 5-Hidroksipikolino riigstj skaidanciy bakterijy atranka

Atrankoje buvo panaudotos metodinéje dalyje apraSytos selektyvios
maitinamosios terpés bei praturtinimo metodai, minéty grupiy bakterijoms
iSskirti. [vairtis dirvoZemio pavyzdZiai buvo suspenduoti skystoje EFAI terpéje
su 0,15% 5-hidroksipikolino riigs§timi ir inkubuojami 30 °C temperatiiroje 4
paras aeruojant. Jau po 2-3 pary maitinamoji terpé éme keisti spalva 1 Zalia, o
po 3-4 — 1 ruda. UZaugusios kultiiros buvo i$sétos ant standZios EFA1 terpés su
S-hidroksipikolino rtigs§timi ir atrenkamos tos kolonijos, kurios sintetino
nelasteliny, Zalios spalvos pigmenta, kuris laikui bégant tapdavo rudu.
Literatiroje yra apraSyta, 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 panaSaus
pigmento susidarymas. ISskirty kolonijy gryninimas bei morfologinis tyrimas
buvo atlieckamas ant standzios NA terpés. Tokiu biidu i§ ivairiomis cheminémis
medZiagomis uZter§to dirvoZemio buvo iSskirtas naujas aerobinis bakterinis
kamienas SHP, galintis panaudoti 5-hidroksipikolino rtgsti kaip vieninteli
anglies ir energijos Saltin}. Literattiroje yra apraSytas tik vienintelis atvejis, kai
i§ jiros makrofity nuosédy buvo iSskirtos Nocardia sp., kuriy augimo metu
kaip metabolitas buvo identifikuota 5-hidroksipikolino ruigstis (Makareva ir kt.,
1989). Tode¢l aptikus bakterini kamiena, skaidanti 5-hidroksipikolino riigsti,
buvo nuspresta atlikti Sio mikroorganizmo geneting identifikacija. Buvo

klonuoti mikroorganizmo 16S RNR koduojantys genai, atlikta 16S rDNR
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restrikcijos fragmenty dydZio palyginamoji analizé bei nustatyta 16S rRNR
seka 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 dydZio DNR fragmentas buvo liguojamas su pUCS57/T
vektoriumi kaip nurodyta metodinéje dalyje. Nustacius klonuoto 1,5 kb dydzio
DNR fragmento seka, buvo nustatyta naujai iSskirto SHP mikroorganizmo
prigimtis. Pagal nustatytos 16S rDNR seka, buvo nustatytas sekos
giminingumas naudojant grupiy apjungimo metoda (The Ribosomal Database
Project (RDPII), http://rdp.cme.msu.edu/html/). Si analizé parodé, kad tai beta
proteobakterija, Pusillimonas genties atstovas. Tod¢l véliau 16S rDNR seka
buvo analizuojama BLAST grupés programa, parenkant giminingiausias sekas.
MEGA 4.0 programa buvo sudarytas giminingumo medis (3.12 pav.). Naujasis
mikroorganizmas yra giminingiausias Pusillimonas noertermannii BN9

kamienui.

65 Pusillimonas sp. FS-YC6699 (EU734657)
59 L Pusillimonas sp. PB3-7B (FJ948170)
Pusillimonas sp. B201 (GQ232740)

43 _|j Pusillimonas noertemannii T7-7 (DQ417606)

10 49 Pusillimonas sp. 10-C-61 (GU593643)
Pusillimonas terrae cT171 (JF303042)

Pusillimonas terrae (DQ466075)

Pusillimonas sp. LC5d (FJ405411)

8 I: Pusillimonas sp. DCY25T (EF672088)
84 Pusillimonas sp. MJ07 (GQ241322)
Pusillimonas sp. ES-QY-3 (FJ529031)
47 _|j Pusillimonas sp. ST30 (FJ982932)
53 Pusillimonas sp. Mn5-9 (HQ698841)
57 Pusillimonas sp. I-Bh37-5 (FN555410)
Pusillimonas sp. I-Bh37-12 (FN555411)

470|—— Pusillimonas terrae SAG3 (GQ422442)
a0 Pusillimonas sp. RDS3 (HQ670757)
25 — Pusillimonas sp. H11 (GQ254281)

97 4|_— 5HP
70 Pusillimonas noertemannii BN9 (AY695828)

77

0.005

3.12 pav. SHP 16S rRNR geno giminingumo medis. Po paveikslu pateiktas
mastelis atitinka 5 bp pakitimus 1000 bp.
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3.2.2. Pusillimonas sp. SHP substratinis specifiSkumas ir katabolizmo
tyrimas intaktinése 1astelése

IS literatliros yra Zinoma, kad bakterijos naudojanc¢ios N-heterociklinius
junginius kaip vieninteli anglies ir energijos Saltinj, taip pat gali {sisavinti ir jo
homologus, todél buvo nusprgsta iStirti SHP bakterinio kamieno gebéjima
isisavinti ir kitus aromatinius junginius. Tyrimams $§is bakterinis kamienas
buvo augintas ant standZios EFA?2 terpés 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- rigstimis.

SHP bakterinis kamienas i$ tirty aromatiniy junginiy vieninteliais anglies
Saltiniais naudojo tik  3-hidroksipiriding, piridino-3-karbonitrila,  5-
hidroksipiridino-2-karboksiriigsti, piridino-3-karboksirtig§ti, benzoing ir 4-
hidroksibenzoing riigstis. Zalios spalvos pigmento susidarymas ir jo
autooksidacija iki rudos spalvos, buvo stebima lasteles auginant su 5-
hidroksipiridino-2-karboksiriig§timi  ir esant didesnei nei 0,2%  3-
hidroksipiridino koncentracijai. Sio pigmento susidarymas rodo, kad pastaruyjy
junginiy katabolizmas vyksta per tarpinius dihidroksilintus piridino junginius
(Ensign ir kt., 1963; Khana ir kt., 1976). Auginant SHP Iasteles su nikotino
rugstimi, Zalios spalvos pigmentas galéjo nesusidaryti dél Zymiai didesnio 2,5-
dihidroksipiridino dioksigenazes kiekio. Piridino-3-karboksirtigstis
(nikotinatas) indukuoja Zymiai stipresn] promotoriy, nei kiti metabolitai
(Jimenez ir kt., 2011). PrieSingai nei tikétasi, SHP bakterijos negaléjo augti ant
agarizuotos terpés su cinchomerono, dipikolino ir pikolino rtgstimis, 5-
hidroksi-2-hidroksimetilpiridinu ir 5-hidroksipiridino-2-karbonitrilu. NeZitrint

to, kad SHP kamieno lastelés negaléjo augti ant agarizuotos terpés su Siais

97



junginiais, visgi bakteriju gebéjimas isisavinti §iuos substratus buvo patikrintas
su intaktinémis lastelémis uZaugintomis su pastaraisiais junginiais. Taciau
tokiomis salygomis uZaugintos lastelés nepasiZymejo aktyvumu ir nesiskyre
nuo intaktiniy lasteliy uZauginty neindukuojanéiomis salygomis. Sie tyrimai
patvirtino, kad 5-hidroksi-2-hidroksimetilpiridinas, 5-hidroksipiridino-2-
karbonitrilas, piridino-2-karboksi-, piridino-2,6-dikarboksi- ir piridino-2,5-
dikarboksi- riigS§tys néra SHP kamieno metabolitai ir neindukuoja jokiy genuy.

Tiriant 3-hidroksipiridino, piridino-3-karbonitrilo, 5-hidroksipiridino-2-
karboksi-, piridino-3-karboksi-, benzoinés ir 4-hidroksibenzoinés riugsciu
katabolizma Pusillimonas sp. SHP kamieno bakterijose, buvo bandoma
spektrofotometriskai uZfiksuoti Siy junginiy ir spéjamy metabolity suvartojima
tiesiog paciose intaktinése lastelése. Buvo nustatyta, kad skaidymas intaktiniy
lasteliy suspensijoje vyksta be papildomy kofaktoriy, kosubstraty ar metalo
jonu. Pagal reakcijos metu sunaudoto substrato kieki ir sugerties spektro
pasikeitimus buvo sprendZiama apie kultiiros aktyvuma ir metabolitus.

SHP bakterinio kamieno lastelés, augintos skystoje EFA terpéje su 3-
hidroksipiridinu ir atplautos nuo kultiirinés terpés komponenty, efektyviai
mazina  3-hidroksipiridino  koncentracija reakcijos miSinyje (3.13).

Susidarancio metabolito spektras sutapo su 2,5-dihidroksipiridino spektru.

0,8 1

0,6 1

Sugertis

0.4 1

0,2 1

0,0 1
220 240 260 280 300 320 340 360

A, NM
3.13 pav. 3-Hidroksipiridino suvartojimas intaktinémis Pusillimonas sp. SHP
lastelémis. Biomasé (auginta 4 paras 2 x 5 ml EFAIl terpés 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 uzrasyti po 0, 12, 20, 30, 45, 60, 75 ir 90 min. inkubacijos.
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Lastelés uZaugintos indukuotai piridino-3-karbonitrilu galéjo isisavinti
piridino-3-karbonitrila, piridino-3-karboksamida, piridino-3-karboksi-, ir 6-
hidroksipiridino-3-karboksi- riigstis, taip pat ir pirazino-2-karboksirtigsti. Taigi
piridino-3-karbonitrilo skaidymas pereina i nikotinato skaidymo kelia. Be to
Sios lastelés gal¢jo transformuoti ir kitus nitrilus: 5-hidroksipiridino-2-
karbonitrila (3.14 pav.), pirazino-2-karbonitrila, 3- ir 6-metil-piridino-2-
karbonitrilus, ir piridino-2,6-dikarbonitrilg 1 atitinkamus amidus/riigstis (déja
spektrofotometriskai labai sunku atskirti amidus nuo riig§¢iy). Transformacijos
metu susidariusi 5-hidroksipiridino-2-karboksirtig§tis buvo pradedama skaidyti
tik po ilgo 1 paros lag periodo. Lastelés uZaugintos su piridin-3-
karboksirtig§timi  gal¢jo isisavinti piridino-3-karboksamida, piridino-3-
karboksi- (3.15 pav.) ir 6-hidroksipiridino-3-karboksi- riigstis. Pusillimonas sp.
SHP lastelés uzaugintos indukuotai pidino-3-karboksirtig§timi ir/ar piridino-3-
karbonitrilu, transformavo pirazino-2-karboksirtigsti, susidarant tam paciam
(sulyginus sugerties spektrus) junginiui kaip ir Achromobacter sp. JS18

lasteléms uZaugintoms indukuotai su pidino-3-karboksirtig§timi.
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3.14 pav. Piridino-3-karbonitrilo suvartojimas intaktinémis Pusillimonas sp.
SHP lastelémis. Piridino-3-karbonitrilo koncentracija 0,15 mM. Sugerties
spektrai buvo uzrasyti po 0, 15, 35, 60, 90, 120, 150 ir 180 min. inkubacijos.
Biomasés paruosta kaip aprasSyta 3.13 pav.
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Sugertis

220 240 260 280 300 320 340 360
A, NmM

3.15 pav. Nikotinato suvartojimas intaktinémis Pusillimonas sp. SHP
lastelémis. Nikotinato koncentracija 0,15 mM. Sugerties spektrai buvo uZraSyti
po 0, 30, 60, 90, 120 ir 150 min. inkubacijos. Biomasés paruosta kaip apraSyta
3.13 pav.

SHP lastelés uZaugintos indukuotai su  5-hidroksipiridino-2-
karboksirtigS§timi galéjo isisavinti tik 5-hidroksipiridino-2-karboksirtigsti (3.16
pav). PrieSingai nei 3.1 skyriuje tirtos JS18 Iastelés, jos negaléjo iSkarto pradeéti
vartoti piridino-3-karboksiriigSties. Jos taip pat negal¢jo transformuoti
hidroksipirazino-2-karboksi riig§¢iy (susintetinty 3.1.1 skyriuje). Visais
keturiais (3-hidroksipiridinu, 5-hidroksipiridino-2-karboksirtig§timi, piridino-
3-karbonitrilu ir piridino-3-karboksirtig§timi) induktoriais indukuotos (atskirai)

lastelés vartojo bendra jungini — 2,5-dihidroksipiridna (3.17 pav.).
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3.16 pav. 5-Hidroksipiridino-2-karboksiriigSties suvartojimas intaktinémis
Pusillimonas sp. SHP lastelémis. 5-hidroksipiridino-2-karboksirtigsties
koncentracija 0,15 mM. Sugerties spektrai buvo uzrasyti po 0, 30, 60, 90,
120,150 ir 180 min. inkubacijos. Biomasés paruosta kaip aprasyta 3.13 pav.
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3.17 pav. 2,5-Dihidroksipiridino suvartojimas intaktinémis Pusillimonas sp.
SHP lastelémis. 2,5-dihidroksipiridino koncentracija 0,15 mM. Sugerties
spektrai buvo uzrasyti po 0, 15, 45, 75, 105, 135, 165, 195, 240 ir 315 min.
inkubacijos. Biomasés paruosta kaip apraSyta 3.13 pav.

Sugertis

Taigi SHP lastelése yra indukuojami trys skirtingi metaboliniai keliai
turintys bendra metabolita — 2,5-dihidroksipiriding (3.7 pav.). SHP intaktiniy
lasteliy tyrimai leido identifikuoti visus skaidymo keliy tarpinius junginius.
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3.18 pav. Galimi piridino junginiy skaidymo keliai Pusillimonas sp. SHP
kamiene. 1 — piridino-3-karbonitrilas; 2 — piridino-3-karboksamidas; 3 —
piridino-3-karboksiriigStis; 4 — 6-hidroksipiridino-3-karboksirtigstis, 5 — 5-

hidroksipiridino-2-karboksirtigstis; 6 — 3-hidroksipiridinas; 7 - 2,5-
dihidroksipiridinas, 8 — N-formilmaleamo roigstis.
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3.2.3. Pusillimonas sp. SHP lastelése indukuojamy baltymy tyrimas

Pastebéjus, kad 3-hidroksipiridino pikolino ir nikotino riagsciy
katabolizme dalyvaujantys fermentai yra indukuojami baltymai, buvo
nuspresta tirti belasteliniy ekstrakty skirtumus baltymy elektroforezés metodu.
Tuo tikslu, Pusillimonas sp. SHP lastelés buvo uZaugintos su 3-
hidroksipiridinu,  5-hidroksipiridino-2-karboksiriig§timi ~ ar  piridino-3-
karboksirtigs§timi. SuardZius lasteles ir paSalinus ju nuolauZas, belasteliniai
ekstraktai buvo tiriami naudojant baltymu elektroforeze denatiiruojan¢iomis

salygomis (3.19 pav.)

3.19 pav. Pusillimonas sp. SHP kamieno baltymy analizé SDS-PAGE
metodu.1 ir 5 — molekuliniy masiy Zymenys: 116; 66,2; 45; 35; 25; 18,4 ir 12,4
kDa. 2 — lastelés uzaugintos su 5-hidroksipipiridino-2-karboksiriig§timi, 3 —
lastelés uzaugintos su piridino-3-karboksirtigStimi, 4 — lastelés uZaugintos su 3-
hidroksipiridinu. Rodyklémis paZymeéti indukuojami baltymai.

Rodyklémis paZzyméti Sie indukuojami baltymai: apie 70 kDa dydZio
lasteles indukavus 3-hidroksipiridinu, ir 45 kDa dydZzio - indukavus 5-
hidroksipikolinatu. Pastarojo tipo belastelinis ekstraktas buvo analizuotas

natyvios baltymy elektoforezés metodu ir gelius dazant su NBT (3.20 pav.).
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3.20 pav. Pusillimonas sp. SHP kamieno, uZauginto su 5-hidroksipiridino-2-
karboksiriigS§timi,  belastelinio  ekstrakto  analiz¢  natyvios  baltymy
elektroforezés metodu. 1 — dazyta su NBT, 2 — dazyta su Coomasie Blue, 3 —
daZzyta su NBT ir esant 5-hidroksipiridino-2-karboksirtig§ciai.

Toks dazymas rodo esant apie 45 ir 60 kDa dydZio baltymams, kuriy

aktyvumui pasireiksti yra reikalinga 5-hidroksipiridino-2-karboksirtigstis.

3.2.4. 5-Hidroksipikolinato 2-monooksigenazés iS Pusillimonas sp.
SHP gryninimas ir tyrimas

Naujo tipo fermentas, katalizuojantis 5-hidroksipikolino rigsties (5-
hidroksipiridino-2-karboksirtigsties) oksidacini dekarboksilinima, buvo dalinai
iSgrynintas afininés chromatografijos biidu. Fermentas, nors mazu imlumu, bet
specifiSkai saveikavo su Cibacron Blue F3GA dazu. Saveikaujantys
pasizyméjo 450 nm bangos ilgio (budingo flavinams) sugertimi. Pagal
katalizuojama reakcija, kosubstrata, kofaktoriu (FAD molekulés fermenta
veikeé stimuliuojanciai), pH optimuma bei molekuling mas¢ fermentas yra
panasus 1 6-hidroksinikotinato 3-monooksigenazg (Nakano ir kt., 1999), todél
buvo pavadintas analogiSkai — 5-hidroksipikolinato-2-monooksigenaze. Tai,
kad fermento katalizuojamos reakcijos metu tikrai susidaro 2,5-
dihidroksipiridinas, buvo patvirtinta eksperimentiSkai, 2,5-dihidroksipiridino
dioksigenazés 1§ Sinorhizobium sp. L1 kamieno pagalba. Buvo vykdoma 5-

hidroksipikolinato-2-monooksigenazés reakcija, ir idedamas nedidelis kiekis
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2,5-dihidroksipiridino  dioksigenazeés.

Idé&jus

sugerties sumaz¢jimas 320 nm bangos ilgiu.

Metodin¢je dalyje nurodytomis salygomis, buvo dalinai iSgryninta 5-

dioksigenazg yra

stebimas

hidroksipikolinato 2-monooksigenazé. Gryninimo eiga pateikta 7 lenteléje.

7 lentelé. 5-Hidroksipikolinato 2-monooksigenazés i§ Pusillimonas sp. SHP
gryninimo eiga.

Gryninimo | Aktyvumas, | Baltymo | Specifinis | ISgryninimas, | ISeiga,
stadija U kiekis, | aktyvumas kartais %
mg U/mg
Ekstraktas 290 2700 0,1 1 100
AF-Blue- 18 35 0,5 6
650M
Resource 0 16 0 0 0
15Q

Dalinai iSgryninus fermenta, SDS-PAGE metodu buvo nustatyta jo
molekuliné masé, kuri yra apie 43-44 kDa (3.24 pav.). Sis dydis taip pat yra
artimas 6-hidroksinikotinato 3-monooksigenazés masei, apie 42 kDa (Nakano

ir kt., 1999) ar salicilato-1-monooksigenazei apie 44 kDa.

116 kDa —> g

66.2 kDa —> e

45 kDa —> - < 43 kDa

35 kDa —

25 kDa ——

3.24 pav. Dalinai iSgrynintos S5-hidroksipikolinato 2-monooksigenazés i3
Pusillimonas sp. SHP analiz¢ SDS-PAGE metodu. 1 — molekuliniy masiy
Zymenys; 2 — dalinai iSgryninta 5-hidroksipikolinato 2-monooksigenazé.

Tiriant fermento savybes, nustatyta, kad fermenta stimuliuojanciai veikia

FAD molekulés. FMN ir riboflavinas itakos netur¢jo. Be to fermentas pasirodé
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esas specifiSkas NADH, bet nebuvo pastebéta aktyvumo su fosforilintu
analogu. Monooksigenaz¢ efektyviai veiké pH 7,0-8,0 ribose.

IS Pusillimonas sp. SHP kamieno uZauginto su 5-hidroksipikolinatu ir
iSgryninus fermenta bei atlikus baltymo peptidy MALDI analiz¢ buvo
identifikuotas VGFIPEALVGR peptidas. Kadangi baltymo hidolizei buvo
naudojamas tripsinas, kuris hidrolizuoja ties bazinémis amino rigStimis, tai $i
peptida galima prailginti N-gale pridedant lizing ar argininag. Be to masiy
spektrometrijos metodu negalima atskirti leucino nuo izoleucino ir lizino nuo
gliutamino, nes Siy amino rags$¢iy molekulinés masés yra identiSkos. Gauto
peptido analizé BLAST programa parodé panasuma 1 Burkholderia xenovorans
LB400 kamieno salicilato 1-monooksigenazés (YP_555487) amino rugsciu
seka (KVAFLPQAIVGR, E=0,004).

Abibendrinant Sia darbo dali galima teigti, kad Pusillimonas sp SHP
lastelése yra indukuojami trys skirtingi: 3-hidroksipiridino, 5-hidroksipiridino-
2-karboksirtigsties ir piridino-3-karboksirtigSties skaidymo keliai, turintys
bendra metabolita — 2,5-dihidroksipiriding. Aptiktas ir dalinai iSgrynintas
naujas  fermentas, katalizuojantis  5-hidroksipiridino-2-karboksirtigsties

oksidacinj dekarboksilinima.

3.3. Sinorhizobium sp. L1 tyrimas

3.3.1. Sinorhizobium sp. L1 substratinis specifiSkumas

Sioje darbo dalyje buvo tiriamas Sinorhizobium sp. L1 bakterinio
kamieno gebéjimas isisavinti 3-ioje padétyje pakeistus piridino junginius. Sie
tyrimai parodé, kad tiriamas kamienas gali vieninteliais anglies ir energijos
Saltiniais naudoti 3-hidroksipiriding, 3-hidroksimetilpiriding, piridino-3-
karboksamida, piridino-3-karboksi- ir 6-hidroksipiridino-3-karboksi- riigstis.
Geb¢jimas isisavinti B-pakeistus piridino junginius mazéja tokia eilés tvarka:
piridino-3-karboksiriigStis > 6-hidroksipiridino-3-karboksiriigstis > piridino-3-

karboksamidas > 3-hidroksipiridinas > 3-hidroksimetilpiridinas.

105



3.3.2. B-pakeisty piridino junginiy katabolizmo tyrimas ir katabolizme
dalyvaujantys fermentai

Nustacius, kad Sinorhizobium sp. L1 bakterijos gali isisavinti kai kuriuos
3-ioje padétyje pakeistus piridino junginius, buvo tiriamas piridino-3-
karboksirtigStimi, 6-hidroksipiridino-3-karboksirtig§timi, piridino-3-
karboksamidu, 3-hidroksimetil-, 3-hidroksi- ir 2,5-dihidroksipiridino
skaidymas intaktinése lastelése. Tuo tikslu Sinorhizobium sp. L1 lastelése buvo
uzaugintos EFA1 terpéje su aukS$Ciau iSvardintais substratais ir gintaro
rigstimi. Surinkus biomasg ir atplovus nuo terpés komponenty, buvo bandoma
spektrofotometriskai uzfiksuoti auk$¢iau minéty piridino junginiy suvartojima

intaktinése lastelése, priklausomai nuo kultiiros auginimo salygu (8 lentelg).

8 lentelé. Piridino-3-karboksi-, 6-hidroksipiridino-3-karboksi- rugsciy,
piridino-3-karboksamido, 3-hidroksimetilpiridino, 3-hidroksipiridino ir 2,5-
dihidroksipiridino suvartojimas Sinorhizobium sp. L-1 intaktinése lastelése,
uzauginus lasteles EFA1 terpéje su jvairiais anglies Saltiniais. Bendra reakcijos
miSini (1 ml) sudaré¢ 50 mM kalio fosfato buferinis tirpalas, pH 7,5, 200 mM
tiriamo substrato ir atitinkamas kiekis biomasés.

Tiriamas substratas Substratas (0,2 %) auginimo terpéje
Ay
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Piridino-3-karboksiraigStis | — + + + — -
6-Hidroksipiridino-3- - + + + - -
karboksiriigstis
Piridino-3-karboksamidas - + + + — -
3-Hidroksipiridinas — - - - + _
3-Hidroksimetilpiridinas — - - - - —
2,5-Dihidroksipiridinas - + + + + -
(,,+“ — lastelés substrata vartoja, ,,—“— lastelés substrato nevartoja)
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IS lentelés duomeny  matyti, kad  bakterijos, uZaugintos
neindukuojanciomis salygomis, t.y. su gintaro riig§timi, nevartojo nei vieno i
tirty substraty. PanaSus rezultatas gautas su lastelémis uZaugintomis su 3-
hidroksimetilpiridinu, tafiau to prieZastis galéjo biiti junginio transporto
sistemos 1 lastel¢ nebuvimas. Palyginimui galima pasakyti, kad lasteléms
pasiekti maksimaly kieki (matuojant sugerti) auginant su piridino-3-
karboksirtig§timi pakanka kiek daugiau nei paros, su 3-hidroksipiridinu —
dviejy pary, su 3-hidroksimetilpiridinu — savaités. Tai, kad lastelés uZaugintos
indukuojant 3-hidroksipiridinu galéjo isisavinti tik 3-hidroksipiriding, o
uzaugintos su kitais [-pakeistais piridinais — pastarosios grupés junginius
(iSskyrus 3-hidroksipiriding), leido padaryti prielaida, kad piridino junginiy
biodegradacija Siose lastelése vyksta skirtingais keliais. Si prielaida buvo

patvirtinta, fermentiniais tyrimais (9 lentel¢).

9 lentelé. Fermentai, indukuojami Sinorhizobium sp. L-1 lastelése, uzaugintose
EFAL1 terp¢je su skirtingais anglies Saltiniais. Fermentiniai aktyvumai buvo
matuojami standartinémis salygomis.

Fermentinis aktyvumas Substratas (0,2 %) auginimo terpéje
.| 2.3
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= CEIES|IBE|2E | =S
g EE|ER|IES|FEA|IET
g EE|ISE| &5 N
G |87 i¥: g
g
\O
Nikotinamido — - — + _ _
deaminazé
Nikotino rigsties — + + + - +
dehidrogenazé
6-Hidroksinikotinato - + + + - +/—-
3-monooksigenazé
2,5-Dihidroksipiridino + + + + + +
5,6-dioksigenazé
Maleamo riigsties + + + + + +
deaminazé
(,,+* — fermentinis aktyvumas yra, ,,— — fermentinio aktyvumo néra)
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Siais tyrimais parodyta, kad lastelése uzaugintose su 3-hidroksipiridinu
néra fermentiniy aktyvuma aptinkamy L1 lasteles uzauginus indukuotai su
kitais tirtais [-pakeistais piridinais. O  3-hidroksimetilpiridinas yra
oksiduojamas 1 piridin-3-karboksirfigsti, ir skaidomas nikotino keliu.

Tiriant biosintetinamus fermentus, indukuotose lastelése, buvo nustatyta,
kad 2,5-dihidroksipiridino 5,6-dioksigenazés kiekis aptinkamas biomasg¢je i 1
litro terpés, auginant su 3-hidroksipiridinu yra apie 800 U, su piridino-3-
karboksirtigs§timi — apie 4000 U. Maleamo riigties deaminazés kiekiai gaunami
i§ lasteliy auginty su 3-hidroksipiridinu ir piridino-3-karboksirtig§timi yra

panasus — apie 20 U.

3.3.3. Nikotinato dehidrogenazés iS Sinorhizobium sp. L1 iSskyrimas,
gryninimas ir tyrimas

Tiriant belastelini L1 ekstrakta, buvo aptiktas nikotinato (piridino-3-
karboksirigities) dehidrogenazés aktyvumas. Si dehidrogenazé, elektrony
akceptoriais gali naudoti fericianida, PMS, DCPIP, NBT ir cyt c¢. Tiriant
fermentinio aktyvumo priklausomybg¢ nuo reakcijos miSinio pH nustatyta, kad
optimalus veikimo pH yra apie 7,0 (3.25 pav.). Prie§S pradedant fermenta
gryninti buvo tiriamos fermento stabilumo savybés. Nustatyta, kad fermenta
stabilizuojanéiai veikia Mg jonai (Ca®* jonai jtakos neturi), redukuojancios
medziagos — DTT, tirpuma didintys detergentai — Triton X-100. Literaturoje
yra nurodoma, kad nikotinato dehidrogenazé¢ yra membraninis ar su
membranomis asocijuotas fermentinis kompleksas. Todél buvo atlikta
fermento analizé centrifuguojant ultracentrifuga. Centrifugavus L1 belasteling
ekstrakta 90 minuciy generuojant 100 000 g jéga, membraningje frakcijoje
buvo surasta didZioji dalis nikotinato dehidrogenazés aktyvumo. Tai rodo, kad

fermentas tikrai yra membraninis.
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3.25 pav. Nikotinato dehidrogenazes 1S Sinorhizobium sp. L1 aktyvumo
priklausomybé nuo reakcijos misinio pH. Aktyvumai buvo matuoti 30 °C
temperatiiroje 50 mM kalio acetato, citrato ir fosfato ir Tris-HCI buferiniuose
tirpaluose, esant 400 uM fericianido ir 200 uM nikotino rigsties. == kalio
citrato buferinis tirpalas, == kalio fosfato buferinis tirpalas Tris-HCl
buferinis tirpalas.

Metodin¢je dalyje nurodytomis salygomis, buvo iSgryninta nikotinato

dehidrogenazé. Gryninimo eiga pateikta 10 lentel¢je.

10 lentelé. Nikotinato dehidrogenazes 1§ Sinorhizobium sp. L1 gryninimo eiga.

Gryninimo | Aktyvumas, | Baltymo | Specifinis | ISgryninimas, | ISeiga,
stadija U kiekis, | aktyvumas kartais %
mg U/mg
Ekstraktas 1080 2600 0,415 1,0 100
Ultracentri- 780 890 0,876 2,11 72,2
fugavimas
30% amonio 756 142 5,32 12,82 70,0
sulfatas
GigaCapQ 490 55,7 8.8 21,2 454
Resource 75 1,28 58,6 141,2 6,95
15PHE
Resource 27 0,248 108,9 2624 2,5
15Q
SuperDex 19,5 0,063 309,5 745,8 1,8
G200
Resource 11,5 0,058 198,3 477,8 1,07
RPC
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Atlikus  iSgryninto  fermento analiz¢ baltymy elektroforezeés,
denatiiruojan¢iomis salygomis metodu buvo nustatyta, kad fermentas yra
sudarytas iS$ trijy subvienety: 85, 28 ir 17,7 kDa (3.26 pav.). I$skirtas fermentas
savo apibudinimu panasus 1 i§ Comamonas testosteroni S44 kamieno iSskirta
nikotinato dehidrogenazg (pagal subvienety kieki ir molekulines mases 82, 46
ir 21 kDa (Yang ir kt.; 2009/2010).

116 kDa — s

N

66.2 kDa —> e — <— 85 kDa

45kDa —> s
35kDa—>

25 kDa—> ‘

18.4 kDa—>
? e <«— 17.7kDa

14.4 kDa —> -

3.26 pav. Nikotinato dehidrogenazés iS Sinorhizobium sp. L1 analizé SDS-
PAGE metodu. 1 — nikotinato dehidrogenaz¢, 2 — molekuliniy masiy Zymenys.

Atlikus baltymy peptidy MALDI analiz¢ buvo identifikuoti trys peptidai:
vidutinio subvieneto — VVKIDFKR ir didZiojo subvieneto — ENEWAHDPR
(E=44), VHPGHVDIGTGIR (E=6,3). Pastarieji peptidai yra panaSiis 1 kity
aldehidy dehidrogenaziy didZiojo subvieneto amino rugsc¢iy ESEWARDPR ir
AFNGHVDLGTGIR sekas. MaZojo subvieneto analizé nepavyko.

Tiriant fermento savybes buvo nustatyta, kad fermentas veikia su
skirtingo potencialo dirbtiniais elektrony akceptoriais: fericianidu, PMS,
DCPIP, NBT ir cyt c. Ekstrapoliuojant atvirkStinése koordinatése nustatytos,
Ky vertes, kurios yra 122,7 uM nikotinatui ir 46,85 uM fericianidui (3.27 ir
3.28 pav.).
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3.27 pav. Nikotinato dehidrogenazés i§ Sinorhizobium sp. L1 kamieno Ky
reikSmiy nustatymas dviguby atvirkstiniy dydZiy koordinatése.
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3.28 pav. Nikotinato dehidrogenazés iS Sinorhizobium sp. L1 kamieno
reakcijos grei€iy ekstrapoliacijos atvirkStinése koordinatése. Pilka spalva
pazymeétas teorinis greitis, ekstrapoliuojant 1 begalybe.

Kadangi kai kurios nikotinato dehidrogenazés turi cytochroming
subvieneta ar domena, buvo nusprgsta nustatyti Ky, vertes tokiai sistemai.
Tokioje sistemoje gautos vertés yra 117,9 mM nikotinatui ir 225 mM cit c.
Analogiski ekstrapoliaciniai skai¢iavimai, esant nikotinatui ir citochromui c,
leidzia daryti prielaida, kad reakcijos mechanizmas vyksta susidarant trinariam
kompleksui. Taip pat pastebéta, kad fericianidinés sistemos aktyvacija
naftazarinu buvo menka, tuo tarpu citochrominés — labai didelé. [domu tai, kad
nikotinato dehidrogenaz¢ i§ Achromobacter sp. JS18 kamieno nors ir
pasiZyméjo panaSiomis savybémis (aktyvumu su fericianidu ir cit ¢), bet

naftazarinas itakos aktyvumui netur¢jo.
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3.3.4. 2,5-Dihidroksipiridino 5,6-dioksigenazés iS Sinorhizobium sp.
L1 iSskyrimas, gryninimas ir tyrimas

UZauginus L-1 kamieno lasteles su skirtingais anglies Saltiniais, skiriasi
2,5-dihidroksipiridino  dioksigenazés kiekis gaunamas i§ 1 L terpés:
indukuojant piridino-3-karboksiriig§timi— apie 4000 U, o 3-hidroksipiridinu —
apie 800 U. Gryninant fermenta ir tiriant jo savybes buvo pastebéta, kad
skirtingomis medZiagomis indukuota 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazé
pasizymi skirtingomis savybémis ir yra skirtingos molekulinés masés.
Dioksigenaze, i$ lasteliy uZauginty su 3-hidroksipiridinu, buvo pavadinta A
izoforma, nes buvo atrasta pirma, o i§ lasteliy uZauginty su piridino-3-

karboksirtig§timi — B izoforma (3.29 pav.)

116 kDa———>

662 kDa— > =

45 kDa > o / A 1soform
35 kDa——> - \

T

B isoform

3.29 pav. Sinorhizobium sp. L1 lastelése indukuojamy 2,5-dihidroksipiridino
dioksigenaziy analizé SDS-PAGE metodu. 1 — i§ piridin-3-karboksirig§timi
indukuoty lIasteliy, 2 — i§ 3-hidroksipiridinu indukuoty lasteliy, 3 — molekuliniy
masiy Zymenys, 4 — 1 ir 2 pavyzdZiai kartu.

Metodin¢je dalyje nurodytomis salygomis, buvo iSgrynintos 2,5-
dihidroksipiridino  dioksigenazés i§  3-hidroksipiridinu ir piridino-3-

karboksirtigS§timi indukuoty lasteliy. Gryninimo eiga pateikta 11 ir 12 lentelése.
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11 lentelé. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenazés A izoformos iS Sinorhizobium

sp. L1 lIasteliy indukuoty 3-hidroksipiridinu gryninimo eiga.

Gryninimo | Aktyvumas, | Baltymo | Specifinis | ISgryninimas, | ISeiga,
stadija U kiekis, | aktyvumas kartais %
mg U/mg
Ekstraktas 385 192,5 2 1 100
30-40%
amonio 210 97 2,2 1,1 54,5
sulfatas
GigaCapQ 180 23 7,8 39 46,7
Resource
15PHE 27 1,1 24,5 12,25 7
Resource
15Q 19 0,32 59,4 29,7 4.9

12 lentelé. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenazés B izoformos i§ Sinorhizobium
sp. L1 lIasteliy indukuoty piridino-3-karboksirtig§timi gryninimo eiga.

Gryninimo | Aktyvumas, | Baltymo | Specifinis | ISgryninimas, | ISeiga,
stadija U kiekis, | aktyvumas kartais %
mg U/mg
Ekstraktas 5400 500 11 1 100
Ultracentri- | 395, 340 116 1,05 73,1
fugavimas
30-40%
amonio 2280 115 19,8 1,8 442
sulfatas
GigaCapQ 1760 19 92,6 8,4 32,6
Resource
15PHE 430 1,4 307 279 8
Resource
150 320 0,64 500 45,5 59

ISgrynintos 2,5-dihidroksipiridino 5,6-dioksigenazés A ir B izoformos i§
Sinorhizobium sp. L1 kamieno, poliakrilamidiniame gelyje denattiruojan¢iomis
salygomis, migruoja kaip 39,8 kDa ir 38,3 kDa dydzio baltymai, atitinkamai
(3.29 pav.). Molekulinés masés nustatytos gel-filtraciniu metodu yra: 230+2
kDa ir 214#2 kDa, atitinkamai. Sie duomenys yra artimi 2,5-dihidroksipiridino
dioksigenazéms iSskirtoms i§ Pseudomonas putida N-9, KT2440 ir S16

kamieny.
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Tiriant fermento izoformy katalizines savybes buvo nustatyta, kad Ky
reikSmeés 10 mM kalio fosfato buferiniame tirpale, pH 7,5 2.5-
dihidroksipiridinui yra labai panaSios: 175 uM — B izoformai ir 150 pM - A
izoformai (3.30 pav. A ir B). Taip pat nustatyta, kad fermentai nustoja veikti,
kai substrato kiekis yra apie 4,85 karto didesnis uz Ky, vertg: 865 uM B
izoformai ir 710 uM A izoformai (3.30 pav. C ir D), t.y. stebima inhibicija
substratu. Tai galblit galima paaiSkinti tuo, kad katalizuojama reakcija yra
bisubstratiné. Be to, kai substrato koncentracija virSija deguonies tirpumo 30
°C temperatiiros vandenyje koncentracija (200 pM), yra stebimas reakcijos
greiCio tiesés 1uzis. Tiriant Ky, priklausomybg nuo pH (tyrimai atlikti tik su A

izoforma) pastebéta, kad ruigStéjant terpei Ky, mazéja.
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3.30 pav. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenazés A ir B izoformy reakcijos
greiio nuo 2,5-dihidroksipiridino koncentracijos priklausomybe. Aktyvumai
buvo matuoti 30 °C temperatiiroje 5 mM kalio fosfato buferiniame tirpale, pH
7,5, esant 20-80 uM 2,5-DHP ir 1 uM FeSO,. Bendras reakcijos miSinio tiris
sudaré 1 ml.
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Abi 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazés izoformos pasirodé esancios
maZzai specifiSkos buferinio tirpalo prigimciai. Jos buvo jautrios tik citrato
buferiniam tirpalui, matomai, dél jo chelatiniy savybiy. Nors fosfato buferinis
tirpalas pasiZymi silpnomis chelatinémis savybémis, vis délto didZiausias
aktyvumas pasiekiamas jame. Fermento izoformy aktyvumo priklausomybeé
nuo buferinio tirpalo pH yra pateikta 3.32 paveiksle. pH optimumai yra

panasus: A izoformos — 7,5-7,75, B izoformos — 7,25-7.,5.

100 +
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40 1

e Aizoforma
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A izoformos kreive
— B izoformos kreivé

log[Aktyvumas (%)]

20

Santykinis aktyvumas, %

3.32 pav. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenazés A ir B izoformy aktyvumo
priklausomybé nuo reakcijos miSinio pH. Aktyvumai buvo matuoti
standartinémis salygomis. ® — A izoforma, ¢ — B izoforma.

Skirtumai tarp pH optimumo ir veikimo riby aiSkiau pastebimi
logaritminése skalése (3.32 pav.). A izoformos pH veikimo spektras yra kiek
labiau pasislinkes 1 Sarming pusg, o B izoformos — 1 riigsting pusg. A izoforma
veikia pH 5,5-10,5 intervale, o 7,2-8,3 intervale, pasiZymi didesniu nei 90%
aktyvumu. B izoforma veikia pH 5-10,0 intervale, didesniu nei 90% aktyvumu
pasizymi 7,0-8,0 intervale. Toks grafikas duoda du liZio taskus: 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 jy pH sutampa — tai kalio fosfato

buferinis tirpalas, pH 7,2-7.8.
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3.3.5. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenazés geno iS Sinorhizobium sp. L1
klonavimas ir analizé

IS Sinorhizobium sp. L1 kamieno uZauginto su nikotino ragStimi ir
iSgryninus iki homogeniSkumo 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazg bei atlikus
baltymo peptidu MALDI analizg buvo identifikuoti keturi peptidai:
IDYADAFIAAGKR (E=1,1), VITAVEPAPLIGR (E=0,16), WDHGEPAAF
(E=12), VVVISKGDER (pastarasis artimesnis Achromobacter piechaudii),
labai panaStis 1 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM1325 hipotetini
baltyma (YP_002978554.1). IS Sinorhizobium sp. L1 kamieno uZauginto su 3-
hidroksipiridinu ir analogiSkai atlikus baltymo peptidu MALDI analiz¢ buvo
identifikuoti tokie peptidai: IITAVEPPEIAR (E=0,044), MMPYPELR,
PYPELR. Pagal Siuos peptidus, atsizvelgiant 1 (R. leguminosarum) baltyma
koduojancios DNR seka, buvo sukurti gauto peptido pradmenys. Atlikus L1
kamieno chromosominés DNR PGR su sukurtais pradmenimis buvo gauti keli
tikimosi dydZio fragmentai. Sie fragmentai buvo klonuoti j pTZ59R plazmides
ir padaugintas. Tokiu bidu buvo gauta plazmidé¢ (pF1R4A) su 685 bp ilgio
fragmentu. Atlikus padauginty fragmenty sekvenavima buvo gauta dalis 2,5-
dihidroksipiridino dioksigenazés geno, kuri buvo labai artima pradmeny
ktrimui naudoto Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM1325 hipotetinio
baltymo amino rags¢iy sekai.

Remiantis nustatyta nukleotidy seka buvo susintetinti pradmenys LF1,
LF2, LR3 ir LR4. Sie pradmenys buvo panaudoti, tikrinant Sinorhizobium sp.
L1 geny biblioteka, kuri gauta kaip apraSyta Metody skyriuje (2.5.11). Tokiu
bidu buvo sékmingai atrinkta bakteriné kolonija, turinti rekombinanting
pL1Pst25 plazmide. Restrikciné analizé parodé, kad §i plazmidé turi 10,4 kb
ilgio DNR fragmenta, kurio nukleotidy seka buvo sekvenuota. Siame
fragmente nustatyti 11-a atviro sakitymo rémeliy (3.34 pav), kurie koduoja du
transkripcijos faktorius (vienas hipotetinis), tris transporto sistemos baltymus ir

keturis su degradacija susijusius baltymus (13 lentele).
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13 lentelé. L1Pst25 geny sankaupoje indentifikuoty ORF palyginimas.

K3

orfi orf7 orf8 orf9 orf10 orf11

NANNE T P

3.34 pav. Schematinis pL1Pst25klonuoto DNR fragmento genolapis.

. Identis-
ORF Tlgis CDS Artimiausias homologas Gepq banko kumas | E verté
(a.r.) | pozicija priegos Nr. (%)
anglies monoksido
dehidrogenaze, 13/28
Orfl 35 16-140 Rhodopseudomonas palustris ABDO7809 (46%) 6E-06
HaA2
hipotetinis baltymas 119/215
Orf2 224 | 137-811 | CTS44_14338 Comamonas EFI160974 9E-81
. (55%)
testosteroni S44
GntR tipo transkripcijos
o3 | 233 | 787 | faktorius Comamonas EFI60973 | S¥19% | 6p 30
1468 ) (43%)
testosteroni S44
hipotetinis periplazminis
Orf4 329 1299101_ baltymas TorT Marinomonas EAQ65112 133{;2)9 3E-86
sp. MED121 ?
cukry ABC transporterinis
Orf5 503 12233 ATP-suriSantis baltymas EAQ65113 2(4429/;9)2 3E-172
Marinomonas sp. MEDI121 ?
heksoziy ABC-tipo transporto
Orf6 290 L;6663%_ sistemos permeazé EAQ65114 1(452'9/(279)4 6E-90
Marinomonas sp. MEDI121 ?
5702- | maleato cis-trans izomeraze 197/249
Orf7 249 6451 Pseudomonas putida S16 ADN26549 (79%) 2E-148
hidrolazé, alfa/beta klos¢iy
Orf8 257 6461- Seima Octadecabacter EDY88475 1797258 7E-137
7234 D (69%)
antarcticus 238
leucil aminopeptidazé
7258- | (aminopeptidazé T) 304/342
Orf 343 8289 Pelagibacterium halotolerans AEQ53770 (89%) 0.0
B2
N-karbamoilsarkozino
Orf10 | 208 8350- amidazé Pelagibacterium AEQ53771 1537203 7E-110
8976 (75%)
halotolerans B2
spé&jama, nuo gliutationo
9411- nepriklausoma, formaldehidro 166/271
Orfll 1 327 1 10304 | dehidrogenazé Dermacoccus EFPS7883 |~ (g1ap) | 2E-104
sp. Ellin185

Nustatyto genominio L1Pst25 fragmento i§ Sinorhizobium sp. L1 kamieno

geny organizacija skiriasi nuo Jimenez ir bendraautoriy sudarytos nic geny

sankaupos organizacijos bakterijose (3.35 pav.). Jimenez palyginimui imtos

geny sankaupos turi nicC (ar analogiSka monooksigenazg).

Be to su

degradacija susij¢ genai tik kai kuriais atvejais yra apsupti transporto baltymy
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genais. Sinorhizobium sp. L1 atveju transporto baltymams priklauso porinas,
ATPaze ir receptorinis TMAO-TorT tipo baltymas. Deja ne visi organizmai
(pvz. P. putida KT2440) tokio tipo receptorius turi. Nors Jimenez palygintuose
geny sankaupose transkripcijos reguliatorius daznai yra NicR ar TetR tipo,
visgi kaip ir Sinorhizobium sp. L1 atveju yra ir GntR tipo reguliatorius. Be to
Jimenez palygintais su degradacija susijusio geny ketverto baltymai
(dioksigenazé, deformilazé, aminazé ir izomeraz¢) yra apsupti nicA ir/arba
nicB geny, o ne transporto sistemos ir formaldelhidro dehidrogenazés geny,
kaip kad yra Sinorhizobium sp. L1 atveju. Didelis skirtumas tarp
Sinorhizobium sp. L1 ir kity pvz., P. putida KT2440 tai, kad formiato
dehidrogenaze P. putida KT2440 kamieno atveju, yra nutolusi nuo nic geny
sankaupos per 4 Mb. Palyginus L1Pst25 fragmento geny organizacija su
panaSiomis geny sankaupomis, esan¢iomis kitose bakterijose (1.14 pav.
Literatiiros apZvalgoje) paaiskéjo, kad Salia geny ketverto 6-hidroksinikotinato
3-monooksigenazés genas arba biina, arba ne. Todél palyginimui buvo

sudarytas kitas geny sankaupos palyginimas (3.35 pav.).

Sinorhizobium sp. L1 ) ) S )
Orf7 Orf8 Orf9 Orfl10
Pelagibacterium halotolerans B2~ T > nm>- - ) )
76% 73% 89% 75%
Pseudomonas putida S16 2 4 4 2
79% 70% 83% 69%
Octadecabacter antarcticus 238 > > E——) E—)>
76% 69% 85% 61%
Rhizobium leguminosarum by. trifolii WSM1325 > - - mun)>- mmm—)
62% 72% 44% 83%
Comamonas testosteroni S44 - > E— >
72% 55% 44% 45%
Pseudomonas putida KT244)  <Gue— - > )y )
45% 57% 71% 40%
Streptomyces sp. AA4 = 4 4 =2
54% 36% 67% 33%
6HNA monooksigenazé Orf7 Orf8 Orf9 Orf10

maleato izomeraz¢ NFM deformilazé 25DHP dioksigenazé maleamato amidazé
3.35 pav. L1Pst25 genominio fragmento i§ Sinorhizobium sp. L1 kamieno
genetiné organizacija kaip palyginimas su kitais panaSiomis genu

sankaupomis, esanciomis kitose bakterijose. — 6-Hidroksinikotinato 3-
monooksigenaz¢; m — maleato izomerazé; m — N-formilmaleamo rugsties
deformilaze; m — 2,5-dihidroksipirido dioksigenazé; = — maleamo rugsties

deaminazé. Procentiné reikSmé rodo amino rigsciy identiSkuma panaSiems
baltymam:s.
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Analizuojant L1Pst25 fragmento seka buvo pastebéta, kad prie§ N-
formilmaleamo riigSties deformilazés ir 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazés
genus yra Shine-Dalgarno sekos: GAGAGGGCGAGATG ir
GAGAGGAAATAGCGCGATG atitinkamai. AnalogiSkos Shine-Dalgarno
sekos yra aptiktos P. putida S16 kamiene, Sios sekos iSsidésCiusios pries§ 2,5-
dihidroksipiridino dioksigenazés ir maleamo riigSties deaminazés genus (Tang
ir kt., 2012).

2,5-Dihidroksipiridino dioksigenazés palyginimui grupiy apjungimo

metodu buvo sudarytas filogenetinis medis (3.36 pav.)

1001 YP_002004905 Cupriavidus taiwanensis LMG 19424
48 YP 725439 Ralstonia eutropha H16
<1 ZP_06687228 Achromobacter piechaudii ATCC 43553
YP 004680965 Cupriavidus necator N-1
YP 555490 Burkholderia xenovorans LB400
ZP 07045394 Comamonas testosteroni S44
ZP_06834205 Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769
ZP 06190012 Serratia odorifera 4Rx13
100L|: NP 746075 Pseudomonas putida KT2440
67 YP_002872380 Pseudomonas fluorescens SBW25
ZP 08119466 Pseudonocardia sp. P1
EHK78829 Sinorhizobium meliloti CCNWSX0020
— —— ACS60803 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM1325
99 ADN26551 Pseudomonas putida S16
89 Orf9 Sinorhizobium sp. L1
78 YP_004901520 Pelagibacterium halotolerans B2
81 EDY91104 Octadecabacter antarcticus 238

98

57|
100

100

—
0.05

3.36 pav. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenazeés i§ Sinorhizobium sp. L1
filogenetinis medis.

2,5-Dihidroksipiridino  dioksigenaziy amino riigSciy seky palyginimai
ClustalW programa leido iSskirti konservatyvias amino rigstis. Pagal Jimenez
ir bendraautoriy pateiktus, sumodeliuotos 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazés
struktiiros duomenis, katalitiniai triadai buvo priskirti: H265, H318 ir D320.
Taciau katalizei trijy amino rig§¢iy nepakanka. Be to autoriai kelia hipotezg,
kad 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazé evoliucionavo i§ metaloproteaziy. Ir i$
tiesy, 2,5-dihidroksipiridino dioksigenaziy amino rugsciy palyginimai Blast
programa baltyma priskiria leucilamino peptidaziy grupei. DaZnai metalo

proteaziy aktyviame centre bina histidinai, gliutaminai, asparto riigstis,
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leucinas ir argininas. Todé¢l buvo nuspresta sumodeliuoti 2,5-dihidroksipiridino
dioksigenazes 1§ Sinorhizobium sp. L1. Visos modelinés struktiiros yra
panasios tuo, kad formuojama struktiira yra ,,G* formos, kurios centre yra

aktyvaus centro niSa. IS visy struktiiry 3.37 paveikslélyje yra pateiktos tik dvi,

kaip labiausiai tikétinos.

3.37 pav. Modelinés 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazes i§ Sinorhizobium sp.
L1 stuktiiros

Kitos struktiiros yra mazai tikétinos, nes: 1) iSanalizavus katalizinius histidinus
(H312 ir H257) supancias amino riigStis buvo iSskirtos katalizéje
dalyvaujancios amino ragstys: D310, N299 ir R285; 2) buvo sumodeliuota
geleZies jono padétis; 3) atmestos modelinés struktiros nes, kuriose D310,
N299 buvo iSsidéstg per toli (saveikai) ar R285 per arti nuo geleZies jono. Salia
aktyvaus centro buvo aptiktos konservatyvios hidrofobinés amino rugstys:
F186 ir F188, kurie sukuria aktyvaus centro hidrofobing aplinka (3.38 pav.).
Be to galima itarti, kad Sie fenilalaninai saveikauja su 2,5-dihidroksipiridino

ziedo hidrofobine dalimi, taip ji koordinuodami.
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3.38 pav. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenazeés 1§ Sinorhizobium sp. L1
modeliniy struktiiry A) ir B) aktyvaus centro apsuptys.

Idomu tai, kad abiem atvejais geleZis yra pentakoordinuotas amino rugsciy
heteroatomais. Sestasis ry§ys yra tarp aktyvuotos deguonies formos, kuri taip
pat saveikauoja ir su R285 radikalinés uodegos azotais. Pirmuoju atveju penkis
rysius su gelezies jonu sudaro: H310, D312, N299 ir du rySius sudaro H257.
Antruoju atveju: H310 ir N299 sudaro po du rySius ir H257 tik viena. Galima
manyti, kad abiem atvejais D312 radikalo karboksiliné grupé gali saveikauti ir
koordinuoti 2,5-dihidroksipiriding aktyviame centre. Pagal analogija su
tre€iojo tipo ekstradiolinémis dioksigenazémis R285 saveikauja su aktyvuota
deguonies forma, kuria perneSa 2,5-dihidroksipiridino molekulei. Taigi 2,5-
dihidroksipiridino dioksigenazé pagal amino riigs¢iy seka yra panasi | metalo
protezes, o pagal modeliniy struktiiry aktyviame centre esancias amino rugstis
panasi 1 III-io tipo ekstradiolines dioksigenazes.

Pagal darbo metu gautus duomenis (Zitréti 3.29 pav.) Sinorhizobium sp.
L1 kamiene yra dvi skirtingos 2,5-dioksigenazés izoformos, besiskiriancios
molekuline mase. Tai, kad 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazés genai yra keli
skirtingi, tose paciose bakterijose yra retas atvejis, bet ne iSimtis. Pseudomonas
struzi kamienas ANI10 turi NahW ir NahG genus, koduojancius skirtingas
amino rugsciy sastatu 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 dioksigenazés) baltymus labai panaSius vienas i kita. Sie
bakteriniai kamienai turi dvigubus ir N-formilmaleamo rugsties hidrolazes ir
deaminazes. C. ftestosteroni S44 — ir maleino izomerazg. 2,5-Dihidroksipiridino
dioksigenazés genas koduoja 343 amino riig§¢iy peptida. Tokio peptido
molekuliné masé nustatyta SDS-PAGE metodu buvo 38,3 kDa (skyrelis Nr.
3.3.4.), kas labai panaSu i teoriSkai apskaiGiuotaja 37,715 kDa. Sio peptido
teorinis pl 4,88. Deja kitos dioksigenazés izoformos amino riigsciy seka yra
nezinoma. Nustatyta molekuliné mas¢ SDS-PAGE metodu yra 39,8 kDa.
Analogiska dioksigenazé yra rasta Achromobacter sp. JS18 kamiene.
Dioksigenazés 1§ Achromobacter sp. JS18 bakteriju molekuliné mase nustatyta
SDS-PAGE metodu yra 38,7 kDa. Teoriné mas¢ Achromobacter piechaudii
ATCC 43553 baltymo — 38,327 kDa. Dioksigenazes i§ Pseudomonas putida
KT2440 kamieno teoriné mas¢ yra 39,017 kDa.

Sinorhizobium sp. L1

I (o ) —) =) ) m—) =)

Comamonas tesosteroni S44

=) € ¢ < () ) ) ) ) ) ) )

[ ] Hipotetinis baltymas [ | Fosfoenoilpiruvato sintazé
B GntR tipo baltymas [l Transporto sistemos baltymai
] Anglies monoksido tipo [ Degradacijos baltymai

dehidrogenazés kompleksas
3.39 pav. Sinorhizobium sp. L1 ir Comamonas testosteroni S44 geny sankaupy
palyginimas.

Didelis panaSumas tarp geny sankaupy randamas lyginant Sinorhizobium
sp. L1 10,5 kb ir Comamonas testosteroni S44 ~20 kb dydZio genomuy
fragmentus (3.39 pav). Abu fragmentai turi GntR tipo transkripcijos
reguliatoriy (Tropel ir kt., 2004 ), kuriy identiSkumas yra 43%. Abiem atvejais
auksc¢iau GntR tipo reguliatoriaus prieSinga kryptimi yra orientuotas hipotetinis
baltymas (ZP_07045379), kuriy identiSkumas 55%. Be auks$¢iau ,.genu

ketverto* baltymus yra i$sidéstg transporto baltymai.
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3.3.6. Rekombinantinés 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazés is

Sinorhizobium sp. L1 raiSka E. coli 13stelése

Pagal metodin¢je dalyje nurodytas salygas buvo klonuotas 2,5-
dihidroksipiridino dioksigenazés genas { pET19 plazmid¢ ir indukuota Sio
baltymo sintezé¢ E. coli BL21(DE3) kamiene (3.40 pav.). Siomis salygomis
didZioji dalis produkuojamo baltymo buvo netirpi. Bet ekstrakte likusi tirpi
baltymo dalis tur¢jo fermentini aktyvuma. Tokiomis salygomis produkuojamo

aktyvaus baltymo iSeiga yra apie 2 U/L terpés.

1 23 4567 8

i

)
.

A 1zoformas’™ -
Rekombinantiné

dioksigenaze

B izoforma .

3.40 pav. 2,5-Dihidroksipiridino dioksigenazés geno indukcijos analizé SDS-
PAGE metodu. 1 ir 5 — molekuliniy masiy Zymenys (116; 66,2; 45 ir 35 kDa);
2 — dioksigenazé i§ nikotinatu indukuoty lasteliy; 3 — dioksigenazé i§ 3-
hidroksipiridinu indukuoty lasteliy; 4 — abieju dioksigenaziy miSinys; 6 —
rekombinantiné dioksigenazé BL21 kamiene; 7 — kontroliniy BL21 bakteriju
belastelinis ekstraktas; 8 — indukuoty BL21 bakterijy belastelinis ekstraktas.

Kadangi rekombinantiné dioksigenaz¢ poliakrilamidiniame gelyje
migruoja kaip dioksigenazé i§ piridino-3-karboksiriig§timi indukuoty lasteliy,

tai nustatytasis geny sankaupa priklauso nikotinato metabolizmui.
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REZULTATU APIBENDRINIMAS

Sio darbo metu buvo ieskoma bakterijy galin¢iy skaidyti piridino
monokarboksirtigstis. Netradicinése vietose hidroksilinan¢iy ir/ar hidroksilinty
piridino karboksirtig§¢iy skaidyme dalyvaujan¢iy mikroorganizmy atranka
leido pakartotinai atrinkti laboratorini Achromobacter sp. JS18 kamiena, galinti
skaidyti 3-hidroksipiridino-2-karboksirtigS§t; bei i§ dirvoZemio iSskirti nauja
SHP kamiena galinti vieninteliu anglies ir energijos Saltiniu panaudoti 5-
hidroksipiridino-2-karboksirtigst;. 16S rRNR geno analizés duomenimis SHP
kamienas  priklauso  Pusillimonas  genciai. Tai pirmas Zinomas
mikroorganizmas galintis skaidyti 5-hidroksipiridino-2-karboksirtigstj.

Tiriant Pusillimonas sp. SHP lasteles buvo nustatyta, kad Sios lastelés
gali isisavinti ne tik 5-hidroksipiridino-2-karboksiriigSt;, bet ir 3-
hidroksipiriding,  piridino-3-karbonitrila ~ ir/ar  piridino-3-karboksirtig§ty
(nikotino riigsti). Piridino-3-karbonitrilo skaidymas vyksta nikotino riigSties
keliu. Visi Sie junginiai Pusillimonas sp. SHP bakterijose indukuoja tris
skirtingus katabolinius kelius, susidarant bendram metabolitui - 2,5-
dihidroksipiridinui. Tiriant belastelini Pusillimonas sp. SHP ekstrakta buvo
pirma karta nustatyta ir dalinai iSgryninta 5-hidroksipikolinato 2-
monooksigenaze, katalizuojanti S-hidroksipiridino-2-karboksirtigsties
oksidacini dekarboksilinima, susidarant 2,5-dihidroksipiridinui. Tokiu bidu
buvo parodytas dar neapraSytas degradacijos kelias, susidarant 2,5-
dihidroksipiridinui i§ 5-hidroksipiridino-2-karboksirtigsties.

Tiriant Achromobacter sp. JS18 lasteliy substratini specifiSkuma buvo
nustatyta, kad bakterijose yra indukuojami trys skirtingi: piridino-2-
karboksirtigsties, piridino-3-karboksiriigSties ir piridino-2,6-dikarboksirtigsties
skaidymo keliai. Remiantis gautais tyrimy rezultatais, buvo pasitlytas galimas
minéty piridino  karboksirtigs¢iy, iskaitant ir  3-hidroksipiridino-2-
karboksirtigSties, skaidymo kelias. Visi skaidymo keliai veda 1 bendro

metabolito — 2,5-dihidroksipiridino — susidaryma.
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Tiriant Sinorhizobium sp. L1 lastelés, buvo nustatyta, kad 3-
hidroksipiridino ir piridino-3-karboksiriigSties skaidymai yra indukuojami
procesai ir vyksta skirtingais keliais. 3-Hidroksimetilpiridinas Sinorhizobium
sp. L1 lastelése yra oksiduojamas iki piridino-3-karboksirtig§ties (nikotino
rugties). Tiek 3-hidroksipiridino, tiek ir piridino-3-karboksirtigSties skaidymas
vyksta susidarant bendram metabolitui — 2,5-dihidroksipiridinui. Tyrimy eigoje
buvo pastebéta, kad Sinorhizobium sp. L1 lastelése 3-hidroksipiridinas ir
piridino-3-karboksirtigS§tis  indukuoja  skirtingas  2,5-dihidroksipiridino
dioksigenazés izoformas. Analizuojant Sinorhizobium sp. L1 geny biblioteka,
buvo atrinktas DNR fragmentas, koduojantis dalj nikotino rtigsties katabolizme
dalyvaujanciy baltymy.

Sio darbo metu buvo iSgrynintos trys 2,5-dihidroksipiridino 5,6-
dioksigenazes, dvi nikotinato ir viena pikolinato dehidrogenazés, kurios yra

palygintos su Zinomais analogiSkais baltymais 14-oje lenteléje.
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14 lentelé. 2,5-Dihidroksipiridino 5,6-dioksigenazés, nikotinato dehidrogenazés, pikolinato dehidrogenazés palyginimas su Zinomais

analogiSkais baltymais.

5 Specifinis H Subvienety Natyvaus fermento
Saltinis Ky, mM | aktyvumas, optigl umas molekuliné molekuliné masé, Literattiros Saltinis
U/mg mase, kDa kDa
2,5-Dihidroksipiridino 5,6-dioksigenazés
Sinorhizobium sp. L1 (A) 0,15 60 7,5-7,6 39,8 230 Sis darbas
Sinorhizobium sp. L1 (B) 0,175 500 7,4-7,5 383 214 Sis darbas
Achromobacter sp. JS18 — 0,3 7,5 38,7 227 Sis darbas
Pseudomonas putida KT2440 0,07 23 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 dehidrogenazés
Sinorhizobium sp. L1 0,12 198 7,0 85;28;17.7 - Sis darbas
Achromobacter sp. JS18 — 0,79 5,6 97, 58, 33 295 Sis 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 TNS 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 dehidrogenazés
Achromobacter sp. JS18 - 0,9 7,5 85;43; 30 295 Sis darbas
Arthrobacter picolinophilus - 0,636 7,5 - 230 Tate ir kt., 1974




Apibendrinant iSgryninty fermenty palyginima galima teigti, kad
iSgrynintos ir iStirtos 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazés yra panaSios |
Zinomas, taciau Sio fermento A izoforma i§ Sinorhizobium sp. L1 lasteliy
iSsiskiria specifiniu aktyvumu, kuris daugiau nei deSimt karty didesnis uz kity
analogisky fermenty. Nikotinato dehidrogenazé i§ Achromobacter sp. JS18
lasteliy skiriasi nuo Zinomy subvienety molekuline mase, optimalaus veikimo
pH ir savo lokalizacija lastel¢je. Nikotinato dehidrogenaze i§ Sinorhizobium sp.
L1 lasteliy prieSingai — yra pana$i | Zinomas, tafiau nuo kity analogiSky
fermenty skiriasi labai siauru specifiSkumu substratams — galéjo oksiduoti tik
nikotino ragdti. Siuo darbu buvo papildytos Zinios ir apie pikolinato
dehidrogenazes. Identifikuotas ir dalinai charakterizuotas fermentas skyrési

nuo Zinomo savo substratiniu specifiSkumu bei lokalizacija lasteléje.



ISVADOS

. Pikolino, nikotino ir dipikolino rugstys Achromobacter sp. JS18
bakterijose indukuoja tris skirtingus katabolinius kelius.

. Pirma kartg iSskirta bakterija galinti isisavinti 5-hidroksipikolino ragsti
kaip vieninteli anglies ir energijos Saltini. SHP izoliatas priklauso
Pusillimonas genciai.

. 3-Hidroksipiridinas, nikotino ir 5-hidroksipikolino riigStys Pusillimonas
sp. SHP bakterijose indukuoja tris skirtingus katabolinius kelius,
susidarant tam paciam metabolitui — 2,5-dihidroksipiridinui.

. Pirma karta atrasta ir dalinai iSgryninta 5-hidroksipikolinato 2-
monooksigenaze,  katalizuojanti  5-hidroksipikolinato  oksidacini
dekarboksilinima.

. 3-Hidroksipiridinas ir nikotino ragstis Sinorhizobium sp. L1 lastelése
indukuoja skirtingy 2,5-dihidroksipiridino dioksigenazés izoformy
biosintezg.

. I8 Sinorhizobium sp. L1 bakteriju klonuotas DNR fragmentas koduoja

dali nikotinato katabolizme dalyvaujanciy baltymuy.
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